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11l. Resumen

Las enfermedades neurodegenerativas (EN) son unas de las patologias con mayor
prevalencia y mortalidad a nivel mundial, siendo las més importantes, EA, EP, EH Y ELA.
Los desencadenantes de estas enfermedades son variados, donde el principal factor de riesgo
es el envejecimiento, siendo un proceso natural de los seres vivos, pero este conlleva a
desregulaciones de varias vias, como el estrés oxidativo, la disfuncion mitocondrial, la
autofagia y la neuroinflamacién, provocando a que se generen alteraciones genéticas, que se
incrementan si le sumamos el factor de la herencia, por lo que aqui serén claves los ARNNc,
ya que son fuertes reguladores de la expresion génica a nivel fisiolégico y también se les
atribuye su rol patoldgico en las EN. Con las herramientas de secuenciacion se ha podido
vislumbrar que los ARNNc se expresan en muchos tejidos, siendo las plaquetas una de las
fuentes méas grande del organismo, donde a traves de la activacion de estas y otros mecanismo
que aun no se tienen del todo claro, aumentan o disminuyen la expresion de esto en distintas
enfermedades. Los ARNNc se dividen en dos grandes grupos, los ARNInc y los ARNcnc,
esto dependiendo de la longitud de nucle6tidos en su estructura, pero en esta revision se
describirad a los miRs, ARNInc y ARNcirc, descrito en muchos estudios, donde su expresion
ya sea a la baja o al alza desencadena o agudiza las diferentes EN, lo que ayudara a
comprenderlas mejor su participacion a nivel genético, para poder ocuparlos como posibles
biomarcadores 0 medidas terapéuticas de enfermedades que hasta el dia de hoy no tienen

cura.

Palabras claves: Enfermedades neurodegenerativa, Plaquetas, miRs, ARNInc y ARNcirc.



IV. INTRODUCCION

Desde hace muchos afios las enfermedades neurodegenerativas (END) han sido el
dolor de cabeza para la mayoria de la comunidad cientifica, todo esto debido a que a lo poco
que se conoce sobre sus causas, convirtiéndolas en enfermedades dificiles de tratar y este se
vuelve muy prolongado, si a esto se le suma que las expectativas de vida en la poblacién son
bajas, estos tipos de enfermedades vienen a formar parte de las mayores causas de muerte a

nivel mundial.

Una de las definiciones méas conocidas de las enfermedades neurodegenerativa, son
aquellas patologias, hereditarias o adquiridas, en las que se origina una disfuncion progresiva
del Sistema Nervioso Central (SNC). Segun con el National Institute of Neurological
Disorder and Stroke Study (NINDSS) hay mas de 600 patologias relacionadas a esta
disfuncion del SNC, pero dentro de las enfermedades neurodegenerativas, encontramos
varios tipos, peros las que tienen mayor prevalencia son la enfermedad de Alzheimer,
enfermedad Parkinson, esclerosis multiple, esclerosis lateral amiotréfica y enfermedad
Huntington ( 1).

Hoy en dia gracias a los avances de genética molecular se ha podido entregar mas
herramientas para la investigacion de las enfermedades neurodegenerativas. Entre los 35.000
genes de genoma humano, muchos de ellos van a codificar proteinas expresadas solamente
en el sistema nervioso. También, muchos genes van a codificar proteinas que se expresan,
con diferentes grados, en distintos tipos de neuronas. De esta manera, ciertas poblaciones
neuronales van a ser especialmente vulnerables a los cambios originados por variaciones
genéticas por factores ambientales o por la combinacion de ambos. En células de larga vida,
como las neuronas, una pequefia perturbacion puede eventualmente ser importante y tener

consecuencias considerables (2).

Por otro lado, se ha visto que existe las plaquetas juegan un rol fundamental en las

expresiones de un sinfin de proteinas, siendo que las plaquetas han sido definidas como un



fragmento de células, cuyo proposito es formar coagulos en la sangre para cerrar las heridas
y evitar las hemorragias. Ellas son producidas en la medula 6sea, al ser un fragmento que no
posee material genético y no posee la maquinaria necesaria para la sintesis como es que esto
ocurre, aqui entre como protagonista el ARN no codificante. Donde Existen varias clases de
moléculas de ARN, que no codifican proteinas, son conocidos como ARN no codificantes
(ncRNAS), los cuales tienen como funcion modular la expresion génica a través de varios
mecanismos, siendo fundamentales en la regulacion de varios sistemas. Se describe que los
ncRNAs estdn en mayor cantidad en el sistema nervioso, donde su expresion es clave en los
procesos de desarrollo y funcién del cerebro de los seres humanos y su alteracion se han

descrito que estan relacionada con las enfermedades neurodegenerativas.



V. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Explicar la relacion del ARN no codificante plaquetario en las enfermedades

neurodegenerativas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Indicar la relevancia de los ARN no codificante plaquetario en las enfermedades de
Alzheimer, Parkinson, Huntington y Esclerosis Lateral Amiotréfica

2) Explicar el avance actual sobre los nuevos mecanismos patologico del ARN no

codificante plaquetario en la neurodegeneracion.

V1. Metodologia de busqueda

Se realizo una revision bibliografica con la informacién relacionada con las Enfermedades
neurodegenerativas y ARN no codificantes plaquetarios. Donde se consulto 3 bases de datos
principalmente, Scopus, Web of Science y PubMed. Ejemplos de busquedas fueron: ncRNA
OR miR OR IncRNA OR circRNA AND platelet OR expression in platelet AND
neurodegenerative diseases, para posteriormente seleccionar las publicaciones dependiendo

del afio y relevancia en la revision.



VII. MARCO TEORICO

1. Enfermedades Neurodegenerativas (EN)

En estos ultimos afios las EN se han convertido en las causas mas comunes de morbilidad,
mortalidad y alto deterioro cognitivos en las personas que las padecen (3), esto ocasionado
por el incremento de la expectativa de vida, elevando enormemente la incidencia de las EN,
pues al tener mas edad se ve expuesto por un tiempo mas extenso a distintos elementos que
pueden ser perjudiciales para la salud, como son mala alimentacion, tabaquismo, radiacion,
por nombrar algunos (4). Por lo mismo es de vital importancia encontrar las causas que

desencadenan a nivel bioldgico molecular y sus posibles tratamientos.

Como menciona el autor Jiménez M. y cols las EN se definen como “pérdida selectiva 'y
simétrica de las neuronas motoras, sensoriales o de los sistemas cognitivos, con
manifestacion cronica progresiva, presentando un cuadro clinico variado que va desde la
pérdida de las funciones motrices hasta la pérdida total de las funciones cognitivas,
provocando demencia grave” (5). Por lo mismo de acuerdo con el grupo neuronal
involucrado seran las manifestaciones clinicas que se presenten. Las EN se manifiestan por
diversos sindromes, por lo que en esta revision nos enfocaremos en la enfermedad de
Alzheimer, enfermedad Parkinson, Esclerosis lateral amiotréfica y enfermedad Huntington

debido a sus grandes prevalencias a nivel mundial.

1.1 Enfermedad de Alzheimer

La patologia fue descrita por primera vez en 1906 por el psiquiatra aleman Alois
Alzheimer, convirtiéndose en uno de los trastornos mas graves que afectan a la poblacion
que ya tiene una edad avanzada y siendo esta misma causa uno de los principales factores de
riesgo. Al progresar esta enfermedad, conlleva cominmente a la demencia, provocando una
disminucion continua de las habilidades de pensamiento, comportamiento y sociales que

altera la capacidad de una persona para funcionar de manera independiente (6).



1.1.1 Epidemiologia

Como se menciond, el envejecimiento es un factor determinante en las EN, en el que la
mayoria de la poblacion mundial de este grupo etario ha ido al aumento, donde tanto la
Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) y el Centro de Control y Prevencion de
Enfermedades (CDC) proyectan que en el mundo se eleve 420 millones a mil millones para
el 2030 (7). Actualmente se estimada que 36,5 millones de personas en el mundo estan
afectadas por la demencia y méas de la mitad de los casos son por EA, teniendo una incidencia
cada afio de alrededor de 5 a 7 millones de casos nuevos en la poblacién mundial (8). Pero
para 2050, se espera que ocurra un nuevo caso de EA cada 33 segundos lo que resulta en casi
1 millén de nuevos casos por afio, llegando a una prevalencia entre 11 y 16 millones (9). En
proyecciones que tiene Estados Unidos para el afio 2050, se cree que habran 13,8 millones
de personas diagnosticadas con demencia y siendo principalmente EA, lo que causa bastante
preocupacion, debido a que el 2013, hubo 84.767 muertes por EA registradas en certificados
de defuncion oficiales, lo que convierte a EA en la sexta causa principal de muerte en los
Estados Unidos (8).

Ubicandonos ahora en Ameérica Latina, paises como Brasil se calculd una tasa de
demencia del 7,1%, con el 55,1% de los casos diagnosticados con EA. En Peru estudiaron
una poblacion de 1.531 individuos, donde 105 casos correspondian a demencia y el 56,2%

tenian EA y la tendencia en los otros paises es al aumento con el pasar de los afios (10).

En Chile el 1,06 % de la poblacion presenta algun tipo de demencia, siendo prevalente la
EA (Figura 1). En estudios realizados por el Servicio Nacional del Adulto Mayor (SENAMA)
en el afio 2009, publico que el 7,1% de las personas de 60 afios exhibe deterioro cognitivo,
cifra que aumenta exponencialmente a partir de los 75 afios, alcanzando 13% en las personas
entre 75-79 afios y 36,2% en los mayores de 85 afios. Donde ese mismo afio segin la OMS
en Chile la EA constituyo la 6° causa especifica de muerte, con 3.432 defunciones anuales
(11). Esto demostrando el gran impacto que tiene la EA, siendo fundamental conocer las

caracteristicas de esta enfermedad, factores de riesgos y sus posibles causas.



Demencia Fronto-temporal

Enfermedad de Parkinson

Demencia por causas -
muiiltiples —— ;| S Enfermedad de
Alzheimer

Demencia Vascular

Figura 1. Principales tipos de demencia en Chile. Se observa las distintas demencias que
presenta Chile, encontrandose que la EA tiene la frecuencia mas alta llegando al 56%.
Tomado de Slachevsky A. y cols. (2018) (12).

1.1.2 Caracteristicas de la EA

Esta se describe por anormalidades histopatoldgicas, moleculares y bioquimicas, incluida
la pérdida celular; abundantes nudos neurofibrilares; neuritas distroficas; depdsitos de
péptido beta amiloide (PBA); hiperfosforilacion de proteina Tau, metabolismo energético

deteriorado; disfuncién mitocondrial; estrés oxidativo cronico; y mutaciones genéticas (13).

1.1.2.1 Depositos de péptido beta amiloide (fA)

Esta formado por 38 a 43 residuos de aminoacidos, encontrandose principalmente de la
forma 40 aminoacidos (Apao), seguido de 42 (APa42), siendo el péptido APs2 mas propenso a
la agregacion que APaso (14). La sintesis de estos péptidos ocurre por la escision enzimatica
que ejercen las secretasas [ y y sobre la Proteina Precursora Amiloide (APP), siendo una
proteina transmembrana tipo 1, expresandose en varios tejidos, como es la medula espinal,
plaquetas, especialmente en el sistema nervioso central (SNC), entre otros (15). EI gen APP
se encuentra en el cromosoma 21, lo que explicaria la mayor incidencia de EA con inicio

temprano en individuos con 21 trisomia (sindrome de Down) (14).



Histopatologicamente, en la EA se forma la acumulacién de los BA (Figura 2), que en
condiciones habituales es fundamental para el correcto funcionamiento neuronal, donde
participa en la activacion de quinasas, proteccion contra el estrés oxidativo, regulacién en el
transporte del colesterol, actuando como factor de transcripcién y en acciones
proinflamatoria, por estas funciones se ha asociado fuertemente a la EA, donde los péptidos
BA no hacen dafio cuando esta solos sino cuando se agrupa consigo mismo, hasta que forma
las denominadas fibras amiloides o placas seniles, lo que estimularia la despolarizacién de
los microtubulos (MT)(16). El esqueleto de MT juega un papel importante ya que
proporciona la via principal para el transporte axonal, contribuye a la integridad estructural
de las neuronas y esta involucrado en la plasticidad neuronal, por lo que las placas seniles

impedirian el correcto transporte del impulso nervioso (17).

= — = e Tl O g = gl et M 1-. = ¥ Fae -
| CORTEX CEREBRAL -~ " = =~ = "o T
e LT AMILOIDE L e, e e e
W L AMTIOINN - B W A
R T L BT g” .. NEURONIOS,
> =B T %‘&,‘ gPess VA s
o S g VAN o

,‘ e .

S O s PLAGA SENIIS i s

- K

Figura 2.. Caracteristicas Histopatologicas de EA. Las flechas negras indican los
depdsitos de BA y las neuronas, ademas el acumulo de estos péptidos suelen Ilamarse placa
senil o fibras amiloide (flecha rosada). Tomado de Contreras N. y cols. (2004) (18).

1.1.2.2 Hiperfosforilacion de proteina Tau

Esta proteina pertenece a la familia de proteinas asociadas a microtibulos (MAPS),
expresandose altamente en neuronas, ademas de poseer 6 isoformas diferentes, debido al
corte alternativo del gen (cromosoma 17), teniendo un peso aproximado 55 a 70 Kda (19).
Tau tiene como funcién la polimerizacion de la tubulina en la célula, de modo que se formen
los MT al igual que su ensamblaje, por tanto influye tanto en la nucleacion como en el
alargamiento de estos (20), pero durante la enfermedad, Tau muestra un aumento de la
fosforilacion en sitios seleccionados (hiperfosforilacion), conllevando a la formacion ovillos

neurofibrilares intracelulares (NFT) (Figura 3). Esta hiperfosforilacion de Tau tiende a
7



disminuir su actividad, alterando la estructura de los MT (16), ademas del empaquetamiento
de esta proteina lo que provoca afectaciones en el mecanismo de transporte neuronal,
ocasionando que la neurona no puede transmitir sefiales eléctricas ni transportar nutrientes,

generando el deterioro cognitivo (20).

