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2.1. Epidemiologia del Sindrome coronario agudo

Las enfermedades del sistema circulatorio constituyen la principal causa de
muerte para el conjunto de la poblacion espafiola. En 2010, ultimo afio para el que
hay datos publicados, produjeron 119063 muertes lo que supone un 31,2% de todas

las defunciones ® (Figura 1).

Figura 1. Causas de defuncion segun CIE
(Clasificacion internacional de enfermedades)
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A nivel mas detallado de enfermedades, las isquémicas del corazon en 2010
causaron 35259 muertes, lo que supone un 9,22% de todas las defunciones, de las
cuales 15039 defunciones ocurrieron en las mujeres (42,7%) y 20220 en los varones
(57,34%) @. Dentro de la enfermedad isquémica del corazén, el infarto agudo de
miocardio es la mas frecuente. Desafortunadamente, esta patologia es muy letal y
las tasas de reingreso se han estimado en 50% en los pacientes de menos de 45

afios y en 38% en los de méas de 75 afios ©.
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Le siguen en frecuencia las Enfermedades cerebrovasculares, el Cancer de
bronquios y pulmon, la Insuficiencia cardiaca y por ultimo las enfermedades crénicas
de las vias respiratorias inferiores (Figura 2). Las isquémicas fueron la primera

causa en los hombres y las cerebrovasculares en las mujeres con un 58,1% .

Figura 2. Defunciones segun las principales causas de muerte

Todas las causas 382.047

Enfermedades isquémicas del corazon  35.259

Enfermedades cerebrovasculares 30.137
Cancer de bronquios y pulmén 20.723
Insuficiencia cardiaca 16.025

Enfermedades cronicas de
las vias respiratorias inferiores 15.662

IME 2010, winwnwi ine es

Muchas de las muertes por isquemia miocardica se producen en la fase de
descompensacion de la enfermedad arteriosclerética coronaria que se conoce como
Sindrome coronario agudo (SCA). La gravedad del SCA y, en consecuencia, la
morbi-mortalidad asociada al mismo depende de manera muy importante de que

durante el mismo se produzca o no necrosis miocardica.

2.2. Definicién y fisiopatologia del Sindrome coronario agudo

El término sindrome coronario agudo hace referencia a todos los cuadros
clinicos relacionados con la isquemia miocardica aguda. La isquemia es una

situacion producida por la deprivacién de oxigeno causada por una disminucion del
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flujo sanguineo a través de las arterias coronarias . La causa mas frecuente de la
isquemia es la reduccion del flujo producida por una disminucion u obstruccion de la
luz arterial debidas principalmente a lesiones aterosclerosas de las grandes arterias
epicéardicas coronarias. Otras causas menos frecuentes de la isquemia son los
espasmos coronarios, trombosis coronaria, embolias, diseccidon espontanea de las

arterias coronarias, enfermedad de los pequefios vasos y arteritis.

En los primeros segundos, después del cese del flujo sanguineo, se agota el
oxigeno y el metabolismo se convierte en anaerobio, esto hace que se alteren las
propiedades elasticas del miocardio, que cese la actividad contractil, que disminuya
el potencial de accién y por lo tanto aparecen cambios electrocardiograficos.
Ademas, la isquemia provoca la liberacion celular de diferentes sustancias que
estimulan las terminaciones nerviosas y provocan el dolor caracteristico de la
isquemia miocéardica. Otra consecuencia de la isquemia es la alteracion de las
propiedades eléctricas de las células cardiacas, al reducir la energia necesaria para
el funcionamiento de la bomba de sodio. Esta alteracion eléctrica provoca a menudo
arritmias cardiacas que pueden ser letales. Por ultimo, la disminucion del flujo
coronario puede ser tan profunda que determine la muerte celular o produzca
necrosis miocardica . Por lo tanto, las consecuencias de la isquemia son: el dolor
coronario o angina de pecho, la disfuncion diastdlica o sistélica y su consecuencia la
insuficiencia cardiaca, las arritmias que pueden determinar la muerte subita y, por
ultimo, la necrosis, es decir el infarto de miocardio. Estas patologias constituyen las
formas de presentacion mas habituales de la cardiopatia coronaria y en un paciente

determinado la enfermedad puede comenzar con cualquiera de ellas, es mas, en su
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evolucidon es habitual que estén presentes mas de una. La angina de pecho es la
forma inicial de presentacion mas frecuente seguida por el infarto de miocardio y la

muerte subita.

2.3. Clasificacion del Sindrome coronario agudo

El electrocardiograma (ECG) permite subdividir rapidamente a los pacientes
con SCA en dos grandes grupos segun si presentan o no elevacion del segmento ST
®) Es importante su diferenciacién dado que el riesgo inmediato, tratamiento y

gestion difieren segun el grupo.

v Pacientes con elevacion del segmento ST:

En presencia de sintomas sugestivos de isquemia miocardica, la elevacion del
segmento ST en el ECG, o la existencia de un bloqueo de rama agudo, identifica al
subgrupo de pacientes con mayor riesgo de complicaciones cardiovasculares graves
a corto plazo. El diagnostico de infarto agudo de miocardio (IAM) se confirmara
posteriormente a la obtencién del ECG mediante la determinacion de marcadores

biol6gicos como veremos mas adelante.

Habitualmente estos pacientes presentan un IAM secundario a una oclusion
coronaria completa que en ausencia de repermeabilizaciébn coronaria derivara la

mayoria de las veces en un infarto de miocardio con onda Q (IMQ).
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v Pacientes sin elevacion del segmento ST:

Representan el grupo mas frecuente y heterogéneo de pacientes, que incluye
aquellos que presentan angina inestable (Al) e sindrome coronario agudo sin

elevacion del ST (SCASEST).

