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Resumen

La hipertension, la diabetes y la aterosclerosis comparten mecanismos patogénicos
como la disfuncion endotelial y la inflamacién crénica, y se ha identificado que las
vesiculas extracelulares pequefias (SEV) juegan un papel clave en la modulacion
de estos procesos. Estas sEV, liberadas por células vasculares, actian como
mediadores en la comunicacion celular, transportando proteinas y microRNAs
(miRNAs) que pueden influir en la progresion de estas enfermedades. En este
estudio, aislamos y caracterizamos sSEV plasmaticas de pacientes con hipertension
y diabetes mediante ultracentrifugacion diferencial, confirmando su identidad a
través de microscopia electronica, rastreo de nanoparticulas y la presencia de
marcadores como CD81y TSG101. Los andlisis revelaron la presencia del factor de
transcripcion Snail, un regulador clave en la transicion epitelio-mesénquima (TEM),
y el miRNA-126-3p, conocido por su rol en la angiogénesis y la proteccién del
endotelio. Estos hallazgos sugieren que tanto Snail como el miRNA-126-3p
transportados en las sEV plasméaticas podrian estar involucrados en los
mecanismos moleculares subyacentes a la hipertension, la diabetes y la
aterosclerosis, ofreciendo su potencial como biomarcadores y posibles dianas
terapéuticas en enfermedades cardiovasculares.

Palabras clave: Vesiculas extracelulares pequefias (sEV), Enfermedades
cardiovasculares, Transicion epitelio-mesénquima (TEM), Snail, miR-126-3p,
Biomarcadores



Introduccién

Las enfermedades cardiovasculares (ECV), principales causantes de morbilidad y
mortalidad global afectan a mas de 500 millones de personas y causaron 20.5
millones de muertes en 2021 (1). Estos trastornos estan asociados con factores de
riesgo como tabaquismo, inactividad fisica, dieta inadecuada, hipertension, diabetes
tipo 2, dislipidemia y obesidad (2). La aterosclerosis, una complicacion clave, es una
de las principales causas de muerte relacionadas con ECV (3). Normalmente, las
células endoteliales previenen la activacion plaquetaria y la inflamaciéon mediante
moléculas como Oxido nitrico y prostaciclina, pero en la aterosclerosis se incrementa
la expresion de moléculas de adhesion, facilitando la infiltracién de leucocitos (4).

En este contexto, las vesiculas extracelulares pequefias (SEV) plasméticas,
liberadas por células endoteliales y del musculo liso vascular, son fundamentales
en la comunicacion intercelular y estan implicadas en la progresion de patologias
como la aterosclerosis (5,6). Estas sEV transportan proteinas, lipidos y acidos
nucleicos que afectan a las células receptoras, contribuyendo a la disfuncion
endotelial y la formacion de placas ateroscleroticas (7,8,9). El factor de transcripcion
Snail, clave en la transicion epitelio-mesénquima (TEM) y relacionado con la
aterosclerosis (10), ha sido detectado en sEV, sugiriendo un papel en la mediacién
de TEM (11,12). Los microRNAs (miRNAS) en las sEV pueden regular la expresion
de Snail y contribuir a procesos patolégicos como la migracion y proliferacion celular
(13).

No obstante, hasta la fecha, no se ha caracterizado completamente la presencia de
la proteina Snail en las sEV ni se ha cuantificado su relacion con enfermedades
cardiovasculares especificas. Por tanto, este estudio tuvo como objetivo investigar
la presencia de Snail y miR-126-3p en sEV plasmaticas circulantes, con el fin de
comprender su posible contribucion en la progresion de la aterosclerosis,
especialmente en pacientes con hipertension arterial y diabetes. Este enfoque
podria abrir nuevas perspectivas sobre el uso de estas moléculas como
biomarcadores y su potencial como blancos terapéuticos en el tratamiento de las
ECV.

