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Resumen

La calcificaciéon valvular es una enfermedad multifacética que representa uno de los principales factores
de morbimortalidad cardiovascular en los paises desarrollados. Estudios recientes han identificado a las
microvesiculas como potenciales unidades de comunicacion intercelular con la capacidad de iniciar y
promover patologias como la calcificacion valvular. Sin embargo, las acciones de las microvesiculas
dependen del fenotipo celular que las libere y del ambiente extracelular, ya que las microvesiculas
también se liberan en nuestro organismo de forma ubiqua vy fisioldgica. El contenido proteico o de
microRNAs vehiculizados en las microvesiculas que pueden inducir diversas respuestas bioldgicas
participando en procesos como la calcificacién y diferenciacion celular. Por ello, cada vez son mas
frecuentes las técnologias émicas realizadas sobre las microvesiculas en numerosas enfermedades que
revelan su potencial como dianas y herramientas terapeuticas y/o biomarcadores. En este trabajo se
describe el papel fisioloégico de las microvesiculas como vectores transductores de sefiales y se destaca
su rol fisiopatolégio en la calcificacion de la valvula adrtica. Nuestro laboratorio trabaja con un modelo
murino al que se le ha delecionado de forma inducible la quinasa ligada a integrinas especificamente en el
endotelio, y se ha observado que estos animales sufren calcificacion en la valvula. El objetivo de este
trabajo es describir el papel fisiopatolégico de las microvesiculas plasmaticas generadas tras la delecion
de la quinasa ligada a integrinas en el endotelio y encontrar los mecanismos de accién que expliquen los
eventos patolégicos encontrados en nuestros modelos animales. Finalmente, el analisis del contenido de
las MVs, incluyendo los miRNAs potencialmente vehiculizados en ellas, podria identificar nuevos
biomarcadores que podrian ser incluso trasladados a la medicina clinica en un futuro.
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Abreviaturas

ACE: enzima convertidora de angiotensina; ALP: fosfatasa alcalina; Ang: angiotensina; AS: estenosis
aortica; AT1r: receptor de angiotensina II tipo 1; AT2r: receptor de angiotensina II tipo 2; ATP: adenosin
trifosfato; BMP2: proteina morfogénica del hueso; Ca®": i6n calcio; CAVD: enfermedad de la valvula
aortica calcificada; ECV: enfermedades cardiovasculares; ECM: matriz extracelular; EV: vesiculas
extracelulares; MSC: células mesenquimales; MVe: microvesiculas endoteliales; MVp: microvesiculas de
plaquetas; MVs: microvesiculas; Pi: fosfato inoganico; PPi: pirofosfato; PS: fosfatidil serina; TNF-a:
factor de necrosis tumoral; TGF-f: factor de crecimiento transformante; VCAM: molécula de adhesion
celular vascular; VECs: células endoteliales valvulares; VICs: células intersticiales valvulares; VSCM:
células del musculo liso de la vasculatura.

Introduccién

La calcificacion de la valvula aortica (CAVD) es un desorden cardiovascular altamente prevalente que
representa una creciente carga economica y social, especialmente para las poblaciones envejecidas. A
pesar de que se sigue estudiando la fisiopatologia de la enfermedad, actualmente no existen terapias
médicas para prevenir la progresion de la CAVD. El descubrimiento de biomarcadores representa un
enfoque potencialmente complementario para estratificar el riesgo y el momento de la intervencion en la
CAVD, y tiene la ventaja de proporcionar una vision de los factores causales de la enfermedad. Aunque
existen numerosos estudios de biomarcadores con potencial de utilidad clinica en la aterosclerosis, con las
que la CAVD comparte algunas caracteristicas, las investigaciones analogas sobre la CAVD son menos
solidas; existiendo s6lo algunos estudios disponibles sobre biomarcadores en CAVD prometedores para
su traslado a la clinica [1].

Las vesiculas extracelulares (EV) son liberadas de forma ubicua por casi todas las células humanas, y se
hallan tanto en los tejidos, como en los fluidos bioldgicos de nuestro organismo. Las EV son estructuras
membranosas de tamafio nanométrico variable, cuya carga puede contener un compendio de moléculas
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proteicas, RNA y metabolitos. En un principio se pensaba que estas particulas formaban parte de un modo
de eliminacion de deshechos celulares sin embargo, investigaciones recientes atribuyen un rol activo a
estas vesiculas en la regulacion de numerosos procesos celulares. En las tltimas décadas se han
encontrado evidencias de que las EV liberadas por determinadas células estan implicadas en la
mineralizacion de la vasculatura. Estas microparticulas tienen el potencial de formar microcalcificaciones
y promover la diferenciacion patologica de tejidos cercanos. Aparentemente, la liberacion de esas EV
calcificantes inician y promueven la progresion de la calcificacion vascular [2].