2.4. Definicidon y diagnostico del Infarto de miocardio

El IAM se define como la necrosis miocardica aguda de origen isquémico,
secundaria generalmente a la oclusién trombética de una arteria coronaria . Este
término debe ser usado solo cuando la evidencia de necrosis esta acompafiada de

un contexto clinico compatible con isquemia miocardica.

Los criterios diagnosticos para el infarto de miocardio, segun el ultimo
consenso de especialistas formado por la Sociedad Europea de Cardiologia, el
Colegio Americano de Cardiologia, la Sociedad Americana de Cardiologia y la
Federaci6on Mundial de Cardiologia ©, incluyen la deteccién de los Biomarcadores
cardiacos, preferiblemente de Troponina, junto con evidencia de que el miocardio ha
sufrido isquemia. Esta evidencia puede ser reconocida por los sintomas, por indicios
de perdida de miocardio viable en las pruebas de imagen, por cambios especificos
en el electro cardiograma (ECG) o por desarrollo de ondas Q patolégicas en el

mismo.

10
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2.5. Biomarcadores del Infarto agudo de miocardio

La muerte de las células cardiacas puede ser evidenciada por la presencia en
sangre periférica de diversas sustancias liberadas por los miocitos dafiados:
Mioglobina, Troponinas cardiacas T e |, Creatinin kinasa (CK) y su isoenzima MB

(CK-MB), Lactato deshidrogenasa (LDH), entre otras.

El biomarcador preferido es la troponina cardiaca T o | (TnTc o Tnlc) ya que
es el que presenta mayor especificidad y ademas, tiene una muy alta sensibilidad
clinica ©®. Por lo tanto, encontrar un valor elevado de esta enzima en ausencia de
isquemia debe hacernos sospechar otras causas de necrosis miocardica, como por
ejemplo miocarditis, diseccion aodrtica, trombo embolismo pulmonar, entre otras. Para
realizar el diagnostico de IAM, las guias actuales recomiendan un punto de corte en
el percentil 99 del valor de referencia de la poblacién de individuos sanos con una
imprecision analitica (coeficiente de variacion) menor o igual al 10% en este punto
de corte ©. Debe tomarse la primera muestra de sangre para su determinacién
pocas horas después de iniciados los sintomas y una segunda a las 6 — 9 horas.
Algunos pacientes necesitaran una tercera muestra a las 12 — 24 horas si en las dos
primeras determinaciones la Troponina no resultara elevada y la sospecha clinica de
isquemia fuera muy alta. En un contexto clinico adecuado, solo una determinacion
por encima de los valores normales es suficiente para establecer el diagnostico de
infarto de miocardio. Los valores normales vienen dados por las diferentes técnicas

gue se utilicen para medir la concentracion de troponinas en sangre.

11
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Si la determinacion de Troponina no esta disponible, la mejor alternativa es la
CK-MB masa. Esta enzima se comienza a elevar a partir de las 4 a 6 horas de inicio
del dolor precordial y tiene gran utilidad para valorar reinfartos ya que su vida media
en plasma es de 48 a 72 horas. La determinacion de CK no esta recomendada para
el diagnéstico de infarto de miocardio ya que es una enzima muy poco especifica ©.
La mioglobina es el marcador mas precoz, a partir de las 2 horas de la instauracién
del proceso isquémico puede encontrarse elevada su concentracién en plasma, pero
su principal inconveniente es que su especificidad diagndstica para el dafo
miocéardico es muy baja, aunque esto le confiere un valor predictivo negativo muy
elevado sus determinaciones deben ser confirmadas posteriormente por otro

marcador mas especifico .

Figura 3. Tiempos de aparicion y de permanencia de los marcadores

bioquimicos cardiacos en sangre

Intervalo hasta Duracian de la
. Intervalo hasta -
elevacion . - elevacion
. nivel maximo .
inicial (h) plasmatica

Mioglobina 1-4 6-7h 24 h
CK-MB 312 24h 48-72 h
CK-MB isoformas 2-6 12-16h 18-24 h
Troponina T 312 0,5-2 dias 5-14 dias
Troponina | 3-12 24 h 5-10 dias

Bayon Fernandez etal., 2002

2.6. Papel de la Troponina en la estratificacion de riesgo

cardiovascular

Se entiende por estratificacion de riesgo cardiovascular la elevacion de la
probabilidad de que el paciente con SCA padezca complicaciones cardiovasculares

graves (muerte o IAM no fatal) ya sean a corto o largo plazo.

12
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La estratificacion del riesgo es fundamental a la hora de decidir el tratamiento
y el nivel de ingreso hospitalario que requiere el paciente ®. Los pacientes con SCA
y elevacién del segmento ST son de alto riesgo y deben ser detectados precozmente
para iniciar el tratamiento lo antes posible e intentar limitar el tamafio del IAM. En
estos pacientes las decisiones clinicas se toman sin esperar el resultado de los
biomarcadores. En cambio, los pacientes con SCA y sin elevacion del segmento ST
son un grupo muy heterogéneo con un amplio espectro de riesgo de muerte o
nuevos eventos isquémicos cardiacos a corto plazo, por ello la estratificacion de
riesgo es uno de los objetivos mas importantes en la evaluacion y tratamiento precoz
de estos pacientes. Los biomarcadores tienen un papel muy importante en la

estratificacion de riesgo de estos pacientes.