Justificacion

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) y el cancer son las principales causas
de morbilidad y mortalidad globalmente y en Colombia (1). La hipertensién arterial
(HTA) aumenta significativamente el riesgo de infartos y accidentes
cerebrovasculares (3), mientras que la diabetes tipo 2 esta asociada con disfuncién
endotelial y dafio vascular, elevando el riesgo de aterosclerosis y otras
complicaciones cardiovasculares (14). La coexistencia de HTA y diabetes acelera
el desarrollo de ECV, haciendo crucial un tratamiento temprano y adecuado.

Ambas condiciones son factores de riesgo conocidos para la aterosclerosis,
caracterizada por la acumulacion de lipidos y células inflamatorias en las arterias,
gue lleva a su endurecimiento (15). El factor de transcripcion Snail y el miR-126-3p,
involucrados en la transicion epitelio-mesénquima (TEM), estan implicados en la
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inflamacion vy fibrosis, que contribuyen a la remodelacion vascular y disfuncion
endotelial, claves en la aterosclerosis (16). HTA y diabetes agravan estos procesos
mediante estrés oxidativo, inflamacién y alteraciones en la matriz extracelular,
posiblemente modulados por Snail (17,18).

Por tanto, investigar los niveles de Snail y miR-126-3p en las vesiculas
extracelulares pequefas (SEV) plasméticas en pacientes con diabetes y HTA puede
revelar mecanismos moleculares compartidos que aceleran la aterosclerosis. Esto
podria mejorar nuestra comprension de la enfermedad y facilitar la identificacién de
nuevos biomarcadores para gestionar mejor a los pacientes de alto riesgo.

Objetivo general: Identificar el miR-126-3p y el factor de transcripcion Snail en
vesiculas extracelulares pequefias (SEV) en pacientes con diagnéstico de
hipertension arterial y diabetes como factores de riesgo para la aterosclerosis.

Objetivos especificos:

1. Aislar y caracterizar vesiculas extracelulares pequefias (SEV) de muestras
de plasma de pacientes con diabetes, hipertension arterial, y ambas
condiciones, en términos fisicos, bioquimicos y ultraestructurales.

2. Detectar la presencia o ausencia de Snail y miR-126-3p en las sV
circulantes de pacientes con diabetes e hipertension arterial.

Referentes tedricos

Las vesiculas extracelulares pequefias (SEV) han emergido como mensajeros clave
en la comunicacién celular en condiciones tanto fisiol6gicas como patol6gicas
(19,20). Estas sSEV son liberadas por diversas células y transportan biomoléculas
como proteinas, lipidos y acidos nucleicos, incluyendo microARNs (miRNAS) (21).
Los miRNAs son pequefias moléculas de ARN no codificante que regulan la
expresion génica postranscripcional. Su desregulacion esta asociada con multiples
procesos biolégicos y patologias, especialmente enfermedades cardiovasculares
(ECV) (22).

Las ECV, que incluyen hipertension, cardiopatia isquémica y aterosclerosis, son una
de las principales causas de mortalidad a nivel mundial (1). La aterosclerosis, en
particular, es una enfermedad cronica caracterizada por la acumulacion de lipidos y
células inflamatorias en las paredes arteriales, formando placas que pueden obstruir
el flujo sanguineo y causar infartos cardiacos y cerebrovasculares (23,24).

Las sSEV estan siendo objeto de intenso estudio debido a su influencia en el
microambiente vascular (25). Estas vesiculas median la comunicacion entre células
endoteliales, células musculares lisas y células inmunitarias, y pueden promover o
reducir la inflamacion y la remodelacion vascular asociadas con la progresion de la
aterosclerosis (26).



Ademas, los miRNAs encapsulados en sEV pueden actuar tanto como
biomarcadores como mediadores de procesos patogénicos en las ECV (27). Por
ejemplo, algunos miRNAs en las SEV regulan genes relacionados con la respuesta
inflamatoria y la homeostasis de lipidos, afectando la estabilidad de las placas
ateroscleroticas (28). Estos hallazgos destacan el potencial de las SEV y los miRNAs
como herramientas diagndésticas y terapéuticas en el manejo de las enfermedades
cardiovasculares, abriendo nuevas vias para tratamientos mas especificos y
efectivos. Asi, esta investigacion se centra en evaluar la relacion entre sEV,
miRNAs, factores de transcripcion como SNAIL, y las ECV, con un enfoque
particular en la aterosclerosis y la diabetes.

