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Resumen

Las enfermedades cardiovasculares, encabezadas por el infarto agudo de miocardio
(IAM), son la causa mas frecuente de muerte e incapacidad a nivel global y en nuestro
entorno. Las bases etiologicas del IAM son complejas e intervienen tanto factores
ambientales como hereditarios. La constante evolucion de las redes asistenciales y los nuevos
tratamientos han mejorado la supervivencia inicial del IAM, pero el riesgo de recurrencias y

de complicaciones a largo plazo como la insuficiencia cardiaca contintia siendo elevado.

Como determinantes genéticos de riesgo de IAM se han identificado decenas de
polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs), cada uno de los cuales asocia un pequefio
incremento del riesgo. Asi, para la realizacion de una estimacion global, se han desarrollado
escalas de riesgo poligénico (GRS) integradas por multiples SNPs. Hasta ahora, los GRS
habian sido evaluados en la poblacion general, pero su utilidad entre pacientes que ya han

sufrido un IAM es en gran medida desconocida.

Como reguladores altamente especificos de la expresion génica, los microRNAs
(miRNAs) estan emergiendo como nuevos biomarcadores, habiendo sido identificados como

actores clave en el desarrollo de enfermedades.

La presente Tesis Doctoral aborda como objetivo general caracterizar la utilidad de
estas dos familias de reguladores génicos en el IAM: SNPs y miRNAs, como biomarcadores
con finalidad prondstica a largo plazo en pacientes con IAM, asi como analizar la potencial
implicacion de los miRNAs en el dafio miocardico crénico tras IAM, y por tanto, su

capacidad para constituirse como nuevas dianas terapéuticas.

En primer lugar, dado que la prevalencia de variantes genéticas de riesgo en
poblacién joven no diabética que presenta un IAM es superior a la de la poblacion general, se
plante6 un estudio clinico prospectivo en una cohorte de 81 pacientes con IAM y elevada
susceptibilidad hereditaria. Dicho estudio nos ha permitido documentar que el perfil genético
evaluado con un GRS basado en 11 SNPs esta asociado con una mayor probabilidad de
eventos cardiovasculares recurrentes futuros, incrementando el rendimiento de los algoritmos

de estratificacion prondstica tras IAM.
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Sucesivamente, se puso en marcha un ambicioso programa de identificacion y
validacion de miRNAs en IAM para su utilizacion en practica clinica. Para ello se plante6 un
estudio clinico prospectivo en una cohorte general de 311 pacientes con IAM con
seguimiento a largo plazo, se establecié una cohorte de control con poblacion sana y se

realizaron varios modelos experimentales in vivo e in vitro.

El estudio clinico nos ha permitido identificar, de forma inédita, una combinaciéon de
miRNAs desregulados en IAM con capacidad de constituirse en biomarcadores con utilidad
prondstica. De forma destacada, miR-21-5p, miR-23a-3p, miR-27b-3p, miR-122-5p, miR-
210-3p y miR-221-3p fueron capaces de identificar a pacientes con mayor riesgo de
desarrollo de insuficiencia cardiaca y mortalidad cardiovascular a largo plazo tras IAM. La
informacion proporcionada por estos miRNAs fue independiente y adicional a ofrecida por

las variables clinicas, mejorando todas las estrategias de prediccion de riesgo actuales.

Adicionalmente, los hallazgos de los modelos experimentales in vivo de oclusion
coronaria permanente e isquemia reperfusion en ratas, asi como los modelos in vifro en
cardiomiocitos H9¢2, correlacionaron con los resultados obtenidos en pacientes, validando
estos modelos experimentales para el estudio de las bases génicas y moleculares por las que
los miRNAs ejercen el papel regulador que les dota de utilidad pronoéstica. Finalmente, la
modulacion exogena en cardiomiocitos de dos de los miRNAs mas prometedores (miR-210-
3p y miR-23a-3p) indujo cambios en la expresion en varios genes fundamentales para el
proceso de apoptosis y remodelado ventricular adverso tras IAM que pueden estar en relacion

con su capacidad pronostica a nivel clinico.

Para concluir, el estudio de biomarcadores génicos en el IAM ha permitido constatar
la utilidad pronoéstica de una escala de riesgo poligénico en pacientes con IAM. De forma
destacada, el estudio de identificacion y valoracion pronostica de miRNAs en pacientes con
IAM realizado en el presente trabajo constituye un ejemplo de investigacion traslacional
bench to bedside en el que, partiendo de unos resultados prometedores en pacientes, se han
podido explorar en modelos in vitro e in vivo los mecanismos que regulan la adaptacion
celular tras un dafio isquémico agudo, y que pueden justificar su utilidad prondstica. Asi, el
resultado de este trabajo evidencia la posible utilidad de estos biomarcadores génicos en la
practica clinica y permite sentar las bases para el desarrollo de potenciales tratamientos

dirigidos en un futuro.
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Summary

Cardiovascular diseases, with acute myocardial infarction (MI) in the lead, remain the
first cause of mortality and disability both worldwide and in our setting. Etiopathogenic
mechanisms underlying MI are complex, with a sum of environmental and hereditary factors.
The constant improvement in healthcare networks and therapies have improved initial
survival of M1, but the long-term risk of new events and complications such as heart failure

remains significant.

As genetic determinants of risk for MI, dozens of single nucleotide polymorphisms
(SNPs) have been identified, each of which is associated with a small increase in risk. Thus,
to carry out a global estimate, polygenic risk scores (GRS) made up of multiple SNPs have
been developed. Until now, GRS have been evaluated in the general population, but their

usefulness among patients who have already suffered an Ml is largely unknown.

As highly specific regulators of gene expression, microRNAs (miRNAs) are emerging

as new biomarkers, having been identified as key mediators in the development of diseases.

The present Doctoral Thesis addresses the general objective of characterizing the
usefulness of these two families of gene regulators in MI: SNPs and miRNAs, as biomarkers
for long-term prognosis in patients with M1, as well as analyzing the potential involvement of
miRNAs in chronic myocardial damage after MI, and therefore, their ability to become new

therapeutic targets.

In the first place, given that the prevalence of risk genetic variants in the young non-
diabetic population with MI is higher than that of the general population, a prospective
clinical study was proposed in a cohort of 81 patients with MI and high susceptibility. This
study has allowed us to document that the genetic profile evaluated with a GRS based on 11
SNPs is associated with a greater probability of future recurrent cardiovascular events,

increasing the performance of prognostic stratification algorithms after MI.

Subsequently, an ambitious program for the identification and validation of miRNAs

in MI was launched for their use in clinical practice. For this, we set up a prospective clinical



study in a general cohort of 311 patients with MI and long-term follow-up, a control cohort

with healthy population and several in vivo and in vitro experimental models.

The clinical study has allowed us to identify, for the first time, a combination of
miRNAs with the ability to become biomarkers with prognostic utility. Notably, miR-21-5p,
miR-23a-3p, miR-27b-3p, miR-122-5p, miR-210-3p and miR-221-3p were able to identify
patients with a higher risk of development of heart failure and long-term cardiovascular
mortality after MI. The information provided by these miRNAs was independent and
additional to that offered by the clinical variables, improving all current risk prediction

strategies.

Additionally, the findings of the in vivo experimental models of permanent coronary
occlusion and ischemia-reperfusion in rats, as well as the in vitro models in H9c2
cardiomyocytes correlated with the results obtained in patients, validating these experimental
models for the study of the genetic and molecular bases by the that miRNAs exert the
regulatory role that gives them prognostic utility. Finally, the exogenous modulation in
cardiomyocytes of two of the most promising miRNAs (miR-210-3p and miR-23a-3p)
induced changes in the expression of several target genes fundamental for apoptosis and
adverse ventricular remodeling after MI that can be related to its prognostic capacity at the

clinical level.

To conclude, the study of gene biomarkers in MI has made it possible to verify the
prognostic usefulness of a polygenic risk score in patients with MI. Notably, the study of
identification and prognostic assessment of miRNAs in patients with MI carried out in the
present work constitutes an example of translational bench-to-bedside research in which,
based on promising results in patients, it has been possible to explore through in vitro and in
vivo models, the underlying mechanisms that regulate cell adaptation after acute ischemic
damage, which gives them prognostic utility. Thus, the results of this work prove the
potential usefulness of gene biomarkers in clinical practice and allows to lay the foundations

for the development of potential targeted treatments in the future.
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Abreviaturas

AUC Area under the curve - Area bajo la curva

ARA-II Antagonista de los receptores de angiotensina II

BNP Péptido natriurético cerebral

BSA Bovine serum albumin - Albumina de suero bovino

cDNA DNA complementario

C-HDL Colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad

C-LDL Colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad

cNRI Continuous net reclassification improvement index - Indice de

reclasificacion neta continua

G Cycle threshold / Umbral de ciclo

crv Cardiovascular

DLCN Dutch Lipid Clinic Network

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium

DNA Acido desoxirribonucleico

EAC Enfermedad arterial coronaria

ECG Electrocardiograma

ESC European Society of Cardiology - Sociedad Europea de Cardiologia

X



FBS Fetal bovine serum - Suero fetal bovino

FEVI Fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo

FG Tasa de filtrado glomerular estimado

GnomAD Genome Aggregation Database

GO Gene Ontology database

GRACE Global Registry of Acute Coronary Events

GRS Genetic risk score / Puntuacion de riesgo poligénico

GWAS Genome-wide association study - Estudio de asociacion global del
genoma

HIF Hipoxia Inducible Factor

HF Hipercolesterolemia familiar

HR Hazard ratio — Cociente de riesgo

I/R Isquemia-reperfusion coronaria

IAM Infarto agudo de miocardio

IAMCEST Infarto agudo de miocardio con elevacion del segmento ST

IAMSEST Infarto agudo de miocardio sin elevacion del segmento ST

I1C Insuficiencia cardiaca

ICP Intervencionismo coronario percutaneo

1C95% Intervalo de confianza al 95%

IDI Integrated discrimination improvement index — indice de mejora de

discriminacion integrada

IECA Inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina



.