Ademas de su indiscutido valor para el diagndstico, las troponinas cardiacas
han demostrado su utilidad para la identificacion de individuos de alto riesgo ¢*%. La
elevacion de la troponina por encima de 0,04 ng/mL en pacientes que han
presentado dolor toracico se correlaciona con una alta probabilidad de que la
etiologia de dicha patologia sea la cardiopatia isquémica, aunque el ECG vy el resto
de enzimas no presenten alteracion alguna. Esta capacidad predictiva es aln mas
acentuada en el caso de dolores toracicos prolongados en los que el hallazgo de

cifras elevadas de Tnic se asocia casi siempre con enfermedad coronaria “**).
También se ha visto que aumento de las troponinas a niveles intermedios se

asocian a tasas mas altas de eventos cardiovasculares comparadas con niveles

normales en el contexto de un SCA, pero el significado de estas troponinas con

13
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valores intermedios en pacientes sin clinica es muy variado ®* *®. A pesar que los
valores altos de Tn predicen el riesgo de un evento adverso futuro, se necesitan mas
estudios para encontrar esta relacion con valores intermedios donde el dafio

miocardio atn no es irreversible @7,

La reciente mejora en el rendimiento de los ensayos de troponina para cumplir
con las guias actuales para el diagnéstico de IAM ha resultado en el descubrimiento
de una nueva generacion de ensayos con mejor sensibilidad clinica, las Troponinas
de alta sensibilidad (hsTn). Esta nueva forma de determinar la troponina ha
demostrado ser util para identificar pacientes en riesgo o con probabilidades de

presentar eventos adversos futuros 89,

Los rangos de normalidad de las Tn cardiacas han cambiado con la llegada
de test mas sensibles, pero la validez de las pequefias elevaciones sigue siendo un

tema bastante polémico .

2.7. Necesidad de nuevos biomarcadores

A pesar que en la actualidad las troponinas cardiacas desempefian un papel
central para establecer el diagnostico y estratificar el riesgo del infarto de miocardio,
el interés en encontrar nuevos biomarcadores persiste debido a algunas limitaciones
gue tiene esta determinacion. El comienzo de la elevacion de los niveles sanguineos
de la Troponina ocurre a las seis horas de iniciados los sintomas ya que alrededor

del 90% esta ligada estructuralmente al complejo tropomiosina y s6lo aparece en el

14
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plasma tras lesiones celulares irreversibles (muerte celular) @ limitando su utilidad
para establecer el prondstico y estratificar el riesgo y limitando también la utilidad del
tratamiento. Hay que tener en cuenta también que, si bien su elevacion refleja
necrosis miocéardica, no indica su mecanismo y esto puede ser muy importante para
encontrar nuevas dianas terapéuticas ®°. Por (ltimo, puede elevarse en otras
situaciones diferentes a la isquemia miocardica, como por ejemplo en la insuficiencia

renal, patologia que frecuentemente se asocia a la enfermedad cardiovascular % 2%,

Es muy importante tomar decisiones terapéuticas rapidamente en estos
pacientes con enfermedad cardiovascular, ya que la eficacia del tratamiento
trombolitico y de la angioplastia primaria esta en funcion de la precocidad con que se
realizan en el transcurso del IAM, se considera que una hora de adelanto en el
tratamiento permite salvar 1,5 vidas por cada 1000 pacientes tratados 2. El
desarrollo de nuevas pautas terapéuticas en la angina inestable, incluyendo el
empleo de antagonistas del receptor glucoprotéico llb/llla y la angioplastia coronaria,
han puesto de manifiesto la necesidad de seleccionar con la mayor rapidez posible a

los pacientes que pueden beneficiarse de un tratamiento mas intensivo.

Por ello se plantea la necesidad de encontrar nuevos biomarcadores que
tengan la capacidad de detectar con fiabilidad la presencia de isquemia en ausencia
de necrosis de los miocitos, y que comiencen a elevarse mas precozmente 2. Los
ultimos avances tecnoldgicos y cientificos en el ambito de la gendmica han permitido
el desarrollo de nuevos biomarcadores que permitan abordar las necesidades

actuales y/o mejorar la efectividad del diagnostico y del tratamiento en esta

15
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patologia. Asi surgen los microRNA, pequefios RNA no codificantes que regulan la

expresion génica a nivel post transcripcional.

2.8. microRNAs: Definicion, descubrimiento y biogénesis

Los microRNAs (miRNA o miR) son RNAs de cadena sencilla, de 21 a 22
pares de bases de longitud, que han demostrado tener un papel clave en la
supervivencia, el crecimiento, la diferenciacion y la muerte celular. Los genes que los
codifican estan ubicados en los cromosomas y la mayoria se encuentran agrupados.
Podemos agrupar los microRNAs, segun su localizacion en el genoma, en dos
categorias: a) miRNAs intergénicos, se encuentran entre los genes codificantes de
proteinas y b) miRNAs intragénicos, se encuentran dentro de estos genes. Los
intragénicos pueden ser intronicos o exonicos, segun se encuentren dentro de los
intrones o0 exones del gen codificante de proteinas, y a su vez pueden estar en la
region no codificante 3° 0 5°. La mayoria de los RNAs que se han identificado en

humanos son intergénicos (42%) e intragénicos intronicos (44%) @3,

Fueron descubiertos por Ambros et al. en 1993 mientras estaban estudiando
el desarrollo larval del C. elegans. Describieron el primer RNA: el lin-4 ®¥. Hoy
sabemos, que solo en el genoma humano existen cientos de RNAs. Segun
miRBase, la base de datos en linea que contiene informacion sobre microRNAS,
existen actualmente 6200 secuencias de microRNAs maduros publicados que

incluyen los mas de 700 microRNAs encontrados en humanos .

