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GLOSARIO

ARN MENSAJERO (ARNm): es un tipo de ARN de cadena unica encargada
de transportar la informacion sobre las proteinas desde el ADN en el nucleo de
la célula hasta el citoplasma de la célula (interior acuoso), donde la maquinaria
productora de proteinas lee la secuencia del ARNm y traduce cada codén de
tres bases en su aminoacido correspondiente en una cadena proteica en

crecimiento (1).

ARN NO CODIFICANTE: proporcion de genoma transcrito a ARN pero que no

produce proteinas (2).

APOPTOSIS CELULAR: la apoptosis es el proceso de muerte celular
programada. Tiene lugar durante las primeras etapas de desarrollo para

eliminar las células innecesarias (3).

ADN complementario (ADNc): es un ADN sintético que se transcribié a partir
de un ARNm especifico mediante una reaccion que utiliza la enzima
transcriptasa inversa. Mientras que el ADN se compone de secuencias

codificantes y no codificantes, el ADNc solo contiene secuencias codificantes

(4).

BIOMARCADOR: aquellas  caracteristicas  biolégicas, bioquimicas,
antropomeétricas, fisiolégicas, etc., objetivamente mensurables, capaces de
identificar procesos fisioloégicos o patoldégicos, o bien una respuesta

farmacoldgica a una intervencion terapéutica (5).

CELULA MADRE: es una célula que tiene el potencial de formar muchos de
los diferentes tipos de células encontradas en el cuerpo. Cuando las células
madre se dividen, se pueden formar mas células madre u otras células que

realizan funciones especializadas (6).

DIFERENCIACION CELULAR: es el proceso por el cual las células cambian
de un tipo celular (morfologia) a otro, generalmente uno tipo mas especializado.
Para este proceso la célula atraviesa un proceso de morfogénesis, donde hay

modificaciones en su expresion génica, que la llevan a adquirir la morfologia y
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las funciones de un tipo celular especifico y diferente al resto de tipos celulares

del organismo (7).

EXPRESION GENICA: la expresién génica es el proceso por el cual la
informacion codificada por un gen se usa para producir moléculas de ARN que
codifican para proteinas o para producir moléculas de ARN no codificantes que

cumplen otras funciones (8).

FARMACO ANTAGONISTA: son aquellos que se unen a un receptor

inhibiendo la activacion, lo que da lugar (o no) a diversos efectos bioldgicos (9).

FIBROBLASTO CARDIACO: son células que sintetizan proteinas estructurales
como el colageno y la elastina en la matriz extracelular (MEC) contribuyendo a

la formacion de tejido conectivo (10).

GENOMA: es el conjunto completo de instrucciones del ADN que se hallan en
una célula. Contiene toda la informacion necesaria para que una persona

pueda crecer y desarrollarse (11).

MATRIZ EXTRACELULAR: es una red macromolecular tridimensional no
celular compuesta de colagenos, proteoglicanos/glicosaminoglicanos, elastina,
fibronectina, lamininas y varias otras glicoproteinas. Estos compuestos, se
unen entre si, asi como a los receptores de adhesién celular, formando una red

compleja en la que residen las células en todos los tejidos y 6rganos (12).

METALOPROTEINASAS: son un grupo de enzimas de la familia
endopeptidasas dependientes de zinc, responsables de la degradacion de la

matriz extracelular (13).

NECROSIS CELULAR: es la ruptura de la membrana citoplasmatica con la
posterior liberacion de material intracelular, desencadenando actividades
celulares intrinsecas inflamatorias localizadas, conllevando a la muerte celular
(14).

PROLIFERACION CELULAR: es el aumento en el nimero de células que

resulta de la divisidn celular, el cual es un proceso estrictamente regulado
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donde una célula madre se divide para producir células hijas con el mismo

material genético (15).

REMODELADO CARDIACO: es un conjunto de respuestas celulares vy
moleculares que se desarrolla lenta y progresivamente ante cualquier dafno del
corazon produciendo fibrosis del tejido, los cuales se manifiestan clinicamente
como cambios en el tamafio, la masa, la geometria y la funcién del corazén
después de una lesién, lo que resulta en insuficiencia cardiaca y arritmias

malignas (16).

TRADUCCION: Se conoce como traduccién a la sintesis de una proteina de
acuerdo con la informacion genética y se emplea como molde una molécula de
ARNm. En este proceso, se interpreta la informacién contenida en el gen
utilizando un cdédigo genético a través del cual se desarrolla una lectura de la

secuencia de nucleottidos contenidos en el ARNm (17).

TRANSCRIPCION: El primer paso en la expresién génica es la transcripcion,
que consiste en la sintesis de una cadena de ARN complementaria y
antiparalela, a la secuencia de nucleétidos de una de las cadenas de ADN
denominada cadena molde, y por lo tanto, tiene la secuencia de nucledtidos
idéntica a la cadena opuesta del ADN llamada cadena codificadora, con la

premisa de que la timina se sustituye por uracilo en la molécula de ARN (18).

VECTOR VIRAL: es un virus modificado genéticamente utilizado como
vehiculo para transportar un segmento particular de ADN al interior de la célula
huésped (19).

ViA DE SENALIZACION: Descripcién de una serie de reacciones quimicas en
las que un grupo de moléculas de la célula trabajan paralelamente para

controlar las funciones celulares (20).
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ABREVIATURAS

AAA: aneurisma de aorta abdominal

ADNCc: ADN complementario.

ALKBHS5: la proteina homodloga de reparacién de alquilacion 5.
apoB: lipoproteinas (LP) que contienen apolipoproteina B
ARA: Antagonista del receptor de Angiotensina.

DAMP: patrones moleculares asociados a patégenos y/o dafios

ECNT: Enfermedad Cronica No Transmisible.

ECV: Enfermedad cardiovascular.

elF3: complejo 3 del factor de iniciacion de la traduccion
eNOS: oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS)

Fc: Fibroblasto Cardiaco.

Fgf22: el factor de crecimiento de fibroblastos 22

FTO: como la proteina asociada a la masa grasa y la obesidad
GPCR: receptores acoplados a proteina G

IECA: Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
IGF-1: factor de crecimiento similar a la insulina-1.

LDL: como lipoproteina de baja densidad

m6A: N °-metiladenosina.

MA: acido maslinico

MAPKSs: proteinas quinasas activadas por mitbgenos
METTL3: Metiltransferasa tipo 3

MI/R: isquemia/reperfusion miocardica

mMiARN: MicroARN
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Mnat1: quinasa activadora de CDK

MP: Metaloproteinasa

MyoFb: Miofibroblasto

NCBP3: subunidad 3 de union a la tapa nuclear
OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OPS: Organizacion Panamericana de la salud
RTK: receptores acoplados a tirosina quinasa
SAM: S-adenosilmetionina

TFEB: factor de transcripcion EB

TGF-B: factor de crecimiento transformante beta.
USP12: proteasa especifica de ubiquitina 12
Vegfa: el factor de crecimiento endotelial vascular
WTAP: proteina asociada al tumor 1 de Wilms

ZFD: dominio de dedo de zinc.
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RESUMEN

La enfermedad cardiovascular (ECV) es un término amplio que abarca aquellas
patologias que afectan el miocardio y los vasos sanguineos. Estas son
responsables de un gran porcentaje de muerte y morbilidad a nivel mundial,
ademas, tiene un gran impacto a nivel econémico debido a que se clasifican
como enfermedades crénicas no transmisibles (ENT), las cuales requieren de
largos y costosos tratamientos que resultan pocos eficaces, enfocados en el
control de la enfermedad. A pesar de las diferentes intervenciones por
entidades sanitarias nacionales e internacionales, estas siguen en aumento.
Por lo que buscar nuevas estrategias terapéuticas para revertir o detener la
progresion de la enfermedad, resulta una herramienta viable en salud y

economia.

Actualmente, las investigaciones estan enfocadas en la comprension de las
vias de senalizacidn molecular asociadas a ECVs, con el fin de localizar
posibles dianas terapéuticas. En los ultimos anos, se ha reportado la actividad
de la metiltransferasa tipo 3 (METTL3) en el miocardio, mediante la regulacién
de células residentes y su papel en la progresion de ciertas patologias como lo
son la hipertrofia cardiaca, hipertension pulmonar, aterosclerosis, fibrosis

cardiaca, otras.

Con respecto a lo anterior, en el presente trabajo se realiz6 una revision
bibliografica sobre el papel de METTL3 a nivel cardiaco a través de diferentes
bases de datos, como Pubmed, Science direct, ademas del motor de busqueda
Google académico, haciendo especial uso de articulos cientificos de revista de
alto impacto y publicados en los ultimos diez afios. La busqueda arrojé un total
de 120 articulos, de los cuales fueron seleccionados 98, ya que cumplian con
los criterios de inclusidon/ exclusion establecidos. De esta manera, se obtuvo
informacion valiosa de cémo la proteina METTL3 puede actuar como una
posible diana terapéutica frente a una patologia que hasta el dia de hoy no
cuenta con un tratamiento totalmente eficaz. Sin embargo, todavia se necesitan
esfuerzos continuos para disefiar y optimizar estrategias dirigidas a METTLS3.

Palabras Claves: METTL3, enfermedades cardiovasculares, sefalizacion

molecular, dianas terapéuticas.
17



Universidad
del Atlantico

ABSTRACT

Cardiovascular disease (CVD) is a broad term that encompasses pathologies
affecting the myocardium and blood vessels. These are responsible for a large
percentage of death and morbidity worldwide, and also have a great economic
impact because they are classified as chronic non-communicable diseases
(NCDs), which require long and costly treatments that are not very effective,
focused on disease control. Despite the different interventions by national and
international health entities, these continue to increase. Therefore, the search
for new therapeutic strategies to reverse or halt the progression of the disease

is a viable health and economic tool.

Currently, research is focused on understanding the molecular signaling
pathways associated with CVD, in order to locate possible therapeutic targets.
In recent years, the activity of methyltransferase (METTL3) in the myocardium
has been reported, through the regulation of resident cells and its role in the
progression of certain pathologies such as cardiac hypertrophy, pulmonary

hypertension, atherosclerosis, cardiac fibrosis, and others.

With respect to the above, in the present work a bibliographic review was
carried out on the role of METTL3 at the cardiac level through different
databases such as Pubmed, Science direct, in addition to the academic Google
search engine, making special use of scientific articles from high impact
journals published in the last ten years. The search yielded a total of 120
articles, of which 98 were selected, since they met the established
inclusion/exclusion criteria. In this way, valuable information was obtained on
how the METTL3 protein can act as a possible therapeutic target for a
pathology for which to date there is no fully effective treatment. However,
continued efforts are still needed to design and optimize strategies directed at
METTLS.

Keywords: METTL3, cardiovascular diseases, molecular signaling, therapeutic

targets.
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INTRODUCCION

Las enfermedades no transmisibles (ENT) pueden afectar a todas las personas
a nivel mundial. Se estima que, 41 millones de personas mueren cada afno por
causa de una ENT, lo que representa el 74% de todas las muertes en todo el
mundo, y se prevé que las muertes anuales por estas, aumentaran a 52
millones hacia el ano 2030 (21). Asi mismo, la OMS establecié que
anualmente, 17 millones de personas mueren por una ENT antes de los 70
afnos de edad. Las ECVs representan la mayor parte de la mortalidad por ENT,
es decir, 17,9 millones de personas al afio (22), lo cual representa un 31% de
todas las muertes registradas en el mundo. De estas muertes, 7,4 millones se
debieron a la cardiopatia isquémica (Cl), y 6,7 millones, a los accidentes
cerebro vasculares (ACV) (23). Ademas, las ECVs suponen tanto un desafio
para la salud publica como una grave amenaza para el desarrollo econémico,
ya que conllevan un elevado coste de tratamiento, lo que supone una carga
economica directa para los sistemas sanitarios, los hogares y la sociedad en su

conjunto. (24).