Figura 3. Microfotografia de ovillos neurofibrilares. Los enredos se visualizaron por
inmunotincién con un anticuerpo especifico anti-PHF1. Barra de escala: 62,5 mm. Tomado
de LaFerla F y cols. (2005)(21).

1.1.2.3 ARN no Codificantes (ARNNC)

Estos generan transcripciones que no codificaran proteinas, pero que modularan la
expresion de otros ARN influyendo directamente en la produccién de proteinas y a su vez en
la regulacion celular, por lo que no es raro que tengan un rol muy importante en las
enfermedades neurodegenerativas como lo es la EA (22). Esto se observa en un estudio
Yugquan Wu y cols, donde demostraron en modelos con ratas la importancia de ciertos
microARN (miRs), que su disfuncion o carencia podrian generar fallas cognitivas y su
reincorporacion podrian mejorarlas. Se recolecto suero de 40 personas con Alzheimer y 24
personas sanas, donde miR-146a-5p, 106b-3p, 195-5p, 20b-5p y 497-5p fueron mas altos,
mientras que los niveles de miR-125b-3p, 29c¢-3p, 93-5p y 19b-3p fueron menores en
pacientes con EA que en controles sanos. Posteriormente se centraron en miR-29c-3p y miR-
19b-3p que mostraron niveles séricos mas bajos en pacientes con AD. Entonces para finalizar
el estudio a las ratas que tenian Alzheimer se les hizo pasar por un laberinto, observando que

necesitaban mucho mas tiempo para salir que las ratas que no lo presentaban, pero los
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investigadores al sobre expresar miR-29¢-3p y miR-19b-3p en las ratas con AD, estas
acortaron significativamente el tiempo en terminar el laberinto, lo que indico su mejoria
cognitiva. Lo que los llevo a concluir que miR-29¢-3p y miR-19b-3p pueden participar en la
aparicion y desarrollo de EA (23). Esto demostrando la importante funcion que pueden tener
los ARN no codificantes en enfermedades neurodegenerativas.

1.2 Enfermedad de Parkinson (EP)

En 1817, el médico inglés James Parkinson describe lo que €l llama la “parélisis agitante
o temblorosa”, donde relata seis casos clinicos caracterizados por temblor, marcha festinante
con propulsion y lentitud de los movimientos. La monografia no tuvo mayor difusion en esa
época (24). Anos después fue el neurdlogo francés Jean-Martin Charcot, que destaco los
estudios realizados James Parkinson, haciendo mucho hincapié en la triado sintomatologica
principal que es la bradicinesia, la rigidez y los temblores, ademés de promover el uso de EP

para honrar la memoria de quien la describio por primera vez (25).

1.2.1 Epidemiologia

La EP es sin duda una de las enfermedades neurodegenerativas mas comunes a nivel
mundial, llevandose el segundo lugar en prevalencia, solamente superada por la EA (26), con
una prevalencia de 3 a 4% en personas mayores de 80 afios de edad (27). La cual se duplico
considerablemente desde el afio 1990 al 2016, pasando de 2 millones de pacientes a un poco
mas de 5 millones (28), reportandose ademas que la EP fue causa de 211.296 muertes en el
mundo el afio 2016 (29). Ademas las proyecciones para el afio 2050 indicarian que se
producirian mas de 12 millones de pacientes en todo el mundo, lo que causa una gran

preocupacion en la comunidad cientifica (30).

En el afio 1855 en Inglaterra 22 personas de 15 millones murieron a causa de esta
patologia, pero este nimero crecid enormemente en estos Ultimos afos, pues el 2014,
fallecieron entre 5.000 a 10.000 personas de 65 millones en este mismo pais, donde en menos

de dos siglos, un trastorno que se consideraba bastante raro se volviéo muy comin (28).



Pasando al continente americano, en EE.UU. el 2010 se estim6 que la prevalencia en
personas mayores a 45 afios es de 572 por 100.000 habitantes, donde en la actualidad se
reportan 60.000 personas con la EP cada afio (31) y las proyecciones tampoco son
alentadoras, ya que el afio 2040 se aproxima un total de 700.000 personas que padezcan la
enfermedad (32). Chile por otro lado lidera como el pais mas longevo en América Latina, lo
que llevandolo al contexto de la enfermedad lo convierte en el lider, seguido por Paraguay,
El Salvador, Honduras y Guatemala, donde entre el periodo de 1990 al 2016 la prevalencia
de Parkinson aumento un 19,9 % y las muertes en 16,5%, siendo Chile el 5 pais con mas
muertes (Figura 4) (29), pero la EP se considera que esta subdiagnosticada, lo que indicaria

que la tasa de mortalidad en la poblacion general podria ser hasta 5 veces mayor (33).
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Figura 4. Prevalencia y mortalidad de la enfermedad de Parkinson. Aumento de
prevalencia y mortalidad de la enfermedad de Parkinson en centro y latino América entre
los afios 1990 y 2016. Tomado de Leiva A. (2019) (29).

1.2.2 Caracteristicas de la EP

La EP es un trastorno neurodegenerativo devastador que se caracteriza patologicamente
por la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra compacta (Figura 5), lo que
provoca la reduccién de los niveles de dopamina estriatal y agregacion de inclusiones de
proteinas intracelulares denominadas LB, que tipicamente contienen a-sinucleina,
denominados cuerpos de Lewy. Las caracteristicas clinicas mas comunes de la EP envuelven
temblor en reposo, rigidez, deterioro de la marcha y bradicinesia, pero estos van
acompafiados a menudo también con una variedad de sintomas no motores, que incluyen

disfuncion del suefio, trastornos del estado de &nimo, deterioro cognitivo y demencia (34).

10



Db S aenopm, 204, 20 um

Figura 5. Patologia de la enfermedad de Parkinson. (a). Vista de baja potencia de la
sustancia negra que muestra el marcado agotamiento de las neuronas dopaminérgicas (flecha,
neurona restante), glicolisis reactiva y neuromelanina presente en las células fagociticas
(punta de flecha). (b). Cuerpo de Lewy tipico del tronco encefalico en una neurona
dopaminérgica pigmentada(flecha). (c). LB de tronco encefalico que muestra tincion para o-
sinucleina. Tomado de Shulman J. y cols. (2011) (35).

Los desencadenantes que conducen al inicio de la EP y finalmente a la degeneracion de
las neuronas dopaminérgicas (DN) son poco conocidos Yy, por lo tanto, la patogénesis de la
EP sigue siendo dificil de alcanzar sin un tratamiento protector efectivo. Pero se han
observado que para que ocurra la enfermedad se tienen que sumar 3 factores importantes,
como son el envejecimiento, factores ambientales y genéticos (36), teniendo mas relevancia

estos ultimos.

1.2.2.1 Mutaciones genéticas

Desde el punto de vista genético, se considera una enfermedad muy compleja y por lo
mismo las causas genéticas solo puede explicar aproximadamente solo un 10% de todos los
casos de EP, dividiéndose esta enfermedad en esporadica y familiar. De los casos, 10% a
25% presentan un patrén de herencia familiar determinado, ya sea dominante o recesivo (37).
El resto de los casos, en donde no se puede identificar una mutacién o que no presenta un

patrén de herencia especifico, se consideran esporadicos. Como la EP es una enfermedad
11



genéticamente heterogénea y de herencia compleja el riesgo empirico para cualquier persona
a desarrollar EP es de 1% a 2%. Cuando hay antecedentes familiares positivos para esta
enfermedad el riesgo acumulado para desarrollar EP es de 3% a 7% haciendo notar la
importancia de los factores genéticos asociados (38).

Se han reconocido mutaciones y polimorfismos en mas de 10 genes relacionados con la
EP ya sea como causales 0 genes de susceptibilidad para la enfermedad. Seis de estos genes
(PARK1, PARK2, PARKS5, PARKG, PARK7 y PARKS) han sido fuertemente implicados
como causales 0 como factores de susceptibilidad para EP. Conjuntamente existen otros locus
recientemente relacionados con EP, pero alun no se ha podido establecer su significancia

clinica, por lo cual continGan en investigacion (35).

Es importante recalcar que las mutaciones reportadas en PARK1, PARK2, PARKS5,
PARKG6 y PARKY explican hasta 5% de todos los casos de EP. PARKS8 o LRRK2 explica
2% a 7%, donde esta es una mutacidn autosémica dominante, donde hay una sustitucion de
glicina por serian en la posicion 2019 (G2019S) en la quinasa-2-repetida rica en leucina
(LRRK?2), se sugieren que LRRK?2 tiene un impacto en la proliferacion e integridad de las

células madre neurales (NSC) y juega un papel en la neurogénesis (39).

1.2.2.2 ARN no Codificantes

Se han notificados una variedad de niveles de desregulacion de los ARNnNc, en las EN,
donde le Parkinson no es la excepcion, al igual que la enfermedad de Huntington (EH), el
sindrome de Tourette (ST) y Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA) (40). Ejemplos de lo
anterior mencionado es el mir-133b se expresa especificamente en las neuronas
dopaminérgicas del cerebro y que es deficiente o los niveles séricos de expresion de miR-
133b disminuyen significativamente en pacientes con EP (41). Los que nos vuelve a mostrar

la importancia de los ARN no codificantes en las enfermedades neurodegenerativas.
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1.3 Enfermedad de Huntington (EH)

De esta patologia se tienen registros desde la Edad Media, donde se le atribuyo el nombre
de corea (proveniente de la palabra griega a choreia que significa danza) o baile de San Vito,
sumando el fervor religioso de la época, era considerado un pecado y la Unica curacion
posible era el peregrinaje a las ermitas consagradas a los santos protectores (42). Pero esta
fue reconocida con el nombre que se conoce en la actualidad en 1872 por el médico
norteamericano George Summer Huntington, realizando la primera descripcion clinica

completa y clara de una enfermedad familiar (43).

1.3.1 Epidemiologia

La EH es un trastorno neurodegenerativo autosomico dominante heredado genéticamente,
donde la mayor incidencia del inicio de la enfermedad es alrededor de los 40 afios, teniendo
un promedio de supervivencia de 10 — 20 afios y en algunos casos el paciente puede vivir
hasta 30 a 40 afio (42).

La prevalencia a nivel mundial es muy variable, estimandose aproximadamente 7-10 por
100.000 habitantes (44), donde en la mayoria de los paises los casos son de descendientes
europeos, teniendo una prevalencia de 5 a 10 individuos por cada 100.000 en poblacion, la
que es 10 veces mayor en comparacion que en los paises asiaticos (45), esto se explica porque
aunque ellos presentan una gran poblacion los paises no adoptaron pruebas genéticas ni
neuroldgicas para detectar la enfermedad, aunque algunos paises, como las subpoblaciones

indias de Pakistan, Punjab y Gujarat presentan la prevalencia mundial mas alta (46).

En el Reunid Unido la prevalencia es de 6,68 por cada 100.000 habitantes, aumentando
considerablemente los ultimos afios, justificandose esta alza, por tener un diagndstico
genético mas preciso, mejor atencion de apoyo y un aumento general de la esperanza de vida,

muy por lo contrario de lo que pasa en los paises asiaticos (47).

En el caso de EE.UU. hay aproximadamente unas 30.000 que padecen la EH, pero este
numero aumentara considerablemente en los préximos afios a 150.000 de los descendientes

de estas personas con EH (48). Lo mismo ocurre en América Latina donde los casos
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aumentaron la Gltima década, donde familias mayormente afectadas pertenecen a los paises
de Venezuela, Peru, Brasil, Colombia y Chile. En el caso de este Gltimo, los pacientes son
exportados desde Perd, que posee la segunda poblacion més alta de pacientes con EH en
América Latina, por lo que en chile en los futuros afios, podria convertirse en un problema
de salud publica, si no se invierte en la deteccién o diagnoéstico de los paciente y en mejoras
tecnoldgicas a nivel genético (44).

1.3.2 Caracteristicas de la enfermedad.

Los sintomas varian mucho entre los personas que padecen esta enfermedad, pero
generalmente se describen por una triada de sintomas motores, cognitivos

y psiquiatricos (49).

Los sintomas motores se dividen en movimientos coreiformes con trastornos de la marcha
que tienden a surgir tempranamente en el curso de la enfermedad y deficiencias motoras
como la bradicinesia. También la rigidez se puede observan en pacientes en etapa
posterior. Los sintomas cognitivos se pueden detectar hasta una década antes del diagndstico,
y el deterioro progresa a medida que avanza la enfermedad. Los déficits incluyen
desaceleracion cognitiva y depreciaciones tanto en la atencion como en la flexibilidad mental.
Por otro lado, los sintomas psiquiatricos tienden a presentarse prematuramente en pacientes
con EH. Los pacientes con EH con frecuencia tienden a estar deprimidos y manifiestan signos

de apatia, irritabilidad, impulsividad y desinhibicion social (50).

El diagndstico de EH se basa en la actualidad unicamente en la presencia de sintomas
motores. Donde el tratamiento se circunscribe solamente si presenta trastornos del
movimiento y sintomas psiquiatricos. El Unico farmaco aprobado para la terapia de
hipercinesia y distonia en EH es la Tetrabenazina, pero ain no existe ninguna terapia que

pueda frenar, detener o incluso revertir el curso de la enfermedad (51).

La neuropatologia de la EH se describe por una inactividad o muerte de neuronas
especificas al interior del cerebro. Para ser mas preciso, estas son las neuronas del cuerpo
estriado, siendo mas susceptibles a la muerte. Las interneuronas generalmente se salvan. En

este caso particularmente se ven afectadas las neuronas que se prolongan desde la corteza
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hasta el cuerpo estriado y la disminucion del cuerpo estriado y la reduccion de la corteza
inician décadas antes de la aparicion de los sintomas. Aunque anteriormente se nombraron
los sintomas clinicos caracteristicos de la enfermedad, los pacientes también sufren trastornos
metabdlicos e inmunes, musculo esquelético, desgaste, pérdida de peso, insuficiencia

cardiaca, atrofia testicular y osteoporosis (50).

1.3.2.1 Mutacidn genética

La EH pertenece al grupo de trastornos de expansién repetida de trinucle6tidos (51), esta
mutacién es provoca el alargamiento anormal de una repeticion de CAG en el Gen HTT, el
cual tiene como finalidad la produccion de la Huntingtina (HTT), la cual esta conformada

por 3.144 aminoé&cidos, siendo bastante grande la proteina (Figura 6) (50).