16



Facultad de Medicina
Universidad Zaragoza Master Iniciacion ala Investigacién en Medicina
Cecilia Asinari

Los microRNAs se generan a partir de transcripciones primarias, llamadas
MiRNAs primarios (pri-miRNASs), producidas por la ARN polimerasa Il o por la RNA
polimerasa Ill. Un complejo de proteinas nucleares llamado "microprocesador" (que
consiste en la proteina Drosha tipo RNasa lll, la doble cadena ARN-proteina de
unién DGCRS8, y una serie de otras proteinas), escinde los pri-miRNAs generando
microRNAs precursores (pre-miRNAs) y permitiendo su exportacion al citoplasma.
Alli, los pre-miRNAs son procesados por un complejo de proteinas que contiene a la
proteina Dicer RNasa tipo Il que escinde al microRNA a su tamafio maduro. El
microARN maduro se asocia con un complejo de proteinas finales llamado miRISC
(complejo microRNA-silenciacion inducida), que lleva a cabo el silenciamiento de los

genes dirigido por el microRNA @9,

Figura 5. Biosintesis de los microRNAs

a Pri-miRNAs are transcribed, usually b The ‘Microprocessor' complex cleaves
by RNA Polymerase || the pri-miRNAs to form pre-miRNAs
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C The Dicer enzyme complex removes the loop d One strand, the mature microRNA, is incorporated into the RISC
from the pre-miRNA hairpin protein complex, and guides translational silencing of the
target mRNA
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2.9. Aplicaciones de los microRNAs

A partir de su descubrimiento se han ido postulando diversas aplicaciones de
los microRNAs, primero determinando la expresién en tejidos y luego, a partir de su
demostracién en sangre periférica, la determinacion en suero/plasma. La mayoria de
las veces solo un microRNA regula la expresion de varios genes con funciones

relacionadas y asi modificar procesos bioldgicos complejos.

Los microRNAs regularian la apoptosis celular y estarian implicados en la
fisiopatologia de muchas enfermedades asociadas con proliferacion celular y
apoptosis. Actuarian reprimiendo la expresion de genes tanto proapoptoticos como
antiapoptoticos. Ademas, se cree que podrian ser utilizados como nuevas dianas

terapéuticas para estas enfermedades .

Se esta evaluando si los microRNA podrian usarse como marcadores de
progresion de las enfermedades, como factores pronosticos y para estratificar el
riesgo, principalmente en el area de la oncologia ya que podrian comportarse como
supresores de tumores y oncogenes. Actualmente se esta evaluando su relacion con
diferentes clases de tumores como Cancer de prostata, Carcinomas escamosos de
cabeza y cuello, Cancer de mama, Leucemia linfoblastica aguda, Mesoteliomas

malignos, entre otros 729,

En el campo de la Endocrinologia y el metabolismo se ha demostrado que la

sobreexpresiéon de miR-375 inhibe la secrecion de la insulina promovida por la
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glucosa ©?. Y un estudio reciente demuestra que miR-122 regula el metabolismo

lipidico en el higado ©Y.

La mayoria de los estudios se basan en la deteccién de los miRNA en los
tejidos pero también pueden ser detectados en sangre periférica y podrian ser
usados como biomarcadores potenciales ®?. Por eso, nos ofrecen una oportunidad
Unica para el diagnéstico de diversas enfermedades, ya que algunos son producidos
especificamente dentro de las células de diferentes tejidos existiendo la posibilidad
de poder ser empleados como marcadores de la patologia especifica de cada uno
®3_El mecanismo de liberacion a la sangre periférica todavia no es claro, pero se
cree que serian secretados en micro vesiculas llamadas exosomas ®¥. También se
ha postulado que los microRNA circulantes o incluidos en estas micro vesiculas
tendrian una funcion de comunicacion celular y de autorregulacion entre células

distantes ©°.

Los microRNA se han convertido rapidamente en un objetivo
farmacologico para el tratamiento de las enfermedades vasculares. El
descubrimiento de los anti-miR (oligonucleétidos antisentido con la secuencia
reversa complementaria de los miRNA objetivo) y de los miRNA-imitacion (RNA
sintético en el que una hebra es idéntica al microRNA maduro y esta destinada a
imitarlo) ha permitido inhibir, de una manera relativamente facil y rapida, la actividad

de miRs individuales in vitro e in vivo ©8 37,
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2.10. microRNAs y Sindrome coronario agudo

Un buen biomarcador de cualquier patologia debe ser accesible utilizando
técnicas no invasivas, econdmico, especifico de la patologia en cuestion y un
indicador seguro de la enfermedad antes que aparezcan los sintomas clinicos. Dado
gue los microRNAs son abundantes, faciles de medir y relativamente estables en
suero/plasma, la sangre periférica es una fuente particularmente atractiva para la
determinacién rutinaria de estas moléculas. A partir de esta premisa, diversos
estudios han intentado demostrar que en muestras de plasma de pacientes con

infarto agudo de miocardio se encuentran elevados diversos microRNAs.

Un estudio realizé un analisis de expresion en tejido miocéardico de los
diversos tipos de miRNA usando RT-PCR y encontraron que 43 miRNAs diferentes
se expresan en diversas patologias cardiacas ®®. Varios estudios los han implicado
en la regulacién de la hipertrofia cardiaca en modelos con ratas en respuesta al
estrés tanto patoldgico como fisiolégico ©° %9, en la regulacién de la apoptosis de los
cardiomiocitos “Y, en la regulacién de las arritmias por isquemia “? y de la

angiogénesis post isquemia “?.

Otros demostraron que diversos subtipos de
microRNAs se elevan en el plasma en diversas patologias cardiacas, y por tanto

podrian ser usados como biomarcadores del infarto de miocardio “+*®

Se ha demostrado que el miR-208 solo se expresa en los miocitos cardiacos
(9 y estudios en animales demuestran que podria se usado como un biomarcador
potencial de dafio miocardico comparado con la Troponina | “9. En un estudio que

analiz6 pacientes con angor demostr6 que los niveles plasmaticos de miR-208
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podian detectar pacientes con IAM con una sensibilidad del 90.9% y una
especificidad del 100% en las primeras 4 horas de iniciados los sintomas de
enfermedad isquémica cardiaca. Este miR, que resulto ser el mas sensible y
especifico de los cuatro miRs investigados en este estudio, pudo detectarse en
todos los pacientes mientras que la Troponina medida paralelamente solo puedo

detectarse en el 85% “9,

Otro trabajo postula a los subtipos -1 y -133 como biomarcadores de la

cardiopatia isquémica, ya que en humanos se elevaron antes que las troponinas “*.