ECV se refiere a las enfermedades del corazdon y a las enfermedades del
sistema de vasos sanguineos (arterias, capilares, venas) de todo el organismo,
tales como el cerebro, las piernas y los pulmones (25). Los factores de riesgos
asociados a la enfermedad cardiovascular, son los signos biolégicos o habitos
adquiridos que tienen con mayor frecuencia en pacientes con ECV y se dividen
en dos grupos: los modificables como la hipertension arterial, el aumento del
colesterol, el sindrome metabdlico y la diabetes, el sobrepeso y la obesidad, el
tabaquismo, el sedentarismo, el abuso del alcohol y la ansiedad y el estrés; y
los no modificables como la edad, la herencia, el sexo, los antecedentes
personales y familiares y la genética (26). Este ultimo, actualmente es
considerado una fuente de estudio para la comprension de vias moleculares
asociadas con estrés oxidativo, el metabolismo lipidico, la trombogénesis, la
inflamacion y la coagulacion, las cuales son las principales vias asociadas a la
fisiopatologia de ECV (27).
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Los planes de tratamiento para ECV dependen del tipo de patologia
diagnosticada, la gravedad de los sintomas y otras afecciones médicas que se
puedan presentar (28). En primera medida, la OMS/OPS, han establecido que
los factores de riesgo modificables o también conocidos como conductuales,
pueden medirse en los establecimientos de atencion primaria de salud, ya que
se ha demostrado que el cambio de habitos o conductas como abandono del
consumo de tabaco, la reduccion de la sal en la alimentacién, el aumento de la
ingesta de frutas y verduras, la actividad fisica regular y la evitacion del
consumo nocivo del alcohol reducen el riesgo de sufrir enfermedades
cardiovasculares. Por lo que se han creado politicas de salud orientadas a
crear entornos propicios para que las opciones saludables se encuentren
disponibles y sean asequibles, a fin de motivar a las personas a adoptar y
mantener comportamientos saludables (29). Por otro lado, si los cambios en el
estilo de vida no dan resultado por si solos, puede ser necesario tomar
medicamentos para controlar los sintomas de la enfermedad cardiaca y
prevenir las complicaciones. El tipo de medicamento usado dependera del tipo
de enfermedad cardiaca. Dentro de estos grupos se puede encontrar los
farmacos antihipertensivos (betabloqueantes, Inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina, IECA, antagonista de los receptores de la
angiotensina Il también conocidos como ARA II, antagonistas de los canales de
calcio, diuréticos, entre otros, farmacos hipolipemiantes (fibratos, estatinas,
secuestradores de acidos biliares), antiarritmicos, nitratos, antiagregantes
plaquetarios, anticoagulantes, etc. (30). Asi mismo, algunas personas
diagnosticadas con ECV, pueden necesitar procedimientos quirurgicos, lo cual

esta también asociado al tipo de enfermedad y al dafio en el corazén (31).

A pesar de las intervenciones realizadas desde las organizaciones
internacionales y nacionales en atencion primaria en salud para prevencion de
ECV, los tratamientos y procedimientos actuales; estas enfermedades tienen un
gran impacto porcentual de morbimortalidad a nivel mundial, asi como en la
economia global debido a las largas y frecuentes estancias hospitalarias y los
tratamientos poco eficaces utilizados para el control y evitar el deterioro de la

salud y bienestar de los pacientes. Las investigaciones realizadas en los
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ultimos anos sobre las enfermedades cardiovasculares, tienen como objetivo
conocer detalladamente los mecanismos moleculares asociados a estas
patologias, con el propdsito de encontrar potenciales dianas terapéuticas para
revertir o desacelerar la progresion de la enfermedad. Recientemente, se ha
evidenciado la actividad de una proteina del tipo metiltransferasa conocida
como METTL3, en los procesos fisiopatologicos del miocardio, mediante la

regulacion del comportamiento de células residentes en el musculo cardiaco.

METTLS3, es una proteina clave del complejo enzimatico de metiltransferasas,
encargadas de la modificacion m6A (N6-metiladenosina) en el ARN. Ademas
de METTL3, METTL14 y la proteina asociada al tumor 1 de Wilms (WTAP), son
otros socios en el complejo de metiltransferasa (32). METTL3 y METTL14 se
localizan en motas nucleares y forman un heterocomplejo estable en una
proporcion de 1:1. METTL3 funciona principalmente como nucleo catalitico,
mientras que METTL14 sirve como soporte estructural para la unién de ARN.
Mientras que WTAP, interactua con muchas otras proteinas, como vir-like m6A
metiltransferasa asociada (VIRMA), proteina de unién a ARN-15 (RBM15 y
RBM15B), que son esenciales para regular la metilacién en diferentes sitios de
una transcripcion (33). La metilacién de adenosina en la posicion N6 (m6A), se
considera la modificaciéon quimica postranscripcional interna mas generalizada
en el ARNm de mamiferos y en los ARN no codificantes. La metilacion m6A
juega un papel fundamental en la regulacion de la estabilidad del ARNm, la
eficiencia de la traduccidn y la expresion génica durante el bioproceso celular
normal o en condiciones de enfermedad (34). Diversas investigaciones han
demostrado numerosos roles y mecanismos moleculares asociados a METTL3
y la modificacibn m6A, en multiples procesos biolégicos, entre las que se
incluyen el ciclo celular (35), proliferacion celular (36, 37), apoptosis celular
(38), migracién e invasiéon celular (39), diferenciacion celular (40), respuesta

inflamatoria (41), metabolismo (42) e inmunidad innata (43).

A nivel cardiaco, se ha demostrado tanto in vivo como in vitro, que la metilacién
m6A en el ARNm regula el comportamiento celular en distintas patologias
asociadas al miocardio y a los vasos sanguineos. Con respecto a lo anterior, el
presente trabajo pretende realizar una investigacion exhaustiva de los
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diferentes estudios en los que se evidencia el papel de METTL3 en la
progresion de las ECVs, las vias de sefnalizacion y mecanismos moleculares
implicados en el proceso, permitiendo asi, posicionar a esta metiltransferasa,
como una potencial diana terapéutica para el tratamiento de las enfermedades

cardiovasculares descritas en la presente revision.
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1. METODOLOGIA

1.1 ESTRATEGIA DE BUSQUEDA.

Con el fin de cumplir con los objetivos propuestos en la presente monografia,
se realizé una busqueda bibliografica online de la evidencia actual del rol de
METTL3 a nivel cardiaco en diferentes bases de datos, como Pubmed, Science
direct y el motor de busqueda Google Académico, haciendo especial uso de
articulos cientificos de revista de alto impacto y publicados en los ultimos diez
(10) afos, con la finalidad de presentar la informacién mas actualidad y veraz.
Para esto, se emplearon diferentes algoritmos de busqueda, por cada una de
las enfermedades a estudiar en esta revision, utilizando la siguiente estructura:
“Cardiac  Fibroblast® (fibroblasto cardiaco), “ischemic heart disease*
(Cardiopatia Isquémica), “METTL3", “Fibrosis® “hypertrophy“(hipertrofia),
“ateroesclerosis“(aterosclerosis), mediante el uso de operadores booleanos
(AND, OR, NOT).

1.2 SELECCION DE ESTUDIOS Y CRITERIOS DE INCLUSION/EXCLUSION.

Para garantizar la calidad cientifica en el desarrollo de la presente monografia,
se aplicaron distintos criterios de inclusién/exclusion, lo que permitié la
seleccion de los articulos cientificos con informacion valiosa, apropiada y en
contexto con el tema estudiado; entre ellos se encuentran: el idioma, el indice

de Hirsch, el factor de alto impacto y afio de publicacion.

En el proceso de seleccion, los resultados de la busqueda bibliografica
arrojaron que la mayoria de los articulos estaban escritos en el idioma inglés,
esto no es de sorprender, puesto que las revistas cientificas han adoptado este
idioma como lenguaje universal. También, se seleccionaron aquellos articulos
cientificos publicados en los ultimos diez (10) afos. Es importante resaltar, que
se incluyeron articulos referentes al papel de METTL3 en otras enfermedades,
debido a la poca evidencia cientifica que existe de esta proteina en algunas

patologias cardiovasculares.

Por otro lado, se descartaron algunos articulos cientificos enfocados en

enfermedades cardiovasculares que no contaban con evidencia cientifica
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acerca del papel de METTL3. Ademas, se eliminaron las revistas cientificas
que no cumplian con un factor de impacto significativo entre los limites
establecidos. Respectivamente, se clasificaron las revistas de acuerdo a los

articulos aprobados, que corresponden desde Q1 hasta Q4.

Finalmente, los resultados obtenidos, siguieron el orden de aplicacion de los
criterios de inclusion/exclusibn mostrados en la figura 1, lo que permitio
escoger aquellos articulos con la informacion mas adecuada para el desarrollo
de la monografia. Ademas, se procedio a clasificarlos segun su contenido para

definir cual seria utilizado en cada capitulo propuesto.
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Ventana de observacion
(2012-2023)
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Articulo seleccionado para
evaluar su informacion.

Figura 1. Flujograma de la aplicacion de los criterios de seleccion para la
obtencién de la informacion. Elaboracion propia (M. Pérez & J. Monterroza).
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2. RESULTADOS Y DISCUSION

21 BUSQUEDA LITERARIA

La busqueda inicial de la informacién arrojoé un total de 125 articulos, de los
cuales 98 cumplieron con los criterios de seleccién y 27 fueron excluidos por no
cumplir con los criterios establecidos. Como se logra evidenciar en la figura 2,
aquellos articulos que fueron seleccionados por cumplir con los criterios de
inclusion, se agruparon de acuerdo con las bases de datos utilizadas, tales

como: Pubmed, Science direct y el motor de busqueda Google Académico
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Figura 2. Numero de articulos seleccionados y su clasificacion en las
diferentes bases de datos utilizadas.

2.2 CLASIFICACION DE LA REVISTA POR CUARTILES.

El factor de impacto se usa para evaluar la importancia de una revista con base
en la cantidad de citas que reciben los articulos que en ella se publican en un
afno en particular. Para consultar el factor de impacto de cada revista cientifica,
fue necesario la utilizacion de la base de datos “scimago journal & country
rank”, la cual arrojo que las revistas se encontraban ubicadas entre los cuartiles
Q1-Q4, como se observa en la figura 3, el cuartil 1 obtuvo el mayor numero de

revistas con un total de 85 articulos.
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Clasificacion de las revitas por Cuartiles
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Figura 3. Clasificacidon de las revistas consultadas en base a su cuartil
correspondiente ligado a su factor de impacto.

2.3INDICE H Y OTRAS CONSIDERACIONES

El indice h mide la calidad profesional de los investigadores, en funcién de la
cantidad de citas que han recibido todas sus publicaciones cientificas. Por
tanto, un cientifico tiene indice h, si ha publicado h trabajos con al menos h
citas cada uno. A continuacion, en la figura 4, se muestra el indice h de los
autores principales de los articulos consultados en esta revision. Se debe
aclarar, que algunos autores presentaron un indice h bajo, debido a que sus
publicaciones han sido muy poco citadas, sin embargo, estos articulos se
utilizaron, ya que proporcionaron informacion necesaria y relevante para el

desarrollo del presente proyecto.