Csobonyeiova M. y cols. definieron los riesgos de desarrollo de EH depende de la cantidad
de repeticiones CAG de la siguiente manera. “Menos de 35 repeticiones (riesgo minimo),
3640 repeticiones (riesgo moderado) y mas de 40 repeticiones (riesgo alto). La misma
proporcionalidad directa también se aplica a la edad de inicio (generalmente 20-65 afios) y
la gravedad de la enfermedad, lo que significa que una secuencia de repeticion de CAG mas

larga se asocia con un inicio mas temprano de EH y sintomas mas graves” (52).
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Figura 6. Comparacion de gen de Huntington y gen sin la enfermedad. Se puede
visualizar que, si el gen presenta menos de 35 repeticiones de CAG, no ocurrira la
degeneracion neuronal, pero si hay mas repeticiones la proteina Huntingtina estara mutada
causando la enfermedad. Tomado y adaptado de Lieff J.(2016) (53).

La EH es una enfermedad dominante, lo que significa que una persona sélo necesita la
presencia de un numero de repeticiones CAG mayor de lo normal en uno de los dos genes de
la EH para desarrollar la enfermedad. Un ejemplo es que, si ambas copias del gen de la EH
de una persona tienen 26 repeticiones 0 menos, no desarrollara la EH y ninguno de sus hijos
tampoco y si una copia del gen de la EH de una persona tiene 40 0 mas repeticiones,
desarrollara la enfermedad a lo largo de su vida, y cada uno de sus hijos tiene un riesgo de
un 50% de heredar el gen de la EH expandido (54).

Un gen de la EH con 40 o0 mas repeticiones se llama un gen de penetrancia completa. Esto
significa que la persona desarrollara la EH a lo largo de su vida, siempre y cuando no muera
prematuramente a causa de otra cosa (55). Aungue es raro, los pacientes homocigotos
muestran la misma edad de inicio que los heterocigotos, pero la progresion de la enfermedad

puede ser mas grave, pero sigue siendo una incognita la razon (50).
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1.3.2.2 ARN no codificantes

Los ARN largos no codificantes (IncRNA) que ahondaran posteriormente, se han visto
involucrados y demostrado que estan asociados con el envejecimiento cerebral y la
fisiopatologia de los trastornos neuropsiquiatricos y neurodegenerativos, porque aunque
estos son transcripciones de mas de 200 nucle6tidos de largo que tienen un pobre potencial
de codificacién de proteinas, se les atribuyen funcionalidades en diversos procesos celulares,
incluida la regulacion de la expresion génica, la impronta gendmica, la organizacion nuclear

y el tréfico nuclear-citoplasmatico (56).

Por ejemplo, el transcriptor 1 del ensamblaje de parapeckle nuclear (NEATL), es un tipo
de ARN Largo no codificante (ARNInc), donde Cheng y cols. encontraron que NEATI1L
(NEATL1 es transcrito por la ARN polimerasa Il para producir dos isoformas distintas,
NEAT1 S y NEATL1 L) esta elevado en los tejidos cerebrales EH humanos, los tejidos
cerebrales de los modelos de ratones EH y las lineas celulares EH, sugiriendo que NEAT1L
puede desempefiar un papel protector en el contexto de la enfermedad de expansion repetida
por CAG.(57)

1.4 Esclerosis Lateral Amiotroéfica

La esclerosis lateral amiotrofica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa
caracterizada por la declinacion de la neurona motora superior e inferior (MN), paralisis
progresiva de los musculos esqueléticos e insuficiencia respiratoria dentro de los 2 a 5 afios
del inicio de los sintomas (58). Sin embargo debido a la rapidez del curso de la enfermedad
(2 a 3 afios después del diagnostico) y la falta de terapias efectivas, la ELA todavia se clasifica

como enfermedad rara (59).

1.4.1 Epidemiologia

La prevalencia a nivel mundial es aproximadamente de 4 a 6 por cada 100.000 habitantes,
con una incidencia de 1,5 a 2,7 casos nuevos por cada 100.000 personas, lo que ha sugerido
en muchos estudios gque ha ido en aumento (60). Segun las estimaciones, los casos de ELA

en el mundo aumentaran de 222.801 en 2015 a 376.674 en 2040, lo que significaria un
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aumento del 69%. Observandose la mayor ampliacion en Africa con 116%, seguido de Asia
con 81% y Sudamérica con 73% (61).

En Europa la incidencia oscilan entre 2,1 a 3,8 por 100.000 personas-afio, en Asia tiende
ser un poco mas baja, pero esto es debido a que la cantidad de publicaciones es mucho menor,
relacionada a esta enfermedad lo que indicaria que podria estar subdiagnosticada (62). Si
pasamos al continente americano EE.UU. tiene prevalencia estimada de 5 casos por 100.000
habitantes con una mortalidad aproximada de 1,7 por la misma cantidad de persona, lo que
exige una carga inmensa para los pacientes, los cuidadores y la sociedad (63). En el estudio
de Arthur K. y cols mostramos que el nimero de casos de esta enfermedad neurodegenerativa
mortal aumentara en un 69% en los proximos 25 afios y que este aumento se debe
principalmente al envejecimiento de la poblacion, pues el 2015, habia 45.810 hombres y
34.352 mujeres diagnosticadas con ELA en las 10 regiones estudiadas, proyectandose que el
2040 sean 60.394 hombres y 45.299 mujeres. Por lo tanto, se esperaria que los casos de ELA
crezca de 80.162 en 2015 a 105.693 en 2040, lo que representa un aumento del 31% (Figura
7) (61).

En el caso de nuestro pais no existe un buen registro de casos, eso explica el Dr. Casar, sin
embargo se puede se dice que es muy parecidaala prevalencia del mundo (64), la mortalidad
es mas clara debido a los registros de defuncion, registrandose 1671 muertes durante 1994-
2010, teniendo un promedio de 1,13 por 100.000, segun la distribucion geografica en la parte
gue mas se acentuan los casos es en el area Austral, ya que posee una poblacion mas grande
con origenes europeos, mostrando mayores tasas de mortalidad en comparacion con el

promedio nacional (65).
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Figura 7. Aumento proyectado en el niUmero de personas con ELA de 2015 a 2040. Los
paises estudiados se muestran en azul claro. Las barras representan el crecimiento en el
namero de casos desde 2015 (azul real) hasta 2040 (azul marino). El porcentaje de aumento
de casos durante este tiempo se muestra bajo el nombre del pais. EI mapa se cre6 en R
utilizando los paquetes de mapas, ggplot2 y ggsubplot. Tomado de Arthur K. y cols. (2016)
(61)

1.4.2 Caracteristicas de la ELA

Por lo general, la muerte ocurre debido a la paralisis respiratoria en tres a cinco afos desde
el momento en que aparecen los sintomas. Aproximadamente del 5 al 10% de los casos de
ELA tienen antecedentes familiares de la enfermedad (ELA familiar, FALS) y estdn mas
frecuentemente relacionados con una mutacion dominante. El resto de los casos no tienen
antecedentes familiares (ELA esporadico, SALS) y pueden ser el resultado de una exposicion
ambiental ain no identificada o mutaciones genéticas (66). Donde la mayoria de los
pacientes con ELA tienen una edad adulta de inicio con una edad maxima al inicio de 47-52
afios para FALS y 58-63 afios para SALS (67).

Viéndolo en el &mbito fisiopatoldgico, se considera que las principales consecuencias de
la ELA o las mas probables es una serie de procesos desregulados, metabolismo aberrante
del ARN, la alteracion de la homeostasis de las proteinas, excitotoxicidad mediada por
glutamato, defectos en el transporte axonal, estrés oxidativo, neuroinflamacién, activacion y
proliferacion de células microgliales, conllevando todo a la degeneracion neuronal. También
tanto el tejido cortical como el tejido espinal se caracteriza por la presencia de inclusiones

TDP-43, encontrandose en el 97% de los casos de ELA, donde esta es una proteina de union
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a ARN y funciona como un complejo multiproteicos, tiene funciones en el metabolismo de
ARN para regular genes codificadores de proteinas (68). La acumulacion de inclusiones
TDP- 43 en estos trastornos sugiere defectos en la homeostasis de las proteinas (67). Pero al
igual que las mayorias de las enfermedades neurodegenerativas los mecanismos patolégicos
de la ELA aln estan muy lejos de ser entendidos, pues en varios ensayos clinicos han fallado
medicamentos que en experimentos con modelos han funcionado bien, hasta hoy, el Unico
medicamento que se ocupa para el tratamiento para esta enfermedad es el antagonista del
glutamato Riluzol, que tiene efectos secundarios y solo proporciona un escaso beneficio, ya
que prolonga la supervivencia de un paciente unos 3 meses y también se ha aprobado un
medicamento que ralentiza la progresion de la enfermedad, aunque solo en un pequefio

subgrupo de pacientes denominado Edaravone (58).

1.4.2.1 Mutaciones Genéticas

Por otro lado, las causas genéticas mas comunes que se presentan en ELA son 4 genes
gue presentan el mayor nimero de mutaciones, el marco de lectura abierta 72 del cromosoma
9,el elemento de ADN de union a respuesta trasactiva(TARDBP), la superdxido dismutasa
1(SOD1) y fusionados en sarcoma (FUS), ademéas estos mismo genes se han vistos
implicados en la demencia frontotemporal y otras enfermedades neurodegenerativas con

deficiencias congénitas y conductuales.(69)

El primer gen ligado a ALS identificado fue SOD1, siendo o representando el 20% de las
FALS y 1-2 % de los casos de SALS, TARDBP y fusionadas en el sarcoma (FUS) se
presentan en menor porcentaje en FALS y SALS, mientras que una expansion repetida en
C9orf72 (marco de lectura abierto 72 del cromosoma 9) es la mas comun. causa genética de
la ELA (66). Sin embargo, el progreso de ALS en las mutaciones genéticas solo son unos de
los pasos desencadenantes de la enfermedad, porque se han descrito varios factores
ambientales pueden estar relacionados con el riesgo de ELA, como fumar, actividad fisica,

exposicion a pesticidas o traumatismos, entre otros (58).
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1.4.2.2 ARN no Codificantes

Ademaés, sumando a lo anteriormente descrito los ARNInc emergieron y demostraron que
tiene una gran participacion en la regulacion del desarrollo y funcion de MN, por lo que es
concebible que su desregulacion y mutacion cause trastornos neuroldgicos. De hecho, los
estudios de asociacion de todo el genoma (GWAS) y los estudios transcriptomicos
comparativos han asociado los ARNInc con una serie de enfermedades neurodegenerativas,
incluida la esclerosis lateral amiotréfica (ELA) de inicio de edad. Donde al igual que en la
enfermedad de Huntington el ARNInc transcriptor 1 del ensamblaje de parapeckle nuclear
(NEAT1), se ha demostrado que tiene una relacion con la proteina TDP-43 y FUS en
pacientes con ELA, viéndose aumentados estos ARNInc al igual que la enfermedad anterior,
por lo que volviera a confirmar que los ARN no codificantes tendrian un gran rol en la

enfermedades neurodegenerativas y se profundizara mas en los siguientes capitulos (70).

Por otro lado, las plaquetas se han visto relacionada en una gran cantidad de
enfermedades, como son las enfermedades cardiovasculares, en afecciones inflamatorias
como artritis, diabetes, EN como la EA, EP entre otras (71), lo que algunos afos era
impensado, ya que las plaguetas solo eran considerada en funciones hemostéaticas, pero las
plaquetas circulantes interactdan con varias celulas y moléculas en el torrente sanguineo y su
transcriptoma se altera en respuesta a procesos patologicos. Ademas, las plaguetas tienen una
gran variedad de ARNNc, que podrian tener relacion directa con las enfermedades descritas,
por lo que esencial explicar méas a fondo la relacion existente entre las ARNnc de plaquetas
y las EN (72).

En sintesis, las EN estan teniendo un aumento significativo en la actualidad, ademas el futuro
no es nada alentador, debido a que se esperan que la prevalencia de estas se eleve
considerablemente. Los factores mas importantes que se relacionan a estas enfermedades son
el envejecimiento y el ambiente, aunque unas de las principales caracteristicas de esta
enfermedad son las mutaciones genéticas, pero solo pueden explicar un porcentaje bajo, por
lo que es fundamental dilucidar la funcién de los ARNNc, ya que su disminucion, carencia o

elevacidn se relacionan directamente con la patogenia de las EN (Tabla 1).
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Tabla 1 Resumen enfermedades neurodegenerativas

Enfermedad Signos y sintomas Caracteristicas Causas ARN no codificantes
presentes
Alzheimer - Cambios en la - Perdidas celular (nudos - Mal plegamiento de -  Disminucién o
personalidad neurofibrilares) proteinas de  los carencia del miR-29c-
- Dificultad para - Depositos de péptido beta microtubulos de 3py miR-19b-3p
comunicarse amiloide citoesqueleto neuronal
- Perdida de memoria - Metabolismo energético -Proteina Tau:
- Problemas de atencion y deteriorado disminucion  activad
orientacion - Dafio materia genético por hiperfosforilacion
- Depresion - Falla mitocondrial (no ensamblaje de
- Ansiedad microtubulos)
- Irritabilidad
Parkinson - Temblor en reposo - Perdida de neuronas 6 genes mutados: - Deficiencia de

- Rigidez

- Deterioro de la
marcha

- disfuncidn del suefio

- Trastornos del
estado de animo

- Deterioro cognitivo

- Demencia

dopaminérgicas

- envejecimiento

- factores
ambientales

- genéticos
(esporadica y
familiar)

- Parkl

- Park2

- Parkb

- Park6

- Park7

Explica solo el 5%
- Park 8 o

LRRK2

Explica solo del 2
al 7%

miR-133b
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Huntington

Esclerosis
Lateral
Amiotrofica

Motores:

- Movimientos coreiformes
- Bradicinesia

-Rigidez

Cognitivos:
-Pérdida de memoria

Psiquiéatricos:
-Depresion
-Apatia
- Irritabilidad
-Impulsividad
- Debilidad
- Dificultad
caminar
- Dificultad en el
habla
- Calambres
musculares
- Espasmos
- Risa y bostezos
inapropiados
- Cambios cognitivos
y de
comportamiento

para

-Trastorno
neurodegenerativo
autosémico dominante

- Muerte de neuronas del
cuerpo estriados

-Declinacion de neurona
motora superior e inferior
-Paralisis progresiva
muscular esquelética
-Insuficiencia Respiratoria

- Se divide en familiar o
esporadica

-Metabolismo aberrante de
ARN

- Alteraciones de las
proteinas

- Toxicidad mediado por
glutamato

- Estrés Oxidativo

Trastorno de Aumento de
expansion repetida de  NEAT1(ARN largo
trinucledtidos: CAG no codificante)

enel gen HTT

4 genes Aumento de NEAT1
- Marco de
lectura 72 del
cromosoma 9
- TARDBP
- SOD1

- FUS
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2. Plaquetas

2.1 Generalidades

Son considerados como pequefios trozos celulares, esto carecen de nlcleo y su tamafio
que ronda mas o0 menos en 2-3 um de diametro, son claves en la regulacion del organismo
de una manera eficiente y actuando principalmente en la hemostasia primara (73), vigilando
la correcta la integridad vascular, esto lo logran debido a que las plaquetas viajan en
circulacién en busca de alguna lesion o fuga en los vasos sanguineos en una forma inactiva
y discoide. Posteriormente si ellas detectan alguna sefial molecular que le indique que hay
dafio en los vasos, estas experimentan un cambio esencial en su estructura, para luego
acoplarse a los sustratos proteicos adhesivos y agregandose para formar verdaderos tapones

vasculares que detendran el sangrado (74).