LNA

IncRNA

MACE

miR

miRNA

MMP

mRNA

ncRNA

NT-proBNP

Nx

NYHA

oP

OR

P4

PBS

PCR

qRT-PCR

RNA

intravenoso
Locked nucleic acid / 4cido nucleico bloqueado
Long non-coding RNA - RNA no codificante de cadena larga

Major adverse cardiac events — Eventos cardiovasculares agudos

mayores

Micro RNA

Micro RNA

Metaloproteinasas de la matriz extracelular
RNA mensajero

RNA no codificante

Prohormona N-terminal del péptido natriurético cerebral
Normoxia

New York Heart Association

Oclusion coronaria permanente

Odds Ratio — Razo6n de probabilidad

Presion arterial

Phosphate buffered saline - Buffer fosfato salino
Reaccion en cadena de la polimerasa

Quantitative real-time polymerase chain reaction -

Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa a tiempo real

Acido ribonucleico

X1



ROC

rRNA

RT

s.c.

SCA4
SCACEST
SCASEST

SIRNA

SNP
snRNA
snoRNA
e
TIMI
TIMP-1
TGFp
tRNA
UCI-CV
VEGF
Vi

Vus

Xil

Receiver operating characteristic - Caracteristica operativa del

receptor

RNA ribosémico

Retrotranscripcion

subcutaneo

Sindrome coronario agudo

Sindrome coronario agudo con elevacion del segmento ST
Sindrome coronario agudo sin elevacion del segmento ST

Short interfering RNA — RNA pequefio de interferencia o RNA de

silenciamiento

Single nucleotide polymorphism - Polimorfismo de nucleétido tnico
Small nuclear RNA — RNA nuclear pequeiio

Small nucleolar RNA — RNA nucleolar pequefio
Tomografia computarizada

Thrombolysis In Myocardial Infarction

Inhibidor tisular de la metaloproteasa 1 de la matriz
Transforming growth factor-3

RNA de transferencia

Unidad de Cuidados Intensivos Cardiovasculares
Vascular Endothelial Growth Factor

Ventriculo izquierdo

Variante de significado incierto
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1. INTRODUCCION

“The heart deserves to be styled the starting point of life and the sun of our

microcosm just as much as the sun deserves to be styled the heart of the world”.

“De Motu Cordis”. Sir William Harvey (1628).!

1.1 Infarto agudo de miocardio

1.1.1 Definicion y epidemiologia

Las enfermedades cardiovasculares continuan siendo la causa més frecuente de
muerte e incapacidad, tanto a nivel global como en paises desarrollados.?® También son
la primera fuente de discapacidad y de mayor coste econdmico para los sistemas
sanitarios de todos los paises desarrollados. El sustrato comun a la mayor parte de estas
enfermedades es el desarrollo de aterosclerosis. El infarto agudo de miocardio (IAM)
encabeza este grupo de enfermedades por su trascendencia clinica y la predisposicion del

lecho vascular coronario a la formacion de placas ateroesclerdticas.

Se define universalmente el IAM como la presencia de un dafio miocardico agudo
identificado en el contexto de isquemia miocardica aguda.* El dafio miocardico se
establece mediante la identificacién de valores anormalmente elevados de troponina,
proteina sarcoplasmica constitutiva del miocardio, reflejo de la lisis celular de
cardiomiocitos. Para que este dafio sea considerado agudo los valores de troponina deben
seguir una curva ascendente-descendente. La isquemia miocardica aguda es el resultado
del desequilibrio entre aportes y demanda de oxigeno por parte del tejido miocardico,

pudiéndose manifestar en forma de sintomas, cambios electrocardiograficos (ECQG)
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agudos tipicos, desarrollo de ondas Q patologicas, pruebas de imagen indicativas de
pérdida de funcién miocardica o identificacion angiografica de un trombo coronario. El
IAM producido por enfermedad arterial coronaria (EAC) aterotrombotica es designado
como [AM tipo 1, siendo el tipo mas frecuente. A lo largo de la presente Tesis Doctoral la

denominaciéon de IAM corresponde al IAM tipo 1.

El IAM producido por rotura de placa aterosclerética forma parte del espectro del
sindrome coronario agudo (SCA). Debido a la necesidad inmediata de establecer una
estrategia de reperfusion concreta, se clasifica a los pacientes como sindrome coronario
agudo con elevacion del segmento ST (SCACEST) o de sindrome coronario agudo sin
elevacion del segmento ST (SCACEST). El SCACEST es el resultado de la oclusion
trombotica aguda total o subtotal de una arteria coronaria epicardica, que en caso de no
ser sometida a reperfusion precoz ocasionard necrosis miocardica transmural. El
diagnostico de SCASEST se realizara en presencia de sintomas o signos de isquemia
miocéardica aguda, pero sin elevacion del segmento ST; en caso de constatarse la
existencia de dafio miocéardico agudo tendra consideracion de IAM, de lo contrario se

denomina angina inestable.
Tendencias temporales del IAM

A pesar de las politicas de promocion de la salud, las enfermedades
cardiovasculares causan la muerte de mas de 4 millones de europeos al afio, todavia por
delante del cancer.’ La cardiopatia isquémica es el origen del 38% de las muertes en
varones y del 44% en mujeres. También suponen la primera causa de pérdida de afios
potenciales de vida. Las series temporales indican un descenso progresivo de la
mortalidad cardiovascular global y prematura en Europa a lo largo de las tltimas décadas,
especialmente evidente en paises de mayor desarrollo econdmico.’ En contraste, Espaiia,
que clasicamente ha presentado una prevalencia y mortalidad inferior a otros paises
europeos, ha presentado un incremento de las cifras de mortalidad cardiovascular global.
Si se analiza en exclusiva la cardiopatia isquémica, la mortalidad ha descendido en
Europa y en Espafa en las tltimas décadas, aunque esta tendencia descendente estd
decelerandose tanto en Europa como en EEUU, probablemente como consecuencia del

crecimiento de factores de riesgo como la obesidad y diabetes.>¢

Dentro del espectro del IAM, se estan produciendo cambios en el patréon de

presentacion predominante. En la mayor parte de los paises desarrollados se observa un
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descenso sostenido en la incidencia global del IAM a expensas de un menor niumero de

SCACEST, mientras que los SCASEST han permanecido relativamente estables hasta
convertirse en la manifestacion mas frecuente en la actualidad.” La prevalencia de la
cardiopatia isquémica se incrementa con la edad, pero la importancia de los pacientes
jovenes con IAM no es residual, hasta el punto de que 75 de cada 1000 varones adultos de
45-54 afios en EEUU ha sido diagnosticado de TAM.® En Europa, las enfermedades
cardiovasculares son la causa mas frecuente de muerte prematura en varones, por delante
de cualquier otra enfermedad.’ Entre los pacientes jovenes, el riesgo de presentar un
nuevo evento cardiovascular o fallecer por esta causa a lo largo de la vida continuara
siendo muy elevado.”!'® A nivel econdmico, las enfermedades cardiovasculares son las
que conllevan mayor gasto a los sistemas sanitarios, alcanzando el 19% del total en paises

de nuestro entorno.!!-!2

1.1.2 Fisiopatologia

La fisiopatologia de la aterosclerosis es compleja, y a ella contribuyen multiples
mecanismos que actuan por vias complementarias. El inicio de la aterosclerosis se
produce por la acumulaciéon a nivel endotelial de lipoproteinas susceptibles de sufrir
procesos de oxidacion o glucosilacion no enzimatica, cuyo resultado es la formacion de
hidroperoxidos y productos de degradacion como lipoproteinas modificadas. En este
punto, se produce una liberacion de citocinas (IL-1, TNF-a, etc.) como mediadores de
inflamacion endotelial. Esto induce la expresion de moléculas de adhesion celular para el
reclutamiento de monocitos y linfocitos en la intima arterial, inicidndose la formacion de
la estria grasa. Una vez en la intima, los monocitos se transforman primero en
macrofagos, y debido a la captacion de lipoproteinas en el espacio extracelular,
finalmente lo hacen en células espumosas con alto contenido lipidico. Los macréfagos
tienen un cardcter depurador por su capacidad de migrar al torrente sanguineo una vez
convertidos en células espumosas. Sin embargo, la acumulacion arterial de lipidos en
mayor medida que su eliminacién induce la apoptosis de algunas células espumosas que
forman el nucleo necrético rico en lipidos, caracteristico de las placas aterosclerdticas con

riesgo de ruptura.

En fases mas avanzadas de la aterosclerosis se ven involucrados otros mecanismos
que conducen a la evolucion y rotura de la placa. Asi, las células del musculo liso arterial

juegan un papel fundamental para la proliferacion del colageno de la matriz extracelular y
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la transformacion en placa fibrosa, en respuesta a la produccion de citocinas y factores de
crecimiento (TGF-B3, PDGF) segregadas por las células endoteliales y leucocitos. Otra via
complementaria es la de la trombosis y coagulacion, en la que se produce activacion
plaquetaria, que facilita la formacion de microtrombos en la superficie endotelial, asi
como mayor secrecion de factores promotores de respuesta fibrotica. En las placas
ateroescleroticas establecidas tienden a formarse plexos microvasculares que pueden
funcionar como puerta de entrada de linfocitos a las placas de ateroma, y también a la

extravasacion, trombosis in situ y hemorragia intraplaca.