Se estudio también el papel del miR-499 en el infarto de miocardio y se
concluyé que se produce casi exclusivamente en el corazén y esta elevado en
individuos con IAM pero estan por debajo del limite de deteccidn en pacientes sanos

del grupo control “®),
Todos estos estudios apoyan la hipétesis de que los microRNAs presentes en

sangre periférica pueden convertirse en biomarcadores utiles y seguros en la

enfermedad coronaria y en otras enfermedades cardiovasculares.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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3.1. Hipétesis

Las troponinas son los biomarcadores de eleccion en la actualidad, diversos
estudios han demostrado su buena sensibilidad y especificidad. Ademas, se ha
confirmado su utilidad como predictoras y estratificadoras de riesgo ya que valores
altos de Troponina predicen el riesgo de sufrir eventos adversos en el futuro y la
magnitud de su elevacién se correlaciona con ese riesgo. Se postula que valores
intermedios, comprendidos entre 0,05 y 0,5 ng/mL, que no se traducen
fisiopatolégicamente en necrosis miocardica ni clinicamente en IAM, podrian

predecir estos eventos isquémicos graves en el futuro.

En el SCA es muy importante realizar un diagnéstico precoz para poder
instaurar el tratamiento oportuno lo antes posible. Se cree que los microRNAs se
transcriben a nivel celular cuando las células miocardicas sufren un dafio minimo
gue no llega a la muerte celular, en este caso por isquemia, y por ello podrian
realizar un diagnéstico mas precoz que los biomarcadores actuales permitiendo la
instauracion del tratamiento oportuno disminuyendo asi la morbi-mortalidad de esta
patologia. Ademas, podrian ser utilizados como predictores y estratificadores de
riesgo ya que pequefios cambios en su concentracion en sangre periférica, es decir
antes de que se produzca un dafio celular irreversible, nos indicaria el riesgo de

sufrir un evento adverso en el futuro.
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3.2. Objetivos

v Evaluar la utlidad pronostica de valores intermedios de Troponina | en
pacientes con clinica de dolor toracico en relacion con infarto en episodios

posteriores.

v Otro de los propdsitos de este estudio es verificar la utilidad como prueba de
cribado de los valores de microRNA en sangre, para establecer el diagndstico de
IAM, en especial cuando las cifras de Troponinas no otorguen suficiente evidencia

diagnostica.

v Ademas se intentara demostrar la utilidad de los microRNAs en el diagnostico

en humanos y sus posibles ventajas (sensibilidad, especificidad y prondstico) frente

a los marcadores bioquimicos utilizados en la actualidad.
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4. MATERIAL Y METODOS
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El presente trabajo cuenta con dos partes para intentar cumplir con los
objetivos planteados. La primera, analizar las troponinas cardiacas determinadas en
el Laboratorio de urgencias en los ultimos cuatro afios y la segunda, que auln se
encuentra en la fase de recoleccion de muestras, consiste en determinar los niveles

sanguineos de diferentes clases de microRNAs.

4.1. Estudio retrospectivo de la Troponina | como marcador de

riesgo cardiaco

4.1.1. Pacientes

Se recopilaron, mediante el programa informatico del Laboratorio del
urgencias Modulab Gold (lzasa), todas las determinaciones de Troponinas de los
ultimos cuatro afios (de agosto de 2008 a julio 2012) de pacientes del Hospital
Clinico Universitario de Zaragoza, ya sea que visitaron el Servicio de Urgencias o

gue permanecieron ingresados en alguno de sus servicios.

2.4.2. Criterios de clasificacion

Se creo una base de datos que incluye, ademas de los datos personales de
los pacientes como numero de historia clinica, sexo y fecha de nacimiento, las
determinaciones de Tn en las diferentes consultas, a las cuales llamaremos eventos,

y el diagndstico clinico realizado en cada una de ellas.
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Los eventos se clasificaron en tres grupos, segun los valores de troponinas:
grupo bajo, medio y alto. En el primero los valores de Tn son <0,05 ng/ml, en el

segundo se encuentran entre 0,05 — 0,50 ng/mL y en el tercero son >0,50 ng/mL.

Por otro lado, se clasificaron los pacientes con dos eventos segun los valores

de Tn con el objetivo de realizar un analisis posterior mas detallado:

v Grupo | — FALSO PRONOSTICO: valores de Tn medios en un primer evento

gue son seguidas por valores bajos en eventos posteriores.

v Grupo Il - FUTURO RIESGO: valores de Tn medios en un primer evento que

son seguidas por los mismos valores en eventos futuros.

v Grupo lll — PRONOSTICO CORRECTO: valores de Tn medios en un primer

evento que son seguidas por valores altos en eventos futuros.

v Grupo IV — POSIBLE RIESGO: valores de Tn bajos y que en eventos futuros

tienen valores medios.

v Grupo V — NO PRONOSTICADO: valores de Tn que en un primer evento son

bajos y que en eventos futuros tienen valores altos.

v Grupo VI - CONDICIONADOS: valores de Tn que en un primer evento son

altas y que el eventos posteriores son medias.
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4.1.3. Analisis de datos

Se utilizd el programa Microsoft Excel v.2007 (Microsoft) para realizar el
analisis de los datos. Dado que todas las variables del estudio son categéricas se
elaboraron tablas de contingencia para el andlisis de las mismas y se realizo el Test
Chi-cuadrado para evaluar la independencia entre ellas. Se consider6 como

significacion estadistica un valor de p<0,01.