Finalmente, en la figura 5, se presentan algunos de los paises donde se

originan la mayoria de las publicaciones utilizadas en esta monografia.
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Figura 4. indice h de los autores principales de los articulos consultados es
esta monografia.
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3. SINTESIS DE LA INFORMACION RECOPILADA

3.1 CAPITULO 1: COMPLEJO N6-ADENOSINA-METILTRANSFERASA.

La modificacion m6A en los distintos ARNm es catalizado por el complejo
escritor de m6A, donde METTLS3 es la unica subunidad catalitica, pero trabaja
en conjunto con otros adaptadores como METTL14. WTAP, VIRMA, ZC3H13.
RBM15/RBM15B. HAKAI, para lograr metilar el nitrdgeno en la posicion 6 de la
adenosina en el nucleo de la célula. Luego, este ARNm metilado sera
exportado al citoplasma tras el reconocimiento de m6A por la proteina lectora
YTHDC1 (DC1). En el citoplasma, se encuentran otros lectores de m6A como
YTHDF1 (DF1), YTHDF3 (DF3) que favorecen la traduccién de los ARNm y las
proteinas YTDF2 (DF2) y (DF3) encargadas de la degradacién. Finalmente, la
modificacion m6A puede ser borrada por dos desmetilasas, conocidas como

FTO y ALKBH5 que también se localizan en gran parte en el nucleo (44)(45).

3.1.1 METTL3 y su estructura molecular

METTL3 es un componente clave del gran complejo N6
-adenosina-metiltransferasa, responsable de transferir un grupo metilo a los
residuos de adenosina en diversos ARN, incluidos ARNm, ARNt, ARNr, ARN
nuclear pequeio, precursor de microARN y ARN largo no codificante. Cabe
resaltar, que es una de las modificaciones postranscripcionales internas mas

prevalente en el ARNm de mamiferos y en los ARN no codificantes (44).

METTL3 estd compuesta por un dominio de dedo de zinc (ZFD) y un dominio
de metiltransferasa MT-A70 (Figura 6). En un estudio realizado por Huang et al
(2019)., se logro caracterizar la estructura de la soluciéon ZFD, utilizando
resonancia magnética nuclear (RNM), mostrando que este dominio contiene
dos dedos de zinc tipo Cys-Cys-Cys-His (CCCH), tales como ZnF1y ZnF2 que
se encuentran conectados por una hoja [ antiparalela, los cuales son
responsable del reconocimiento de objetivos especificos para la union de
METTL3 a sustratos que contienen la secuencia consenso DRACH (D =A, G o
U; R=GoA;H=A, CoU)(46). Por otro lado, mediante cristalografia de rayos

X la estructura del dominio MT-A70, conocido como la subunidad de unién a
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S-adenosilmetionina que tiene por funcion la donacién del grupo metilo, reveld
que estaba formado por una lamina 3 central de ocho hebras y cuatro hélices
a, asi como un bucle de interfaz para interaccionar con METTL14 y dos bucles

de puerta para el reconocimiento de adenosina (47) (48).

METTL3 | [ZFTIZre] | WTATO ]

e
_ § bl N ()
CRRRIST \ ’b?%@f’ )
v Vi~ ¢ o2 -

Figura 6. Estructura molecular de la proteina METTL3. Tomado de Zeng, C et
al. (2020). (48).

3.1.2 Complejo escritor de la modificacion m6A

La modificacion m6A es dinamica, ya que es catalizada por el complejo de
metiltransferasa que incluye metiltransferasa similar a 3 (METTL3),
metiltransferasa similar a 14 (METTL14) y la proteina asociada al tumor 1 de
Wilms (WTAP). Donde se identifico a METTL3 como la unica subunidad
catalitica debido a su capacidad para entrecruzarse con S-adenosilmetionina
(SAM), el cual es el co-sustrato encargado de donar el grupo metilo al
nitrdgeno en la posicion 6 de las adenosinas (M6A) de los ARN mensajeros
(49). Las estructuras cristalinas recientes de variantes truncadas revelaron que
METTL3 Y METTL14 forman un complejo enzimatico heterodimérico,
localizado principalmente en el nucleo. A pesar que METTL14 es
cataliticamente inactivo, ya que contiene un sitio activo que no es capaz de
unirse al cofactor SAM. Esta actua como una segunda enzima de apoyo a
METTL3 para fortalecer el efecto de la metilacion del ARN, ademas, juega un

papel estructural para la unién al ARN y la estabilizacion del complejo (50).
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Ademas, WTAP un factor de empalme que también interactua con el complejo
METTL3/14, es el responsable de reclutar METTL3 y METTL14 en motas
nucleares, lo cual es requerido para la activacion de la metilacion de m6A. En
un estudio realizado usando microscopia de inmunofluorescencia se demostré
que la disminuciéon de WTAP redujo la acumulacion de METTL3 y METTL14 en

las motas nucleares (51).

Por otro lado, se han descubierto otras enzimas involucradas en este complejo,
que tienen por funcidn guiar las metiltransferasas del nucleo catalitico
(METTL3/METTL14/WTAP) a una region de ARN objetivo para metilar sitios
especificos, tales como el gen VIRMA (KIAA1429), al promover la metilacion
m6A del ARN en la region 3'-UTR y cerca del codon de terminacion, ya que se
demostré a través de un estudio que la modificacion m6A esta altamente
enriquecida en estas regiones (52). La proteina dedo de zinc (ZC3H13), facilita
la localizacién del complejo escritor en el nucleo (53). Las proteinas con motivo
de unién 15 (RBM15/RBM15B), tienen por funcion reclutar el complejo de
metiltransferasa para la union directa a la secuencia de consenso del ARNm
(54). Finalmente, la ubiquitina E3 -proteina ligasa (Hakai), también es un
miembro clave del complejo m6A, ya que se demostrd que el agotamiento de
HAKAI condujo a una disminucion de los niveles total de m6A (55). En
conjunto, todas las proteinas mencionadas anteriormente son necesarias para

lograr una metilacién completa del ARN (Figura 7).
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Figura 7. Complejo escritor N6-adenosina-metiltransferasa. Elaboracion propia
(M. Pérez & J. Monterroza).

3.1.3 Proteinas lectoras de m6A

Las proteinas de la familia del dominio de homologia YT521-B (YTH) son las
denominadas lectoras de m6A, ya que tienen por funciéon reconocer los sitios
metilados de m6A en los diferente ARN para regular las vias de sefalizacion,
como el metabolismo, empalme, el plegado, el transporte del ARN, Ia
degradacion y la traduccién, como se muestra en la Figura 8 (56). Ademas,
estudios recientes han demostrado que otras proteinas como la
ribonucleoproteina nuclear heterogénea A2/B1 (HNRNPA2B1) y el dominio de
la proteina de unién al ARNm del factor de crecimiento similar a la insulina 2
(IGF2BP) tienen el potencial de reconocer la modificacion m6A en los ARNm
(57).

Hasta el momento se han identificado 5 proteinas en el genoma de los
mamiferos del dominio YTH: YTHDC1, YTHDC2, YTHDF1, YTHDF2, y
YTHDF3, las cuales se pueden clasificar en tres categorias: YTHDC1 (familia
DC1), YTHDC2 (familia DC2) e YTHDF1-3 (familia DF). Donde, YTHDC1
media la exportacion de ARNm metilado desde el nucleo al citoplasma a través
de la interaccion con el factor 3 de empalme rico en serina y arginina (SRSF3),

y el reclutamiento del factor de exportaciéon nuclear 1 (NXF1), para formar
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finalmente el complejo YTHDC1-SRSF3-NXF1 (58). Por otro lado, YTHDC2,
mejora la traduccion de ARNm al promover la interaccion entre los ARN

metilados con la subunidad ribosémica pequefia (59).

De igual forma, YTHDF1, YTHDF2 e YTHDF3 son proteinas lectoras
localizadas principalmente en el citoplasma. Donde YTHDF1, tiene por objetivo
facilitar la traduccion y la sintesis de proteinas al interaccionar con el complejo
3 del factor de iniciacion de la traduccién (elF3), el cual recluta la maquinaria de
traduccidén de proteinas, como la subunidad 40s del ribosoma 40S (60). Por
otra parte, YTHDF2 promueve la degradacion de los ARNm que contienen m6A
mediante el reclutamiento del complejo de represion de catabolitos de carbono
4 (CCR4) negativo en TATA-less (NOT) que contiene dos subunidades CAF1y
CCRA4A, encargadas de la eliminacion de colas poli-(A) de ARNm, el cual es el
primer paso para descomposicion del ARNm (61). Finalmente, YTHDF3
demostré que trabaja de forma sinérgica y cooperativo con YTHDF1 para llevar
a cabo el proceso de traduccion del ARN y también fortalece la descomposicién
de ARNm mediada por YTHDF2 (57).

Se ha encontrado que la proteina HNRNPA2B1 es un lector nuclear de m6A
que se une a los grupos metilados del ARN, para regular el empalme
alternativo del ARN, ya que juega un papel importante en el procesamiento
primario de microARN, este proceso consiste en el paso de microARN
primarios (pri-miARN) a pre-miARN maduros, al interactuar con complejo
microprocesador que tiene la regién cromosomica 8 del sindrome de DiGeorge
de la proteina de unién al ARN (DGCRS8) (62). Por otro lado, la IGF2BP como
lector de m6A, se expresa en el citoplasma y reconoce preferentemente los
ARNmM metilados, con el fin de fortalecer la estabilidad del ARNm al proteger e
inhibir la degradacion de los ARN que contienen m6A, lo que promueve la

eficiencia de la traduccién (63).

33



Universidad
del Atlantico

Nucleus Nuclear m6a readers HNRNPC 5 YTHDF1 Cytoplasmic mba readers

\/\/\/ \/\/\/ \/\_}\‘/ mRNA translation

Pri-mRNA processing ;
mRNA maturation YTHDF2

[
I I ) \%1 W\/ mRNA decay

RNA sp!icin}/ \_/U mRNA translation
Nuclear export \/ mRNA decay
IGF2BP1/2/3

\_/‘\-/"\/ mRNA stabilization

HNRNPA2BI mRNA translation

Writers V\/ \./ ] i
Pri-mRNA processing \/ mRNA translation
o ek RNA splicing
\ ’ \ f\]'\/::; Adenosine mRNA maturation YTHDC2

L
o e
4 \_/'\/‘\/ mRNA translation

Figura 8. Proteinas lectoras de m6A. Tomado de Ma, C et al. (2022). (56).
3.1.4 Desmetilasa de m6A

La modificacion m6A es reversible y puede eliminarse mediante dos enzimas
desmetilasas, conocidas como la proteina asociada a la masa grasa y la
obesidad (FTO) y la proteina homédloga de reparacién de alquilaciéon 5
(ALKBHS), las cuales pertenecen a la familia de proteinas AlkB de la
dioxigenasa dependiente de Fell/aKG no hemo (64). Estas enzimas eliminan el
grupo metilo del ARN a través de desmetilacion oxidativa en presencia Fe?*
como cofactor y el 2-oxoglutarato (aKG) como cosustratos, dando como
producto succinato, formaldehido y diéxido de carbono. Esta reaccion consiste
en oxidar al grupo metilo a N6-hidroximetiladenosina (hm6A) rapidamente, y
como segundo paso oxidar hm6A a N6-formiladenosina (f6A), tal como se
muestra en la figura 9. Sin embargo, estos intermedios hm6A y f6A no son
estables, por lo tanto, se forma nuevamente la adenosina al liberar el
formaldehido (65).
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Figura 9. Mecanismo de desmetilacion oxidativa de la desmetilasa FTO.
Tomado de Shen et al. (2022). (65).