La aterosclerosis tiene un carécter progresivo, y cursa de forma intermitente en el
espacio y tiempo, con mayor predileccion por unas regiones que otras. El desarrollo de la
aterogénesis puede extenderse a lo largo de afios con caracter asintomatico o “preclinico”,
pero puede manifestarse de forma aguda en forma de IAM o muerte subita cardiaca. Esto
ha llevado a cambiar la antigua denominacién de enfermedad arterial coronaria (EAC)
estable al mas reciente término de sindrome coronario crénico (SCC), a fin de reconocer

su naturaleza dinamica.

Un IAM se produce por la rotura e inestabilidad de una placa ateroesclerdtica en
las arterias coronarias epicardicas, que en su inmensa mayoria no ocasionaban una
estenosis significativa de forma previa al episodio. El mecanismo mas habitual es la
erosion superficial del endotelio o fisura de la cubierta fibrosa de una placa, que pone en
contacto proteinas procoagulantes de las células espumosas como el factor histico con
factores de coagulacion vasculares, cuya consecuencia es la formacion de un trombo

intravascular oclusivo.

Respuesta celular a isquemia, transicion epitelio-mesénquima y fibrosis

miocardica.

El oxigeno es el mediador principal en las vias del metabolismo aerdbico en
organismos aerobicos. Las células tienen desarrollados mecanismos adaptativos y de
supervivencia destinados a mantener su homeostasis en situaciones de tension de oxigeno
reducida. El regulador clave de la adaptacion celular a la reduccién de oxigeno es el
Hypoxia Inducible Factor (HIF), un factor de transcripcion compuesto por una
subunidad-o, degradada en el citoplasma en situaciones de normoxia y una subunidad-f3
localizada en el nucleo y no sensible al oxigeno. Dentro de la subunidad-a se distinguen

tres isoformas: HIF-1a, HIF-2a. y HIF-3a, con funciones reguladoras complementarias. '
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En condiciones de hipoxia, HIF-o no se degrada, se acumula y termina por

traslocarse al nicleo donde forma heterodimeros a-3, que se unen a secuencias diana de
DNA ubicadas en varios genes y que se conocen como Hypoxia Response Elements
(HRE), activandolos. Hay decenas de genes diana con secuencias HRE, regulando
procesos de glicolisis, captacion de glucosa (GLUT1), metabolismo del lactato (LDH),
vasodilatacion (iNOS), angiogénesis (VEGF), produccion de eritropoyetina (EPO) o
eliminacion de radicales libres (HO-1). Varios miRNAs también estan regulados por HIF,

entre ellos miR-210.'%13

HIF es considerado el mediador clave para la adaptacion celular a situaciones de
baja tension de oxigeno, por lo que no es de extrafiar que sea un factor transcripcional
esencial en la respuesta a isquemia miocéardica. En los tltimos afios se han publicado
trabajos que sugieren que la expresion de HIF tiene un papel protector en isquemia
miocardica. HIF-1 regula la adaptacion aguda a la hipoxia, mientras que la expresion de
HIF-2 y HIF-3 pone en marcha mecanismos de adaptaciéon en fase cronica. Se ha
demostrado que varios miRNAs, entre los que se encuentran miR-210, -21 o -107 son

importantes reguladores de HIF.!®

Pasada la fase aguda del IAM, se ponen en marcha mecanismos de remodelado
cardiaco donde destaca el desarrollo de fibrosis, producida por la activacion excesiva de
fibroblastos y una produccion exagerada de metaloproteinasas de la matriz extracelular
(MMPs). A nivel celular, el estrés celular producido por la hipoxia induce cambios en la
funcion y estructura. En el corazén conviven cardiomiocitos, células endoteliales y
células intersticiales como los fibroblastos. Los cardiomiocitos suponen cerca del 90% de
la masa total del corazoén, pero numéricamente se reduce al 30-50% de las células

cardiacas.

La necrosis causada por un IAM transforma la composicion tisular, donde los
cardiomiocitos son reemplazados por fibroblastos. Estos fibroblastos son activados en
respuesta a la produccion de citocinas y factores como TGF-B1 o NFkB, y estan
destinados a la formacion de una cicatriz ventricular.!” Un proceso clave complementario
en la respuesta subaguda es la transicion epitelio-mesénquima (TEM), por las que células
epiteliales son transformadas en fibroblastos, contribuyendo en el desarrollo de una
cicatriz posinfarto. TGF-B1 es considerado el estimulo principal para el desarrollo tanto
de transicion epitelio-mesénquima como de fibrosis miocardica, y regula la expresion de

miRNAs a nivel transcripcional y postranscripcional. En paralelo, varios miRNAs regulan
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genes involucrados en la generacion de matriz extracelular como el gen de colageno I, en
la transicion epitelio-mesénquima a través de la regulacion de E-Cadherina, en la
produccion de fibronectina y laminina y en la produccion de metaloproteinas como
MMP-2 o MMP-9. Estas metaloproteasas se modulan por el factor de transcripcion
STATS3, activador de genes como Bcl-2 o cliclina D1, claves en la apoptosis y en la

proliferacion celular, respectivamente. !

1.1.3 Complicaciones a largo plazo

“The central problem in heart failure is not that patients are short of breath or that
they retain fluid: the problem is that they die. Heart failure is a mortal illness, more

serious than most malignancies”.

Arnold M. Katz, MD (1965)."°

Existen diversos tipos de complicaciones a largo plazo entre los pacientes que
sufren un IAM, que pueden tener naturaleza aterotrombotica (IAM recurrente, ictus,
arteriopatia periférica), arritmica (taquicardia ventricular, fibrilacién auricular, etc.),
relacionadas con disfuncién y remodelado ventricular adverso (insuficiencia cardiaca), u
otros relacionados con el tratamiento (sangrado, enfermedad renal, etc.). El riesgo de
complicaciones continua siendo muy elevado a pesar del desarrollo de las redes de
reperfusion precoz y las estrategias actuales de tratamiento, rehabilitacion y seguimiento a
largo plazo. De acuerdo a los datos procedentes de los registros ARIC, MESA,
CARDIAC, FHS, CHS y JHS del National Heart Lung and Blood Institute americano,
entre 1995y 20212 el porcentaje de pacientes con un primer IAM que tuvieron un ingreso
posterior por insuficiencia cardiaca en los siguientes 5 afios oscilo entre el 25-27% entre
mayores de 75 afios y 16-22% en mayores de 45 afios.> Al menos uno de cada cinco
pacientes con IAM presentara un nuevo IAM o fallecera por causa CV en los siguientes 5

afos, lo que da una idea de la magnitud del problema.?’

Dentro de las complicaciones a largo plazo, destaca la insuficiencia cardiaca por
su gran prevalencia, trascendencia y mortalidad.?! La insuficiencia cardiaca es la primera
causa de hospitalizacion, siendo la cardiopatia isquémica el factor causal en la mayoria de

los casos. A nivel intrahospitalario, la incidencia de insuficiencia cardiaca en pacientes
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con IAM varia en funcion de la definicion empleada, oscilando entre el 14 y el 36%.2% La

escala mas empleada para describir la insuficiencia cardiaca aguda en este contexto es la
clasificacion de Killip, siendo uno de los predictores mas potentes para mortalidad
intrahospitalaria. Tras un IAM se ponen en marcha una serie de mecanismos,
principalmente relacionados con la pérdida de cardiomiocitos funcionantes y sustitucion
de miocardio por fibrosis. El dafio miocardico inducido por el IAM pone en marcha un
conjunto de cambios morfologicos y funcionales en el VI denominado remodelado
ventricular adverso (Figura 1.1). A nivel morfologico se produce una dilatacion
progresiva y cambio de morfologia (esferificacion) del VI, lo que junto con la mayor
activacion neurohormonal inducida por sobrecarga, incrementa el deterioro de la funcion
miocardica de los segmentos miocardicos no afectados.?® Frecuentemente existe
afectacion arterial multivaso adicional a la que ha ocasionado el IAM, pudiendo existir
zonas en las que el miocardio sea disfuncionante por isquemia o hibernacion,
contribuyendo al deterioro de funcion del VI. Finalmente, existen mecanismos ligados a

disfuncion endotelial que pueden ocasionar de forma independiente un mayor deterioro.

La importancia del remodelado ventricular a largo plazo es su consideracion de
antesala del desarrollo clinico de insuficiencia cardiaca. Su desarrollo induce cambios en
multiples niveles: a nivel celular se produce hipertrofia de cardiomiocitos, reactivacion de
genes fetales, pérdida de miofibrillas y desestructuracion del citoesqueleto celular y
cambios en el acoplamiento excitacion-contraccion; en su conjunto, estos cambios
inducen una menor eficiencia del acortamiento actina-miosina en la sarcomera cardiaca y
retraso en la relajacion.?* A nivel tisular, la pérdida de cardiomiocitos tiene impacto en la
progresion de la disfuncion y dilatacion; la activacion neurohormonal y citocinas
proinflamatorias liberadas en el IAM inducen activacion fibroblastica, responsable de la
matriz extracelular, y activacion de unas enzimas colagenoliticas denominadas
metaloproteinasas de la matriz (MMPs) cuyo resultado es el depdsito extracelular de
colageno tipo I, III, IV, VI, vimentina, fibronectina y laminina; a nivel funcional, este
proceso de cicatrizacion se traduce en una mayor rigidez y dilatacion ventricular.
Finalmente, se producen cambios en la geometria ventricular debido al aumento del
volumen telediastolico de VI, mayor estrés parietal y esferificacion del miocardio, que
facilitan la aparicion de insuficiencia mitral funcional por tethering de los musculos
papilares e incompetencia valvular, ocasionando una reduccidon adicional del gasto

cardiaco, clave en la progresion clinica hacia insuficiencia cardiaca.?
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Figura 1.1 Desarrollo progresivo de remodelado ventricular adverso. Se muestran cortes histologicos

de miocardio de rata a las 24 horas, 7 dias y 1 mes de ser sometidas a isquemia miocardica simulando
1AM, usando tincion de Masson (10x) donde se objetiva muerte de cardiomiocitos y deposito progresivo de

colageno intercelular indicativo de fibrosis.