La dualidad de las EV de participar tanto en la homeostasis como en la patologia del organismo ha
llevado a los cientificos a utilizarlas como herramientas terapéuticas, aprovechando sus propiedades
beneficiosas (baja toxicidad, fenotipos estables, dianas especificas, vida-media alta...etc); pero también a
identificarlas como dianas terapéuticas en numerosas enfermedades [3]. Estudios recientes de nuestro
laboratorio han identificado a las EV como posibles dianas terapéuticas en la calcificacion de la valvula
adrtica.

En esta revision, se resume el papel de las EV, en concreto de las microvesiculas (MVs), como
biomarcadores nuevos para esta enfermedad, su contribucion a la fisiopatologia de la calcificacion de la
valvula adrtica y su posible utilidad clinica, y se ofrece una via para orientar las futuras investigaciones en
este campo.

EVs: senalizacion celular

En la literatura cientifica hay poco consenso sobre como clasificar de forma metddica los distintos tipos
de EV; sin embargo, en 2014 se realiz6 un riguroso estudio para unificar criterios denominado “MISEV”
(actualizado en 2018), en el que se establecieron unos criterios minimos que debian compartir cada grupo
establecido (cita). Se clasifican las EVs en 3 subgrupos atendiendo a su biogénesis, carga y diametro: (i)
Cuerpos apoptoticos (>1500nm); (ii) microvesiculas 6 microparticulas (100-1500nm); (iii) exosomas (30-
150nm) [4]. En dicho documento también se aborda el método de aislamiento de las EV. El “gold
standard” para el aisamiento de las EV es la centrifugacion diferencial, aunque en algunos estudios
también han aprovechado la presencia de los diferentes biomarcadores especificos que caracterizan las
distintas VE para su purificacion [4].

En los ultimos afos se ha estudiado el papel de los exosomas en la iniciacién y progresion de la
calcificacion especialmente en el contexto de la calcificacion asociada a la enfermedad renal cronica [5].
En esta revision hemos decidido analizar el papel de las MVs en la calcificacion de la valvula aortica
debido a que algunas evidencias experimentales parecen indicar que las MVs podrian jugar un papel
dominante como EV calcificantes, especialmente aquellas producidas en un entorno inflamatorio similar
al de la aterosclerosis [2].

Las MVs, conocidas como microparticulas y que en parte también engloban a las vesiculas de matriz,
fueron descritas por primera vez en 1967 y en un inicio se las describié como “polvo” que desprendian las
plaquetas carentes de funcion. Actualmente sabemos que las MVs son pequeiias vesiculas lipidicas de
tamafio variable (100-1500nm de didmetro) provenientes de la membrana plasmatica de las células
eucariotas. En la formacion y liberacion de MVs se ve involucrado el trafico de la carga molecular hacia
la membrana plasmatica que determinara el contenido microvesicular, la redistribucion lipidica de la
membrana y la maquinaria contractil en la superficie que permite finalmente su liberacion a la matriz
extracelular (ECM) [5].

Como podemos apreciar en la figura 1A las MVs se liberan a través de mecanismos contractiles
directamente de la membrana plasmatica, mientras que los exosomas se forman a partir de cuerpos
multivesiculares dentro de una vesicula de secrecion. Esta diferencia en su biogénesis nos hace considerar
que las vias de sefializacion que inducen la formacién y liberacion de cada tipo de VE son distintas.
Ademas, al liberarse las MVs se llevan parte de la membrana plasmatica de la célula de origen y por tanto
pueden contener moléculas propias que caracterizan dicha célula como por ejemplo marcadores celulares,
proteinas y enzimas ancladas a la membrana o expuestas hacia la hemimembrana externa [5]. Este hecho
no solo nos permite caracterizar subpoblaciones para rastrear la célula de la que se origino la MV, sino
también identificar la célula diana a la que pueden ir dirigidas las MVs de forma especifica y poder
entender mejor su finalidad biologica.