Materiales y métodos

Criterios de inclusion de pacientes y consideraciones éticas: Se seleccionaron
pacientes mayores de 18 afos, tanto hombres como mujeres, inscritos en el
programa de enfermedades no transmisibles de Riohacha, Manaure y Maicao, con
diagnostico de diabetes tipo 2 o hipertension. Se excluyeron personas sin
nacionalidad colombiana y adultos mayores con discapacidades. Los controles
fueron personas aparentemente sanas. El estudio fue aprobado por el Comité de
Etica del Instituto Nacional de Salud (CEMIN) bajo el acta niamero 20 del 2023,
Proyecto CEMIN-16-2023. Todos los pacientes firmaron un consentimiento
informado antes de participar en la investigacion.

Obtencion de sEV: Las muestras de plasma se descongelaron y se centrifugaron
inicialmente a 8.000 xg durante 30 minutos a 4°C. El sobrenadante se centrifugo
nuevamente a 12.000 xg por 30 minutos a 4°C. Luego, se sometid a
ultracentrifugacion diferencial: primero a 19.000 xg, seguido por filtracién con filtros
de 0.22 um y ultracentrifugacion a 100.000 xg durante 120 minutos, dos veces. La
fraccidon enriquecida en sV se almacené a -80°C. El aislamiento se realizé con el
rotor TH-641 y tubos de polipropileno de 10 mL, utilizando buffer PBS fresco y
manteniendo las muestras a 4°C y en hielo durante el proceso. Los pellets obtenidos
se suspendieron en PBS para ensayos posteriores.

Cuantificacién de proteinas: La cuantificacion de proteinas se realiz6 con el kit
BCA, siguiendo el protocolo del fabricante con un estandar de albumina sérica
bovina (BSA) y una curva de calibracién de 0 a 1500 pg/mL. También se utilizo el
protocolo microBCA con una curva de 0 a 250 ug/mL. La absorbancia se midi6é con
el equipo Glomax.

Caracterizacion de sEV: Las sEV se caracterizaron bioquimicamente mediante
SDS-PAGE, ensayo de Coomassie y tincion con plata, y se evaluaron marcadores
vesiculares (CD81, TSG101) y contaminantes como el citocromo C por Western
Blot. Se utilizé el sistema LM10 NanoSight NS300 para medir el tamafio y cantidad
de particulas. La caracterizacion morfolégica se realiz6 mediante tincién negativa y
observacion con STEM usando un microscopio electronico de barrido (SEM Tescan
modelo Lyra 3) a 30kV.



Detecciéon de marcadores y proteina Snail: La deteccion de marcadores
exosomales y de transicion epitelio-mesénquima (TEM) se realizé por Western Blot
utilizando anticuerpos especificos. Las SEV se resuspendieron en PBS, y la
concentracion proteica se cuantificd con el kit BCA. Se cargaron 5 ug de proteina
por muestra en gel SDS-PAGE, y las proteinas se transfirieron a una membrana de
PVDF para la deteccién con anticuerpos primarios y secundarios marcados con
HRP. La inmunodeteccion se llevé a cabo con quimioluminiscencia y se analizé
densitométricamente.

Deteccion de miRNAs: Para extraer RNA total de las sEV, se suspendieron en
PBS y se lisaron con TRIzol LS y cloroformo. EI RNA se recuper6 mediante
precipitacion con acetato de sodio y etanol, y se cuantifico con el equipo NanoDrop
One. La deteccion de miRNAs se realizd6 mediante PCR utilizando el kit GoTag®
gPCR, con una retrotranscripcion previa y amplificacion en un termociclador BIO-
RAD CFX96 y los oligonuclettidos descritos en la tablal. Se analiz6 la curva de
disociacion con el software CFX Maestro 2.3.