1.1.4 Tratamientos en prevencion secundaria tras IAM

“The way to lead a long life is to get a chronic disease and take care of it”.

Sir William Osler, MD (1849-1919).

El tratamiento a largo plazo en pacientes con IAM dependerd del grado de
afectacion, comorbilidades y consecuencias del evento. En su conjunto estd dirigido a
minimizar la aparicion de nuevos eventos cardiovasculares, abordando de forma global el
riesgo cardiovascular, evitar el remodelado ventricular adverso o tratar la insuficiencia
cardiaca, en caso de su existencia. A continuacion, se resume la evidencia cientifica y

recomendaciones vigentes:

Terapia antitrombotica: el objetivo es neutralizar el riesgo residual de origen
trombotico, fundamentalmente a través de la utilizacion de farmacos antiagregantes y en
ocasiones anticoagulantes; aqui se incluyen &4cido acetil salicilico e inhibidores del

receptor P2Y 12 como el prasugrel, ticagrelor o clopidogrel.?
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Tratamiento hipolipemiante: la importancia del control del perfil lipidico,

fundamentalmente a través de una reduccion de los niveles de colesterol-LDL ha sido
demostrada de forma inequivoca.?’” Existe un gran cuerpo de evidencia centrado en el
beneficio en prevencion secundaria de las estatinas, aislada o en combinacidén con otros
farmacos como ezetimibe o inhibidores de PCSK9.28-30

Control de factores de riesgo y habitos de vida: su control tiene una importancia

I Entre las

fundamental al ser la causa de gran parte del riesgo cardiovacular.’
intervenciones clave se encuentran el cese del habito tabaquico, control de las cifras de
presion arterial, control del peso, limitar el consumo de alcohol y el empleo de dieta
cardiosaludable. Su implementacion, asi como la reanudacion del ejercicio fisico, suele

iniciarse en unidades de rehabilitacion cardiaca.

Férmacos inhibidores del remodelado ventricular adverso: existen varios grupos
farmacoldgicos que han demostrado su capacidad para inhibir el proceso natural de
remodelado ventricular que puede desarrollarse a largo plazo tras un IAM que promueve
mayor disfuncion ventricular.>>3 Se recomienda la utilizacion de inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina (IECAs) o de antagonistas de los receptores de
angiotensina II (ARA-II), asi como beta-bloqueantes y antagonistas de los receptores de
mineralocorticoides en pacientes que han presentado insuficiencia cardiaca aguda o
presentan una fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI) <40%. También han
demostrado su beneficio en términos de mortalidad cardiovascular y disminucion de
ingresos por insuficiencia cardiaca los inhibidores de los receptores de angiotensina y
neprilisina (ARNI) asi como los inhibidores del cotransportador sodio-glucosa tipo 2

(iSGLT2).3*

Otros tratamientos. Existen farmacos que intentan disminuir el riesgo residual,

fundamentalmente interfiriendo en vias relacionadas con la inflamacién arterial, aunque
i ta id ias clini Asi ki b, ti

su uso aun no estd recogido en guias clinicas. Asi, canakinumab,’”> un anticuerpo

monoclonal cuya diana es IL-1B, o colchicina,®® un antiinflamatorio utilizado en

pericarditis o gota, han demostrado disminuir el riesgo de nuevos eventos

cardiovasculares a largo plazo tras [AM.
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1.1.5 Estratificacion del riesgo de eventos tras IAM

La estratificacion del riesgo es una parte fundamental de la atencion en pacientes
con IAM. El objetivo fundamental debe ser el identificar a aquellos que se encuentren en
una situaciéon de riesgo elevado de complicaciones, a fin de adaptar el seguimiento,
tratamiento y medidas preventivas a este hecho. También es importante el informar al
paciente y familia de esta situacion, a fin de que puedan adoptar estrategias preventivas y
tomar decisiones que modulen su riesgo individual a largo plazo. La estratificacion
prondstica e identificacion de pacientes en mayor riesgo de complicaciones es
fundamental en planificacion sanitaria, dado que la probabilidad de un evento condiciona
la eficiencia de un tratamiento. La disponibilidad actual de terapias de alto impacto
economico (ej. farmacos inhibidores de PCSK9 o implante de DAI) hacen precisa una
seleccion adecuada de pacientes con riesgo absoluto elevado en los que la relacion coste-

efectividad sea compatible con la sostenibilidad del sistema sanitario.

El riesgo cardiovascular global es la suma de una base genética poligénica y la
interaccion de factores de riesgo que en gran medida estdn determinados por habitos de
vida y factores ambientales. Esto condiciona que todas las estrategias que persiguen
realizar una valoracion global del riesgo, tanto en prevencién primaria como en el
contexto del IAM, tengan caracter multiparamétrico, al estar basadas en la integracion de

diversos factores.

Dentro del campo de la cardiopatia isquémica, las escalas de prediccion de riesgo
mas extendidas son aquellas dedicadas al ambito de la prevencion primaria, es decir, a la
prediccion de un primer evento cardiovascular. Entre los sistemas de prediccion del
riesgo cardiovascular validados para su uso en personas sin afectacion clinica destaca
SCORE, sistema el recomendado por las guias europeas para estimar la mortalidad
cardiovascular a 10 afos.’”*® Otros sistemas como la Pooled Cohort Risk Equations y el
Million Hearts Longitudinal ASCVD Risk Assessment Equation son utilizados por las
guias ACC/AHA para calcular el riesgo de enfermedad cardiovascular aterosclerdtica a
10 afios.***! Estimadores como PROCAM, QRISKI2, Framingham, ASSIGN-SCORE,
Globorisk, CUORE o FINRISK han adaptado sus calculos con el fin de mejorar su
capacidad predictiva o adaptarse a determinadas poblaciones o periodos de tiempo.**3

La importancia de todos estos sistemas radica en que gran parte de las intervenciones

diagndsticas, recomendaciones terapéuticas y de habitos de vida propuestos por las
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diferentes guias de practica clinica dependen de cudl sea la estimacion de riesgo para ese

paciente.

Podemos dividir las estrategias de prevencion del riesgo en prevencion secundaria
tras IAM en funcidén de su horizonte temporal (corto o largo plazo) y los pardmetros
analizados (ej. ECG, biomarcadores, parametros clinicos o scores de riesgo
multiparamétricos). Tanto los parametros electrocardiograficos como la mayor parte de
biomarcadores utilizados en diagnostico han sido utilizados principalmente con objetivos
de estratificacion pronostica intrahospitalaria en el seno del IAM. Sin embargo, también
se ha evaluado la utilidad de algunos de los biomarcadores utilizados habitualmente con
fines diagndsticos en el contexto del IAM a fin de ver su capacidad prondstica a largo
plazo. Asi, los niveles de Troponina-T ultrasensible (¢Tn-T), pero no los de Troponina-I
(cTn-I), se han asociado con un mayor riesgo de muerte en el seguimiento, por lo que esta
recomendado su uso con nivel de evidencia I-B;*? la generalizacion de su uso con este fin
no obstante ha sido testimonial, dada la dificultad para establecer un momento Optimo
para su determinacion y los diferentes puntos de corte de cada fabricante.*->* Otros
biomarcadores habituales, como los péptidos natriuréticos BNP y N-terminal pro-BNP
(NT-proBNP), han demostrado su capacidad pronoéstica a largo plazo para determinar el
riesgo de muerte, insuficiencia cardiaca aguda o el riesgo de fibrilacion auricular; en este
caso, los puntos de corte precisos con finalidad pronostica tampoco han sido validados en
el seno de un IAM.>!*2 También se han evaluado biomarcadores emergentes, habiéndose
descrito una modesta capacidad predictiva con la proteina C reactiva de alta sensibilidad,
copeptina, GDF-15 o h-FABP. Sin embargo, ninguna de las guias clinicas europeas o
americanas de IAM recomiendan su determinacion con fines prondsticos, al aportar una

mejoria marginal a la capacidad predictiva ofrecida por otros parametros,32-33-3:54

Debido a que ningun factor de riesgo o biomarcador ha demostrado ser suficiente
de forma aislada, la estrategia seguida ha sido el desarrollo de escalas o algoritmos de
prediccion de riesgo o scores que integren la informacion procedente de variables
clinicas, analiticas y electrocardiograficas. Existen varios modelos clinicos de prediccion
de riesgo de eventos en el SCA ya validados, pudiéndose destacar 2: el score GRACE
(Global Registry of Acute Coronary Events), recomendado en las guias europeas ESC, y
el score TIMI (Thrombolisis In Myocardial Infarction), incluido en las guias americanas

ACCF/AHA.
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Score GRACE: El score de riesgo GRACE fue desarrollado inicialmente entre

1999 y 2002 para estimar el riesgo de mortalidad hospitalaria a la llegada del paciente con
SCA. Su desarrollo inicial se realiz6 a partir de una base de datos de pacientes con SCA
procedentes de 94 hospitales de 14 paises.’> En los afios posteriores el score fue adaptado
y extensamente validado, tanto internamente (con 102.341 paciente de 247 hospitales y