Esta interaccion MV— célula puede darse de numerosas formas como se muestra en la Figura 1B. Las
MVs pueden contener integrinas, proteinas de la ECM, lectinas, proteoglicanos o glicolipidos que
faciliten la interaccion con las células que expresen receptores especificos sobre su superficie. En las
células diana las MVs pueden interactuar a nivel de membrana y/o ser internalizadas por multiples vias:
fagocitosis, micropinocitosis, endocitosis o simplemente por fusion de membrana [5].
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Figura 1.- A: EVs se pueden generar de origenes intracelulares diferentes. Las MVs se liberan
mediante una maquinaria contractil a partir de la membrana plasmatica celular llevandose consigo las
moléculas de membrana que posea la célula parental; mientras que los precursores de los exosomas
son los cuerpos multivesiculares (MVB) originados a partir del sistema endoséomico celular. B: Las
integrinas, proteinas de la ECM, proteoglucanos, glicolipidos pueden facilitar la interaccion de las
MVs con la célula diana. La célula receptora puede internalizar las MVs a través de una interaccion
directa superficial e inducir la sefializacién interna, mediante micropinocitosis, endocitosis, fusion
directa de la membrana o mediante fagocitosis. (Elaboracién propia).

Las MVs pueden contener un compendio de proteinas, RNA (mRNA y miRNA), metabolitos y lipidos,
especifico del tipo celular, estimulo, estado de activaciéon o condicion fisiopatoldgica. Se sabe que las
células empaquetan de forma selectiva miRNAs dentro de las VE; sin embargo, los mecanismos por los
cuales se procesa y se encapsula la carga proteica estd ain por descubrir [2]. Los miRNA tienen el
potencial de modular la expresion gendmica a nivel post-transcripcional, por lo que las investigaciones
actuales estan centrandose en estudiar los tipos de miRNA vehiculizados por las MVs y los cambios
fenotipicos que producen en las células diana. Por lo tanto, es posible encontrar una amplia la gama de
cargas moleculares en las MVs provenientes incluso de un mismo tipo celular, por lo que atin queda por
explorar cual es la finalidad bioldgica de este fendmeno.

Gracias a su contenido o las moléculas bioactivas en la membrana de las MVs estas pueden participar en
procesos como: angiogénesis, comunicacion intercelular, supervivencia celular, activacion de la
inflamacion y la respuesta inmune, coagulacion y eliminacion de residuos celulares [6]. Esta sefializacion
mediada por MVs puede recorrer largas distancias ya que se han encontrado MVs en practicamente todo
tipo de biofluidos: saliva, leche materna, lagrimas, orina e incluso la sangre; pudiendo transmitir sefiales a
nivel autocrino, paracrino e incluso endocrino [6].

Como hemos mencionado, la sefializacion a través de MVs no solo ocurre de forma fisioldgica, sino que
parece estar incrementada y alterada durante un estado patologico. Se han descrito dos procesos celulares,
que inducen la formacion de MVs: la activacion celular y la apoptosis [7]. Ambos fendmenos inducen la
formaciéon de MVs similares en tamafio, contenido proteico y lipidico y efectos fisiopatologicos. Sin
embargo, podemos encontrar diferencias en los mecanismos que propician su formacion los cuales se
muestran en la figura 2.

Estas MVs formadas bajo un contexto patologico sefializan dicha alteracion celular a otros tejidos. Por
ejemplo, se ha visto que algunas de estas MVs liberadas al torrente sanguineo son procoagulantes y
promueven la formacion de trombos por medio de la externalizacion del fosfolipido anidnico de
fosfatidilserina (PS). Este fosfolipido se usa como marcador de las MVs ya que se externaliza y se
encuentra en la hemimembrana externa de su membrana. Funcionalmente, la PS provee sitios de union
para el ensamblaje de enzimas coagulantes, induciendo asi la actividad del factor tisular y promoviendo la
generacion de trombina y formacion de trombos [8]. No obstante, la superficie de algunas MVs también
puede contener el factor tisular, el cual es uno de los iniciadores en la cascada de coagulacion. Por
ejemplo, se ha estimado que estas MVs circulantes tienen entre 50 y 100 veces mayor actividad
procoagulante que las plaquetas activadas. Ademads, este fenomeno patologico cuenta con una
retroalimentacion positiva ya que las MVs formadas por la activacion celular también actuan como
desencadenantes de mayor activacion celular [8].
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Figura 2.- Las MVs se originan de forma fisioldgica, sin embargo, se ha observado que la activacion
celular y la apoptosis inducen la liberacion de MVs a través de las siguientes rutas de sefializacion.
(Elaboracion propia).

Las ultimas investigaciones muestran a las MVs como factores determinantes sefializando tanto en el
inicio como el transcurso de numerosas enfermedades como el cancer o las enfermedades
cardiovasculares (ECV). Tanto es asi que se han convertido en potenciales biomarcadores de ambas
patologias abriendo la posibilidad ademas de ser utilizadas como dianas terapéuticas.