Tabla 1. Secuencias de los oligonucleétidos utilizados para los ensayos de
deteccion de miRNAs por PCR.

Oligo Secuencia
miR-208-3p F 5' CGCCCGCATAAGACGAGCAAAAAZ'
miR-126-3p 5' GGCGGCTCGTACCGTGAGTAAT 3’
miR-34a-5p 5" CGGCTGGCAGTGTCTTAGCT 3"
miR-99b-5p 5" CGCCACCCGTAGAACCGAC 3’
Stem-Loop poliT |5 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTTTTITTITITTTIVN 3'
Reverso universal |5’ CCA GTG CAG GGT CCGAGGTA 3'

Resultados
Caracterizacion Fisica, Morfolégica y Bioquimica de las sV de Pacientes

Las sEV de muestras de pacientes con diabetes tipo 2 e hipertensién fueron
caracterizadas fisica, morfolégica y bioquimicamente. Se observé que las sV
tenian tamafios entre 60 y 150 nm. La concentracion promedio de particulas fue
mayor en pacientes con hipertension, seguida por pacientes con diabetes o ambas
condiciones (Figura 1 Ay B). Sin embargo, en pacientes con ambas condiciones, la
concentracion de particulas no mostré un comportamiento aditivo y, en cambio,
disminuy6. La caracterizacion por microscopia electrénica confirmé que las sV
presentan una forma redondeada tipica.
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Figura 1. A. Imagenes representativas de la caracterizacion por NTA de las sEV
obtenidas mediante ultracentrifugacién (UC) en dos muestras de pacientes. B.
Concentracién de particulas en muestras representativas de pacientes. C. Imagenes
representativas de sV obtenidas mediante SEM, con una escala de 100 nm.

Caracterizaciéon bioquimica de las sV plasmaéticas

Se realiz6 la deteccién de marcadores exosomales, como CD81 y TSG101, en las
SEV. Los resultados, mostrados en la Figura 2, indican la presencia de proteinas
con pesos moleculares mayores a los esperados: CD81 (25 kDa esperado; 55-70
kDa observado) y TSG101 (44 kDa esperado; 55-70 kDa observado). Esto sugiere
la formacién de complejos multiprotéicos que incluyen estos marcadores y otras
proteinas. Los hallazgos también se observaron en proteinas relacionadas con la
transicion epitelio-mesénquima (TEM), como se muestra en la Figura 3. Estos
resultados sugieren que las sEV plasmaticas pueden contener complejos proteicos
y estructuras que transportan moléculas con potencial biolégico en la sangre.
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Figura 2. Deteccién de marcadores exosomales en sV plasmaticas obtenidas por
ultracentrifugacion. El plasma de pacientes y controles fue sometido a centrifugacion
diferencial para aislar las sEV. La deteccion de CD81 (A) y TSG101 (B) se realiz6 por
Western Blot (WB). Los resultados son representativos de tres experimentos
independientes. Las lineas 1-5 corresponden al plasma de los individuos del estudio,
mientras que la linea 6 muestra sV de la linea celular de melanoma humano A375.

Detecciéon de marcadores de transicion epitelio-mesénquima en SEV
plasmaticas

Para investigar la presencia de marcadores de transicién epitelio-mesénquima
(TEM) en las sSEV, se realiz6 un ensayo de Western Blot. Los resultados indicaron
que las sEV plasmaticas mostraron sefiales positivas para ZEB-2, N-caderina, B-
catenina, ZEB-1 y Snail (Figura 3A), sugiriendo que estos marcadores estan
presentes en complejos multiprotéicos, al igual que los marcadores exosomales. En
particular, se observé una sefal destacada para Snail (Figura 3B).