En un estudio reciente in vivo, se demostré6 que FTO preferentemente
desmetila ARN que estan metilados en la posicion 2'-hidroxilo del azucar
ribosa, también conocido como N6, 2'-O-dimetiladenosina (m6Am). Por el
contrario, la expresion de ALKBHS desmetilé selectivamente m6A. Estos
resultados sugieren que FTO se dirige selectivamente a m6Am mientras que
ALKBHS se dirige a m6A (66). FTO y ALKBHS también participan en varios
eventos del procesamiento del ARN, por ejemplo, la proteina FTO controla el
empalme del ARNm, ya que la desmetilacion de m6A por FTO inhibe la union
de la proteina reguladora de empalme SRSF2, lo que impide la inclusién y
omisién de exones especificos (67). Asi mismo, la alteracion de AIkBHS afecta
significativamente la exportacion de ARNm nuclear, el metabolismo del ARN y
el ensamblaje de factores de procesamiento de ARNm en motas nucleares
(68).
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3.2 CAPiTUITO 2: TECNICAS UTILIZADAS PARA DETECTAR LA
METILACION M6A
La epitranscriptomica, el estudio de las modificaciones postranscripcionales de
las bases de los ARN, ha sido un campo de estudio emergente durante la
ultima década. Entre todas las modificaciones del ARN, la N6-metiladenosina
(mBA) es una de las mas estudiadas. La modificacion m6A regula el destino de
los ARN de varias maneras, lo que a su vez genera cambios en la fisiologia
celular y juega un papel importante en el desarrollo de la enfermedad. Durante
la ultima década, se han desarrollado numerosas técnicas moleculares para
mapear y cuantificar sitios m6A en el material genético (69) lo que ha permitido
evaluar el estado de metilacion m6A y su potencial terapéutico. Con respecto a
lo anterior, es importante revisar las técnicas involucradas en la medicion de la
metilacidon del ARNm. Existen diferentes técnicas para evaluar la modificacion
M6A y se resumen brevemente en una revisidon reciente (70). En el presente
describen las técnicas claves utilizadas estudios

capitulo se en

cardiovasculares y se resumen en la tabla 1.

Tabla 1. Técnicas comunes para medir la metilacion M6A del ARNm en el
sistema cardiovascular.

Técnica Descripcion Ventajas Limitaciones
M6A Kit ELISA para detectar la *Método La cuantificaciéon M6A en el
ELISA cantidad de ARN metilado estandarizado ARNm puede verse
69,71 mediante el uso de +Comercialmente afectada ARNr y ARNpn
anticuerpos especificos. disponible
*Requiere pocos
insumos
DOT Analisis de transferencia <Requiere pocos eIncapaz de distinguir m6A
BLOT™ puntual utilizando  un pasos de m6Am
anticuerpo especifico para
mo6A *Permite realizar un +Prueba unicamente
analisis inicial de cualitativa
M6A en el ARNm
MeRIP-S Mapeo de todo el <Materiales, equipos <Los anticuerpos para m 6
eq transcriptoma a fin de y paquetes de A también pueden detectar
IM6A-Se localizar regiones software accesibles. una segunda modificacién
q” metiladas, mediante el uso de la base, N 6 ,2- O

de anticuerpos especificos.
Utilizando muestras de
ARN sin metilar como
control negativo.

-dimetiladenosina (m6 Am)

sImplica inherentemente
una pérdida de informacién
sobre la identidad de la
isoforma y la presencia de
multiples sitios de
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metilaciéon a lo largo de la
misma transcripcion
original.

MeRIP-q Cuantificar el nivel de
PCR ™  modificacion de m6A en
mMRNAs.

Fuente: Elaboracién propia (M. Pérez & J. Monterroza).

3.2.1 Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas indirectas para la
deteccion de m6A (m6A-ELISA).

Muchos métodos para cuantificar los niveles de m6A involucran extensos

protocolos y analisis de datos especializados. Lo que convierte a este método

en una herramienta valiosa para determinar los niveles relativos de m6A en

muestras de varias fuentes. Asi mismo, este podria ser adaptado para detectar

otras modificaciones del ARNm al ser rentable, rapido y simple (69).

De una manera resumida, la técnica consiste en lo siguiente: el ARNm se une
directamente a una microplaca utilizando una solucién de uniéon a microplaca
de acido nucleico. Posteriormente, el ARNm unido se incuba con un anticuerpo
anti-m6A primario. A esta incubacion, le sigue la adicion de un anticuerpo
secundario y sustrato para deteccion de ELISA que permite una lectura
colorimétrica utilizando sustratos ELISA genéricos (69). A continuacion, se

presenta esquematicamente en la figura 10 el procedimiento de la técnica.
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Figura 10. Metodologia técnica M6A-ELISA. Elaboracién propia (M. Pérez & J.
Monterroza).

3.2.2 Anadlisis de transferencia puntual utilizando un anticuerpo
especifico para m6A (Dot -blot).
El analisis de transferencia de puntos para detectar los niveles totales de m6A
en el ARNm es relativamente facil, rapido y rentable, este enfoque se puede
utilizar, de manera cualitativa, para evaluar los cambios temporales y
espaciales en los niveles de m6A. Esto es particularmente util para el examen
inicial de cambios en los niveles de m6A en el ARN antes de investigaciones
detalladas mediante otros enfoques complejos y cuantitativos (72). A
continuacion, se ilustra en la figura 11 el procedimiento para llevar a cabo la

técnica.
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Figura 11. Metodologia Técnica Dot-Blot. Elaboracion propia (M. Pérez & J.
Monterroza).

3.2.3 MeRIP-SEq / M6A-Seq

La secuenciacion de inmunoprecipitacion de ARN metilado (MeRIP-Seq o m 6
A-Seq) es hasta ahora el enfoque experimental mas ampliamente adoptado
para perfilar la distribucion de modificacion de ARN en todo el transcriptoma
(73).

En MeRIP-Seq se generan dos tipos de muestras (una inmunoprecipitada y
muestras de control). Al comienzo del protocolo, las moléculas de ARN primero
se cortan en fragmentos de alrededor de 100 nucledtidos. A través del
anticuerpo anti-m 6 A, la muestra inmunoprecipitada proporciona una medicion
imparcial de los fragmentos de ARN metilado; la muestra de control refleja la
abundancia de ARN basal y se utiliza como control negativo, al compararla, se
pueden identificar los picos (o sitios metilados) a través de secuenciacién de
ARN transcrito inversamente a ADNc (75, 76).
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3.2.4 MeRIP-qPCR

MeRIP-gPCR combina inmunoprecipitacion de ARN metilado (MeRIP) con
gPCR altamente sensible y precisa para detectar y cuantificar la modificacién

de m6A en un transcrito/gen o fragmento completo.

El procedimiento de forma general consiste en lo siguiente: las muestras de
ARN estan sin fragmentar (intactas) para cualquier sitio de modificacion en un
transcrito/gen completo, o fragmentadas para sitios m6A especificos de interés.
Ambos ARN se inmunoprecipitan con un anticuerpo altamente especifico
contra la modificacién (por ejemplo, m6A). A continuacion, el ARN enriquecido
y el ARN de entrada se cuantifican mediante gPCR para determinar el grado de
modificacion de m6A en el transcrito/gen de ARN completo o en el sitio de
metilacion (74). En esta técnica, es necesario la obtencién de ADNc a partir del
ARN, la acumulacién de ADNc amplificado es detectado y cuantificado a
medida que la reaccidn avanza, es decir: “En tiempo real” esto se logra
incorporando una molécula fluorescente que se asocia al ADN amplificado,
donde el incremento de esta fluorescencia es la proporcional al incremento de

la cantidad de moléculas de ADN amplificadas en la reaccion (Figura 12).
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Figura 12. Metodologia de la técnica MeRIP-qPCR. Tomado de Arraystar.
(n.d.).
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3.3 CAPITULO 3: PAPEL DE METTL3 EN LAS ENFERMEDADES
CARDIOVASCULARES

3.3.1 Hipertrofia cardiaca

La hipertrofia cardiaca es una afeccion caracterizada por un aumento del
tamano de los cardiomiocitos y el engrosamiento de los musculos cardiacos.
Este crecimiento hipertréfico es una respuesta adaptativa al estrés, a la
sobrecarga de presién y volumen o a un infarto de miocardio para reducir la
tensién de la pared ventricular (77). En las etapas iniciales, la hipertrofia
cardiaca se asocia con una funcion cardiaca normal o mejorada y se considera
fisiologica. Sin embargo, en condiciones de carga anormales y prolongadas, los
procesos de remodelacién pueden volverse desadaptativos, o que conduce al
desarrollo de hipertrofia cardiaca patoldgica y finalmente conllevar a una

insuficiencia cardiaca (78).

3.3.1.1 Cardiomiocitos y desarrollo de la Hipertrofia cardiaca.

Los cardiomiocitos son las células del musculo cardiaco responsable de la
contraccion del corazén, utilizando una red de proteinas contractiles como la
actina y miosina en los sarcomeros (79). Sin embargo, estas células en el
corazon adulto tienen una capacidad regenerativa limitada, lo cual esta
relacionado con el estado postmitético de los cardiomiocitos diferenciados, lo
que se debe en parte a su naturaleza poliploide provocada por variantes del
ciclo celular como la mitosis acitocinética (separacién de nucleos, sin divisidon
de citoplasma), que da como resultado una célula binuclear/poliploide, lo cual

limita la proliferacion de esta célula (80).

Las células del musculo cardiaco tienen una capacidad intrinseca para detectar
y responder a estimulos, desencadenando diferentes vias de sefializacion que
conllevan al desarrollo de la hipertrofia cardiaca. Entre los factores humorales
que pueden actuar como un estimulo hipertréfico en el cardiomiocito son los
factores de crecimiento, como el factor de crecimiento similar a la insulina-1
(IGF-1) y el factor de crecimiento transformante beta (TGF-f), que actuan sobre
los receptores acoplados a tirosina quinasa (RTK) y son responsables de la

hipertrofia, asi como el crecimiento adaptativo (fisiolégico) de miocitos. Por otro
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lado, las moléculas activadoras de los receptores acoplados a proteina G
(GPCR), como las catecolaminas, la angiotensina Il y la endotelina-1, estan
relacionadas con el desarrollo hipertrofico patoldégico y la progresion la
insuficiencia cardiaca. También, se ha demostrado que las proteinas quinasas
activadas por mitdgenos (MAPKs) contribuye a la expresiéon génica de mala
adaptacién hipertréfica patolégica (Figura 13). Es importante destacar que la
inflamacion es un sello destacado de la hipertrofia al inducir la Infiltracién de
células inflamatorias intersticiales que involucra macréfagos, linfocitos T,
fibrosis, altos niveles de expresidn de citoquinas y activacion de las vias de

senalizacion inflamatorias como el factor nuclear kappa B (NF-k B) (81)
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Figura 13. Mecanismos moleculares implicados en la hipertrofia cardiaca.
Tomado de Samak et al. (2016). (81).