4.2. Determinacion de microRNAs y Troponina |

Paralelamente al trabajo anterior se ha realizado el disefio de los
experimentos que han de conducir al estudio de los microRNAs como
biomarcadores del dafio miocardico. Este experimento va a ser desarrollado en los

préximos afos durante la Tesis Doctoral.

4.2.1. Pacientes

Se incluirdn en forma prospectiva 50 pacientes admitidos en el Servicio de
Urgencias del Hospital Clinico Universitario de Zaragoza con sospecha diagndstica
de IAM, para realizar la determinacion de los microRNAs. Los criterios de inclusion
seran: dolor precordial anginoso en las 24 horas, con -caracteristicas de
empeoramiento de una angina crénica estable, inicio de la angina dentro de los
primeros 30 dias previos a la consulta en urgencias o dolor precordial de reposo o

ante esfuerzos minimos.
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4.2.2. Extraccién de muestras y almacenamiento

A los pacientes incluidos se les realizaran extracciones seriadas a la hora, 6
horas y 12 horas del ingreso en urgencias de sangre total en tubos de EDTA para
realizar la determinacion de microRNAs. Se las centrifugara a 3000 rpm durante 10
minutos para la separacion de la sangre completa a suero y plasma. Posteriormente
se almacenara el plasma en tubos libres de RNAsas a -80°C hasta su

procesamiento.

4.2.3. Preparacion del RNA y gRT-PCR

Para extraer el RNA de la muestras de plasma deben utilizarse kits

especificos de los cuales encontramos diversas opciones segun la marca comercial:

v mIRCURY RNA Isolation kit (Exigon)
v TriZOL LS (Invitrogen)

v mirVana PARIS kit (Ambion)

Se procedera a la sintesis de cDNA a partir de ARN mediante la enzima
transcriptasa reversa (TR). Hay varias TR utilizadas cominmente como la del virus
aviar de mioblastosis, la del virus de leucemia murina y también pueden utilizarse

mezclas de RT. Las casas comerciales no dan diferentes opciones:

v Universal cDNA sintesis kit (Exigon)

v' TagMan MicroRNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystem)
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Finalmente se determinara la concentracion miR-1, miR-133a, miR-499 y miR-
208 en plasma mediante la reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real

(gPCR) en el equipo Light Cycler 480 (Roche).

En cuanto a la amplificacion mediante qPCR, varios métodos se han
desarrollado para cuantificar el producto de la PCR. Hay dos clases de marcadores
fluorescentes: los especificos emplean sondas de acidos nucleicos que se unen a
amplicones especificos y los genéricos utilizan colorantes que se unen a todas las
secuencias de doble cadena de DNA. Segun esta clasificacion y las diferentes casas

comerciales tenemos:

v TagMan small RNA assays (Applied biosystem)

v mercury LNA universal RT microRNA PCR system (Exigon)

Una vez obtenidos los resultados se debe realizar el analisis de los mismos
en la curva de fusion o “melt curve”. Comiunmente se emplean dos estrategias para
llevar a cavo la cuantificacion mediante las curvas de fusion, estas son cuantificacion
absoluta y cuantificacion relativa. La primera utiliza una curva de calibracién que
permiten la generacion d datos especificos y sensibles en tanto que, la relativa no
requiere estandares con concentraciones determinadas porque utiliza genes de

reerencia internos o genes ‘housekeeping”.
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4.2.4. Andlisis de troponinas

A estos mismos grupos y en las mismas extracciones seriadas se les
determinara la concentracidén en suero de la Troponina cardiaca | (Tnlc) mediante un
método inmunoenzimético quimioluminiscente de dos anticuerpos en el equipo

Access 2 Immunoassay System (Beckman coulter).

4.2.5. Andlisis estadistico

El andlisis de los datos obtenidos de la RT-gPCR se realizara mediante el
programa GenEx (Exigon). Para el andlisis estadistico de los datos se utilizara el

software informatico SPSS v.15.
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5. RESULTADOS
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5.1. Estudio retrospectivo de Troponina | como marcador de

riesgo cardiaco

Se determinaron 36359 Troponinas en el Laboratorio e Urgencias, las cuales
pertenecen a 14251 pacientes. Se excluyeron los pacientes con mas de dos eventos
con el propdsito de unificar criterios a la hora de clasificarlos y facilitar el seguimiento

de los mismos.

5.1.1. Analisis del riesgo de la poblacién general

En un primer analisis el objetivo fue probar la capacidad de las Tn con valores
intermedios para estimar el riego de presentar en un evento futuro un posible infarto.
Para ello, se partié de la poblacion inicial (h=13315) y se excluyeron los pacientes
gue en un primer evento tuvieron un valor de Tn alto (>0,50 ng/mL) ya que estos
pacientes presentaron un infarto en el primer evento y el riesgo de presentar otro
esta condicionado. También se excluyeron aquellos pacientes que en un segundo
evento tuvieron un valor medio (entre 0,05y 0,5 ng/mL) ya que constituyen una zona
indefinida que solo podran evaluarse en el futuro. Finalmente se trabajo con 11108

pacientes.

La probabilidad de sufrir un posible infarto (Tn>0,50 ng/mL) dado que en el
primer evento el valor de las Tn fueron bajas es del 0,79%, mientras que la
probabilidad de sufrir un posible infarto aumenta a 2,31% cuando en el primer evento

el valor de las Tn fue medio. En la Tabla 1 se presentan los resultados en la tabla de
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contingencia. Se realizé una prueba de Chi cuadrado y se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las probabilidades de infarto (p<0,01). Por lo
tanto, podemos decir que un posible infarto de miocardio es 3 veces mas probable si

en el primer evento se determinan Tn medias (OR=2,99).