Como se comento, su principal funcion es la hemostasia primaria, procesos que tienen una
enorme complejidad, pero estan tan bien disefiado que se integran con otros realizando un
objetivo comudn importante que es la detencion del sangrado no deseado y evitar la formacion
innecesaria de coagulos. Por eso las plaquetas son indispensables para la hemostasia, ya que
los defectos en su produccién o funcién provocaran una enormidad de complicaciones

hemorréagicas (75).

Sin embargo, aparte de la irrefutable relevancia de las plaquetas en la hemostasia y la
trombosis, estos ultimos afios se ha ampliado la evidencia del importante rol que tiene en
otros procesos fisiologicos y patoldgicos, como inflamacidn, cancer, inmunidad o EN, donde
se enfoca esta revision (76), pero antes de embarcarnos en esto, es necesario explicar pasos
relevantes como su sintesis, activacion y las relaciones con las enfermedades tratadas

anteriormente.
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2.2 Sintesis plaquetaria

Las plaquetas se originan a partir de megacariocitos en la médula 6sea y en cantidad son
las que tienen el segundo lugar después de los gldbulos rojos como el tipo celular més
abundante en la sangre periférica. Generalmente los seres humanos que se encuentran sanos
pueden tener de 150.000 a 400.000 por microlitro de sangre, aunque esta cantidad puede
variar por multiples factores, pudiendo aumentar o disminuir durante alguna infeccion,
enfermedad, desangramiento, etc. (74). La formacion de estas se obtienen a través de 2
procesos, uno es la Megacariopoyesis y el otro la Trombopoyesis, los cuales se explicaran a
continuacion (76).

2.2.1 Megacariopoyesis

Todo comienza con el precursor del megacariocito mas primitivo que es el burst-forming
unit (BFUMK), que posee la cualidad de crear grandes colonias de megacariocitos en cultivo,
por otro lado, también tenemos el CFU-MK, este tiene una capacidad mas disminuida para
hacer que proliferen los megacariocitos, donde originara colonias mas pequefas. Estos
precursores se diferencian, maduran y atraviesan un proceso de poliploidizacion hasta
convertirse en megacariocitos maduros, adecuados para una optima produccion de plaquetas
(76).

Esta poliploidizacion ocurre gracias a un proceso llamado endomitosis, esto debido a que
el megacariocito debe crecer mucho, ya que entre mas grande es, mayor es la cantidad de
plaquetas que puede generar. Esto ocurre porque es mucho mas eficiente que la division
celular, por ejemplo, los megacariocitos maduros que son 2N pueden liberar 1 o 2 plaquetas,
mientras que un megacariocito 16N dara lugar a 2,000 plaquetas, aproximadamente (77). La
endomitosis es el proceso en que las células pasan a ser poliploides y adquieren un gran
tamano, donde ocurrirdn divisiones del ndcleo sucesivas, pero que no iran de la mano de las
divisiones citoplasmaticas (78). Al ir madurando el megacariocito, ira tomando
caracteristicas propias de su linaje, como son la adquisicion de granulos especificos
plaquetarios, como son los granulos alfa y densos. Ademas de un sistema de demarcacion de
membranas (DMS), donde este se formara a partir de invaginaciones que ocuparan todo el

citoplasma, ramificandose e interconectandose, cuya funcion sera ser el reservorio de la
25



membrana de las futuras plaquetas. Paralelamente, existe una activa sintesis de componentes
del citoesqueleto, que comprenden actina, filamina, miosina, tubulina y al-actinina, el cual

sera fundamental para la etapa de trombopoyesis (76).

Ya estando maduro el megacariocito migrara hacia las celulas endoteliales de la sinusoide
vascular de la medula dsea, aqui habra un microambiente favorable para que ocurra la sintesis
de las plaquetas, debido a que hay células mesenquimatosas y células reticulares que
ayudaran a la reorganizacion del citoesqueleto, involucrandose también muchos factores de
crecimiento como son los factores de células madre (FCM), IL3, IL6, IL11, etc., ademas de
un predominio del colageno 1V, la laminina y el fibrindgeno, los cuales participan en dirigir
a los megacariocitos hacia los sinusoides (Figura 8) (77), estando ahi, los megacariocitos
empezaran a emitir prolongaciones citoplasmaticas, Ilamadas proplaquetas, que

posteriormente se fragmentaran en plaquetas.

* . Proliferation | - MKmaturation | Proplatelet | Platelets

Mature ’

MK

Immature £ i

! | N2 = Platelets v

Figura 8. Biogénesis de los megacariocitos y las plaquetas en la medula 6sea. Los
megacariocitos se originan mediante un proceso de endomitosis en el nicho osteoblasticos de
la medula 6sea, migran al nicho vascular en su etapa de maduracion y mediante la
remodelacion de su citoesqueleto origina las plaquetas que se liberan a la circulacion
sanguinea. Tomado de Bonillo M. y cols. (2019) (79).
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2.2.2 Trombopoyesis

Proceso completado en pocas horas, periodo en el cual practicamente todo el citoplasma del
megacariocito se transforma en plaquetas, estimandose que cada megacariocito da origen a
alrededor de 1000-5000 plaquetas (80).

Durante la trombopoyesis se ha podido observar que los megacariocitos transfieren un
transcriptoma muy variado y con diferentes funcionalidades a las plaquetas, esto ya en la
etapas finales del proceso (81). Observandose abundancia de miARN maduros sobre pre-
miARN apunta que las plaquetas heredan la mayoria de sus miARN maduros directamente
de los megacariocitos (82), estos se puede confirmar en un estudio de los miARN, donde se
estudio los niveles de miARN de plaquetas en 154 voluntarios, que estaban sano y se
compararon con los niveles de megacariocitos de 2 pacientes, dando como resultado una gran
correlacion entre los miARN de plaquetas y megacariocitos (Figura 9) (83). Ademés si
hablamos de otros ARN no codificantes, como es el caso del ARN circular, lo mas probable
que las plaquetas lo heredan de los megacariocitos, esto observado al comienzo de la sintesis
de las plaquetas, ya que se han detectados niveles muy altos de este ARN, en comparacion
con los megacariocitos(81). Por lo que hay evidencias de que los ARNNc son importantes en
la biogenesis de las plaquetas y al tener un reportorio tan variado de estos, no es raro pensar
que tienen un gran rol al activarse la plaqueta, ya que estas son capaces de utilizar su propia
maquinaria en la traduccion y sintesis de proteinas tras su activacion, lo que sugiere la
posibilidad de regulacion génica postranscripcional mediada por los ARNnc (84), por lo que

es esencial hablar un poco mas del transcriptoma plaquetaria.
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Figura 9. Comparacion de los mirARN de plaquetas y megacariocitos. Los niveles de las
plaquetas, se hizo con microarrays y en los megacariocitos con qRT-PCR. Los mirARN
fueron ordenados por rango y trazados. La significacion estadistica se calculé mediante la
correlacion de rango de Pearson. Tomado de Edelstein L. y cols. (2013) (83).

2.3 Transcriptoma plaquetario

Las plaquetas eran consideradas por mucho tiempo solo como restos celulares, no
anucleados, que no podian transcribir activamente el genoma nuclear, porque se entendia que
los procesos relacionados con los ARN no tenian importancia en la fisiologia plaquetaria
(72). Pero a pesar de sus caracteristicas las plaquetas tienen un considerable repertorio de
ARN, donde se incluyen los ARN mensajeros (ARNm precursor y ARNm maduro), ARN
estructurales y cataliticos como son el ARN ribosémico (rARN), ARN de transferencia y
ARN nucleolar pequefio. También hay ARN reguladores, que en este caso son los ARNNc,
donde estan los miR, ARNInc y ARN circular (ARNCcirc) (85).

Con la introduccion de métodos de caracterizacion de alto rendimiento, como microarrays
y técnicas de secuenciacion de ARN se pudo estudiar mas a fondo el transcriptoma

plaquetario, conllevando a dilucidar todo el repertorio del ARN de la plaqueta (86).
Este transcriptoma que poseen las plaquetas es el reflejo y la herencia de los

megacariocitos (87, 88), donde las plaquetas van a traducir el ARN en proteinas, regulando

si es que deben modificar, secuestrar o eliminar el ARN, pues si algin factor se altera y
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genera cambios en la expresion de ARN tanto en el megacariocito o la plaqueta, esto podria
modificar toda la fisiologia plaquetaria (72).

Ademéas como se mencionado anteriormente la plaqueta interactian con muchas células
y moléculas del medio, lo que en algunos casos causa una alteracion o una respuesta segun
las sefiales recibidas, puesto que una plaqueta tenga un tipo de acido nucleico, esto no quiere
decir que se encuentre de manera activa, por lo mismo hay mucho que dilucidar para ver lo
que gatilla esto y su rol en variadas enfermedades (86). Entonces estas interacciones, ademas
de su funcion reguladora en la transcripcion de proteinas por los ARNNc y esto acomparfiado
de su aumento, sugiere su participacion en procesos biolégicos como patoldgicos (87). Pero
para entender como es que estos ARNNc puede salir de las plaquetas y modificar células

dianas se debe explicara mas acerca de la estructura plaquetaria y su funcion.

2.4 Estructura plaquetaria

La estructura plaquetaria en la literatura se divide en 3 grandes partes. La primera parte es
la membrana plaquetaria, que posee un espesor de 20 nm y similar a todas las otras
membranas biologicas, esta compuesta por proteinas, lipidos (fosfolipidos y colesterol) y
posee un glicocalix (89). Teniendo la funcion de mantener correctamente la integridad
vascular, para asi detener el sangrado. Para poder llevar acabo esta misién la membrana
plaquetaria es responsable de un rol crucial, asegurando la adhesion de los componentes del
subendotelio expuesto, favorece la agregacion y la formacion del trombo plaquetario, vale
decir que la membrana cuenta con maltiples ramificaciones del sistema canalicular conectado
a la superficie (90). Ademas con de la microscopia se han podido ver la disposicion de las
glicoproteinas(GP) de membranas en las superficie y a nivel intracelular, siendo las mas
importantes el complejo GP Ib, GP IX y GP V; denominado GP Ib-1X-V, considerandose el
receptor mas importante que se encarga de la adhesion (91). También tenemos a la GP VI
que es fundamental para la adhesion temprana, expresandose en la membrana superficial en
complejo con la cadena FcRy que contiene un motivo de activacion de tirosina
inmunorreceptora (ITAM) (92). El complejo GP Ilb-I1Ia (allbB3) sera clave en la agregacion
plaquetaria junto al fibrindgeno y en algunas condiciones con el Factor Von Willebrand

(VWF) (93). Por ultimo tenemos a la GP IV (CD36) que esta implicada en las propiedades
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de adhesion y agregacion plaquetaria, ya que funciona como receptor de colageno tipo 11,
trombospondina y participa en la transduccién de sefiales (91).

La segunda parte son los Granulos y organelos intracitoplasmaticos que tienen funciones
de secrecion, estos granulos de secrecion son 4: los granulos a, los granulos densos, los

lisosomas y los peroxisomas

e Gréanulos o son bastantes prominentes y ademas de que se encuentran en
mayor nimero, aproximadamente entre 50 a 80 por plaqueta. Al estar maduros, toman
forma redondos u ovoides, teniendo un didmetro de 200 a 500 nm, estos poseen
proteinas adhesivas, factores de crecimiento, inhibidores de proteasas, proteoglicanos
e inmunoglobulinas, ademas de multiples receptores moleculares. En particular, la P-
selectina es indicadora de activacion plagquetaria cuando se la encuentra expresada en

la superficie celular (94).

Por otro lado en estos granulos las plaquetas contienen péptido Ap, donde se ha
visto que contribuyen en la acumulacion de este péptido en la enfermedad de

Alzheimer, pues estos son liberados posterior a la activacion plaquetaria (95).

e Granulos densos (cuerpos densos), se les atribuyo este nombre debido a que
tienen opacidad natural en las tinciones con tetroxido de osmio y ademas porque
pueden ser visibles al microscopio electronico en preparaciones no tefiidas.
Generalmente poseen entre 2 a 7 granulos densos por plagueta, teniendo un diametro
aproximado de 200 a 300 nm y un halo claro en el centro de la estructura. Estos
organelos almacenan serotonina, Ca2+ y Mg2+ y de un pool no metabolico de ADP
y ATP. Por otro lado, tienen varios receptores, como por ejemplo la GP Ilb-Illay P-
selectina (93).

e Los lisosomas y Peroxisomas son bastantes pequefios, teniendo un diametro
inferior a 300 nm, ademas de ser muy pocos, tiene la funcion de digerir los
componentes de la matriz subendotelial y eliminar los fragmentos citoplasmaticos
(96).
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Y la Gltima parte es el citoesqueleto que esta conformado por una malla de proteinas
estructurales, que en conjunto conforman el citoesqueleto, estando conformado
principalmente por tubulina y polimeros de actina; cumple una funcién dual, tanto estatica

como dinamica (90).