56,57

30 paises) como externamente. En su version actual 2.0 (https://www.outcomes-

umassmed.org/grace/acs_risk2/index.html) precisa la determinacion de 8 variables en el

momento de llegada al hospital: edad, frecuencia cardiaca, presion arterial sistolica,
creatinina, parada cardiaca, alteraciones del segmento ST, elevacion de troponina y clase
Killip (Figura 1.2). Ademas de estimar la mortalidad hospitalaria, ha sido adecuadamente
validado para estimar el riesgo de muerte a 6 meses, 1 y 3 afios, o el combinado de
muerte/reinfarto, obteniendo unos indices de discriminacion adecuados y valores de
estadistico C >0,7.%3-65859 El score GRACE fue capaz de ofrecer por primera vez una
estimacion fiable del riesgo de eventos isquémicos a largo plazo, lo que la ha llevado a las
guias de practica clinica europeas y americanas a considerar su utilizacion, tanto en

paciente con SCACEST como con SCASEST.32:33:53:54

1. Puntos por variable:

Clase Killip puntos PAS, puntos | FC, puntos | Edad, puntos Creatinina, puntos | Otros factores puntos
mmHg Ipm anos mg/dl
I 0 <80 58 <50 0 <30 0-0.39 1 PCR 39
extrahospitalaria
il 20 80-99 53 50-69 3 30-39 0.40-0.79 4
Alteracion ST 28
1T 39 100-119 43 70-89 9 40-49 0.80-1.19 7
Ascenso enzimas 14
v 59 120-139 34 90-109 15 50-59 1.20-1.59 10 o
miocardicas
140-159 24 110-149 24 60-69 1.60-1.99 13
160-199 10 150 38 70-79 2.00-3.99 21
>200 0 >200 46 80-89 >4.0 28

2. Suma de puntos:
Clase Killip + PAS + FC + Edad + Creatinina + PCR a su llegada + Alt. ST + ascenso troponina = Puntos totales
3. Estimacién del riesgo de eventos
Puntos totales %60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 =250

Probabilidad de muerte <02 03 04 06 08 11 16 21 29 39 54 713 98 13 18 23 29 36 44 >52
hospitalaria (%)

Figura 1.2. Nomograma para el calculo del score de riesgo GRACE. PAS, presion arterial sistolica; FC,

frecuencia cardiaca; PCR, parada cardiorrespiratoria.
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Score TIMI: este algoritmo de estratificacion del riesgo de mortalidad se elabord

con los datos de mas de 15.000 pacientes procedentes del estudio TIMI

(https://www.mdcalc.com/timi-risk-score-stemi).®* Su objetivo fue estimar mortalidad a

corto plazo a partir de 10 parametros exclusivamente clinicos a fin de poder adoptar
estrategias terapéuticas especificas. A diferencia del anterior fue disefiado
especificamente en SCACEST sometido a fibrinolisis, y aunque fue posteriormente
validado en poblacion global su uso estd menos extendido y alcanzd valores mas

modestos del estadistico C analizado en poblacion global de SCA.6!

1.2 Riesgo genético poligénico en IAM

1.2.1 Genética y riesgo cardiovascular

La enfermedad arterial coronaria tiene una etiologia compleja, en la que
intervienen factores de riesgo y ambientales sobre un sustrato personal ligado a la
susceptibilidad genética (Figura 1.3). La primera descripcion de que podia existir un
patron de afectacion familiar que determinase la aparicion de cardiopatia isquémica fue
realizada en 1938.> En sus fases iniciales, la Genética se focalizd en el estudio de
trastornos monogénicos de muy baja prevalencia y que generaban fenotipos claramente
reconocibles. Estos trastornos, cuyo paradigma es la Hipercolesterolemia Familiar,
afectan a regiones codificantes generando una alteracion morfoldgica y funcional de
proteinas clave, teniendo habitualmente una elevada penetrancia. No obstante, la
necesidad de partir del conocimiento de qué proteina se encontraba afectada y las técnicas
de secuenciacion disponibles limitaron enormemente el descubrimiento de mutaciones

patogénicas en las primeras décadas.®

A inicios de la década de 1990 parecia claro que las técnicas de ligamiento
genético utilizadas con éxito para el estudio de enfermedades monogénicas no eran
apropiadas para el estudio de enfermedades de elevada prevalencia como la cardiopatia
isquémica o la mayor parte de canceres. Los estudios epidemioldgicos ya habian
propuesto que la predisposicion genética para enfermedades prevalentes derivaba de la

combinacion de multiples variantes alélicas frecuentes, teniendo cada una de ellas un
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efecto que oscilaria de minimo a moderado.%* Eso hizo que se disefiaran estudios de
casos-controles dirigidos a evaluar la frecuencia poblacional de variantes ubicadas en
genes previamente seleccionados por su funcion, en los que se propusieron decenas de
variantes moduladoras de riesgo. Sin embargo, la nula reproducibilidad en estudios

sucesivos limito su uso posterior.5>-6

Los estudios epidemioldgicos reflejan que entre un 40 y un 60% de la
susceptibilidad global para la enfermedad arterial coronaria tiene un origen hereditario.®’
La mayor parte de pacientes que sufren un IAM a edad joven presentaban previamente un
riesgo absoluto bajo de sufrir un evento cardiovascular, asi como una menor prevalencia
de factores de riesgo cardiovascular que otras cohortes de mayor edad. Es por este motivo
que muchos de los estudios que persiguen evaluar el riesgo genético asociado a la
cardiopatia isquémica se han focalizado en pacientes jovenes, al considerarse que la
importancia de los mecanismos etiopatogénicos de caracter hereditario se encuentra

potenciada en este colectivo.®®

Inicio formacién de placa Progresion de placa

Presién arterial
NOS3 SH2B3 CYP17A1 FURIN

Remodelado vascular
PDGFD PECAMI COL4A1/2 ANRIL HTRAl COL6A3

AGT GUCYIAl SVEPI  ARHGAP42 SWAP70 BCAS3  FN1 MIA3  SH3PXD2A LOX
KSR P16 TNS1 BMP1 REST ADAMTS7
Metabolismo lipidico SERPINHI TSPAN14 FURIN FLTI  ITGBS

APOAS APOC3 LPL APOC LDLR
HMGCR LPA PCSK9 ABO APOB
TRIBI SCARB1 NBEAL1 HNRNPULI
LRP1 ANGPTL4 HNFIA  PLTP

ﬁgresién de placa, funcién plaquetaria \

RPL17 TCF21 LMOD1 IRS1  PLCGl PRDMI6
HHIPLI MFGE8 DDXS5

Mitosis y proliferacién

ZC3HC1 CDKN2A/B RADS0 CDCI123 MAD2L1
MADILI STAGI PDSSB  BCAS3 MRAS  CENPW
CORPS  SMARCA4

Inflamacion /
ILS cis PRKCE NCK1 CXCLI2
2 CFTR ~ FAM213A MRAS SH2B3
SVEPI TRIM22 DHX58 PLG  IL6R TRIMS/6 Mecanismo desconocido
Regulacién transcripcional ATPIBI NME7 DDX59 CAMSAP2 TEX41 ZNF827
CTR9 ~ PMAIP TDRKH PRIM2 FHL3 SLC22A4 ARHGAP26 TEX2 HDGFL1 BCAP29
YY1 FOXCI MAP3KI KLF4  DAB2IP BPR22  KLHDC10 PARP12 FNDC3B DNAJCI3
ZNF589 RGS12 HDACY9 ARNTL HNRNPD FGFS . > ARHGEF26 STBD1 PALLD TIPARP FIGN
N4BP2L2 BACHI ZNF831 SKI HNRNPD PCIF1 HHAT TRIP4 HP PPP2R3A KCNJI3 CFDPI
BCARI CDHI3 SMG6 RAIl ZNF507 SNRPD2

Angiogénesis SERPINAI PROCR KCNE2 PLCGl ~ FCHOl HSDI17BI2
DAB2IP SMAD3 FGD6 ANKSIA BCAS3 ITGB4BP GIP SIPA1 PRDM8  CORO6
VEGFA TGFBI CCM2  ZFPM2 ANKRD13B NDUFAI12 RACI NAT2

. . ADORA2A RTP3 HOXC4 CCDC92 CDNKNIA
Via del éxido nitrico PRIM2  GOSR2 MAP3K7CL SHROOM3 ALS2CL

NOS3  GUCYIAIIRAG ~ PDESA PDE3A UBE2Z MC4R  UNCSC
EDNI  TBASI EDNRA ARHGAP42 K /

Figura 1.3. Principales genes involucrados en ateroesclerosis coronaria. Se indica su fase del proceso

de inicio, progresion o inestabilizacion de la placa ateroesclerotica, asi como el mecanismo de accion.
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La enfermedad arterial coronaria no es infrecuente en pacientes jovenes,

representando los menores de 45 afios aproximadamente el 10% de los ingresos por
IAM.% La mayoria de los pacientes jovenes que sufren un IAM tienen algin FRCV
clasico, pero su estimacion previa del riesgo cardiovascular es invariablemente baja hasta
el mismo momento de aparicion del evento.”® Otro aspecto relevante es su elevado riesgo
residual posterior, con una alta probabilidad de recurrencias futuras a lo largo de la vida a
pesar de tratamiento en prevencion secundaria.’®’! A pesar de esto, ninguno de las
herramientas utilizadas para la estratificacion del riesgo tras un IAM toma en
consideracion el riesgo genético residual.’® Este mal funcionamiento de los estimadores
de riesgo en pacientes jovenes ha focalizado el interés en el estudio de factores de riesgo
no clésicos en esta poblacion, y en integrar el riesgo derivado de mecanismos genéticos,
que se encuentran con mayor prevalencia en este grupo.®®’? No obstante, en el momento
actual las guias de practica clinica no recomiendan la realizacion de estudios genéticos

para cuantificar el riesgo cardiovascular ni en prevencion primaria ni secundaria,?-33-38

1.2.2 SNPs en la estimacion del riesgo de eventos

Se estima que las secuencias de genoma humano son idénticas en un 99,5%,
habiéndose calculado que cada persona sea portadora de aproximadamente 3 millones de
polimorfismos de nucledtido tnico (SNPs), distribuidos de forma uniforme a lo largo del
genoma y que son en gran medida responsables de las diferencias interindividuales, asi

como su predisposicion a determinadas enfermedades.”