Dado que Snail se ha asociado con condiciones clinicas como la aterosclerosis, se
evalué su nivel en relacion con las enfermedades estudiadas. Los resultados
mostraron que los niveles de Snail eran significativamente menores en individuos
con hipertension arterial (HTA) en comparacién con aquellos con diabetes, quienes
presentaron niveles similares a los de los individuos con ambas condiciones y los
controles (Figura 4B).
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Figura 3. Deteccién de marcadores de transicion epitelio-mesénquima (TEM) en sV
plasméaticas obtenidas por ultracentrifugacion. Los plasmas de pacientes y controles
se sometieron a centrifugacion seriada para aislar las seV. (A) Se realizé Western Blot
(WB) para detectar proteinas asociadas con TEM. (B) La presencia de Snail se evalud en
diferentes condiciones clinicas mediante WB.THA: Hipertension arterial. DM: Diabetes
mellitus tipo 2.
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Figura 4. Deteccion de miRNAs en sEV plasmaticas. Se utilizé PCR para evaluar la
presencia o ausencia de los miRNAs miR-34a-5p (A), miR-99b-5p (B), miR-126-3p (C) y
miR-208a-3p. El control positivo se muestra en rojo (cardiomiocitos), las muestras de los
individuos del estudio en color lila, el control negativo en azul y el control de
oligonucledtidos en verde.

Deteccion de miRNAs en sEV plasmaticas mediante PCR Stem-loop Poli T

Se evalud la presencia de miRNAs asociados con enfermedades cardiovasculares,
como la hipertension y la aterosclerosis, en sEV. Se detectéd miR-126-3p en las SEV
plasmaticas circulantes, mientras que miR-208a-3p, miR-34a-5p y miR-99b-5p no
se encontraron (Figura 4). Los picos observados en la curva de disociacién para los
controles positivo y de oligonucleoétidos se interpretaron como artefactos, debido a
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la formacion de dimeros o sefales no especificas del oligonucleétido Stem-Loop
Poli T.

Discusion de resultados
Caracterizacion de las sV provenientes de plasma de pacientes

La caracterizacion de las vesiculas extracelulares pequefias (SEV) se llevo a cabo
utilizando ultracentrifugacion diferencial a 100.000 xg a partir del plasma de
pacientes. Se emplearon técnicas como Western blot, rastreo cuantitativo de
nanoparticulas (NTA) y microscopia electronica de barrido (SEM). Los resultados
revelaron diferencias en el perfil de secrecion entre los pacientes, con un aumento
notable en la concentracion de particulas en aquellos con hipertension arterial
(HTA). La caracterizacion bioquimica confirmé la presencia de marcadores
vesiculares esperados, lo que indica un aislamiento exitoso de sEV, separado de
las microvesiculas. La ultracentrifugacién demostré ser efectiva en la obtencion de
SEV con composiciones proteicas especificas, sugiriendo variabilidad en la
produccién de vesiculas asociada con distintas condiciones patoldgicas (Figura 1).
Estos hallazgos destacan la importancia de entender la dinAmica de secrecion y
concentracion de estas vesiculas, asi como su contenido proteico. La mayor
cantidad de particulas en pacientes con HTA esta en linea con el estudio de Tong
X. et al. (2023), que reportd niveles elevados de sEV en plasma de pacientes con
enfermedades cardiovasculares (29).

Deteccidon de marcadores de transicion epitelio-mesénquima (TEM) en sV

Un objetivo principal de esta investigacion fue identificar marcadores de transicion
epitelio-mesénquima (TEM) en las sEV. Se logr6 detectar las proteinas ZEB-2, N-
caderina, B-catenina, ZEB-1 y Snail, siendo la presencia de Snail particularmente
relevante. Estos resultados son consistentes con los obtenidos por Mirzaei S. et al.
(2023) y Shen Y. & Tan Tai J. (2023), quienes describen la presencia de estas
proteinas en cultivos celulares y su asociacion con miRNAs que modulan la TEM
(32,33). La presencia de proteinas asociadas con TEM puede influir en la secrecién
y el sorting de las sV (34). Snail, en particular, es un factor de transcripcion clave
en la TEM y se ha demostrado que promueve la liberacion de exosomas cargados
con miRNAs como miR21 (35,36).