2.5 Funcion plaquetaria

Normalmente las plaquetas circulan por la vasculatura, las interacciones que ocurren con
los vasos sanguineos intactos y sanos mantienen el estado de inactividad y permiten que las
plaquetas circulen en estado de reposo, cuando ocurre una injuria provoca la activacion
plaquetaria (Figura 10A), siendo la sefial principal para formar el coagulo y responder al dafio
del endotelio vascular (97).

A Flujo normal Daiio del endotelio
o VN

‘/Plaquetas

N

@ @ @ ‘ @ - ® Adhesién.
A

./

AGRECACION

Glicoproteinas de Adbesion

José
Caceres

Figura 10. Funcion plaquetaria. A. Injuria desencadena la activacion plaquetaria. B. Por
una parte ocurre la adhesiébn mediante las interacciones entre el colageno, FVW las
gliproteinas GP Ib-1X-V, GPVI y GP la-lla, por el otro lado ocurre la secreccion de los
componentes de los granulos. C. Finaliza el proceso de agregacion plaquetaria, uniendose el
fibrinogeno y la GP llb-llla, ademas de mostrarse la cascada de sefializacion que
desencadena la activacion plaquetaria y cambios conformacionales como la liberacion de
microparticulas.
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2.5.1 Adhesion plaguetaria

Con la ruptura de la integridad vascular, el endotelio expone fibras de coladgeno y del
(FVW), la presencia de altas fuerza de cizallamiento permite la union de las plaquetas al
colageno, via el VWFy GP Ib-1X-V en la membrana plaquetaria (98). La union es reversible,
pero suficiente para que permita que la GPVI pueda unirse al colageno, al igual que la GP
la-1la ,dando lugar a una adhesion firme y estable a la matriz sub-endotelial (Figura 10B)
(99).

2.5.2 Secrecidén

Al ocurrir esto, provoca cambios muy importantes en las plaquetas. El primero es que el

citoesqueleto se reacomoda, lo que conlleva al aplanamiento de las plaquetas y extension de
unos pseuddpodos, para tapar la injuria. También hay activacion de la fosfolipasa A2, que
llevara a la libracion del acido araquidonico de los fosfolipidos que conforman la membrana,
transformandose en prostaglandinas y tromboxano A2 (TxA2), que inducird la
vasoconstriccion e induciendo al tapén local (96).
Conjuntamente los granulos se unen con el sistema canalicular que se encuentra abierto en la
membrana, para que el contenido de los granulos sea librado, ya que, por ejemplo, los
granulos densos liberan ADP y serotonina, entre otras sustancias, también hay generacion de
trombina por la exposicion de fosfatidilserina. Entonces tendremos estos agonistas
plaquetarios solubles, encontrandose en altas concentraciones donde se encuentra la injuria
lo que permitira el reclutamiento de las demas plaquetas en circulacién, para poder realizar
el tapon (Figura 10B) (100).

2.5.3 Agregacion

En esta parte aumenta el reclutamiento plaquetario a través de los agonistas y ademas para
que el coagulo se vuelva estable se necesita la union de fibrindgeno al complejo GP I1b-Il1a,
lo que provocara la formacion de una malla, ademas las plaquetas ayudaran en que se forme
fibrina mas rapido con sus fosfolipidos, desembocando en que ocurra la formacién del tapon
definitivo (101). Al mismo tiempo, los agonistas liberados en el proceso anterior se uniran a

receptores proteicos acoplado a una proteina Gg, desencadenando una cascada de
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sefializacion, llevando al aumento de los niveles del calcio en el citosol. Esto ocurre porque
activaran a la Fosfolipasa C (PLC) (102), esta tiene dos isoformas, la primera influenciada
por los receptores de adhesion y la segunda por los receptores unidos a los agonistas
plaquetario (90). Entonces las PLC catalizan la hidrolisis del fosfatidilinositol 4-5 bifosfato
(PIP2), generando diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3). EI DAG activara a la PKC
con la ayuda del calcio, el cual es liberado gracias al IP3, que tiene su receptor en las
membranas del sistema tubular denso, donde se encuentra el calcio intracelular, enviandolo
al citosol (103), desencadenando la liberacién de los contenidos de los granulos, junto la
reorganizacion del citoesqueleto (102).

El citoesqueleto se remodela a través de interacciones con proteinas como la Calpaina,
esta es una proteina pertenece a la familia cisteina proteasas citosolicas neutras dependientes
de calcio, esta posee un subunidad catalitica (80 kDa) y una subunidad reguladora (28 kDa)
que contiene el sitio de union al calcio, entonces al activarse las plaquetas (104), llevando al
aumento en los niveles de calcio citosolico, este se unira y provocara un cambio
conformacional, ocurriendo la autoescision y la activacion de la calpaina que provocara la
proteolisis de las proteinas del citoesqueleto (105), remodelandolo y asociandolo con la
membrana plasmatica, facilitando cambios morfologicos y formando microparticulas, las

cuales son desprendidas para pasar a circulacion (Figura 10C) (106).

2.6 Microparticulas plaguetarias

Al plasma son liberadas las microparticulas (MP) de plaquetas y otras células en respuesta
a los agonistas y al estrés por cizallamiento (Figura 11) (107). En estudios de marcadores de
superficie se pudo observar que las MP plaquetarias en personas sanas son las mas
abundantes, llegando ser del 70%-90% de las que circulan en sangre, teniendo un rango
aproximado de 100-1000/uL (108), estas siendo de pequefio tamafio, aproximadamente 0,1
a 1 um de didmetro (109), compuestas por una membrana interna y otra externa, esta Gltima
enriquecida por fosfatidilcolina y esfingomielina , mientras que la capa interna contiene
fosfatidilserina (FS) y fosfatidil-etanolamina , en una disposicion estructural asimétrica que
le confiere estabilidad a los MP. El descubrimiento de las microparticulas plaquetarias fue
en un plasma pobre en plaquetas, donde se demostrd que podian aumentar los niveles de

trombina en el plasma, denominandolas polvo de plaquetas. Con las técnicas que hubieron
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maés adelante, se pudieron ver que tenian antigenos de superficie, donde las que se marcaban

con anticuerpos anti-CD41 (o anti-CD42b) se denominaban microparticulas plaquetarias
(110).

Figura 11. Microscopia electrénica de transmision de plaquetas y MP. Al activarse las
plaquetas con trombina, se forman MP indicadas con flechas negras. Tomado de Guo J. y
cols. 2019 (111).

MP se consideran cada vez mas importante en la comunicacion de las plaqueta y célula
diana (112), esto debido a que la MP una vez expulsadas, llevan un gran variedad de
componentes citoplasmaticos, como son los ARNNnc, aunque estos también pueden ser
liberados al torrente sanguineo directamente, pero seran mas propenso a la hidrolisis (109).
Los ARNNc que son transportados por MP pueden tener maltiples funciones y se parte de
medidas terapéuticas en las enfermedades, ya que en los estudios de Michael J. y cols. las
MP derivadas de plaquetas transferian miRs a los tumores, los cuales regulaban la expresion

génica, suprimiendo el crecimiento de estos (107).

Por otro lado, tenemos a los ARNInc que también se han encontrado en las MP, donde su
funcién modifico sefiales a nivel transcripcional, causando efectos en algunas enfermedades
cardiovasculares (113). Por ultimo PreuRer y cols. aislaron MP derivadas de plaquetas
activadas, induciendo su liberacion, donde observaron mecanismo de explusion selectiva de
ARNcirc, llegando a la conclusidon que estos representan una nueva forma de transferir
informacion a células diana, lo que podréa tener efectos inhibitorios o estimuladores en las
enfermedades, haciendo vital su estudio posterior (114). Por lo que en sintesis las MP pueden
ser una forma de que las plaquetas activadas liberen ARNNc en varias enfermedades de
distintos 6rganos, pero sin olvidar que se pueden expulsar directamente (98), por lo que esto

entrega bases para ver los efectos causado por ARNnNc plaquetarios en las EN (112).

34



3. ARN no Codificantes

Las tecnologias de secuenciacion han tenido un avance extraordinario en las Gltimas
décadas, llegando a mapear genomas completos de varias especies. Al ver el proyecto de
Enciclopedia de elementos de ADN (ENCODE), se pudo visualizar e identificar los
elementos funcionales del genoma humano, donde aproximadamente el 62% del
transcriptoma son ARNnc (115), los cuales tienen una enorme relevancia ya sea a nivel
bioldgico o patoldgico, porque a pesar que los ARNnc no codifican proteinas, si consiguen
afectar e influir en la expresién de estas, atribuyéndoles muchos mecanismos que todavia son

cuestionados y otros ain no se pueden dilucidar (116).

Los ARNNc se dividen segun su longitud, en ARNInc con mas de 200 nucledtidos y
ARN cortos no codificantes (ARNNcc) con una extension mucho menor (117), ademas los
estudios con las herramientas de secuenciacion han permitido la caracterizacion de miles de
ARNNC, siendo los més influyentes los miRs, pequefios ARN interferentes (ARNsi), ARN
que interactan con PIWI (ARNpi), ARN de iniciacion de la transcripcion(ARNIt), pequefio
ARN de telomero (ARNtels), pequeiios ARN nucleolares (ARNsn), ARNcirc, ARNInc,
entre otros, también en este grupo se encuentran los ARNr y el ARNt (Figura 12) (118).
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Figura 12. Esquematizacion de los tipos de ARN. Se puede observar los tipos ARN,
separados en ARN que codifican las proteinas y los que no, dentro de estos ultimos estan los
ARN que tienen mayor relevancia en la revision, siendo miRs, ARNInc y ARNcirc.

Son muchas las funciones que pueden tener las ARNnNc, por lo mismo en los ultimos afios
los ensayos clinicos han obtenido mucha evidencia experimental util, que permite
relacionarlos como posibles tratamientos de muchas enfermedades. Las investigaciones mas
avanzadas son las que se relacionan a los miRs (119), pero cada vez es mas dificil estudiarlos
de forma aislada, esto debido a que los miRs interaccionan funcionalmente con otros ARNNc,
como los ARNcirc y los ARNInc, para poder ser mucho mas estables. Pero también estos
altimos ARNNc pueden regular activamente la abundancia de miRs, donde los mecanismos
utilizados es el secuestro, para que se exprese 0 no cierta proteina (120). Debido a esto, las
mutaciones entre las interacciones que ocurren a nivel del ARN serian claves para que se
desencadene un proceso patologicos (121), por lo que a continuacién se explicara la sintesis

y funcion de los 3 ARN mencionados anteriormente (miRs, ARNcirc y ARNInc).

3.1 miRs

3.1.1 Biosintesis de miRs

Esto fueron descubiertos en el afio 1993 por primera vez en el neméatodo Caenorhabditis

elegans, pero afios mas tarde causaron revuelo, debido a sus funciones y otras que aun no se
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conocian (122). Clasificandose en el grupo de ARNnc cortos, con una longitud
aproximadamente 18 a 30 nucle6tidos, ademas como se ha nombrado anteriormente son

claves en procesos bioldgicos y también patoldgicos (123).

La sintesis comienza con la transcripcién de los genes de los miRs a través de la ARN
polimerasa Il (Pol II) en el nlcleo, donde se crean los miRs primarios (pri-miRs) que poseen
una forma de horquilla, posteriormente estos van a ser cortados por la enzima DROSHA y
su cofactor DGCRS, liberando aproximadamente de 60-70 nucleotidos creando los pre-miRs
(124). Estos también tendran forma de horquilla, los cuales para poder salir del nucleo al
citoplasma es necesario la exportin-5 (XPO5) en complejo con Ran-GTP, una vez ahi el pre-
miRs serd escindido muy proximo al bucle por el DICER 1 que es una ribonucleasa miembro
de la familia ARNasa Il que también estara acoplado con la proteina de union a ARN
sensible a la transactivacion (TRBP o TARBP2), estas proteinas dejaran una molécula de
doble cadena llamada miRs duplex con una longitud aproximada de 22 nuclettidos (125).

El paso final para que se cree el miRs maduro, es la participacion del complejo llamado
silenciador inducido por miRs (miRISC), el cual desenrollara las dos cadenas y una de ellas
sea degrada, es necesario decir que para que se forme este complejo se deben unir las
proteinas Argonauta (AGO1, AGO2, AGO3 0 AGO4), la cual llevara al miRs maduro para

que realice su accion sobre el ARNm diana (Figura 13) (126).
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Figura 13. biosintesis de los miRs. Los genes de microARN (miARN) se transcriben como
miARN primarios (pri-miARN) mediante la ARN polimerasa Il (Pol 1) en el ndcleo. El
microprocesador escinde los pri-miRs largos, que incluyen DROSHA y la region critica 8
del sindrome de Di George (DGCR8), para producir los miRs precursores (pre-miRs). Los
pre-miRs son luego exportados desde el nucleo al citoplasma por exportin 5 (XPO5) y luego
procesados por DICERL, una enzima ribonucleasa I11 (RI1I) que produce los miRs maduros.
Una cadena del miRs maduro (la cadena guia) se carga en el complejo silenciador inducido
por miRs (miRISC), que contiene las proteinas DICER1 y Argonauta (AGO), para realizar
su accion sobre el ARNm. Tomado de Lin S. y cols. (2015) (124).

Lo descrito se considerada la via de biosintesis de miRs candnica, pues lo genes para la
transcripcion de estos estan generalmente encerrados dentro regiones intronicas, pero en los
altimos afios, se observé que hay biosintesis no candnicas donde implica algunos elementos
de la ruta clasica, pero el origen gendmico difiere, ejemplos de estos es un tipo particular de
miRs que se llama mirtron, ademas de tener una variante denominada sintrom, los cuales
seran independientes del complejo DROSHA/DGCRS8 y procesados por la maquinaria de
empalme del ARNm (127).

3.1.2 Funcién de los miRs

La importancia de los miRs se basa en que pueden inhibir o degradar genes diana de
ARNM, ya sea parcial o totalmente, ademas se presume que la mayoria de estos ARNnc

cortos se dirigen a cientos de ARNm y los sitios donde deben unirse ya estan predichos (128).