MVs: biomarcadores, dianas y herramientas terapéuticas en ECV

Biomarcadores

Actualmente, el desarrollo de métodos diagndsticos y prognosticos usando las EV como biomarcadores
estd aun por estandarizarse. Sin embargo, se ha visto que los niveles de EV se modulan de forma muy
reproducible en estadios concretos de algunas enfermedades. Hay evidencias clinicas que han
correlacionado los niveles altos de MVs con el riesgo de padecer lesiones coronarias [9]. En ensayos in
vitro con células endoteliales aisladas de pacientes con infarto de miocardio han encontrado un
incremento en la expresion de proteinas de adhesion vascular 1 (VCAM-1) tanto en las MVs como en las
células que las liberaban [10]. Aunque en esta revision nos hemos centrado en el papel que las MVs
pueden tener en el desarrollo de la enfermedad, hemos de considerar que hay estudios que sugieren que
no todas las MVs son necesariamente dafiinas, ya que algunas MVs circulantes en plasma podrian tener
propiedades anticoagulantes transportando trombomodulina y el receptor endotelial de la proteina C [11].

Dianas y herramientas terapéuticas

Las EV tienen el potencial de ser unas buenas herramientas terapéuticas debido a que presentan
cualidades beneficiosas para usarlas en diferentes campos de la biomedicina. Se ha analizado que las EV
presentan una baja toxicidad, transportan fairmacos y no presentan inmunogenicidad. Por ello, hasta la
fecha, las EV se han usado en: terapias anticancerigenas (reduciendo los efectos toxicos de la
quimioterapia); vacunacion (presentando un antigeno); terapias regenerativas y transporte de farmacos
[9]. Por ejemplo, se estan llevando a cabo numeras investigaciones con EV procedentes de células
mesenquimales (MSC) para la aplicacion de terapias regenerativas. Se ha demostrado que estas EV-MSC
son cardioprotectoras, capaces de reducir el tamafio del infarto en modelos murinos aumentando los
niveles de NADH y ATP y reduciendo el estrés oxidativo. Ademas, se ha observado que la exposicion de
las EV-MSC mejora la funcion cardiaca y suprime la respuesta inflamatoria [12].

Dentro de las EV, numerosos estudios clinicos han indicado que las MVs podrian servir como nuevas
dianas terapéuticas en algunos tratamientos para las enfermedades cardiovasculares como la enfermedad
de la arteria coronaria [13]. Por ejemplo, se ha observado que en pacientes con infarto agudo de
miocardio a los que se les tratd con una angioplastia coronaria, se redujeron significativamente los niveles
de MVs procoagulantes [14]. Un estudio empled un tratamiento con acidos grasos (omega 3) en pacientes
con infarto de miocardio y observo un descenso en los niveles de MVs provenientes de plaquetas que
podria explicar los mecanismos antiinflamatorios y antitromboéticos del tratamiento clinico [15]. Otros
estudios han observado que tras un tratamiento con fairmacos cardioprotectores (bloqueantes del receptor
de angiotensina tipo 1, bloqueantes de calcio o aspirina) [9] reducian también los niveles de MVs en
plasma. Sin embargo, aunque en numerosos estudios se ha identificado a las MVs como dianas
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terapéuticas, se necesita profundizar mas para averiguar si el descenso de MVs que se observa tras el
tratamiento es la causa o la consecuencia de la mejora de los pacientes tratados.

Como conclusion, los avances recientes en el campo de EV han conducido a un renovado interés por
encontrar nuevos usos a las MVs como biomarcadores de condiciones patolégicas como inflamacion,
disfuncion endotelial, trombosis o angiogénesis. Ademas, las MVs también pueden usarse como
poderosas herramientas diagnosticas, progndsticas y monitorizacién de la enfermedad. Aunque los
mecanismos de accion por los cuales las MVs contribuyen en numerosos procesos fisiopatologicos estd
aun por descubrir, cada vez mas investigaciones usan estrategias terapéuticas con MVs abriendo un
amplio abanico terapéutico de posibilidades en la biomedicina actual.