Los SNPs son variantes en la secuencia de DNA que afectan a una unica base de
DNA, aunque también abarcan cambios de un pequefio numero de nucledtidos. Para la
denominacion de SNP se debe cumplir la existencia de una frecuencia poblacional de al
menos el 1%, mientras que si la prevalencia es inferior hablaremos de variantes o
mutaciones puntuales. Pueden localizarse tanto dentro de secuencias codificantes de
proteinas como en regiones no codificantes. En el caso de aparecer en secuencias
codificantes, pueden inducir cambios en la secuencia de la proteina (SNPs no sinénimos)
o no modificar la estructura de aminoéacidos (SNPs sindnimos). Los SNPs localizados en
regiones intronicas o intergénicas (no codificantes) también pueden modificar la
expresion de genes y ejercer su efecto en el proceso de traduccion y splicing o union de

factores de transcripcion. En ocasiones, los SNPs se agrupan en haplotipos, definidos
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como un conjunto de SNPs ubicados en un mismo locus o loci cercanos y que se
encuentran estadisticamente asociados, por lo que su hereditabilidad es comun a nivel

poblacional.

El inicio de los GWAS — estudios de asociacién global del genoma- a partir de
2005, en paralelo al desarrollo de microarrays con capacidad de andlisis de hasta 1 millon
de variantes de DNA, revolucionaron el estudio de las enfermedades poligénicas.”* ¢ La
principal caracteristica de los GWAS es que permiten el estudio simultaneo de miles de
SNPs y asociarlos con determinadas caracteristicas clinicas o fenotipos sin necesidad de
partir de hipotesis o conocimientos preexistentes, por lo que han demostrado una gran
capacidad para identificar nuevos mecanismos moleculares y dianas terapéuticas. Un
aspecto importante en el que hay que incidir en los GWAS es que a fin de acotar errores
tipo I se aplican técnicas de correccidon por comparaciones multiples, con lo que en un
analisis de 1 millon de SNPs se requiere un P valor de 5x10® para alcanzar la
significacion estadistica, lo que llevo a que estos proyectos partieran de grandes bases

poblacionales de decenas de miles de personas.

Los primeros SNPs asociados con cardiopatia isquémica, procedentes de GWAS
fueron publicados en 2007.76-78 El principal hallazgo fue un locus en el cromosoma 9p21,
hasta entonces desconocido, y que ha se confirmado como uno de los marcadores mas
consistentes de eventos cardiovasculares.””’® El éxito de los GWAS en los afios sucesivos
multiplico el interés y numero de estudios dirigidos a desvelar el origen del riesgo
genético en una patologia tan prevalente como la cardiopatia isquémica.’” Un GWAS de
gran tamafio con >60.000 pacientes con enfermedad coronaria y 123.000 controles fue
capaz de identificar 2213 variantes genéticas de riesgo distribuidas en 44 loci a lo largo
del genoma.” En estudios sucesivos se identificaron loci independientes adicionales,
hasta los mas de 100 actualmente asociados a un mayor riesgo de cardiopatia isquémica
que implican vias relacionadas con morfogénesis vascular, metabolismo lipidico,

inflamacion o via de sefializacion del dxido nitrico entre otras (Tabla 1.1).%
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Tabla 1.1. Variantes genéticas y loci asociados con enfermedad arterial coronaria e infarto agudo de

miocardio procedentes de GWAS*

Localizacion SNP Gen proximo Frecuencia del  Odds Ratio

cromoso6mica alelo de riesgo

Variantes de riesgo asociadas con hipertension

4q31.1 1s7692387 GUCYA3 0.81 (G) 1.13
10q24.32 rs12413409 CYP17A1,CNNM2,NT5C2  0.89 (G) 1.12
12q24.12 rs3184504 SH2B3 0.44 (T) 1.13
15g26.1 rs17514846 FURIN-FES 0.44 (A) 1.04

Variantes de riesgo asociadas con colesterol LDL

1p13.3 rs599839 SORT1 0.78 (A) 1,29
1p32.3 rs11206510 PCSK9 0.82(T) 1,15
2p21 1s6544713 ABCG5-ABCG8 0.29 (G) 1,07
2p24.1 rs515135 APOB 0.83 (G) 1,03
6q25.3 rs3798220 LPA 0.02 (C) 1,92
19p13.2 rs1122608 LDLR 0.77 (G) 1,14
19q13.32 1s2075650 APOE 0.14 (G) 1,14

Variantes de riesgo asociadas con colesterol HDL

6p21.31 rs12205331 ANKSIA 0,81 (C) 1,04
Variantes de riesgo asociadas con triglicéridos

8q24.13 rs10808546 TRIB1 0.65 (A) 1,08

11923.3 1s964184 ZNF259, APOAS-A4-C3-A1  0.13 (G) 1,13

Variantes de riesgo no asociadas con factores de riesgo

1p32.2 rs17114036 PPAP2B 0.91 (A) 1,17
1921 rs4845625 IL6R 0.47 (T) 1,09
1q41 rs17465637 MIA3 0.74 (C) 1,20
2pl1.2 rs1561198 VAMPS5-VAMP8 0.45 (A) 1,07
2q33.1 rs6725887 WDR12 0.15(C) 1,16
3q22.3 1s2306374 MRAS 0.18 (C) 1,15
5p13.3 rs11748327 IRX1, ADAMTS16 0.76 (C) 1,25
5q31.1 1s2706399 ILS 0.48 (A) 1,02
6p21 rs10947789 KCNKS5 0.76 (T) 1,01
6p21.3 rs3869109 HCG27 Y HLA-C 0.60 (C) 1,15
6p22.1 1s6929846 BTN2Al 0.06 (T) 1,51
6p24.1 rs6903956 C6orf105 0.07 (A) 1,65
6p24.1 rs12526453 PHACTRI1 0.67 (C) 1,13
6q23.2 rs12190287 TCF21 0.62 (C) 1,08
6926 rs4252120 PLG 0.73 (T) 1,07

7p21.1 rs2023938 HDAC9 0.10 (G) 1,13
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Localizacion SNP Gen proximo Frecuencia del Odds Ratio

cromosémica alelo de riesgo
7q22.3 1510953541 BCAP29 0.75 (C) 1,08
79322 1511556924 ZC3HCI 0.62 (C) 1,09
8p22 15264 LPL 0.86 (G) 1,06
9p21.3 154977574 CDKN2A, CDKN2B 0.46 (G) 1,25-1,37
9q34.3 15579459 ABO 0.21 (C) 1,10
10p11.23 152505083 KIAA1462 0.42 (C) 1,07
10q11.21 151746048 CXCL12 0.87 (C) 1,33
10q23.31 rs1412444 LIPA 0.34 (T) 1,09
119223 1974819 PDGF 0.29 (T) 1,07
13q12 1s9319428 FLTI 0.32 (A) 11
1334 154773144 COL4A1, COL4A2 0.44 (G) 1,07
1432.2 152895811 HHIPL1 0.43 (C) 1,07
15q25.1 153825807 ADAMTS7 0.57 (A) 1,08
17p13.3 15216172 SMG6, SRR 0.37 (C) 1,07
17p11.2 112936587 RASDI, SMCR3, PEMT 0.56 (G) 1,07
17q21.32 1546522 UBE2Z, GIP, ATP5Gl, 0.53(T) 1,06
Chr2 152252641 ZEB2-AC074093.1 0.45 (A) 1
Chr 4 151878406 EDNRA 0.15(T) 1,09
Chrs 15273909 SLC22A4-SLC22A5 0.14 (C) 1,11

* Todas las variantes recogidas han alcanzado en GWAS valores de P < 5 * 10°®. A, adenosina; C, citosina;

G, guanina; T, tiamina,; SNP, polimorfismo de un solo nucledtido.

Una de las primeras dificultades surgidas con el desarrollo de los GWAS fue el
identificar cudles son los mecanismos que unen genotipo y fenotipo. Inicialmente, se
utilizo la estrategia del “gen mas cercano”, por la que se consideraban genes candidatos a
aquellos que se encontraban mas cercanos a la variante identificada, complementando su
estudio con andlisis bioinformaticos o incluso estudios funcionales, ya que es frecuente

que un SNP se asocie con cambios en la expresion de genes de localizacion mas alejada.®!

Los contribuyentes genéticos al desarrollo de la cardiopatia isquémica ya han sido
en gran medida identificados. La dificultad actual estriba realizar una valoracion conjunta
del riesgo genético, teniendo en cuenta los miles de variantes documentadas y decenas de
loci de riesgo, el valor de asociacion modesto de cada variante por separado y las vias de

accion comun de muchas de ellas.
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1.2.3 Escalas de riesgo poligénico

Las escalas o scores de riesgo poligénico han surgido como necesidad de integrar
en cada individuo el mayor grado de informacion posible de las diferentes variantes
genéticas que porta cada individuo. Existen varias posibilidades metodologicas y
estadisticas para su construccion. Generalmente, su calculo se realiza como la suma del
numero de variantes ponderadas por su estimacion de efecto segiin se haya documentado
en los GWAS o estudios de procedencia.?? El uso en Cardiologia de los GRS estd
habitualmente circunscrito al ambito de la investigacion, utilizdndose con los siguientes
objetivos: 1) predecir el riesgo de eventos cardiovasculares; 2) seleccionar poblaciones o

grupos de pacientes que puedan obtener un mayor beneficio de una terapia determinada.