Esta region especifica de los miRs maduros que posee una longitud aproximadamente de

aproximadamente 6 a 8 nucledtidos, la cual es denomina region no traducida (UTR) del
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ARNm 3" permitiendo al ARNnc que modifique y regule la expresion de las proteinas,
ocasionando que cada uno de estos ARN pequefios regule la expresion de cientos de genes,
generalmente uniéndose a la region no traducida (UTR) del ARNm 3" (127). por lo que para
detener la traduccion del ARNm la hibridacion debe ser parcial, pero si la accion es eliminar
o degradar al ARN blanco es necesario que la homologia sea total (Figura 14) (129), no
obstante las funciones de los miRs no solo se limitan a la supresion de la expresion génica,
ya que pueden inducir la traduccion especifica de ARNm para la formacion de proteinas
(130).

microARPN
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Complejo proteina
microARN

ARNm perfectamente ARNm parcialmente
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l l
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jeortado!

Figura 14. Esquematizacion de la accidén del miRs sobre el ARNm. Se representa una de
las funciones que posee el miRs, donde interaccionara con el ARNm, si el emparejamiento
es parcial, no habra traduccion de proteinas, pero si el emparejamiento es total, el ARNm
mensajero sera degrado, modificando la expresion génica. Tomado de Academy K. (2016 )
(132).

Por lo anteriormente descrito es esencial indicar que los cambios en los niveles de los
miRs, aunque sea minimos, ocasionan o predisponen a padecer alguna enfermedad. Por lo
mismo la direccion de las investigaciones estan destinadas a ocuparlos como tratamiento

terapéuticos (128). Ademas de que los miRs son facilmente obtenibles para sus analisis, pues
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no solo se encuentran intracelularmente sino que es posible detectarlos en varios fluidos

corporales (132).

La base de datos més ocupada por la comunidad cientifica es mirbase, la cual es una

herramienta de busqueda de secuencias y publicaciones relacionadas a los miRs.

3.2 ARNInc

3.2.1 Biosintesis de ARNInc

Los ARNInc poseen una longitud mayor a 200 nucleétidos, donde la mayoria son
sintetizados de la misma manera que los ARNm, actuando en la transcripcion de estos la
ARN polimerasa Il (ARNPII), aunque hay algunos donde actia la ARN polimerasa Il
(ARNPIII) o la ARN polimerasa nuclear de polipéptido unico (ARNPnpu) (133).

La transcripcion de los ARNInc comparten muchas caracteristicas con los ARNm, como
tener cap-5"0 una poliadenilacion en el extremo 3", donde se pueden dividir segun la
ubicacion a nivel gendémico, de los cuales tendremos los ARN intergénicos largos no
codificantes (ARNIiInc) que se encuentran entre los genes codificantes (134), también estan
los ARNInci que se generan del empalme alternativo, pudiendo actuar la ARNPIII o la
ARNPnNpu y se situaran en los intrones de los genes que producen proteinas. Sin embargo,
estos pues contener algunas secuencias exonicas, otros son los ARNInc antisentidos naturales
(NAT), donde la ARNPIII los sintetizaran en una orientacion opuesta al gen codificante,
teniendo un tamafio muy variable (130), ademas hay unos ARNInc conocidos como
bidireccionales (ARNIncB), siendo transcritos en dos direcciones muy préximas a los sitios
de genes codificantes (menos de 1000 nucle6tidos), una caracteristica esencial que tienen es
que el patrén de expresion es muy parecido al de los ARNm (Figura 15). Por lo mismo es

muy importante saber sobre su funcion y en que procesos estan involucrados (133).
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Figura 15. Representacion de la biogénesis de ARNInc. A. ARNIinc procesados por la
ARNPII a partir de regiones intergénicas (color verde). B. ARNInci sintetizados por la
ARNPIII o la ARNPnpu de distintas regiones intronicas y algunas veces con secuencias
exonicas. C. biosintesis de los NAT a través de la ARNPIII, pudiendo haber varias formas.
D. ARNIncB sintetizados por secuencias cercanas a 1000 nucleétidos de regiones
codificantes, donde el procesamiento se realiza en ambos sentidos. Tomado de Khandelwal
A. (2015) (133).

3.2.2 Funcién de ARNInc

La caracterizacion funcional de todos los ARNInc aln esta lejos por ser descubierta, sin
embargo, estan implicados en muchas funciones bioldgicas (135), Dependiendo donde se
encuentren (nucleares, nucleolares o citoplasmaticos ), seria su funcion, ejemplo de esto son
los ARNInc nucleares donde se postula que pueden modificar histonas o regularlas
transcripcionalmente (136), ademas interactian con los genes que transcriben ciertas
proteinas, también pueden unirse a partes especificas de la transcripcion para que la
maquinaria genética no se pueda unir al ADN, pueden modular a otros ARNNc para que no
realicen su funcion, ejemplos de estos son los miRs, ser parte del ensamblaje de
macromoléculas (135) y los ultimos estudios, donde se ocuparon perfiles de ribosomas,
ademas de espectrometria de masas, encontraron en los ARNInc un marco de lectura abierto,

que le permite a estos ARN poder traducir proteinas (137).
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Por otro lado, debido a que participan en multiples rutas de regulacion de expresion génica,
cualquier alteracion o mutacién podria desencadenar algun proceso patoldgico (138), por eso
lo importante de los estudios que se realizan cada vez mas seguido a estos tipos de ARN,
aungue su investigacion se dificulta debido a que son propensos a que los hidrolicen una
ribonucleasa (RNasa), esto especificamente porque su secuencia es muy larga. Ademas de
que se presenta en niveles bajo en suero y plasma en persona que no presenten algn dafio
(139), por lo mismo para ayudar a los investigadores a entender mejor a los ARNInc se han
creado muchas bases de datos, ejemplo de estos es la LncRNADisease que recauda toda la
informacion relacionada de los ARNInc y las enfermedades verificadas en experimentos, otra
es IncRNAdb que proporciona una lista de todos los ARNInc conocidos que tengan alguna
funcién bioldgica en células eucariotas o LNCipedia donde se anotan las secuencias de
trascripciones de ARNInc humano, esto demostrando que los nuevos avances tecnologicos
traen consigo mayor informacion para entender estos ARN que antes no se les atribuia

ninguna funcion (135).

3.3 ARNGcirc

3.3.1 Biosintesis de ARNcirc

En 1976 fueron descritos por primera vez en virus, aungue unos afios mas tardes también
se encontraron en células eucariotas, pero solo fueron considerados como un error en el
empalme (140), pero con las tecnologias de secuenciacion se descubrieron una gran cantidad,
donde los multiples estudios realizados arrojaron que algunos participaban tanto en procesos

bioldgicos como patoldgicos, por lo que aumento su interés en la comunidad cientifica (141).

Estos son monocatenarios, pero como su nombre lo indica son de naturaleza circular,
careciendo de la cap-5 y la cola poli-A, al tener esta caracteristica en su estructura les otorga
una alta resistencia a su degradacion (142), ademas se encuentran varios subtipos de
ARNCcirc, estan los ARNCcirc exonicos (ARNcirce), pudiendo ser sintetizados por uno 0 mas
exones, también se encuentran los ARNcirc intrénicos (ARNCcirci), el cual solo esta formado
por intrones, la combinacion de exones e intrones generaran al ARNCcirc exonico-intronico
(ARNCcircEl) y el ultimo es el ARNcirc intronicos de ARNt (ARNcircit) en el cual ocurre un

empalme de un intron del pre-ARNL, pero los principales descritos son ARNcirce (141).
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La biosintesis dependera de lo que ocurre en el proceso de splicing para la creacion del
ARNm, donde normalmente del pre-ARNm se eliminan los intrones quedando solos los
exones y asi obtener un ARNm maduro (143), pero hay veces que esto no ocurre, ya que el
spliceosoma en vez de unir en el empalme de un exdn adyacente con otro aguas abajo que es
lo que ocurre normalmente, el exdn involucrado se unira de su parte 3" a la parte 5" del exon
contiguo aguas arriba, lo que originara que se forme esta forma de bucle entre estos dos exén
conocido como cabeza cola (ARNCcirce), posteriormente se eliminara el intron lariat, que es
conocido por este nombre porque tiene forma de lazo, también puede ocurrir que se forme
un ARNCcirc con un solo exon, el cual se acoplara de 3’a 5° de su mismo estructura (144),
otro mecanismo descrito recientemente para la formacién de ARNCcirce, es a través de
proteinas de union de ARN(RBP), encontrandose la proteina Quaking (QKI) y la proteina
Muscleblind (MBL), que tienen la posibilidad de unir a intrones cercanos formandose el
ARNCcirc, esto se logra debido a que las RBP se unen a un intron agua arriba y otra se pegara
a un intron agua abajo, para después atraerse entre ellas y formar la union, si se eliminan los
intrones en su totalidad del bucle seria un ARNcirce, pero si se conserva secuencias
intronicas el que se sintetiza finalmente sera un ARNcircEl (145). Los ultimos ARN descritos
también se pueden originar si en los intrones que componen el ARNcirc, tienen secuencias
repetidas especificas invertidas, las cuales se complementaran y esto les permitira unirse
formando el ARNCcircEl, algunas de estas secuencias repetidas son conocidas como ALU,

presentandose casi en la mitad de los casos cuando se sintetiza este ARN (143).

Por otro lado, tenemos los ARNcirci donde hay unas secuencias de consenso en el mismo
intrén, las cuales por un lado estan enriquecidas por 7 nucledtidos de GU y al otro extremo
del intrén 11 nucledtidos de C, entonces al momento de eliminarse los intrones para formar
al ARNm este secuencias del intrén se uniran conformando al ARNcirci (146). por ultimo
tenemos al ARNcircit, el que se sintetiza en el empalme del pre-ARNt, donde las
endonucleasas cortaran este pre-ARN para que se pueda formar el ARNt maduro, pero las
secuencias intronicas que son liberadas puede ser degradadas o unirse entre los extremos para
la crear al ARNcirc (Figura 16) (142).
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Figura 16 Biogénesis de ARNcirc. A. Circularizacion impulsada por Lariat. Cuando se
empalma un pre-ARNm, el hidroxilo 3 'del exdn aguas arriba interactta con el fosfato 5' del
exon aguas abajo para formar un enlace covalente, produciendo ARNCcirce liberandose el
intron lariat. B. Circularizacion dirigida por la proteina de union a ARN (RBP), promoviendo
la interaccion del intrén aguas abajo y el intron aguas arriba, causando la formacion de un
ARNCcirce. C. Circularizacion impulsada por emparejamiento de bases. Los intrones en
sentido descendente y los intrones en sentido ascendente estan emparejados en base a
secuencias de repeticion inversa o complementarias. Los intrones se eliminan o retienen para
formar ARNcirce o ARNCcircEl. D. Biosintesis ARNcirci, donde se uniran regiones ricas de
GU de 7 nty un elemento rico en C de 11 nt, llevando a la formacion de este. E. Formacion
del ARNCcircit, donde las enzimas de empalme de ARNt dividen el pre-ARNt en dos partes,
el ARNt maduro y la formacion de ARNCcircit por un enlace fosfodiester 3'-5 '. Tomado de
Zhao X. y cols. (2019) (141).

3.3.2 Funcién del ARNCcirc

La variedad de funciones que pueden desempefiar los ARNCcirc los vuelve muy importantes
en las futuras investigaciones para tratar enfermedades, ejemplo de esto es que son capaces
de actuar y regular negativamente los niveles de expresion de los miRs, también pueden
inhibir el ciclo celular, donde bloqueara especificamente el paso de la fase G1 a la S(140),
ademas pueden estabilizar a los ARNm haciendo que se puedan expresar, por lo que son

fuertes reguladores de la expresion génica y algunos estudios se han observado que algunos
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de estos ARNCcirc tienen potencial para traducirse en proteinas, esto se ha podido comprobar
solamente en vitro, donde estos ARN tendran secuencias IRES ( sitio interno de entrada al
ribosoma), pudiendo unirse a subunidad 40S del ribosoma, iniciandose la traduccién o puede
tener el ARNcirc un marco de lectura abierto infinito (ORF),en el cual también se traduciran
las proteinas, pero estos ARNcirc deben tener secuencias exonicas, aunque aun faltan muchos

estudios que puedan comprobar que esto puede ocurrir biolégicamente (147).

Con lo descrito anteriormente los ARNcirc participan activamente en procesos bioldgicos,
pero se han encontrado hallazgos de que estos estarian implicados en muchas enfermedades,
como cardiovasculares, inmunes, cancer o EN, siendo estas ltimas de gran importancia en

esta revision (148).

Por lo que en resumen los 3 ARNNc descritos, se relacionan directamente con las EN,
donde su expresion o carencia podria ser un desencadenante de las enfermedades, ademas de
gue estos se encuentran en altos niveles en plaquetas y estas a su vez aumentada en los
procesos patologicos por 1o que no es raro intuir que los ARNNc de plaquetas podrian ser
dianas terapeuticas para las EN, por lo tanto a continuacién nos enfocaremos en ARNNc

especificos que podrian conllevar a producir las EN mencionadas al comienzo de la revision.
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4. ARNnNc plaquetario en las EN

El envejecimiento es clave en las EN, esto debido a que los mecanismos fisioldgicos se
van deteriorando, conllevando a que se produzcan las enfermedades, ejemplo de estas
desregulaciones son la disfuncién mitocondrial, agregacién patoldgica de proteinas,
inflamacion, aumento de ROS y mutaciones a nivel genético (149). Los ARNnc que ya
describieron, se han observado en distintas concentraciones en las EN, por lo que su
desregulacion es clave al momento de la progresion de la enfermedad (150).

Por otro lado , las plaquetas se relacionan en una gran cantidad de EN y el envejecimiento,
ya que se observa una hiperactividad estas (71), ademas se ha descrito que cuentan
considerable pool de ARNNc (85), por lo que no es raro que el ARNnNc plaquetario influya en

las EN, lo cual se explicara a continuacion.