3.3.1.2 Rol de METTL3 en la hipertrofia cardiaca

Dorn et al (2019)., demostraron que la modificacion de m6A en el ARN
mediado por METTL3 juega un papel importante en el desarrollo de la
hipertrofia de los cardiomiocitos y en la homeostasis cardiaca. Este estudio
reveld que la metilacibn m6A aumenta significativamente en respuesta a la
estimulacion hipertrofica y estan especificamente enriquecidos en ARNm que
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codifican proteinas quinasas, como la proteina quinasa 6 activada por mitégeno
(MAP3KE®6), la proteina quinasa 5 activada por mitégeno (MAP4K5) y la proteina
quinasa 14 activada por mitogeno (MAPK14), las cuales estan involucrada en
el crecimiento hipertréfico de los cardiomiocitos. De igual forma, los resultados
muestran que la sobreexpresiéon de METTL3 (ratones Knock-in) fue suficiente
para promover la hipertrofia, pero no afecté la funciéon cardiaca. Por el
contrario, la inhibicion de METTL3 (ratones knock-out) anulé completamente la
capacidad de los cardiomiocitos para sufrir hipertrofia cuando son estimulados,
sin embargo, induce a signos morfologicos y funcionales de insuficiencia
cardiaca con el envejecimiento y el estrés, lo que sugiere la necesidad de la
metilacion del ARN para el mantenimiento de la homeostasis cardiaca (Figura
14) (82).
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Figura 14. Papel de METTL3 en la hipertrofia cardiaca. Elaboracion propia (M.
Pérez & J. Monterroza)

Por otro lado, un estudio realizado en corazones hipertroficos de ratones y
cardiomiocitos primarios de rata neonatal (NRCM) demostr6 que la
sobreexpresion de la proteasa especifica de ubiquitina 12 (USP12) promueve
la hipertrofia cardiaca inducida por la Ang Il a través de la regulacion positiva
del eje p300/METTL3. Mecanicamente, USP12 actua como una enzima
deubiquitinante especial de la acetiltransferasa p300, es decir elimina la cadena
de ubiquitina de p300 para evitar su degradacion, esto conlleva a la activacion

transcripcional y aumento de la expresion de METTL3, ya que P300 tiene por
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funcion la acetilacion de la histona H3 en el promotor de METTL3. Por el
contrario, el silenciamiento de USP12 inhibi6 la expresién de METTL3

disminuyendo el agravamiento de la hipertrofia miocardica en los NRCM (83).

Asi mismo, se demostrd que la modificacion de m6A dependiente de METTL3
promueve la hipertrofia al acelerar la maduracion de pri-miR-221/222, un
miARN expresado en el miocardio hipertréfico. EI mecanismo consiste en la
metilaciéon por la enzima METTL3 de los pri-miR-221/222 a través de la
interaccion con la proteina del microprocesador DGCRS8 y Drosha, las cuales
son las encargadas de cortar el pri-miR-221/222, generando
(pre-miR-221/222), para luego ser exportado al citoplasma para generar
miR-221/222 maduro. Posteriormente, miR-221/222 inhibe la expresion DKK2,
un antagonista de la via sefalizacion de Wnt/B-catenina, activando la via
anteriormente mencionada y promoviendo asi la hipertrofia. Finalmente, la
eliminaciéon in vivo de METTL3 disminuyé el area transversal de los
cardiomiocitos y los biomarcadores hipertréficos en los corazones, lo que
sugiere que METTL3 esta involucrado en la formacion de hipertrofia miocardica
inducida por Ang-Il (Figura 15) (84).
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Figura 15. Mecanismo molecular por el cual METTL3 promueve la hipertrofia.
Tomado de Zhang, R et al. (2022). (84).
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Finalmente, en un estudio reciente e innovador realizado por Fang et al.
(2022)., demostrd in vivo e in vitro que la administracion del acido maslinico
(MA), un triterpenoide pentaciclico rico en pericarpio de oliva con una amplia
gama de propiedades farmacoldgicas, disminuyé la metilacion total de m6A y
los niveles de METTLS tras el tratamiento de 30 mg/kg/dia de MA en modelos
de ratones con hipertrofia inducida por constriccién aértica transversal (TAC) y
con una dosis de 10-10° ug/ml de MA en cardiomiocitos de ratén neonatal.
Estos hallazgos sugieren que el acido maslinico ejerce un efecto
antihipertréfico significativo, a través de un mecanismo relacionado con la
regulacion de la modificacién de la metilacion de m6A mediada por METTL3
(85).

3.3.2 Cardiopatia Isquémica

La isquemia miocardica es una condicion en la que se reduce el flujo
sanguineo por la obstruccidon o el estrechamiento de las arterias coronarias, lo
que resulta en una deficiencia de suministro de oxigeno en el corazén. Por lo
tanto, se caracteriza por un desequilibrio entre el suministro y la demanda de
oxigeno del miocardio, lo que provoca disfuncién cardiaca, arritmias, infarto de

miocardio y muerte subita (86).

3.3.2.1 Desarrollo de la cardiopatia isquémica en los cardiomiocitos.

Cuando las células cardiacas son expuestas a hipoxia (ausencia de oxigeno)
los acidos grasos no pueden ser oxidados, es decir se detiene la fosforilacidon
oxidativa, provocando la disminucién de la sintesis aerébica de ATP en las
mitocondrias. Por consiguiente, el metabolismo cambia inmediatamente a
glicolisis anaerobica, metabolizando la glucosa a lactato, lo cual produce
disminucién del pH, de los fosfatos, y la despolarizacién de la membrana
celular, lo cual lleva a liberacidon de potasio, captacién de sodio y cambios en
las concentraciones de calcio libre por los cardiomiocitos (Figura 16). Dando
como resultado varios cambios estructurales y funcionales en el corazén como
la muerte de los cardiomiocitos a través de la apoptosis 0 necrosis y autofagia
(87).
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Figura 16. Mecanismo molecular de la Isquemia Cardiaca. Tomado de
Hausenloy, D et al. (2013). (87).

e Apoptosis: es un proceso ordenado por el cual una célula muere y los
macrofagos fagocitan su contenido sin derramarlo en el tejido
circundante. La apoptosis puede iniciarse a través de dos vias, la via
intrinseca o la via extrinseca. Usando la via intrinseca, la propia célula
dafada activa las cascadas de sefalizacion relacionadas con la
apoptosis después de detectar el dafio a través de una serie de
sensores intracelulares, como Puma, Noxa y Bax. La via extrinseca se
activa cuando las células del sistema inmunitario interactuan con
receptores especificos en la superficie de la célula danada conocidos
como "receptores de muerte”. Una vez que se inicia una de estas dos
vias, la autodestruccion celular depende de las acciones intracelulares
de las caspasas, proteasas de cisteina-aspartico, que son
caracteristicas clave de la muerte celular apoptética (88).

e Autofagia: es un mecanismo de degradacion intracelular de organelos y
proteinas dafadas para mantener la homeostasis y la supervivencia
celular, ya que los productos de la descomposicidon se reciclan para
reponer sustratos esenciales cuando la célula esta sometida a estrés. En

este proceso, los componentes citoplasmaticos se seleccionan y aislan
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del resto de la célula dentro de una vesicula de doble membrana
llamada autofagosoma. Luego, el autofagosoma se fusiona con un
lisosoma, lo que lleva a la formacion del autolisosoma y a la degradacion
de su contenido (Figura 17). Es importante resaltar que, existen varias
proteinas involucradas en la induccién de la autofagia, por ejemplo, en
condiciones de ayuno o déficit de nutrientes se inhibe la proteina diana
de los mamiferos del complejo de rapamicina 1 (mTORC1), lo que
provoca la desfosforilacion del complejo quinasa ULK1/2, promoviendo
su actividad quinasa e induciendo a la autofagia. Por otra parte, la
fosforilacién de Beclin 1 interacciona con el complejo PI3K de clase Il
(PIBKC3), para iniciar la nucleacién del fagoforo.. De igual forma, el
factor de transcripcion (TFEB) induce la expresidon de genes que
codifican proteinas autofagicas y lisosomales. Aunque este es un
proceso crucial para mantener la homeostasis celular, la autofagia
excesiva puede resultar en la sobrecarga de las células, produciendo la

muerte celular autofagica (89) (90).
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Figura 17. Proceso bioldgico de la Autofagia. Tomado de Parzych, K et al.
(2014). (89).

3.3.2.2 Rol de METTL3 en la Cardiopatia isquémica

Un estudio realizado por Song et al. (2019)., en cardiomiocitos sometidos a
hipoxia/reoxigenacion (H/R) y en corazdbn de ratones tratados con
isquemia/reperfusion (I/R), demuestran que al silenciarse METTL3, inhibe la
apoptosis y activa el flujo autofagico a través del factor de transcripcion EB
(TFEB), un gen maestro de la biogénesis lisosomal. Por el contrario, la
sobreexpresiéon de METTL3 o la inhibiciéon de la desmetilasa ALKBHS tiene un
efecto opuesto, ya que inhiben el flujo autofagico y promueven la apoptosis en

cardiomiocitos. Mecanisticamente, METTL3 metila TFEB y promueve la
47



Umver51dad

del Atlantico

interaccion de la proteina de union al ARN, denominada ribonucleoproteina
nuclear heterogénea D (HNRNPD) con el pre-ARNm de TFEB, lo que conduce
a una rapida degradacion del ARNm de TFEB y disminucion en los niveles de
expresion de TFEB (Figura 18) (32).
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Figura 18. Papel de METTL3 en la autofagia. Tomado de Song, H. (2019) (32).

De igual forma, en un estudio realizado en cardiomiocitos de rata sometidos a
isquemia/reperfusion miocardica (MI/R), se demostré que el silenciamiento de
METTLS3, atenua la apoptosis y mejora la disfuncion cardiaca. Sin embargo, la
sobreexpresiéon de METTL3 promueve la apoptosis de los cardiomiocitos y
exacerbo la lesion MI/R a través de expresion de miR-143-3p. Mecanicamente,
METTL3 metila los pri-miR-143-3p facilitando la union de la proteina
microprocesadora DGCRS8, para generar pri-miR-143-3p, que luego sera
exportado al citoplasma para obtener miR-143-3p maduro. Por consiguiente,
miR-143-3p reprime la transcripcion de la proteina quinasa C tipo épsilon
(PRKCE), aumentado la expresion de NLRP3, la actividad de caspasa-1, los
niveles de proteina GSDMD-N y las concentraciones de IL-18 e IL-13 (Figura
19) (91).
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Figura 19. Papel de METTL3 en la apoptosis a nivel molecular. Tomado de
Wang, X et al. (2022). (91).

En otra investigacion realizada en cardiomiocitos de ratas en condiciones
hipoxicos, se descubrié que NCBP3-METTL3-elF4A2 actua como un complejo
especifico para regular la expresion génica en respuesta a la hipoxia.
Mecanicamente, la subunidad 3 de unién a la tapa nuclear (NCBP3), una nueva
proteina de respuesta especifica a la hipoxia, facilita el reclutamiento de
METTL3, contribuyendo a la metilacién del ARN en la regién no traducida &' (5'
UTR), esto facilita la ubicacion del factor de iniciacion de la traduccion eucariota
4A2 (elF4A2) en genes diana en cardiomiocitos hipdxicos como el factor de
ensamblaje de la quinasa activadora de CDK (Mnat1), el factor de crecimiento
de fibroblastos 22 (Fgf22), el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y
la subunidad [ del factor de crecimiento derivado de plaquetas

(PDGF), mejorando asi el proceso de traduccién de los mismo (92).