El tratamiento instaurado en prevencidon secundaria tras un [IAM tiene como
objetivo minimizar el riesgo cardiovascular residual, abordando vias que en gran medida
son las de los propios factores de riesgo cardiovascular clasicos. El hecho de que los
scores de prediccion de eventos cardiovasculares también estén basados en estos mismos
paradmetros clinicos puede limitar su capacidad predictiva, al no incorporar el componente

hereditario del riesgo residual.¢

La asociacion entre scores de riesgo genético con la aparicion de un primer evento
cardiovascular ya ha sido evaluada prospectivamente en estudios poblacionales, con
resultados positivos con caracter general.3*# La disminucion progresiva del coste de los
estudios genéticos ha hecho que célculo del riesgo genético poligénico sea ya hoy en dia
asequible, aunque las dudas que persisten sobre su coste-efectividad y la ausencia de

reembolso en los sistemas sanitarios contintian limitado la generalizacion de su uso.3>86

Dentro de la prevencion secundaria, la capacidad de los scores de riesgo poligénico
para estimar la probabilidad de eventos cardiovasculares entre pacientes que ya han
presentado un primer episodio permanece en gran medida sin evaluar. Existe una
necesidad no atendida de identificar a aquellos pacientes con enfermedad cardiovascular
que se encuentran en situaciéon de mayor riesgo de presentar nuevos eventos en el
seguimiento, y que pudieran beneficiarse de estrategias de prevencion secundaria mas
agresivas. Los pacientes jovenes con cardiopatia isquémica surgen como uno de los
principales focos de interés, dado que parten de un sustrato genético a priori poco
favorable y tienen un pronostico con una elevada probabilidad de recurrencias

sucesivas.®” En este contexto, el poder incorporar una herramienta que analiza el riesgo
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genético residual a las escalas actuales puede ser clinicamente 1util para hacer una

evaluacion global del riesgo, asi como un gran paso hacia una medicina personalizada.

En esta Tesis hemos buscado determinar si un score GRS basado en SNPs puede
predecir la aparicion de eventos cardiovasculares recurrentes en el seguimiento a largo
plazo en una cohorte de pacientes jovenes no diabéticos con IAM, estudiando en esta
poblacion con alta probabilidad de presentar susceptibilidad genética si estas herramientas
pueden mejorar las estrategias actuales de estratificacion de riesgo.®® También hemos
analizado si un riesgo genético desfavorable se asocia a una enfermedad coronaria mas
agresiva, estudiando de forma invasiva y no invasiva las caracteristicas y presencia de
calcio en las placas aterosclerodticas (mediante tomografia computarizada), asi como otros
biomarcadores emergentes ligados al riesgo cardiovascular como son las

metaloproteinasas de la matriz extracelular.

1.3 miRNAs en las enfermedades cardiovasculares

Durante décadas, la investigacion en el genoma humano ha estado centrada en el
DNA de las regiones codificantes de proteinas o exones, a pesar de que solo supone el
1,5% del total. A partir de los afios 60, se popularizo la denominacién de DNA “basura”
para referirse al 98% restante. Este término se prolong6 en el tiempo debido a su aparente
falta de funcién y al hecho de que, dentro del mismo, un 59% de las secuencias forman
secuencias repetidas. Analisis mas recientes sugieren que un 80% del genoma, aunque no
codifique proteinas, si produce transcripciones de RNA que participan en procesos
bioldgicos esenciales mediante la regulacion de genes. Esta participacion en procesos
basicos celulares puede ser la causa de estas secuencias se encuentren altamente

conservadas entre especies.’

Estas transcripciones de RNA reciben la denominacion de RNA no codificante
(ncRNA). Los ncRNAs se dividen en funcion de su longitud en RNA no codificante de
cadena larga (IncRNA), si su secuencia es mayor a 200 nucledtidos, o en ncRNA de
cadena corta, que a su vez se subdividen en ncRNAs funcionales o regulatorios. Los
ncRNAs funcionales estan involucrados directamente en procesos de traduccion, por lo
que son consideradas moléculas constitutivas o housekeeping, que se expresan de forma

abundante y ubicua en todo tipo de células de los organismos.?® Dentro de los ncRNAs
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funcionales, los mas conocidos son las moléculas de RNA ribosémico (rRNA) y de RNA

de transferencia (tRNA), ambas imprescindibles para la sintesis de proteinas; también nos
encontramos el RNA nuclear pequefio (snRNA) y el RNA nucleolar pequefio (snoRNA),
involucrado en procesos de empalme génico y modificacion de otras secuencias de RNA
de pequefio tamafio.”*°! El segundo grupo de ncRNAs esta constituido por los ncRNAs
regulatorios, que han sido descubiertos mas recientemente en mamiferos, y han centrado
gran parte del estudio en los ultimos afios al detectarse su papel clave en la regulacion de
la expresion génica de miltiples vias celulares;* los ncRNAs regulatorios mas relevantes
son los RNAs asociados a PIWI (piRNAs), los RNAs pequeios de interferencia o de
silenciamiento (siRNA) y los microRNAs (miRNAs).%

Se definen los microRNAs (miRNAs) como pequefios fragmentos no codificantes
de cadena simple de RNA de ~22 nucledtidos, que interaccionan con sus secuencias
complementarias en la regiéon 3’ no traducida (3’UTR) de RNA mensajero (mRNA)
codificante de proteina, con el resultado de que se inhibe la traduccion proteica o la
degradacion del RNA.”? A lo largo de este trabajo, nos hemos focalizado en el estudio de
los miRNAs, debido a que regulan mas de dos tercios de las secuencias de RNA humano
y estdn implicados en diferenciacion celular, desarrollo y homeostasis celular, y por
haberse asociado fehacientemente su desregulacion en distintos contextos patologicos.”>**
Al igual que otros muchos descubrimientos fundamentales en fisiologia, el primer
miRNA no fue descrito en mamiferos; el estudio de los genes lin-4 y let-7, de gran
importancia para el desarrollo de Caenorhabditis elegans, un invertebrado del grupo de
los nematodos, resultd en el hallazgo de que en vez de producir mRNA, estos genes
producian un RNA no codificante de pequefio tamafio, con capacidad de inhibir la
traduccion a través de interacciones antisense.”>”® Poco después let-7 fue identificado
también en humanos y otros mamiferos descubriéndose que cubria funciones similares,
con lo que esto dejo de ser una curiosidad detectada en gusanos para constituirse la idea
de que podian existir pequefios miRNAs con capacidad de regular el desarrollo celular.’’
Desde entonces, el ntimero de miRNAs descubiertos en diferentes especies se ha
incrementado exponencialmente gracias también al desarrollo de las técnicas de
secuenciacion y métodos bioinformaticos de prediccion de dianas y posibles funciones.”®
En la actualidad han sido identificadas 2.581 secuencias de miRNAs en humanos

(https://www.mirbase.org), y la mayor parte de ellos se encuentran altamente conservados

entre especies.
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1.3.1 Biogénesisy su regulacion

Los miRNAs son moléculas endogenas de RNA no codificante de unos 18-25
nucledtidos con capacidad de inhibir la expresion de genes a nivel postranscripcional al
tener como objetivo secuencias especificas de RNA mensajero para las que reprimen la

traduccion o inducen su degradacion.”

La sintesis de los miRNAs (Figura 1.4) sigue una serie de etapas que se inician
con la transcripcion de los genes donde se encuentran integrados los miRNAs en el
genoma, por parte de la enzima RNA polimerasa II (Pol II), que produce el RNA primario
(pri-miRNA), un transcrito de varias kilobases de longitud y estructura en horquilla, tallo-
lazo o stem loop. Dentro del genoma, la mayor parte de los miRNAs se ubican en
regiones intergénicas (miRNAs intergénicos), pero también existen miRNAs intronicos,
regiones que agrupan varios miRNAs (miRNAs policistronicos) o transcritos desde su
propio promotor (miRNAs monocistronicos o mirtron), que requieren la intervencion del
espliceosoma o complejo de corte y empalme para generar el transcrito primario. Los
miRNAs policistronicos son transcritos como un tnico pri-miRNA de mayor tamafo con
capacidad de segmentarse en varios miRNAs a partir de un procesado posterior,!00-101
Posteriormente se produce el complejo microprocesador a nivel del nicleo celular gracias
a Drosha, una enzima RNasa III de clase 2 que requiere la region critica del gen 8 del
sindrome de DiGeorge (DGCRS8), para separar el tallo de la estructura circular del
miRNA transcrito por Pol II, y liberar una estructura de ~70 nucledtidos con forma de
horquilla denominada miRNA precursor (pre-miRNA). El pre-miRNA sera transportado
al citoplasma a través de RAN-GTP y exportina-5 (EXP5). Una vez que el pre-miRNA se
ubica en el citoplasma es procesado por la proteina Dicer, una enzima endonucleasa
RNasa III citopldsmica que lo convierte en un diplex miRNA maduro de unos 22
nucledtidos. En humanos, Dicer se encuentra asistida en este proceso por otras 2
proteinas, TRBP y PKKRA (también denominada PACT), que contribuyen a la
formacion del efector miRNA-induced silencing complex (miRISC). Una vez generada la
estructura madura de doble cadena y 22 nucledtidos del miRNA, se acopla en un
complejo proteico de la familia Argonauta (Ago) para producir el precursor (preRISC). El
resultado serd la degradacion de una de las hebras del miRNA (passenger strand)
quedando la otra (guide strand) unida a Ago, siendo la que constituya el miRNA maduro

final. El ltimo paso se producird al guiar el miRNA maduro a RISC hacia sus dianas en
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la region 3’ no traducida (UTR) del mRNA que sera silenciada por degradacion o

93,98

represion de su traduccion, dependiendo de los requerimientos celulares.