Tabla 1. Probabilidad de posible infarto

29 Evento
12 Evento Normal Posible IAM Total
Tn bajas 9090 72 9162
Tn medias 1901 45 1946
Total 10991 117 11108

X? ajustado = 34,44
X? critico al 99% = 6,63

X* obervasdo = 35,89
Prob = 2,1E-09

Como se muestra la Tabla 2, la probabilidad de sufrir un evento adverso
coronario (IAM, SCA sin elevacion del ST, Angor, Cardiopatia isquémica en general
0 exitus) es del 0,36% si en el primer evento el valor de las Tn fue bajo, pero esta
probabilidad asciende al 1,23% si el valor fue medio. Al realizar el Test estadistico
de Chi cuadrado se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las
probabilidades de un evento coronario (p<0,01). Por lo tanto, podemos decir que la
probabilidad de que un paciente que en el primer evento tuvo valores de Tn medios
presente un efecto adverso es del 78% comparado con un paciente que en el primer

evento tuvo valores de Tn bajos (OR=3,45).
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Tabla 2. Probabilidad de evento adverso coronario

29 Evento
12 Evento Sin EAC Con EAC Total
Tn bajas 9129 33 9162
Tn medias 1922 24 1946
Total 11051 57 11108

X* obervasdo = 23.97
Prob = 9.79E-07

X? ajustado = 22.29
X? critico al 99% = 6,63

Master Iniciacion a la Investigacion en Medicina
Cecilia Asinari

Se realizo el estudio estadistico por separado segun el diagnostico en el

segundo evento, IAM o EXxitus, y se encontr0 que en estos casos también existen

diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (p<0,01).

resultados se muestran en las Tablas 3y 4.

Tabla 3. Probabilidad de IAM

22 Evento
12 Evento Sin IAM Con IAM Total
Tn bajas 9145 17 9162
Tn medias 1935 11 1946
Total 11080 28 11108

X* obervasdo = 9.20

X? ajustado = 7.76

Prob = 2.41E-03 X? critico al 99% = 6,63

Tabla 4. Probabilidad de Exitus

292 Evento
12 Evento Sin Exitus Con exitus Total
Tn bajas 9147 15 9162
Tn medias 1932 14 1946
Total 11079 29 11108

X? ajustado = 16.96
X? critico al 99% = 6,63

X* obervasdo = 19.04
Prob = 1.3E-05

Los
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5.1.2. Seguimiento de los pacientes con riesgo de presentar un

evento adverso futuro

Partiendo de los resultados del anterior andlisis se realizd un seguimiento de
los pacientes con riesgo de presentar un evento adverso en el futuro (IAM o Exitus).
Se partié desde la misma poblacion inicial que el anterior andlisis y se selecciond
una subpoblaciéon (n=527) en la que en algun evento los valores de Tn estuvieron
entre 0,05 y 0,50 ng/mL, por lo tanto se excluyeron a los pacientes a los cuales en

los dos eventos las Tn fueron bajas o altas (Figura 1).

Figura 6. Determinaciones de Tn en dos eventos

12%

26%

H Tn bajas en los dos eventos B Tn altas en los dos eventos E Tn medias al menos en un evento

A esta subpoblacién se la clasifico en grupos segun los valores de Tn para
poder realizar un mejor analisis de los datos (Figura 7). Hay 319 hombres y 207
mujeres (61% y 39% respectivamente) y segun la distribucién por edad, la mayoria
de los pacientes (67%) estan comprendidos entre los 70 y los 90 afios de edad

(Tabla 2).
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Figura 7. Clasificacion segun valores de Tn

189

145

57
45

Grupo | -Falso  Grupo Il - Futuro Grupo I - Grupo IV - Posible Grupo V- No Grupo VI -
prondstico riesgo Prondstico Riesgo pronosticado Condicionados
correcto

Tabla 2. Distribucidn de edades segtin clasificacion

Se escogieron el grupo lll, de prondstico correcto, (Tn entre 0,05y 0,5 ng/mL
en un primer evento que son seguidas por valores mayores a 0,5 ng/mL en el
segundo) y el grupo V, no pronosticados (Tn que en un primer evento son menores a
0,05 ng/mL y que en el segundo evento tienen valores mayores a 0,5 ng/mL) para
comparar el riesgo de sufrir un evento adverso en el futuro. Se revisaron los

diagnosticos clinicos en el primer y segundo evento y se contabilizaron los pacientes
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que presentaron patologias cardiacas en el segundo evento relacionadas con el

SCA, especialmente IAM y Exitus (Figura 8).

Figura 8. Diagnostico en el segundo evento seglin grupos

15

D

IAM SCASEST ANGOR Cl EXITUS

B Diagnodstico 2 evento Grupo IlI - Prondstico correcto
@ Diagndstico 2 evento Grupo V - No pronosticado

Se analizo también, el tiempo que pasa entre el primer y el segundo evento,
encontrando que la mayoria (63%) vuelve antes del primer afio y que en los

primeros tres meses vuelve un 30% de los pacientes (Figura 9).

Figura 9. Tiempo entre el primer y segundo evento

44%

3 meses 6 meses 9meses lafio lafioy 2afios 3afios 4 afos
1/2

B Grupo Il - Prondstico correcto O Grupo V - No pronosticado
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5.2. Determinacion microRNAs mediante RT-gPCR y su

comparacion con Tnlc

Se presenta la eleccion de la metodologia y los materiales que van a ser
utilizados, asi como los resultados esperados del experimento que va a ser

desarrollado en los proximos afios durante la Tesis Doctoral.