Tang, J et al. (2022)., descubrieron que en cardiomiocitos primarios humanos
inducidos por isquemia-reperfusiéon, el silenciamiento de METTL3 alivia la
respuesta al estrés oxidativo y mejora las lesiones por infarto de miocardio. Sin
embargo, la expresion de METTL3 promovio el desarrollo del infarto de
miocardio a través de la modificacion m6A de IncRNA-SNHGS8, un ARN largo
no codificante. Mecanicamente, METTL3 metila IncRNA-SNHG8 facilitando la
unién con la proteina 1 de union al tracto de polipirimidina (PTBP1), la cual
regula la expresion de 5'-aminolevulinato sintasa 2 (ALAS2), una enzima
encargada de aumentar la sintesis de hemo en el corazén, lo que resulta en
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una lesion isquémica exacerbada y un incremento en el estrés oxidativo (Figura

20) (93).
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Figura 20. Papel de METTL3 en el infarto de miocardio. Tomado de Tang, J et
al. (2022). (93).

Sun et al. (2022)., descubrieron un nuevo mecanismo molecular que promueve
la lesion cardiaca durante el infarto agudo de miocardio a través de vesiculas
extracelulares (EV), las cuales son comunicadores efectivos en la sefalizaciéon
biologica y patologia cardiaca. Mecanicamente, la proteina METTL3 metila los
pri-miR-503, lo que desencadena la maduracién de pri-miR-503 y la produccion
exosomal de miR-503 en las células endoteliales inducidas por hipoxia. Luego,
los miR-503 maduros son encapsulado en EV y transportados a los
cardiomiocitos, para promover la muerte de los cardiomiocitos al unirse
directamente al coactivador gamma del receptor activado por el proliferador de
peroxisomas-13 (PGC-1B) y una desacetilasa mitocondrial, la sirtuina 3
(SIRT3), generando la disfuncion metabdlica mitocondrial y la muerte de los

cardiomiocitos (Figura 21) (94).
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Figura 21. Papel de en el infarto de miocardio a nivel molecular. Tomado de
Sun, P et al. (2022). (94).

3.3.3 Ateroesclerosis

La aterosclerosis se cataloga como una enfermedad vascular inflamatoria
cronica, progresiva, con elevada participacion inmunitaria. Esta enfermedad se
caracteriza por la acumulacién de lipidos, especialmente la fraccién conocida
como lipoproteina de baja densidad (LDL), por debajo de la capa intima de los
vasos sanguineos, convirtiéndose asi en un potente estimulador de la
respuesta inmunitaria en las células endoteliales vasculares (95). La
inflamacion juega un papel importante en esta patologia, ya que actua como
una base comun para los cambios patolégicos en el desarrollo de la
enfermedad (96).

3.3.3.1 Células endoteliales vasculares y desarrollo de lesiones
ateroscleroéticas.

La enfermedad se inicia por la retencion subendotelial de lipoproteinas (LP)

que contienen apolipoproteina B (ApoB) en éareas focales de las arterias,

particularmente regiones en las que el flujo laminar se ve perturbado por curvas

o puntos de ramificacion en las arterias (zona expuesta a un indice de

cizallamiento oscilatorio alto). En condiciones patologicas, las lipoproteinas que
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contienen ApoB en el plasma penetran a través del endotelio dafiado y se
oxidan por ROS provocado por el desequilibrio de la homeostasis. En estas
condiciones, la LDL se modifica en Ox-LDL, imitando patrones moleculares
asociados a patégenos y/o danos (DAMPS/PAMPS) vy, por lo tanto,
desencadenan una respuesta inflamatoria de bajo grado promoviendo la
activaciéon de la via de senalizacidon NF-kB. Esta respuesta conduce a la
activacion de las células musculares lisas endoteliales y vasculares (SMC). En
este sitio, muestran un fenotipo ateroprono con un comportamiento
proinflamatorio. Cuando las SMC se activan, expresan la proteina
quimioatrayente de monocitos-1, interleucina (IL)-8, molécula de adhesién
intercelular-1  (ICAM-1), molécula de adhesion vascular-1 (VCAM-1),

E-selectina, P-selectina, y otros factores inflamatorios, que atraen linfocitos y
monocitos, donde se diferencian en macrofagos. Ox-LDL sirven como ligandos

fuertes para los receptores depuradores de macréfagos (CD36, SR-Al/ll y
SR-BI) que facilitan su entrada en los macréfagos. Los macréfagos engullen a
Ox-LDL a través de sus receptores depuradores y la acumulacion de Ox-LDL
en los macréfagos le da una apariencia morfolégica de pompas de jabén
denominadas células espumosas. Las células espumosas mueren y liberan su
contenido en el exterior, que nuevamente es engullido por otros macréfagos,
que finalmente crean una gran area de lesidon que se convierte en una placa
que acumula gradualmente listones de calcio, células de musculo liso colageno
y células espumosas. Las lesiones ateroscleréticas suelen pasar por un
proceso de resolucion parcial, en la que células musculares lisas endoteliales y
vasculares adquieren caracteristicas de miofibroblastos y forman una capa
fibrosa que funciona como barrera protectora. Sin embargo, en la respuesta
inflamatoria prolongada, existe una gran infiltracibn de macrofagos y otras
citocinas inflamatorias que secretan metaloproteinasas de matriz (MMP) vy
degradan las fibras de colageno en la matriz extracelular de la placa, lo que

provoca la ruptura de la placa, sangrado y trombosis (Figura 22) (96-98)
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Figura 22. Mecanismo molecular implicado en ateroesclerosis. Tomado de
Khatana et al. (2020). (98).

Por el contrario, las geometrias arteriales que se exponen a un flujo laminar
uniforme, evocan un fenotipo de células endoteliales ateroprotectoras
impulsadas por los integradores transcripcionales KLF2 y KLF4, como se
muestra en la figura 23 (97).

Atherosclerosis-resistant
Region

- = retained LPs {3
Atheroprotective
Endothelium
Antiinfiammatory
Antithrombotic

Atheroprone
Endothelium
Proinflammatory
Prothrombotic

KLF2 TNF-=B (p&5)

KLF4

Human Carotid Bifurcation

Figura 23. Mecanismo molecular implicado en ateroesclerosis Il. Tomado de
Tablas et al. (2015). (97).
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3.3.3.2 Rol de METTL3 en la aterosclerosis

Dong, G. et al (2021)., estudiaron in vitro e in vivo las funciones y los
mecanismos moleculares del escritor m6A METTL3 en la progresion de la
aterosclerosis mediante la regulacion de las células endoteliales. En células
endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) tratadas con ox-LDL, se
evidencié un aumento de la proliferacion y migracion celular. Asi mismo, se
evidencio un aumento de la metilacion MGA con una regulacion positiva a nivel
proteico de METTL3, METTL14 y FTO. De estas enzimas, METTL3 se
encontraba en mayor proporcion. En cambio, la eliminacion de esta proteina,
debilité las capacidades de proliferacion celular y migracion. Estos resultados
fueron consistentes con los obtenidos in vivo en un modelo de ratones.
Ademas, se demostro que METTL3 regulaba positivamente la expresion de
JAK2 y la via JAK2/STAT3 de una manera dependiente de m6A y que la
proteina lectora que participaba en el proceso era IGF2BP1, también conocido
como IMP1, uniéndose al sitio M6A del ARNm de JAK2 brindando una
estabilidad y aumento de la expresion de la misma en el prototipo celular
estudiado (99).

Anteriormente se ha demostrado que la via de senalizacion JAK2/STAT3 esta
implicada en la patogenia en estudio, por ejemplo, en una investigaciéon en la
que se utilizé un antagonista de JAK2 (Ruxolitinib), se inhibié la progresion de
la enfermedad ateroesclerética, alivio las cargas de lipidos y calcio y debilité las

respuestas proinflamatorias en un modelo de conejos (100).

Asi mismo, Zhou, Y. et al (2022)., estudiaron la migracion y proliferacion en
células cultivadas con ox-LDL. En esta investigacion, mediante analisis
bioinformatico se descubrié que la metilacion del ARNm mediado por METTL3
estaba asociado a genes expresados en los procesos de formacion de MEC y
la via PISK/AKT. Otros estudios han vinculado la via en mencidn en el proceso
de la aterosclerosis, por lo que esta podria tener un papel importante en el

proceso patologico en estudio (101) (102).

La biogénesis mitocondrial y el metabolismo energético son esenciales para

regular el estado inflamatorio de los monocitos. Este estado esta controlado
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parcialmente por el coactivador gamma 1-alfa (PGC-1a), Zhang, X. et al
(2021)., estudiaron el papel de METTL3 en la inflamacion durante el proceso
aterosclerotico en monocitos tratados con ox-LDL, donde METTL3 y YTH N
6-metiladenosina proteina de wunion a ARN 2 (YTHDF2) modifican
cooperativamente el ARNm de PGC - 1a , mediando su degradacion,
disminuyendo los niveles de proteina PGC-1q, lo que conduce a la inhibicién
de la expresidn de los genes relacionados con la proteina de la cadena
respiratoria mitocondrial codificados nuclearmente CYCS y NDUFC?2, se reduce
la produccién de ATP y aumenta la acumulacion de ROS en los monocitos
inflamatorios (Figura 24) (103).
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Figura 24. Papel de METTL3 en la ateroesclerosis a nivel molecular. Tomado
de Zhang, X. et al (2021). (103).

Por otro lado, se demostré un aumento en el contenido de m6A y la expresion
de METTL3 en condiciones de ateroprona in vivo e in vitro, asi como una
respuesta proinflamatoria, incluido el reclutamiento de monocitos y la elevacion
de NLRP1 (104). Chien, C. S et al (2021)., determinaron en su estudio, que la
sobreexpresiéon de METTLS3, provocé la fosforilacidn de P65 que se requiere
para la actividad de NF-kB. Mientras que la eliminaciéon de METTL3, inhibe esta
via de senalizacion, lo cual se ha evidenciado en estudios anteriores. Lo
innovador por parte de estos investigadores con respecto al papel de esta
proteina metiladora, estd en el encuentro de dos objetivos claves de la
metilacion m6A. Se identifico a KLF4 y NLRP1 como efectores que regulan las
funciones celulares opuestas bajo cizallamiento oscilatorio. NLRP1 es una

proteina que se ha demostrado que forma inflamasomas, y se ha sugerido que
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tiene un papel clave en el cambio de las células endoteliales al estado
proinflamatorio. KLF4 es un factor de transcripcion que regula la funcion
endotelial y promueve la homeostasis vascular, a diferencia de NLRP1, que
induce una respuesta inflamatoria, KLF4 inhibe la inflamacion en células
endoteliales. Las modificaciones de m6A mediadas por METTL3 en el ARNm
de NLPR1 y KLF4 dan como resultado un aumento de NLRP1 y una
disminucién del nivel de expresion de KLF4, en la que existe una participacion
importante de diferentes proteinas lectoras de m6A que se unen a las dos
transcripciones. YTHDF1 se une al NLRP1 modificado con m6A y estabiliza su
estabilidad de ARNm, mientras que YTHDF2 se une al m 6KLF4 modificado
con A e induce la degradacién de los ARNm de KLF4 (Figura 25).
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Figura 25. Papel de METTL3 en la ateroesclerosis a nivel molecular. Tomado
de Chien, C. S et al (2021). (104).
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Otro mecanismo en el que esta implicado METTL3, fue estudiado por Li, Z. et
al (2022). En este, se examino el nivel de modificacion de m6A del ARNm en
macréfagos estimulados por ox-LDL. La estimulacion de ox-LDL promovio
significativamente el nivel de modificacion de m6A del ARNm y la expresion de
METTL3 en macréfagos. La eliminacién de METTL3 inhibié la modificacién de
m6A inducida por ox-LDL y la respuesta inflamatoria. METTL3 mejora la
inflamacion desencadenada por ox-LDL al promover la expresion de STAT1 de
una manera dependiente de m6A para activar la transcripcion de genes
objetivo en el proceso inflamatorio. Siendo este un factor de transcripcion
maestro bien conocido que controla las expresiones de factores inflamatorios,
como IL-6 y TNF-a (105).