MVs: fisiopatologia de la CAVD

La CAVD se caracteriza por el engrosamiento y la calcificacion de la valvula adrtica en ausencia de
enfermedad cardiaca reumatica. La estenosis aortica (AS) representa la manifestacion clinica de la
CAVD, que se produce cuando la remodelacion del tejido de la valvula es lo suficientemente grave como
para producir cambios hemodindmicos en la valvula adrtica impidiendo la apertura y cierre adecuados y
el correcto flujo sanguineo hacia los tejidos. La esclerosis aortica es un término utilizado para referirse a
la manifestacion subclinica de la CAVD: una remodelacion patologica asintomatica de la valvula aortica
sin consecuencia hemodinamica. La esclerosis aortica puede identificarse mediante un engrosamiento
cualitativo de la valvula adrtica acompafiado de la calcificacion del tejido de la valvula adrtica [16]. No
estd claro qué pacientes con esclerosis adrtica progresaran hacia una AS y por tanto tendran que ser
sometidos a una cirugia de reemplazo de la valvula que, actualmente, es el Ginico tratamiento posible.

Antes se pensaba que la valvula sufria un proceso degenerativo con la edad, sin embargo, recientemente
se ha observado que la progresion de la CAVD constituye un proceso celular activo que ocurre dentro de
las valvas de la valvula aortica. En términos generales, la fisiopatologia de las CAVD sigue un
mecanismo similar al de la aterosclerosis, culminando en la fibrosis, la calcificacion y, finalmente, la
alteracion hemodinamica en la valvula aortica. A pesar de compartir rutas bioldgicas y de la presencia de
muchos factores de riesgo clinicos y bioquimicos comunes, la CAVD es una entidad bioldgica distinta de
la aterosclerosis [17].
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Figura 3.- Las valvas de la valvula adrtica estan compuestas por una matriz extracelular rellena con
células valvulares intersticiales (VICs), distribuidas en tres capas: la capa fibrosa colagena dispuesta
hacia el lado adrtico de la valvula, la capa intermedia o esponjosa rica en glicosaminoglicano y la
capa ventricular rica en elastina. Tanto el lado ventricular como el adrtico, se encuentra cubierto por
células endoteliales valvulares (VECs). La capa situada hacia el lado aortico es la mas susceptible de
iniciar la calcificacion. El dafio endotelial y la inflamacion se caracterizan por la infiltracion de
macrofagos y células inmunes, que junto a las células VICs diferenciadas y degeneradas o quiescentes
son capaces de liberar MVs con un alto potencial calcificante. Estas MVs poseen determinados
factores y miRNAs en su membrana que las predisponen a formar cristales de hidroxiapatita e
incluso, inducir la diferenciacion celular en las VICs. (Elaboracion propia).
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Se ha visto que el inicio fisiopatoldgico de la CAVD es el dafio endotelial, lo que lleva a una respuesta
inflamatoria, seguida de la sintesis de componentes de la ECM fibrotica por las VICs que aumenta el
engrosamiento de la valva, la rigidez y facilita el deposito de minerales responsables de la calcificacion.
Asi en los primeros estadios de la enfermedad se propicia el dafio endotelial de las VECs y un estado
inflamatorio crénico caracterizado por la infiltracion de macrofagos, linfocitos T y mastocitos. En
estadios mas avanzados, se produce la diferenciacion de las VICs hacia un fenotipo osteogénico que
desencadena la calcificacion de la valvula. Sin embargo, uno de los grandes misterios de la biologia
valvular es como se produce la transduccion de sefiales entre las VECs y las VICs [18]. Hay estudios que
sugieren que las MVs participan en este proceso de transdiferenciacion entre las VECs y VICs ya que se
ha visto que de forma fisiologica las VICs pueden inhibir la migracion y diferenciacion osteogénica de las
VECs [18].