Se utilizard como kit de extraccion mIRCURY RNA Isolation kits (Exigon)
debido a su compatibilidad con la marca del equipo de RT-gPCR. Se decide utilizar
el kit Universal cDNA sintesis kit (Exigon) para la sintesis de cDNA vy el kit mircury
LNA universal RT microRNA PCR system (Exiqon) que utiliza marcadores
fluorescentes genéricos (SYBR Green master mix, Exiqon) y diferentes “primers”
para cada tipo de microRNA que queramos determinar. El andlisis de los datos de
las curvas de fusion se realizaran de manera relativa utilizando genes de referencia

internos (control primer sets, Exiqon).

Esta etapa del trabajo se encuentra en fase de recoleccion de muestras pero
se espera encontrar niveles elevados de miR-1, miR-133a, miR-499 y miR-208 en
suero de pacientes con IAM asi como demostrar su utilidad como biomarcadores en
la urgencia médica ya que permitiran realizar el diagndstico mas precozmente que la

Troponina I, con niveles de sensibilidad y especificidad similares.
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7. DISCUSION Y CONCLUSIONES
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Las enfermedades cardiovasculares son un problema de salud muy
importante en Espafa. Las Troponinas cardiacas son el pilar diagnostico sobre el
gue se apoya la clinica y la terapéutica de muchos de los Sindromes coronarios que
se evaltan en los Servicios de Urgencias y ademas, han demostrado su utilidad para
la estratificacion del riesgo cardiovascular ®. Un ligero aumento de las Troponinas
se asocian a tasas mas altas de eventos cardiovasculares comparadas con niveles
normales en el contexto de un SCA, pero el significado de estas Troponinas con

pequefias elevaciones en pacientes sin clinica es muy variado ©

, por lo tanto el
objetivo de esta investigacion ha sido comprobar la utilidad de la Troponina | con

valores ligeramente elevados como biomarcador de riesgo.

Diferentes estudios demostraron que pacientes con Tn iniciales medias
presentaron una elevacion posterior de Tn pero concluyeron que estas no indican un
SCA por si mismas ®®. Por otra parte, un estudio demostré que los valores
intermedios de Tn son un marcador prondéstico independiente de mortalidad pero
s6lo en pacientes ingresados en la Unidad de Cuidados Intensivos y sin diagndstico
inicial de SCA “®. Hay que mencionar que en todos los estudios que evaltan la
utilidad de las ligeras elevaciones de Tn no hay un consenso con respecto al rango
de valores. En el presente estudio se recopilaron las determinaciones de Tnl de los
Gltimos cuatro afios que se realizaron en el Hospital Clinico Universitario de
Zaragoza. De acuerdo con esta investigacion, aquellos pacientes con un valor de Tnl
ligeramente elevado presentaron mayor riesgo de tener un importante aumento de
Tnl en el futuro compatible con SCA. Al analizar detalladamente los diagndsticos

clinicos de estos pacientes se encontré que la probabilidad de sufrir un infarto agudo
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de miocardio o de fallecer es mayor si los valores iniciales de Tnl presentan valores
medios que si son normales. Por lo tanto, al igual que las elevaciones evidentes de
este biomarcador, las Tnl con valores medios también deben ser consideradas, tanto

predictoras como estratificadoras de riesgo cardiovascular.

La reciente mejora en los ensayos de Troponina ha resultado en el
descubrimiento de una nueva generacién de ensayos con mejor sensibilidad clinica,
las Troponinas de alta sensibilidad (hsTn). Esta nueva forma de determinar la
troponina ha demostrado ser util para identificar pacientes en riesgo o con
probabilidades de presentar eventos adversos futuros. En los estudios clinicos con
las nuevas Tn ultrasensibles el diagndstico es mas temprano y mas frecuente pero
los aumentos de Tn debidos a problemas cardiacos no isquémicos también son
mucho mas comunes. Aunque esta nueva generacion de ensayos ya se utilizan en
algunos centros, en nuestro medio todavia no estan disponibles y la Unica
determinacién que se realiza en la Comunidad de Aragdn es la de Troponina I, la

gue se realiza en este Hospital y la utilizada en este estudio.

Debido a las limitaciones anteriores, en cuanto a la falta de consenso sobre
las pequefias elevaciones de Tn y a los nuevos problemas que plantea la
determinacién de hs-Tn, encontrar nuevos biomarcadores que sean capaces de
diagnosticar, asi como predecir el riesgo de sufrir un evento coronario futuro, mas
precozmente tiene una notable importancia socio sanitaria (necesidad de utilizacion
de recursos clinicos y terapéuticos costosos y de limitada disponibilidad) y socio
econdmica (causa de incapacidades transitorias o permanentes, entre otras).

Existen estudios que indican que el nivel de ciertos microRNAs se elevan en
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pacientes con IAM de manera precoz “®. Partiendo de esta hipétesis, se plantea
desarrollar una futura investigacion durante la Tesis Doctoral que intente probar que
los microRNAS son de utilidad como prueba de cribado para establecer el
diagnéstico de IAM, en especial cuando las cifras de Troponinas no otorguen
suficiente evidencia diagndstica y las nuevas técnicas ultra sensibles planteen un
reto clinico para diferenciar las elevaciones debidas a una enfermedad isquémica o
a nuevas entidades patologicas diferentes de las asociadas a los sindromes

isquémicos agudos.

En este nuevo estudio se realizara una PCR a tiempo real (RT-gPCR) para la
determinacion de diversos microRNAs en sangre periférica. Ademas, a las muestras
recolectadas en el Servicio de Urgencias a las que se les ha determinado el nivel de
microRNAs se les medira la concentracion de Tnl. Los resultados de ambas pruebas
se van a comparar en términos de sensibilidad, especificidad y pronostico. Se
espera encontrar niveles elevados de miR-1, miR-133a, miR-499 y miR-208 en suero
de pacientes con IAM y probar su utilidad como biomarcadores en la urgencia

médica.
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