Por ultimo, en un estudio realizado por Yu, Z. et al (2022)., se demostré in vivo,
la eficacia de la medicina tradicional china Hua Tuo Zai Zao Wan en el
tratamiento de aterosclerosis mediante la desactivacion de los macréfagos
inflamatorios. Los resultados obtenidos demostraron que HTZZW no solo
inhibid la expresion de las metiltransferasas m6A METTL14, METTL3 y el nivel
general de metilacion del ARN, sino que también disminuy6 el nivel de
modificacion de m6A en sitios especificos del ARNm de NF-kB, aliviando la

progresion de aterosclerosis (Figura 26) (106).
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Figura 26. Papel de METTL3 en la ateroesclerosis a nivel molecular. Tomado
de Yu, Z. et al (2022). (106).
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3.3.4 Fibrosis cardiaca

La fibrosis cardiaca es la expansion del intersticio cardiaco a través del
deposito de proteinas de la matriz extracelular (MEC) y es un componente
integral de la mayoria de las patologias cardiacas (107). Esta patologia es el
resultado de un proceso de reparacidn que se activa en respuesta a la lesion
de los cardiomiocitos. Los corazones de los mamiferos adultos tienen una
capacidad de regeneracion insignificante, por lo que la muerte de un gran
nuamero de cardiomiocitos desencadena un programa de reparacidn que
conduce a la formacion de tejido fibroso (108), el cual es mas rigido y menos
docil, lo que culmina en una disfuncidon cardiaca e insuficiencia cardiaca
posterior (109). La células encargadas de la deposicion de MEC, son
conocidas como FCs, su ubicacion estratégica en el intersticio cardiaco y su
versatilidad funcional les permite servir, no solo como células productoras de
MEC, sino también, como reguladores claves de la respuesta inflamatoria y
reparadora después de una lesion cardiaca (110) debido a que pueden
expresar una variedad de receptores a través de los cuales modulan la
proliferacion, adhesidn, migracion, recambio de MEC, expresidén de citocinas,
quimiocinas, factores de crecimiento y diferenciacion en miofibroblastos
cardiacos (MyoFCs) (Figura 27) (111).
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Figura 27. Remodelado cardiaco. Elaboracion propia (M. Pérez & J.
Monterroza)
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3.3.4.1 Fibroblastos cardiacos

Un FC se define como una célula productora de MEC, la cual esta organizada
en patrones regulares de colageno. La MEC del corazén es densa, irregular y
estd compuesta de colagenos, proteoglicanos y glicoproteinas. Los
componentes estructurales del corazén que son producidos por los FC incluyen
periostica, vimentina, fibronectina y colageno de los tipos I, lll, V y VI (112). El
miocardio adulto contiene una gran poblacion de FCs inactivos, enredados en
la matriz intersticial y perivascular. Debido a su abundancia, su ubicacién
estratégica y su potencial de activacion, los FCs detectan la lesion miocardica y

desencadenan respuestas inflamatorias y reparadoras (113).

La activacion de los FCs depende principalmente de la sefalizacién intracelular
del factor de crecimiento transformante-f (TGF-B), asi como, de otros
receptores de factores neurohumorales, como la Angiotensina Il, a través de su
receptor AT1, los cuales promueven la activacion y diferenciacion a MyoFC,
mediante la activacion de la via de la proteina quinasa activada por mitdgenos
(MAPK) (114). Los MyoFCs tienen caracteristicas celulares distintas de los FCs
convencionales, que incluyen la expresion de altos niveles de fibras de estrés
positivas para alfa actina del musculo liso (a-SMA), asi como, complejos de
adhesion especializados que dan como resultado un fenotipo contractil.
Consecuentemente, los MyoFCs secretan altos niveles de factores paracrinos
proinflamatorios y profibréticos, asi como, proteinas de la MEC (Figura 28)
(115).
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Figura 28. Progresion de la fibrosis a nivel molecular. Tomado de
Frangogiannis N. G. (2021) (107)

La respuesta inflamatoria esta asociada a la expresion de receptores como, el
receptor tipo Toll 4, NLRP3 y el receptor de interferdn; los cuales modulan la
liberacibn de citocinas y quimiocinas inflamatorias (116), facilitando el
reclutamiento y activacion de células inflamatorias en el area dafada del
corazon, lo que sugiere que los FCs controlan directamente la actividad de las

células inflamatorias dentro de la region lesionada (117).

Los MyoFCs muestran una caracteristica de proliferaciéon persistente,
aumentando las respuestas proinflamatorias y provocando la formacion de una
red de colageno la cual es mas rigida y menos décil (118). Aunque las
respuestas fibréticas incluyen el reclutamiento y la activacion de fibroblastos,
que potencialmente conducen a la formaciéon de cicatrices, estos eventos
también son cruciales para la reparacién normal de heridas. Por lo tanto, es
necesario comprender de forma mas detallada los eventos que conducen a la
remodelacion tisular fisiolégica o patolégica para disefiar nuevas dianas o

estrategias terapéuticas (119).
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3.34.2 Regulacién del Fibroblasto Cardiaco por METTL3 en la fibrosis
cardiaca

En un planteamiento interesante, Li et al. (2020)., fueron los primeros

en demostrar el papel de METTL3 en la fibrosis cardiaca mediante la metilacién

en las N6-adenosinas in vivo e in vitro en FCs. En la induccién de IM en

murinos y en un modelo de FCs estimulados con TGF-BB1, se detecté una

importante fibrosis intersticial y colageno tipo | (Col 1) y tipo Il (Col Ill), asi como

un aumento de METTLS3 a nivel proteico como de ARNm.

La sobreexpresion de esta proteina, provoco significativamente la proliferacion
y diferenciacion celular a MyoFcs. Asi mismo, permiti6 asociar la via de
sefalizacion Smad2/3 inducida por el TGF-B1 en la progresion de la fibrosis
cardiaca mediada por METTL3, al promover la expresion de estos factores de
transcripcion, reguladores importantes en el proceso de fibrogénesis en los FCs
(Figura 29). Por otro lado, en el silenciamiento de METTL3 se obtuvo una
regulacion negativa de los marcadores fibréticos en mencion y en la expresion
de genes relacionados con la fibrosis cardiaca (120).
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Figura 29. Papel de METTL3 en la fibrosis. Elaboracion propia (M. Pérez & J.
Monterroza)

En otro estudio reciente, el cual resulta muy novedoso, se demostro el papel de
la glicolisis en la fibrosis cardiaca, favoreciendo la proliferacién celular de FCs

mediada por METTL3. La sobreexpresion de METTL3, disminuye los niveles
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del receptor de androgenos (AR) y aumentd la expresion del factor 1-alfa
inducible por hipoxia (HIF-1a). Por lo tanto, se regulé de forma positiva la
glucdlisis y fibrosis cardiaca. En contraste con lo anterior, el silenciamiento de
METTLS, inhibio la progresion del remodelado cardiaco mediante la represion
de la glicolisis. Con respecto a la relacidbn que existe entre el proceso de
glicdlisis en la progresion de la fibrosis cardiaca, se silencié HIF-1a y se obtuvo

una disminucién de la glicolisis y proliferacion de FCs.

El mecanismo molecular asociado a la progresion de la fibrosis cardiaca, se da
mediante la modificacion M6A en el ARNm del receptor de andrégeno (RA) de
manera dependiente de YTHDF2; suprimiendo la expresion de este. RA podria
interactuar con el marcador de glucélisis HIF-1a, y la regulacion negativa de AR
activa la via de senalizacion HIF-1a, lo que resulta en una mayor glucélisis y

proliferacion de fibroblastos cardiacos (121).

Para confirmar aun mas el papel causal de METTL3 y su significado clinico en
la fibrosis cardiaca, Zhou et al (2022)., realizaron el correspondiente estudio en
tejido cardiaco de pacientes con fibrilacion auricular. En este se identificé que
la expresion de METTL3 y YTHDF2 aumentaron significativamente, al igual que
otros marcadores de la fibrosis como el colageno tipo | y periostina. A pesar del
avance investigativo en relacion a METTL3 y la progresion de la fibrosis
cardiaca, actualmente existe poca evidencia cientifica y se requiere de muchos
esfuerzos para dilucidar el rol de METTL3 en la progresion de esta patologia

mediante la regulacién de los FCs.

Actualmente existe poca evidencia cientifica para definir el papel de METTL3
en la progresion de la fibrosis en el miocardio. A pesar de ello, se ha
evidenciado que en las células epiteliales tubulares proximales renales
humanas (HK2) tratadas con TGF-B1 presentan niveles altos de m6A, al igual
que las metiltransferasas involucradas en esta modificacion postraduccional,
principalmente METTL3. Al silenciar la expresion de METTL3, disminuyé la
transicion epitelial-mesenquimatosa (TEM) y el depdsito de MEC inducida por
TGF-B1 en estas células, inhibiendo la viabilidad, proliferacién y el potencial de
migracion de las mismas (122). Ademas, se ha comprobado que a través de

METTLS, el canal i6nico sensible al acido 1a (ASIC1a) mejora el procesamiento
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de miR-350, el cual unido al promotor SPRY2, regula de forma positiva las vias
PIBK/AKT y ERK, para finalmente promover la activacion de las células
estrelladas hepaticas (HSC) y la progresion de la fibrosis hepatica (123). Asi
mismo, en un modelo de murinos de fibrosis pulmonar y en muestras de
pulmén de pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica, se evidencié que los
niveles de m6A en ARNm incrementaron significativamente. En contraste con
los resultados obtenidos, el silenciamiento de METTL3 inhibe el proceso de la

transicion de fibroblastos a miofibroblastos in vitro e in vivo (124).

Finalmente, una de las principales inquietudes a resolver, es saber cuales
podrian ser las consecuencias al silenciar METTL3 en FCs al ser una célula
multifuncional y clave en el proceso de reparacién ante una lesion en el
miocardio. Las investigaciones relacionadas con este tema, deben considerar
que el FC es una célula que proporciona una red principalmente de colageno
que permite la funcion cardiaca adecuada. Por lo que aun quedan desafios por
resolver ante una patologia que aun no cuenta con tratamientos farmacolégicos
totalmente eficaces. Ciertamente, las investigaciones enfocadas en METTLS,
son el paso para acercarse al descubrimiento de nuevas estrategias

terapéuticas ante esta enfermedad.