Durante afios, en la fisiopatologia de la CAVD se le ha atribuido un papel predominante a la accion de los
macrofagos en inducir la diferenciacion celular andmala mediante la accion de citoquinas
proinflamatorias (IL-1p, IL-6, IL-8, tumor necrosis factor (TNF-a), factor de crecimiento similar a la
insulina 1 y el factor de crecimiento transformante (TGF-B) [17]. No obstante, investigaciones recientes
han observado que tanto los macréfagos como las células diferenciadas y en proceso de degeneracion son
capaces de liberar unas MVs (conocidas como vesiculas de matriz) con actividad procalcificante a la
ECM [19] (figura 3). Ademas, se ha observado que la biogénesis de las EV es distinta segun el tipo
celular que las produzca. Por ejemplo, los macrofagos tienden a liberar MVs procalcificantes mientras
que la mayoria de las EV provenientes de las células del musculo liso vascular (VSCM) son de tipo
exosomal [2]. Estos resultados se han conseguido reproducir in vitro imitando las condiciones
fisiopatologicas altas de calcio (Ca) y fosfato inorganico (Pi) presentes en la CAVD para inducir la
liberaciéon de MVs procalcificantes [2]. Funcionalmente, estas MVs procalcificantes son capaces de
inhibir la accion de fetuina-A y la esfingolina fosfodiesterasa 3 (inhibidores de la calcificacion) y pueden
acumular y agregar cristales de hidroxiapatita formando microcalcificaciones [2]. Ademas, estas MVs
pueden contener una gran variedad de integrinas y metaloproteinasas (MMP-2,-3,-9,-13) que asisten en el
remodelado de la ECM para exponer sitios cargados en las fibras de colageno que induce la iniciacion de
la nucleacion mineral [2,9]. Incluso se ha llegado a detectar la presencia de BMP2 (factor principal en la
diferenciacion a osteoblastos) en el interior de estas vesiculas calcificantes. Por lo tanto, se las ha
atribuido un papel fisiopatologico en la CAVD promoviendo de forma activa la fibrosis y calcificacion
del tejido. Los principales mecanismos fisiopatologicos que se producen en la remodelacion de la ECM
durante la CAVD pueden ser causados por las enzimas y factores que se encuentran en la membrana de
estas MV procalcificantes: la fosfatasa alcalina (ALP), fosfolipidos anidnicos y anexinas [19], miRNAs, y
la actividad de enzima convertidora de angiotensina (ACE) [17].

Fosfatasa alcalina: Por lo que respecta a la bioquimica de la calcificacion, el pirofosfato (PPi) derivado
del trifosfato de adenosina (ATP) es el principal inhibidor endogeno de la formacion y crecimiento de los
cristales de calcio y fosfato. Sin embargo, por accion de la fosfatasa alcalina, el PPi se transforma en Pi
promoviendo la formacion de cristales de hidroxiapatita. Ademas, este proceso fisiopatologico se ve
retroalimentado ya que la exposicion al mineral de hidroxiapatita induce la diferenciacion osteoblastica de
las VICs, y éstas a su vez secretan mas MVs procalcificantes [20].

Fosfolipidos anionicos y anexina: A diferencia de la membrana plasmatica celular, las EV se caracterizan
fenotipicamente por la externalizacion de fosfatidil serina (PS) y la formacién de complejos PS-anexina.
Las anexinas actiian como canales de voltaje de Ca?" En la calcificacion de la véalvula aortica, se ha visto
que la anexina A6 colocaliza con las EV y que los niveles de anexina A2 estan aumentados en las EV
promoviendo la activacion de la ALP potenciando la calcificacion fisiopatologica [21].

miRNA: Se ha visto que la mayoria de los miRNA circulantes en plasma estan asociados a EV, ya que las
vesiculas protegen al RNA de la degradacion por ribonucleasas y proteasas extracelulares [22]. Se le
concede a los miRNAs un papel importante en la patologia ya que son capaces de alterar a nivel post-
traduccional numerosas rutas celulares. En la CAVD, se ha encontrado un incremento de miRNAs en
estas EV que inducen la expresion de genes osteogénicos: miRNA—27a, —196a, y —206. Estos miRNA
son capaces de modular la expresion de proteinas como Smadl, Runx2 y la fosfatasa alcalina, alterando
rutas de sefializacion de las MAPK, Hippo, Wnt, mTOR y el metabolismo del calcio que desemboca en la
induccion de la calcificacion vascular [2].

Enzima convertidora de angiotensina (ACE): se sabe que la actividad de ACE se encuentra incrementada
en la CAVD, sin embargo, hace unos afios se descubrid6 que las MVs originadas en este contexto
patologico pueden tener la actividad ACE en la superficie de su membrana [23]. Ademas, estas MVs son
capaces de inducir en las células diana la sobreexpresion de ACE y de receptores de angiotensina II tipo 1
(AT1). Por lo tanto, las MVs facilitan la conversion de Angiotensina (Ang) I a II, la cual media los
efectos profibroticos via ATIr. Aunque la Ang II también es capaz de mediar efectos antifibroticos y
antiinflamatorios por la via del receptor de Ang II tipo 2 (AT2), la diferencia en la expresion de estos
receptores a favor de ATl ha demostrado que en la CAVD dominan sus efectos profibréticos [17].
Ademas, el hecho de que el sistema renina-angiotensina se vea incrementado tiene una finalidad bioldgica
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en esta patologia, ya que la calcificacion de la valvula impide su correcto funcionamiento y el sistema
circulatorio necesita aumentar la presion sanguinea del organismo a través de este sistema para mantener
constante el flujo sanguineo.