La aterosclerosis, estrechamente relacionada con la hipertension, presenta una
relacion bidireccional con esta condicion. La hipertension puede acelerar la
aterosclerosis al dafar las arterias y promover la inflamacién, mientras que la
aterosclerosis puede contribuir a la hipertension al endurecer y estrechar las
arterias, aumentando asi el riesgo de complicaciones cardiovasculares como
infartos de miocardio y accidentes cerebrovasculares (15,24). Snail ha sido
implicado en la formacion de placas aterosclerdticas y en un proceso conocido como
transicion endotelio-mesenquimal (TEndM), donde las células endoteliales pierden
sus propiedades endoteliales y adoptan un fenotipo mesenquimal similar al de los
miofibroblastos y las células musculares lisas. Este proceso es crucial para la
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progresion de la aterosclerosis, y Snail estd asociado con él, a menudo en
combinacion con Slug (12,37-39). Ademas, Qiang Su et al. (2018) mostraron que
la oxidacién de lipoproteinas de baja densidad (ox-LDL) regula positivamente Snalil
y que la eliminacién de Snail atenta el TEndM inducido por ox-LDL, destacando el
papel esencial de Snail en este proceso (40). Esto sugiere una posible relacion entre
nuestros resultados y las condiciones clinicas evaluadas.

Deteccidon de miRNAs en sEV plasmaticas mediante PCR Stem-loop Poli T

Finalmente, se evalud la presencia de miRNAs asociados con enfermedades
cardiovasculares en las sV, encontrando miR-126-3p. La expresion de miR-126-
3p esta restringida a células endoteliales y se regula negativamente durante la
TEndM. La sobreexpresion de miR-126-3p puede reducir la TEndM (41). Estudios
previos han mostrado un aumento de miR-126-3p en pacientes hipertensos con
albuminuria, sugiriendo que este miRNA podria servir como marcador pronéstico de
eventos cardiovasculares a largo plazo. Ademas, miR-126-3p ha sido vinculado con
el cancer y la aterosclerosis al afectar genes diana similares o diferentes (42).
También se ha demostrado que los miRNAs pueden regular la expresion de Snail
al unirse a su 3'UTR (43).

Estos resultados sugieren que los componentes de las SEV podrian ser
biomarcadores tempranos y posibles dianas terapéuticas para enfermedades
interrelacionadas, ofreciendo nuevas oportunidades para desarrollar estrategias
diagnosticas y terapéuticas dirigidas a mitigar el impacto de estas condiciones
cronicas. No obstante, se requiere mas investigacion para validar estos
biomarcadores en cohortes mas amplias y para entender mejor sus mecanismos de
accion. Ademas, explorar la relacion entre SEV y otras condiciones patologicas
podria proporcionar informacion valiosa para el desarrollo de marcadores
predictivos e intervenciones mas efectivas. A futuro, es fundamental correlacionar
los niveles de biomarcadores como Snail y miR-126-3p con la progresion de la
enfermedad cardiovascular, la respuesta al tratamiento y factores como la dieta.
Este nuevo enfoque laboratorio clinico permite su aplicacion en grandes cohortes y
estudios predictivos, facilitando un diagndstico ex-situ mas preciso y temprano de
enfermedades cardiovasculares. Esto tendria un impacto considerable en la
prevencion, especialmente en poblaciones remotas con acceso limitado a servicios
de salud.

Conclusiones

El estudio sugiere que las vesiculas extracelulares pequefias (SEV) desempefian un
papel crucial en la regulacion de la transicion epitelio-mesénquima (TEM) y en la
patogénesis de enfermedades cardiovasculares, evidenciado por la presencia de
Snail en sEV y la deteccion especifica de miR-126-3p, que subraya su relevancia
en la modulacién de vias asociadas a la aterosclerosis. Ademas, la mayor
concentracion de sV en plasma de pacientes con hipertension y la aparicion de
marcadores vesiculares TSG101 y CD81 en pesos moleculares superiores a los
esperados sugieren la formacion de complejos macromoleculares. Estos resultados
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resaltan el potencial de las SEV como biomarcadores y en el desarrollo de nuevas
terapias dirigidas para preservar la funcion endotelial y prevenir complicaciones
cardio-cerebrovasculares.
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