4.1 miRs plaquetario en las EN

Las primeras investigaciones que relacionaron los miRs con las plaquetas fueron
realizadas el 2009 por Landry y cols., donde tuvieron que purificarlas para que no hubiera
influencias de otras células sobre los miRs, informandose un total de 219 miRs a través de la
aplicacion de perfiles de microarrays. Afos después Landry y cols. con la técnica de
secuenciacion de proxima generacion (NGS), donde describieron aproximadamente 500
miRs presentes en plaguetas, siendo la familia let-7 casi la mitad (Figura 17) (151). Posterior
a esto, Bray y cols. examinaron los miARN de plaquetas en 4 voluntarios sin ninguna
enfermedad base, elevando a casi 750 miRs descubiertos hasta ese entonces, ahora se sabe

que las plaquetas tienen aproximadamente el 30% de los miRs humanos maduros (152)
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Figura 17. Distribucién de las 15 familias de miRs mas abundante de plaquetas
humanas. La familia let-7 representa casi el 50% de un total de 492 miRs maduros diferentes,
ademas estas familias son el 90% del total de miRs plaquetario. Tomado de Plé H. y cols.
(2012) (151).

La evidencia que implica a los miRs plaquetario en las EN es bastante, pues se ha
demostrado la desregulacion de los niveles de estos en sangre y cerebro de pacientes con
alguna EN, donde su alteracién puede contribuir en la neurodegeneracion (153), estos pueden
aumentar o disminuir, pero el mecanismo aun no esta del todo claro, estudios postulan que
la liberacion de los miRs puede ser de manera selectivas, esto dependiendo de las sefiales que
reciba del ambiente, como es el caso de la inflamacion en las EN (154) o por la activacion
plaquetaria a través de MP (Figura 18) (152). También Elgheznawy vy cols. descubrieron el
afio 2015 que la liberacion de los miRs por parte de las plaquetas hiperactivas dependia de
calpaina, este estudio se realizd en pacientes diabéticos donde al activarse las plaquetas,
desencadena el aumento de calcio y por ende la activacién de la calpaina, la cual generaria
la desactivacion de DICER, el cual es clave en la biosintesis de los miRs generando su
disminucion. El estudio se centrd en miR-223 siendo uno de los mas estudiados en las
plaquetas, donde se confirmo la disminucion de este al aumentar los niveles de calpaina,
ademas les fue posible demostrar disminuciones en los niveles de miR-143 y miR-155, pero

ocurrio todo lo contrario en el miR-451, que no es regulado por DICER (155). Por lo que a
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continuacion se mostraran los distintos miRs plaquetario que influyen en la EA, EP, EH y
ELA.

A Hypothesis B  Evidence (no. of references)
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w
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Figura 18. Secrecion de miRs por activacion plaquetaria. Esquema y tabla de liberacion
de miRs por medio de MP tras la activacion plaquetaria mediante agonistas. Tomado de
Krammer T. y cols. (2020) (152).

4.1.1. miRs plaquetarios en la EA

4.1.1.1 miR-26b

Este miR se ubica en el cromosoma humano 2935, expresandose abundantemente en el
sistema nervioso central y en las plaquetas (156), ademas se ha observado que aumenta sus
niveles en la EA, esto se corroboro en el estudio de Absalon y cols. que a través de una PCR
en tiempo real, donde verifico que la expresion de este miR era mucho mayor en pacientes
que tenian deterioro cognitivo leve (DCL) que serian las etapas méas tempranas de la EA
(Braak Il1) y pacientes con EA severo (Braak V1), a diferencia de los controles que era
mucho menor. En ese mismo estudio se observd que la sobreexpresion de miR-26b, provoca
un ciclo celular Aberrante en las neuronas, esto debido a que estas células no pudieron pasar

a la fase G2, quedandose en las fases G1 o en la S, pues el miR-26b degrada al ARNm de
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la proteina del retinoblastoma (Rb), el cual es un potente supresor de tumores debido a que
regula la fase G1y S en las células del sistema nervioso (157), entonces al disminuir los
niveles de esta proteina, provoca que haya una regulacion negativa de p27 que es el inhibidor
de Cdk5, este ultimo es la proteina quinasa dependiente de ciclina 5 (Cdk5), que tiene como
funcién principal la regulacion de la arquitectura de los microtdbulos del sistema nervioso
central, al inhibirse el p27 permite la elevacion citoplasméatica de Cdk5,causando la

hiperfosforilacion de Tau y la generacion de los ovillos neurofibrilares (158).

4.1.1.2 miR-146a-5p

La expresion de este miR es muy elevada tanto en circulacion periférica como en el cerebro
de los pacientes que con la EA, siendo fundamental en la neuroinflamacion que provocara la
degeneracion neuronal, esto ocurre en los primeros estadios de la enfermedad, pues en varios
estudios se analizd miR-146a-5p donde en los estadios mas tempranos este aumentaba, pero
en Braak 1V( estadios mas tardios) son regulados negativamente, por lo que se postula que
seria un buen biomarcador de inicio temprano de la enfermedad (159). Ademas se ha
demostrado que el miR-146a-5p se dirige particularmente al factor de complemento H
(CFH), que tienen como funcion la regulacion de la respuesta inmune, ya que inhibe los
depdsitos de C3b en la superficie celular (160), provocando que el sistema del complemento
no pueda realizar su funcién, también este miR esté dirigido contra los ARNm de la quinasa-
1 (IRAk-1), contribuyendo a la alteracion del sistema inmune, conllevando a una aguada
neuroinflamacion (161) (162).

Por otro lado, IRAK-1 que posee la bobina enrollada asociada al gen rho (ROCKZ1), donde
este se unird a la proteina PTEN, la cual tiene la funcion de desfosforilar a Tau, pero como
miR-146a-5p suprime a IRAK-1 no podré ocurrir el proceso mencionado, acumulandose Tau
y creandose los ovillos neurofibrilares caracteristicos de la EA. Ademas se ha visto que este

miR-146a-5p tiene funciones similares en EP y EH (163).

4.1.1.3 miR-107

La regulacién negativa o disminucion de este miR se ha asociados a etapas tempranas de
la EA, donde este miR tiene como objetivo al ARNm de la enzima 1 de corte de proteina
precursora de amiloide del sitio f (BACE1) (164), el cual va a codificar la enzima 3-secretasa

que transformara la APP a péptidos Ap (149) (165).
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La alteracion de BACEL es determinante en la patogénesis de EA, al estar en gran cantidad
en neuronas, pues el miR-107 disminuye en la materia gris cortical cerebral cuando inicia la
enfermedad, Wang y cols. determinaron que este miR tiene 5 diferentes sitios union en el
ARNmM de BACEL lo que permite regularlo, pero al disminuir en este patologia este se puede
transcribir en exceso lo que ayudara a que aumente ain mas los depositos de Ap (Figura 19)
(164).

Non-de.m ented-Case 1 Alzheimer’s disease-Case 3

CmiR-107.

Figura 19. Comparacion de expresion de miR-107 en cerebros con EA y controles. Se
observa una disminucion profunda de miR-7 en la lamina cortical profunda del cerebro con
EA en relacion con los controles de personas mayores no dementes. Tomado de Wang W. y
cols. (2008) (164).

4.1.1.4 miR-101

En la EA este miR se encuentra en muy bajos niveles en comparacidn con personas sanas,
estudios realizados al ARNm de la proteina APP han entregado evidencia que se esté es
regulado directamente por miRs, donde miR-101 tiene dos regiones de unién al ARNm de
APP (166). Investigaciones de este miR en células primarias del hipocampo ratas posnatal,

respaldaron que miR-101 reprime la expresion de APP (167).

Por otro lado, la Ciclooxigenasa 2 (COX-2), que tiene como funcién mediar varios

procesos de inflamacién, encontrandose en altos niveles en cancer y en las EN, siendo

50



fundamental para la biosintesis de las prostaglandinas E2 (PGE2), donde esta prostaglandina
provoca que se genere mad&s ARNmM de la proteina APP, aumentando la produccién de
péptidos AP, que agudizaria la EA (168). Pero COX-2 es fuertemente regulado por miR-101,
por lo que se considera esencial para la proteccién del sistema nervioso, ademas de ser un

posible tratamiento para la EA (169).

4.1.2 miRs plaquetarios en la EP

4.1.2.1 miR-34

Tanto como miR-34b y miR-34c se ha evidenciado que estan disminuidos en los pacientes
de EP, al igual que las proteinas PARKIN que tienen como funcion eliminar a las
mitocondrias dafiadas a través mecanismo de autofagia o por proteasoma (170) y la proteina
deglycase (DJ-1) o que se conoce como la proteina 7 de la EP, debido a que es codificada
por el gen PARK?7, donde su principal funcion es la inhibicion de la agregacion de a-
sinucleina (171), para poder comprobar estos postulados, se trabajo con celulas de
neuroblastoma SH-SY5Y, ocupadas en estos estudios debido a que expresan marcadores
dopaminérgicos, donde se observd si este miR tenia relacion con los ARNm con PARKIN
y DJ-1, pero no se llegd nada concluyente (172), por otro lado miR-34b tienen dos regiones
de unién al ARNm a-sinucleina y miR-34c solo uno, donde la sobreexpresion de estos miRs
bajo significativamente la expresion de a-sinucleina, por lo que los niveles reducidos de la
familia de los miR-34 que estan en los pacientes con Parkinson son determinantes en la
patologia (173).

4.1.2.2 miR-155

En varias enfermedades este miR se relaciona con la inflamacion, como por ejemplo en
EA, EP o ELA, donde todos estos estudios llegaron a la conclusion que mir-155 es un
regulador de la cascada de sefializacion en varias EN, en el caso de la EP miR-155 se
caracteriza por aumentar la produccion de citoquinas proinflamatorias, donde se postula que
al aumentar la agregacion de la proteina a-sinucleina conllevaria a que se agudice la funcion
de miR-155. Lo anterior se comprobd en un experimento realizado en un modelo de ratén
AAV2-SYN de EP, donde al provocar deleciones en el miR-155, las respuestas inflamatorias
se volvian débiles y no habia perdida de neuronas dopaminérgicas, concluyendo que miR-

155 actla tempranamente en la patogénesis de la EP. Por lo que este miR puede ser un
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objetivo para tratar trastornos neuroinflamatorios o utilizarse como biomarcador de la

enfermedades, debido a su aumento (174).

En otro estudio se investigo 4 miRs (miR-155,miR- 146a-5p,miR- 132-3p y miR-26a-5p),
donde se observé una regulacién positiva de mir-155 en pacientes con la EP, el alza de este
miR suprimio la expresion de moléculas antiinflamatorias como SOCS-1 y SOCS-3, ademas
esta fue la primera investigacion realizada en humanos, por lo que concuerda con los otros

trabajo hechos en modelos de ratones (175).

Por otro lado, en el tratamiento de la EP estos autores observaron que miR-155 disminuia
si los pacientes eran tratado con levodopa, donde no se conoce el mecanismo de este
medicamento sobre miR-155, pero al aumentar las dosis de levodopa, disminuye en mayor
nivel este miR, por lo que esto deja como premisa que estos nos permitira regular el
tratamiento de los pacientes con la EP y evaluar la progresion de la enfermedad, pero aun se
necesita mas investigaciones para conocer el mecanismo molecular de la accion del

medicamento sobre los miRs (175).

4.1.2.3 miR-133b

En la EP los niveles de miR-133b estan disminuidos, donde este miRs se relaciona con la
homeobox 3 hipofisaria (Pitx3) que tiene como funcion hacer que aumente este miR-133b,
lo que a su vez causara una regulacion negativa de Pitx3, debié que este miR degradara su
ARNmM, por lo que se van regulando. Al estar deficiente este miR en las neuronas
dopaminérgicas de personas con EP, se cree que se relaciona que con el envejecimiento,
donde este circuito de regulacion estara deteriorado, por lo que no se podra transcribir (176),
pero por otro lado, Heyer y cols. no evidenciaron algun efecto relevante de miR-133b sobre
el nimero de neuronas dopaminérgicas de ratones durante el envejecimiento (177), por lo
gue aun no hay evidencia suficiente para indicar que miR-133b puede desencadenar la EP o
su disminucion puede deberse a una consecuencia de la perdida de las neuronas
dopaminérgicas, por lo que se sugiere seguir investigando la relacion del miR-133 y EP
(178).
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4.1.3 miR plaquetario en EH

4.1.3.1 miR-22

miR vital para muchos proceso anti-neurodegenerativos, debido a que puede inhibir la
apoptosis, regulando genes como MAPK14 o Tep53inpl, ademas en la EH regula a los
ARNmM Rcorl, HDAC4 que estan relacionados con la patologia de la enfermedad (179), pero
en la EH miR-22 se encuentra disminuido, al estar regulado a la baja los ARNm de HDAC4
y Rcorl se transcriben en gran medida, en el primer caso el aumento de la HDAC4 a través
de un proceso de hipoacetilacion de histonas silenciara genes, aumentando la
neurodegeneracion (180).

Por otro lado, Rcorl es un regulador de la expresion génica en neuronas, estando
hiperactivo en la EH, la funcion de esta proteina es ser un correpresor de la via REL/NRSF
para la inhibicion del gen de BDNF (181), donde en condiciones normales la proteina
huntingtina secuestra al elemento represor 1 (RE1) y al silenciador restrictivo de neuronas
(NRSE), para que se pueda transcribir el gen del factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF) cortical, que tienen como funcion modular la plasticidad neuronal y factor de
supervivencia para las neuronas estriales y corticales, pero cuando la huntingtina esta mutada
el RE1L/NRSF se empezaran a acumular en el nucleo y reprimird al BDNF (182), por lo que
las investigaciones realizadas al miR-22 lo posicionan como un potencial tratamiento de la
EH.

4.1.4 miR plaquetario en ELA

4.1.4.1 miR-155

Regulador de multiples procesos tanto patoldgicos como fisiologicos, pero siendo clave
en la inflamacién, donde bajos niveles de expresion de es miR-155, disminuye
considerablemente la inflamacién y la regeneracion de tejidos se ve potenciada (183). miR-
155 esta elevado en tejido de la medula espinal de paciente con ELA familiar y esporadicos
(184).