MVs: ILK'Y CAVD

Entre los principales problemas del estudio de la CAVD es la ausencia de modelos animales que
reproduzcan los mecanismos fisiopatologicos que subyacen en el proceso de la patologia. El grupo de
investigacion de la Dra M. Saura ha desarrollado un modelo de ratén con delecion endotelial inducible de
la quinasa ligada a integrinas (ILK). ILK es una serina-treonina quinasa que juega un papel importante en
la transduccion de sefiales tras la interaccion entre las células y la ECM [24]. Las respuestas generadas
mediante la activacion de ILK son diversas y complejas, ya que es una proteina que se integra en una gran
plataforma proteica de sefializacion, siendo una de sus principales funciones la de regular la respuesta del
corazdén a estimulos de estrés biomecanico [25]. Ademas, se le atribuyen otras funciones en el sistema
cardiovascular: la remodelacion del citoesqueleto, la angiogénesis, el crecimiento celular, la proliferacion,
la supervivencia y la diferenciacion de cardiomiocitos y células endoteliales entre otras [26]. ILK posee
un papel clave en el endotelio regulando el tono vasomotor promoviendo la produccién adecuada de
oxido nitrico (NO) y previniendo la aterosclerosis. De hecho, sus niveles disminuyen durante la
progresion de esta enfermedad debido a la inflamacion [27].

Al eliminar de forma especifica la expresion de ILK en el endotelio, se produce calcificacion valvular, asi
como disfuncién de la valvula e insuficiencia cardiaca reproduciendo las etapas de la enfermedad humana
(figura 4). Basado en estos estudios preliminares, nos planteamos si la expresion de ILK juega un papel
protector frente al desarrollo de calcificacion valvular. Apoyando esta hipdtesis, un estudio piloto en
muestras de estenosis adrtica humana observo una correlacion negativa entre el grado de calcificacion y la
expresion de ILK (resultado no mostrado).

T.Masson Von Kossa e BMP2

endILKcKO

endILKcKO

Figura 4.- Tinciones de valvula aortica. Imagenes representativas en cortes seriados de valvula adrtica
de ratones CT y con delecion endotelial de ILK. A: Tincion Masson para observar la fibrosis valvular
(verde). B: Tincion de Von Kossa para detectar la calcificacion (negro). C: Inmunohistoquimica de
BMP2.

En nuestro estudio nos centramos en caracterizar el papel que desempefian las MVs en el proceso
patologico de esta enfermedad y como este tipo de comunicacion intercelular puede jugar un rol
imprescindible en la transmision de sefiales entre las VECs y VICs.

En este sentido un primer abordaje no permiti6é determinar la existencia de diferencias cuantitativas en el
numero de MV y tipo de MV en el plasma de ratones con y sin la delecion de ILK en el endotelio.

Para detectar las MVs se realizd un abordaje de citometria de flujo usando para ello un patrén de tamaiio
de bolas fluorescentes (0,2um / 0,5um / 1um / 2pum) (Flow cytometry Sub-Micron Size, Invitrogen). Este
patron nos permitié definir la poblacion de interés marcando una region comprendida entre los 0,2 y 1um
discriminando por encima de 1um a los cuerpos apoptdticos que comparten el mismo fenotipo. Lo que
nos permite caracterizar las MVs es la presencia de PS mediante su unién a Anexina V dependiente de
calcio [28]. Para poder normalizar los resultados entre experimentos, se afiadieron a las muestras unas
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“bolas fluorescentes de conteo” (Flow-Count Fluorospheres, Invitrogen) para asegurarnos de pasar la
misma cantidad de muestra en cada medida analitica.

Ademas, se analizaron de forma cualitativa las subpoblaciones de MV halladas en plasma, empleandose
marcadores especificos de los distintos tipos celulares. Asi, las MVs endoteliales se identificaron como
CD31+, CD41-, mientras que las MVs provenientes de plaquetas se caracterizaron como CD31+, CD41+.

Los plasmas sanguineos de cada raton fueron analizados en ensayos independientes segin la plantilla
generada en la puesta a punto del protocolo. Al analizar el resultado observamos que la cantidad de MVs
presente en el plasma de los ratones con fenotipo calcificante era mayor que en los ratones CT (Figura 5).
Debido a que las M Vs circulantes estan compuestas por diferentes subespecies de MVs liberadas por las
células endoteliales y sanguineas, utilizamos citometria de flujo para explorar los origenes celulares de
nuestras MV. Como se observa en la Figura 5, los ratones que padecian la patologia presentaron mayor
expresion en MVs derivadas de células endoteliales CD317/CD41~ (MVe), asi como MV derivadas de
plaquetas (MVp) CD317/CD41". Los resultados obtenidos se correlacionan con las investigaciones en las
que este aumento de MV endoteliales y plaquetarias en plasma se describe ante la presencia de disfuncion
endotelial y remodelacion vascular [29].