3.3.5 METTL3 y otras enfermedades cardiovasculares

En este apartado se describe el papel de METTL3 en la progresion de
enfermedades cardiovasculares que carecen de evidencia cientifica. Sin
embargo, los estudios presentados en el presente capitulo permiten dar los
primeros pasos hacia la busqueda de dianas moleculares para el tratamiento

de las mismas.

3.3.5.1 Aneurisma de la Aorta Abdominal (AAA)

El aneurisma de aorta abdominal (AAA) es una patologia vascular que consiste
en una dilatacion localizada y permanente de la aorta debido a un
debilitamiento de la pared vascular. El aneurisma se define como una dilataciéon
superior al 50% del diametro normal del vaso en zonas adyacentes por lo que,
a nivel de la aorta abdominal, se considera patolégico un diametro mayor o

igual a 3 cm. La evolucién natural del AAA supone una dilatacion progresiva,
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caracterizada por la protedlisis de los componentes estructurales de la pared
vascular, la pérdida de células de musculo liso vascular (CMLV) y una

respuesta inmunoinflamatoria cronica (125).

3.3.5.2 Fisiopatologia del aneurisma - Una vision desde el punto de
vista molecular.
La pared del vaso arterial consta de muchos componentes, como fibroblastos,
EC, SMC y ECM, que representan un componente importante de la pared
vascular. Es una estructura dinamica que sufre una remodelacion fisiologica
continua a través de la degradacién y sintesis de nuevas proteinas llevada a
cabo principalmente por metaloproteinas, las cuales son activadas por la
sefnalizacion inflamatoria de la angiotensina Il, la principal via implicada en esta
patologia. La desregulacion de las vias de sefalizacion, se asocian al
envejecimiento celular. La unién de angiotensina 2 (Ang Il) al receptor AT1,
provoca la disminucién de factores protectores como NRF2 y la activacion de
sefnalizaciones intracelulares involucradas en procesos inflamatorios como lo
es NF-kB; principalmente a través de TNF-a activado por ROS, la via de la
proteina quinasa activada por mitdégenos/quinasas reguladas por senales
extracelulares (MAPK/ERK), ademas de moléculas que incluyen MFG-ES,
MMP, calpaina-1, MCP-1 y TGF-B1 y NADPH oxidasa, lo cual se observa en
una proliferacion proinflamatoria, migracion, secrecién, senescencia y depdsito
de matriz extracelular concurrentes dentro de la pared arterial, acompafnado de
un cambio en el fenotipo de células endoteliales (126, 127). Por otro lado, Ang
II, permite la activacion de la via del miembro A de la familia homdloga ras

(RhoA) inhibiendo la expresion del 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS)

regulando de esta manera el tono de los vasos sanguineos (Figura 30) (128).
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Figura 30. Mecanismo molecular implicado en la Aneurisma de la Aorta
Abdominal. Tomado de Mikotajczyk, K. et al (2021). (128).

3.3.5.3 METTL3 y su papel en la progresion del AAA

Actualmente, Zhong, L. et al (Afio)., han sido los unicos en realizar una
investigacion exhaustiva del papel de METTL3 en la progresion de esta
patologia, quizas, debido a la baja prevalencia que tiene esta frente a otras
enfermedades cardiovasculares. En el estudio en mencién, se encargaron de
demostrar in vivo e in vitro, que la maduracion de pri-miRNA mediada por
METTL3 es un potente instigador de la formacion de AAA. Los niveles de ARN
metilado estaban aumentados frente a la enfermedad, mientras que el
silenciamiento de METTL3, redujo la inflamacion vascular y la formacion de
AAA en dos modelos de AAA. Mecanicamente, METTL3 promovié la formacion
de AAA acelerando el proceso de maduracion de pri-miR34a de manera
dependiente de DGCRS8 vy, por lo tanto, inhibiendo la expresion de SIRT1, el
gen objetivo de miR34a. Los miARN maduros, actuan como silenciadores de
ARN, por lo que silencian los genes objetivo en los procesos bioldgicos, lo que
respalda firmemente la hipotesis presentada en el presente estudio (Figura 31).
Sin embargo, aun falta un recorrido extenso y exhaustivo para determinar el
papel de METTL3 en AAA (129).
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Figura 31. Papel de METTL3 en la Aneurisma de la Aorta Abdominal. Tomado
de Zhong, L. et al (2020). (129).

3.3.54 HIPERTENSION PULMONAR

La hipertension pulmonar es el aumento de presidn en la circulacion pulmonar.
Puede ser secundaria a muchas causas; algunos casos son idiopaticos. En la
hipertension pulmonar, los vasos sanguineos pulmonares pueden experimentar

constriccion, seccion, pérdida e incluso obstruccion (130).

3.3.5.5 Fisiopatologia de la hipertensién pulmonar

La HAP tiene una patogénesis multifactorial, en la que concurren factores
genéticos (que explican la susceptibilidad individual) y factores exdégenos
desencadenantes (factores de riesgo) (131). La hipertension pulmonar se
caracteriza por una vasoconstriccion variable y a veces patoldgica y por
proliferacion endotelial y de células musculares lisas, hipertrofia, e inflamacion
crénica que resultan en remodelacién de la pared vascular. Se considera que la
vasoconstriccidn se debe en parte a la mayor actividad del tromboxano y de la
endotelina-1 (ambos vasoconstrictores) y a la menor actividad de la

prostaciclina y el 6xido nitrico (ambos vasodilatadores). EI aumento de la
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presion vascular pulmonar que resulta de la obstruccién vascular lesiona aun
mas el endotelio por lo que se da activacion plaquetaria. Las plaquetas,
cuando se estimulan, también pueden desempefar un papel clave mediante la
secrecion de sustancias que aumentan la proliferacion de los fibroblastos y las
células musculares lisas, tales como el factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGF), el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), y el
factor de crecimiento transformante-beta (TGF-B) que juegan un papel

importante en la proliferacion diferenciacion e inflamacion (130, 132).

3.3.5.6 El papel de METTL3 en la hipertensiéon pulmonar

Zeng, Y. et al (aho)., se encargaron de estudiar el papel de m6A en la
progresion de la hipertension pulmonar. En este se demostré que proteinas
asociadas a esta modificacion postranscripcional como METTL3 y el lector
YTHDF1, aumentaron significativamente in vivo. Asi como otros factores
involucrados en la progresién de la enfermedad como TGF-B, PDGF y NF-Kp.
Sin embargo, en este estudio no se elucida con claridad el papel de METTL3
en la HPA (133).

Por otro lado, Qin, Y. et al (2021)., demostraron que en células de musculo liso
de la arteria pulmonar (PASMC, por sus siglas en inglés) y modelos de ratas
hipoxicas el papel de METTL3 y YTHDF2 en la progresion de la enfermedad de
interés. EI ARNm como la proteina de METTL3 se encuentran regulados
positivamente en ambos modelos. Asi mismo, la hipoxia aumentd notablemente
la expresion de YTHDF2. La sobreexpresion de estas biomoléculas se vio
reflejada con la proliferacién celular. Mientras que la regulacién negativa de
METTLS impidio la proliferacién y migracion de PASMC inducidas por hipoxia,
lo que sugiere que METTL3 es un impulsor de la proliferacion de PASMC.
Ademas, PTEN (un antagonista de la via PI3K/AKT) se identifica como un gen
objetivo crucial de METTL3. EI PTEN metilado de METTL3 se reconocio a
través de YTHDF2, lo que promovié la degradacion de PTEN, lo que finalmente
provoco la respuesta celular a través de la regulacion de la via de seializacion
PI3K/AKT, lo que sugiere un nuevo abordaje terapéutico de la HP (Figura 32)
(134).
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Figura 32. Papel de METTL3 en la hipertension pulmonar a nivel molecular.
Tomado de Qin, Y. et al (2021). (134).
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4. CONCLUSION.

Actualmente existen medios limitados para lograr revertir eficazmente el
remodelado a nivel vascular y cardiaco, ya que las terapias actuales se han
enfocado en tratar los sintomas y disminuir la progresion de las enfermedades
cardiovasculares. Por esta razon, esta revision se basé en demostrar que
METTL3 es una proteina que estd estrechamente relacionada con las
enfermedades cardiovasculares, ya que es la encargada de transferir un grupo
metilo a los residuos de adenosina en diversos ARN, lo que conlleva a diversas
modificaciones epigenéticas y por tanto, a la regulacidén de la expresion génica

en los procesos biolégicos involucrados en este tipo de patologias

Los estudios presentados en esta revision lograron demostrar que el
silenciamiento de METTL3 conlleva a una disminucién de biomarcadores
especificos en el miocardio, aproximandose a futuras estrategias
farmacoldégicas mediante la regulacion de células residentes en los vasos
sanguineos y el miocardio, interviniendo en moléculas efectoras o
coactivadoras de vias de sefalizacion celular, regulando de esta manera, la
respuesta de las células en mencion. En el caso de la hipertrofia cardiaca, la
disminucion de METTL3 anulé completamente la capacidad de los
cardiomiocitos para sufrir hipertrofia. Por otro lado, en la cardiopatia isquémica,
este silenciamiento conllevo a disminuir la apoptosis de cardiomiocitos y a
promover la autofagia mejorando la funcién cardiaca y la supervivencia en los
paciente, asi como con una reduccidn de la morbimortalidad secundaria a
eventos cardiovasculares mayores. En la ateroesclerosis, la eliminacion de esta
proteina, debilité las capacidades de proliferacion celular y migracion a través
de distintos mecanismos moleculares. En la fibrosis cardiaca, la inhibicién de
METTL3 disminuyé marcadores fibréticos especificos como el colageno tipo | y
[ll. En el aneurisma, se demostré que la disminucion de METTL3 redujo la
inflamacion vascular y la formacion de aneurisma de aorta abdominal.
Finalmente, el papel de METTL3 en hipertension pulmonar carece de muy poca
evidencia cientifica, sin embargo, existe una investigacion en células de
musculo liso de la arteria pulmonar que demuestra que la disminucién de

METTLS3 impide la proliferacién y migracion de PASMC.
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Esta investigaciones demuestran que a través de la metilacion del ARNm
llevada a cabo por METTL3, se permite la estabilidad o degradacion de
diferentes ARNm que participan en diversas vias de sehfalizacion que tienen
como fin una respuesta celular, la sobreexpresion de esta proteina resulta en
respuestas o sefalizaciones descontroladas que conlleva al remodelado
vascular y cardiaco, donde las células funcionales son reemplazadas por
células que buscan la integridad del tejido, sin embargo no cumplen la funcion
de las células residentes. Por lo tanto, disefiar farmacos dirigidos a la
regulacion de METTL3, seria una de las estrategias para evitar la disfuncion

del miocardio en pacientes diagnosticados con ECV.

Teniendo en cuenta que la metilacion m6A es llevada a cabo por un
multicomplejo de proteinas cataliticas, estructurales, lectoras y otras capaces
de hacer reversible esta modificacion postranscripcional, seria interesante que
en futuros estudios se investigara sobre demas componentes que también
participan en la regulacion de la expresion de las proteinas y el mecanismo de

la metilaciéon de m6A en células residentes en el corazon.

Se podria considerar que, aun es un reto determinar las consecuencias de la
inhibicion de METTL3 en células miocardicas, al ser células multifuncionales.
Por consiguiente, todavia se necesitan esfuerzos continuos para disenar y

optimizar estrategias dirigidas al papel de METTLS3.
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