La evidencia ha demostrado que el sistema inmunoldgico es esencial en ELA, donde las
células como la microglia y astrocitos se activan a medida que progresa la enfermedad,
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contribuyendo a la muerte neuronal, pues en ratones que se muto SOD1, la microglia adopto
un fenotipo proinflamatorio y neurotoxico (183).

miR-155 aumenta la secrecion de citoquinas proinflamatorias al atacar al ARNm del
supresor de la sefializacion de citocinas 1(SOCS1) que como su nombre lo indica, atenda la
accion de la citoquinas, esto a través de un circuito de retroalimentacion negativa (179).
Ademas se demostro que la inoculacion de un anti-miR-155 causaba una notable mejoria de
la enfermedad, donde se revirtio el 72% de las proteinas desreguladas en la médula espinal
de ratones SOD1 mutante, teniendo una importancia directa con la ELA de origen humano,
esto debido a que la gran mayoria de la proteinas que se desregulan en estos ratones, también
eran las alteradas en la medula espinal de pacientes con ELA (185).

4.1.4.2 miR-23

La disfuncién mitocondrial del musculo esquelético tiene relacion directa con la
patogénesis de ELA, esto a traves del miR-23, donde En biopsias de musculo esquelético de
pacientes con ELA se observo un aumento considerable de los niveles este miR, ya que tiene
como principal objetivo al ARNm de la proteina llamada coactivador 1-alfa del receptor
activado por proliferador de peroxisomas (PGC-1a) (186). Esta proteina es fundamental para
la sobrevida y funcion de las mitocondrias , esto lo logra mediante, el factor respiratorio
nuclear 1 (NRF-1), factor nuclear 2 derivado del eritroide 2 (NRF-2) y el receptor alfa
relacionado con el estrégeno (ERRa), el primero tiene como funcidon activar genes
reguladores del crecimiento celular y genes necesarios para el metabolismo mitocondrial,
NRF-2 aumenta la expresion de proteinas antioxidantes (187) y ERRo aumenta la biogénesis
mitocondrial (188).

Ademas, la sobre expresion de PGC-1a en el masculo esquelético en ratones con SOD1
mutantes, conserva la biogénesis, aumenta actividad mitocondrial, disminuye la atrofia
muscular y mejora la locomocion (189). Por lo que el miR-23, también podria ser un posible

tratamiento para la ELA.
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4.2 ARNInc plaquetario en las EN

Los ARNInc actian en muchos procesos bioldgicos, esto a través de la regulacion genica,
por lo que no es raro sospechar sobre su influencia en los procesos patoldgicos, donde por
ejemplo se ha visto su expresién anormal en muchos trastornos de la neurodegeneracién y en
el cancer (190).

Ademas, como se ha mencionado la plaqueta posee una amplia gama de ARNNc, siendo
uno de ellos los ARNInc. En estudios de Sun Y. y cols. determinaron los perfiles de expresion
de estos ARNInc en las plaquetas Humanas, donde de los 6109 ARNInc 1286 se expresan en
las plaquetas y 338 aumentan o disminuyen en plaquetas hiperreactivas (191). También en
estudios previos se ha observado la relacién de estos ARNInc plaquetarios en distintas
enfermedades o su expresion en personas sanas (Tabla 2), donde las EN no son la excepcion,

por lo que a continuacion se mostrara el rol de los ARNInc plaquetarios en las EN.

55



Tabla 2. ARNInc plaquetarios y su expresion en distintas patologias.

ARNInc
plaquetario

Expresion

Referencias

MIAT

Disminucion parénquima cerebral de ratones
transgénicos con EA

(190)

MAGI2-AS3

ZFAS1

Regulacion a la baja en las plaquetas de los
pacientes con cancer de pulmoén de células
pequefias

(192)

MT1P3

Regulado al alza en Megacariocitos de
pacientes con DM2

(193)

ANRIL

Baja expresion en pacientes con infarto

(194)

InNcRNA
AP001033.3
-201

AC068234.2
—202

Asociados a enfermedades cardiovasculares

(195)

MALAT1
GASS
LINCO00534
LINC00892
LINCO00211
LINCO00853
SNHG8
LINC00152
SNHG5
SNHG11
DLEU1
LINCO01151
MIR4435—
1HG
LINCO01063
LINCO00598
LINCO00674
LINCO00989
LINCO00998
CASC15
DLEU2

Expresado en donantes de plaquetas sanos

(196)

HOTAIR

Altos niveles en pacientes con cancer
Gastrico

(197)

BACE1-AS

Se ha encontrado en musculo esquelético
con miosistis esporadica, aterosclerosis y
plaguetas

(198)
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4.2.1 ARNInc en EA

4.2.1.1 BACE1-AS

La ARN B-secretasa-1 no codificante conservada (BACE1-AS), tiene una alta expresion
en los pacientes con EA, al igual que en los modelos de raton con la misma enfermedad (199),
donde tendré la funcién de regular BACEL, ya que aumenta la estabilidad de su ARNm,
aumentando asi la produccion de esta B-secretasa que esciende a la proteina APP (200), pues
la APP se hidroliza a través de 2 rutas, una no amiloidogénica, actuando la a-secretasa
escinde la APP primero, liberando el fragmento soluble neuroprotector sAPP-a, no
produciendo AP, por otro lado, estd la via amiloidogénica, donde la B-secretasa esciende
primero a la APP creando el fragmento soluble sAPP-B, cortados posteriormente por la y-

secretasa para generar AP (201).

También se determin0 en ensayos enzimaticos que hay una elevacion del 17% de la
actividad de las plaquetas en EA, por lo que es posible que BACE1-AS plaquetario pueda
funcionar como un biomarcador potencial para el diagnodstico y también como una medida

terapéutica para disminuir los depositos de los péptidos Ap en EA (199).

4.2.1.2 MIAT

En la EA hay disfuncion neurovascular, lo que ayuda al aumento de los depositos de AP
en el cerebro, agudizando la EA. MIAT es clave en el proceso de mantenimiento de la funcion
microvascular y nerviosa (202), debido a que reprime la accion del miR-150-5p, que inhibe
al factor de crecimiento endotelial vascular( VEGF), donde este factor tendra efectos
protectores, como son la vasodilatacion, proliferacion de células neuronales vy
neuroproteccién. Pero en EA MIAT se encuentra muy disminuido, conllevando a lesiones en
células endoteliales, ademas de la disfuncién microvascular cerebral, generando una mayor
acumulacion de AP (190).
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4.2.2 ARNInc en Parkinson

4.2.2.1 HOTAIR

Los estudios de Wang S. y cols. identificaron que el ARNInc antisentido de transcripcion
de Homeobox (HOTAIR), tendria implicacion en la patologia del Parkinson, pues regula
positivamente la expresion de la cinasa 2 repetida rica en leucina (LRRK2), donde esta
proteina mutada es reconocida como la causa de EP de herencia dominante y ser un factor de
riesgo de EP esporadica. La funcion de esta proteina es en el trfico de membranas, actividad
del citoesqueleto, pero aun falta mucho por esclarecer su funcion, pero la teoria mas aceptada
en la patogénesis de EP relacionada a esta proteina es por un mecanismo de ganancia de
funcién (203).

El 2019 Lin Q. y cols, descubrieron que el ARNInc HOTAIR, tiene una alta expresion en
ratones con EP, revelado a través de un anélisis bioinformatico que este ARNInc tiene sitios
de unién al miR-126-5p, lo que generaria su disminucién, donde efectivamente se comprobo
que este miR se encontraba a la baja en paciente EP. Al disminuir miR-126-5p aumenta la
proteina de interaccion Rab3a(RAB3IP), ya que ARNm de esta proteina es uno de los dos
objetivos de este miR (204).

La funcion de RAB3IP es promover a la activacion de las proteinas RAB, las cuales a su
vez forman parte de la formacion y transporte de vesiculas, por otro lado, el aumento de
RAB3IP en ratones EP conllevo a la apoptosis celular y deterioro cognitivo de los ratones
con EP. En ese mismo estudio también se demostrd6 que RAB3IP suprime la autofagia,
causando la perdida de neuronas dopaminérgicas, ademas de la acumulacion de a-sinucleina.
Por lo que RAB3IP conduciria a la EP, a través de la supresion de la autofagia neuronal y el
aumento de la proteina seria consecuencia de los altos niveles de expresion de HOTAIR
(204).

4.2.2.2 MALAT1

Estudios recientes han demostrado alta expresion del ARNInc MALAT 1 en experimentos
con en células SH - SYSY, disminuye la actividad del miR-124-3p (205), el cual tiene como

objetivo el ARNm de la proteina quinasa 1 asociada a la muerte (DAPK1).

58



DAPK1 fue descrito en la muerte celular programada estimulada por el interferon gamma,
el cual es clave en el deterioro neuronal del SNC, induce la fosforilacion de a-sinucleina y
en los estudios se observé que la sobreexpresion genera la lesion neuronal dopaminérgica,

ademas de discapacidades locomotoras en ratones con EP (206).

Por lo que se concluye que MALAT1 en EP regula positivamente la expresion de DAPK1
a través de la disminucion del miR - 124-3p, asimismo estos resultados aumentan la evidencia

experimental de posibles medidas terapéutica en las EN (207).

4.3 ARNcirc plaquetario en las EN

En los Gltimos afios las técnicas de secuenciacion genética han sido claves para el estudio
de los ARNcirc, los cuales a nivel fisioldgico pueden regular la expresion de los miRs, inhibir
el ciclo celular, fuertes reguladores de la expresion génicas, pero también se han descrito en
diferentes trastornos neurodegenerativos (208), su desregulacion se relaciona fuertemente al
envejecimiento. Por lo que a continuacion se describira las alteraciones de los ARNcirc
plaquetarios y su relacion con las EN, los cuales se extrajeron de la base de datos de la

publicacién A map of human circular RNAs in clinically relevant tissues (209).

4.3.1 ARNcirc en EA

4.3.1.1 circHDAC9

mir-138 esta elevado en ratones APP, donde su sobreexpresion provoca el procesamiento
anormal de APP y déficits sinapticos, esto lo realiza a través la inhibicién de Sirt1, pues esta
proteina activa directamente la transcripcion de ADAM10, enzima que tiene actividad o-
secretasa por lo tanto, suprime la produccion de AP por la ruta no amiloidogénica, ademas

Sirtl regula la neuroinflamacién y la disfuncion mitocondrial en la EA (210).

Por otro lado, circHDAC9 regula el crecimiento dendritico en neuronas, lo que muestra
que participa activamente en la funcion sinaptica. Este ARNCcirc tienen niveles de expresion
bajo en cerebros con EA, ademas posee varios sitios de union al miR-138, donde su expresion
se correlacion inversamente a este miR. Por lo que un aumento circHDAC9 inhibid la

expresion de miR-138 e invirtio el procesamiento anormal de APP in vitro (211).
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4.3.2 ARNcirc en ELA

4.3.2.1 PICALM

El ARNcirc PICALM o hsa_circ_0023919, estaria regulado a la baja ELA (212), donde
no podré actuar sobre el miR-9, el cual presenta niveles altos en modelos de ratén con ELA
y en sangre de pacientes con ELA (213).

En los diferentes estudios realizados de miR-9 en los ratones transgénicos SOD1 mutante,
se observaron cambios de expresion en las células madres neuronales(NSC), esto debido a
que este miR suprimird la expresion de TLX, regulador clave de la autorrenovacion de las
NSC, pues genera el aumentando su proliferacion y diferenciacion neuronal, por otro lado la
sobreexpresion de miR-9, disminuye los niveles de Hesl, también esencial en el
mantenimiento de las NSC (214), por lo que postula que PICALM seria un potencial
biomarcador de ELA y una herramienta terapéutica, ya que puede generar la reduccion de
miR-9 (213).

4.4 Propuesta

En los estudios de Cervera L. y cols. se observé la expresion enriquecida del ARNCcirc
plaquetario DOCKL1 en pacientes con EA (215), ademéas en otro estudio describié en
pacientes con carcinoma de vejiga, que el ARNCcirc tiene sitios de unién a varios miRs, los
cuales son miR - 132-3p, miR - 196a - 5p, miR - 138-2-3p, miR - 136-5p y miR - 103a (216),
de los cuales el mir-103a esta regulados a la baja en pacientes con EA, teniendo la funcién
de mejorar el crecimiento de las neuritas y suprimir la apoptosis de las células al dirigirse
aPTGS2enlaEA (217), por lo que mi hipdtesis es que el ARNcirc DOCK1 aumenta debido
a la hiperactividad de las plaquetas en EA, esto llevando a la inhibicién del miR-103 y

agudizando la enfermedad.

En esta revision se pudo observar la gran relacion que tiene los ARNnNc plaquetarios con las
EN, donde en resumen la plaqueta presenta hiperactividad, la cual liberara los ARNNc, ya
sea de forma directa al torrente sanguineo o por MP, aunque en estas ultimas se mantiene
mas estables en el tiempo. Estas MP transportaran los ARNNc a las células dianas, pudiendo

modular la expresion génica, en este caso se observo en las 4 enfermedades, causando
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neuroinflamacién y neurodegeneracién, lo cual dependia si aumentaban o disminuian (Figura

20).
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Figura 20. Resumen de la funcién de los ARNNc en las EN. Plaquetas hiperactivas liberan
MP, dentro las cuales viajan los ARNNc, las cuales podran modificar la expresién génica en

las 4 enfermedades.
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VI1II. Conclusiones

Las EN neurodegenerativas se han convertido en un enorme desafio en la medicina actual,
por lo que cada vez se hacen mayores esfuerzos para encontrar medidas terapéuticas
efectivas, debido a la alta prevalencia y mortalidad de estas enfermedades. Por lo que usar
ARNNCc codificantes como biomarcadores de enfermedades cada vez se vuelve més plausible,

ademas de tener un enorme potencial.

Como se menciond en varios partes de la revision las plaquetas poseen un gran coleccion
de ARNNc y tienen relacion directa no solamente con las EN, sino que también con distintos
cancer, enfermedades cardiovasculares, entre otras, por esa razén sus estudios posteriores
nos ayudaran a comprender mejor los mecanismos molecular de la relacion entre los ARNNc
plaquetarios y un gran variedad de enfermedades, pues como se pudo observar que los
estudios por ejemplo de ARNInc o ARNCcirc son bastantes escasos en las EN, pero a medida
que se vayan sofisticando las herramientas de secuenciacion genética, se resolveran muchas
interrogantes y se habria un mundo de posibilidades de medidas terapéuticas para las

enfermedades.
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