MVs totales MVs endoteliales MVs plaquetas
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Figura 5.- Cuantificaciéon de MVs plasmaticas mediante marcaje por fluorocromos [isotiocianato de
fluoresceina (FITC) y ficoeritrina (PE)] en citometria de flujo (n=3). Se gated previamente la region
de estudio para las MVs (Anexina V+ y tamafio/complejidad comprendido entre 0.1 y 1.5ym). A:
MVs totales /yl [FITC-Anexina V+ y complejidad (SSC)] en ratones controles respecto a ratones a
ratones con calcificacion valvular. B: MVs procedentes de células endoteliales (FITC-CD31+ y PE-
CD41-) de ratones controles frente a ratones con calcificacion valvular. C: MVs procedentes de
plaquetas (FITC-CD31+ y PE-CD41+) de ratones controles frente a ratones con calcificacion
valvular. *p< 0,05 vs Ct.

Aunque no se ha podido profundizar en estos resultados, el hecho de que el nimero de MVs circulantes
aumente al delecionar ILK indica que estos ratones podrian estar sufriendo dafio endotelial, incluido el
endotelio que recubre las valvulas, pudiendo potencialmente inducir los fenomenos que desencadenan el
proceso de calcificacion. Ademas, el incremento del nimero de MVs procedentes de plaquetas podria
indicar un entorno procoagulante. Esto es importante puesto que se ha reportado que debido a la
alteracion del flujo y la exposicion al shear stress, tras una activacion inicial, las plaquetas se degranulan
parcialmente, desprenden MVs y pueden verse implicadas en la patogénesis de la disfuncion
microvascular y los eventos tromboéticos en los pacientes con disfuncion de la valvula adrtica [30]. En
este sentido se quiso indagar en el contenido de las MVs plasmaticas para determinar el contenido en
miRNAs de las MVs. Los resultados podran servir para clasificar las MVs por su contenido en miRNAs
asi como identificar miRNAs nuevos que puedan estar jugando un papel clave en la remodelacion
valvular inducido por el déficit de ILK.

Asimismo, se podra explorar el papel procalcificante de las MVs generadas tras la delecion de ILK y los
mecanismos de accion por los cuales se pueda estar estableciendo una transmision intercelular de sefiales
que expliquen el fenotipo patolégico encontrado en nuestro modelo.

Conclusiones

La literatura cientifica presenta a las EV como un nuevo mecanismo de sefializacion intercelular
responsable del inicio y progresion de numerosas patologias. En el desarrollo de la CAVD, las MVs
podrian tener un papel protagonista en producir la remodelacion valvular y desencadenar los eventos
fisiopatologicos que caracterizan la enfermedad. La versatilidad de las MVs permite identificarlas, no
so6lo como biomarcadores diagndsticos de diferentes enfermedades, sino que también estan resultando
muy prometedoras como herramientas y dianas terapéuticas en la biomedicina moderna. En nuestro
estudio, las MVs podrian usarse como biomarcadores plasmaticos, pudiendo representar un enfoque
complementario para estratificar el riesgo y el momento de la intervencion en la CAVD. Ademas, la



variedad de mecanismos de accion desempefiados por las MVs tiene la ventaja de proporcionar una vision
mas completa de los factores causales de la enfermedad.

Nuestro trabajo experimental en un modelo animal y muestras humanas ha determinado que la expresion
endotelial de ILK es factor protector importante en el proceso de calcificacion de la valvula adrtica,
estudiando la produccion de MVs cuando la expresion de ILK disminuye. Se ha comprobado que la
delecion endotelial de ILK induce una mayor liberacion de MVs circulantes totales, tanto endoteliales
como plaquetarias, que podrian estar participando en este proceso fisiopatoldgico a distintos niveles. Sin
embargo, son necesarios mas estudios para poder establecer una relacion causa-efecto entre la produccion
de MVs en los animales y la calcificacion. No obstante, los resultados que se obtengan tras el estudio de
las MVs podran permitirnos identificar nuevos biomarcadores y mecanismos de accion celular basados en
miRNAs y genes diana especificos que podria incluso ser trasladado al paciente en un futuro.
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