Intergénico Intrénico Monocistrénico Policistrénico

: miRNA g miRNA q miRNA ! miRNA miRNA
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Figura 1.4 Biogénesis de los miRNAs. Los miRNAs son transcritos mediante la RNA polimerasa Il (Pol
1I) desde regiones intergénicas, intronicas o policistronicas del genoma, o mediante espliceosoma en
miRNAs monocistronicos, para generar estructuras stem-loop denominadas pri-miRNAs, que serdn
procesadas por el complejo Drosha-DGCRS8 para producir pre-miRNAs. Posteriormente, estas estructuras
con forma de horquilla son transportadas al citoplasma por EXP-5, donde son procesadas por Dicer-TRBP
para producir un duplex miRNA/miRNA* eliminando la estructura circular final. El duplex
miRNA/miRNA* es procesado por la familia de proteinas AGO para eliminar una de las hebras,
manteniendo la mas estable. Finalmente, el miRNA maduro de cadena unica y Ago constituyen el complejo
miRISC-Ago en el que el miRNA guia el reconocimiento del mRNA diana y se inhibe la expresion génica

mediante degradacion o represion de traduccién del mRNA. Adaptado de Rivera-Barahona A, et al.**!
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Existen varios mecanismos que regulan la biogénesis de los miRNA. El primer
control se produce a nivel de transcripcion de los pri-miRNAs: la expresion de miRNAs
intronicos esta habitualmente regulada por el promotor del gen hospedador, aunque
pueden existir promotores adicionales sujetos a regulacion especifica. Los miRNAs
intergénicos suelen tener sus propios promotores, de caracteristicas similares a la
transcripcion de la RNA polimerasa II. Los miRNAs cistronicos suelen compartir un
Gnico promotor y son transcritos como un Unico pri-miRNA de cadena larga.!*> El
procesado de los pri-miRNAs estd sujeto a controles adicionales a nivel de la RNasa III.
El procesado de Drosha también estd regulado por factores de crecimiento como Bone
Morphogenic Protein (BMP) o Tumor Growth Factor-f (TGF-B), que pueden estimular
el procesado de determinados miRNAs.!% Otras proteinas de union de RNA, como las
encargadas del corte y empalme de mRNA también pueden regular esta etapa.!’* El
procesado de Dicer estd regulado por Lin-28 en células embrionarias pluripotenciales,
uniéndose al lazo terminal de la familia de pre-miRNAs let-7 y reprimiendo su

procesado.!®

1.3.2 Funcion de los miRNAs

La funcion de los miRNAs es regular a nivel postranscripcional la expresion de
genes, mediante el silenciamiento de sus RNA mensajeros diana. Una vez incorporado en
el complejo RISC, el miRNA actuia como guia, reconociendo al mRNA diana por
complementariedad de sus pares de base. A partir de ahi, las proteinas efectoras AGO se
encargan de reclutar cofactores y llevar a cabo de forma efectiva la represion de la

traduccion.

La unién de los miRNAs a sus dianas suele realizarse en la region 3°’UTR del
mRNA, siendo fundamental para que pueda reconocerla la secuencia de nucleo6tidos 2 al 7
(seed sequence) del dominio terminal 5> del miRNA.!% La mayoria de los genes que
codifican proteinas en humanos tienen al menos una secuencia de uniéon a miRNAs con
elevado grado de conservacion, por lo que son potencialmente regulables por miRNAs.”®
Cada miRNA puede ser capaz de reconocer multiples sitios como diana a lo largo del
transcriptoma en funcion de su secuencia, por lo que no siempre existe una Unica
interaccion miRNA-mRNA. A pesar de poder actuar a varios niveles, la mayor parte de
los miRNAs presentan especificidad celular y tisular.”® Se les agrupa en familias o

clusters en funcion de la similitud de su seed sequence, dando lugar a redes de interaccion
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complejas por las que un mRNA también puede ser regulado por varios miRNAs que den

respuesta a funciones biologicas relacionadas con el desarrollo, diferenciacion celular,

organogénesis, metabolismo y apoptosis celular.!?’

Es por este motivo que su
desregulacion o expresion anormal han sido relacionadas con varias enfermedades y

pueden ser consideradas como potenciales marcadores de las mismas.

1.3.3 MicroRNAs como biomarcadores

Inicialmente se consideré que los miRNAs Gnicamente se encontraban presentes
en el interior de las células. Sin embargo, posteriormente se demostrdé que éstos también
son segregados al espacio extracelular, con capacidad de actuar como reguladores de
actividades celulares y mediar en la comunicacion intercelular. Esta capacidad de ser
segregados conduce a que se encuentren en fluidos corporales acelulares, como orina,

suero o liquido cefalorraquideo, y permiten el ser detectados.!?”

La secrecion de miRNAs es un proceso altamente regulado, con lo que sus niveles
extracelulares responden a la puesta en marcha de procesos intracelulares (Figura 1.5).
Los miRNAs son muy estables frente a la degradacion, a diferencia de otras especies de
RNA, pudiendo resistir a temperaturas extremas, congelacion o variaciones marcadas en

el pH, lo que facilita su utilizacion como biomarcadores.!*8

. También son muy resistentes
a la elevada actividad RNasa enddgena en sangre, lo que sugiere que los miRNAs
disponen de algun tipo de proteccion para sortear estas condiciones adversas, aunque el
mecanismo que justifica su alta estabilidad atn no estd del todo aclarado.!® La
explicacion mas aceptada es que la mayor parte de los miRNAs circulantes en sangre
encontrados hasta la fecha se encuentran asociados con la proteina Argonauta 2 (Ago2), y
que sea esto lo que dote de estabilidad al complejo que forma con los miRNAs. Se ha
especulado que la mayoria de los miRNAs detectados en sangre puedan ser productos
segregados por células muertas que permanecen en el espacio extracelular.!'® También
pueden ser hallados asociados a otras proteinas como lipoproteina de alta densidad (HDL)
o nucleofosmina 1 (NPM1), o en vesiculas como exosomas, microvesiculas o cuerpos
multivesiculares, lo que les protege de la degradacion.*!%7 Otra de las ventajas de los
miRNAs como biomarcadores, frente a biomarcadores proteicos, es la posibilidad de ser
detectados con elevada sensibilidad y especificidad utilizando microarrays y mediante

qRT-PCR, pudiendo cuantificar varios biomarcadores de interés de forma simultdnea,

utilizando un tnico proceso de determinacion.
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Figura 1.5. miRNAs como potenciales biomarcadores: liberacion al espacio extracelular. Los miRNAs
maduros y pre-miRNAs situados en el citoplasma son liberados al espacio extracelular para actuar como
moléculas de sefializacion y reguladoras sobre otras células. Entre los mecanismos de transporte de
miRNAs destacan la formacion de complejos con proteinas de union a RNA como Ago2 o NPMI, la
asociacion con lipoproteinas como HDL, o formacion de vesiculas como exosomas, microvesiculas y

cuerpos multivesiculares. Modificado de Hata A, et al.*!!

Entre los condicionantes para que los miRNAs logren constituirse como
biomarcadores, es preciso sefialar que la cantidad de miRNAs en liquidos bioldgicos es
relativamente pequefia, por lo que en ocasiones es dificil establecer una cuantificacion y
normalizacion adecuada. Por el momento no hay consenso sobre qué miRNA debe ser
utilizado como housekeeping o control endogeno para la normalizacion de los resultados.

Adicionalmente la tecnologia de microarrays y qRT-PCR continua requiriendo mas
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tiempo (horas) que las determinaciones de biomarcadores proteicos (minutos), lo que es

preciso considerar en caso de su potencial traslado a practica clinica.!!?

Existen multiples estudios de validacion clinica de patrones de expresion de
miRNAs como biomarcadores precoces en diferentes enfermedades, alcanzandose ya en
algunos casos el punto de utilizacion en practica clinica y su cobertura por compaiiias

aseguradoras.!'!3

1.3.4 MicroRNAs en IAM

Desde su descubrimiento en la década de 1990, se ha descrito la especificidad de
numerosos miRNAs por determinados 6rganos o tejidos. No obstante, es preciso tener en
cuenta que el corazén contiene diferentes tipos celulares y que hay miRNAs no
especificos del corazon que también pueden ser expresados a este nivel. En el ambito
cardiovascular, son ya numerosos los estudios que han confirmado el papel de
determinados miRNAs circulantes como biomarcadores de dafio miocardico e IAM. !
También se les ha utilizado para predecir el riesgo individual de IAM en individuos
sanos,!!® desarrollo de ateroesclerosis coronaria,'!® disfuncion ventricular e insuficiencia

cardiaca,'!” remodelado ventricular adverso,''® y susceptibilidad arritmica'!® (Figura 1.6).

Una de las principales funciones relevantes de los miRNAs en IAM es en la
mediacion de la supervivencia de los cardiomiocitos. Se han identificado a nivel
experimental varios reguladores de supervivencia (inhibiendo apoptosis celular) y
proliferacion de cardiomiocitos. Entre ellos destacan la familia de miR-15 y miR-24 por
su efecto sobre el mediador de apoptosis Bcl-2, la familia miR-34 por su efecto sobre
p53, miR-320 que es considerado efector de la heat shock protein 6 o miR-214 con
capacidad protectora celular frente a H>O,. Otra via importante de regulacion es la
proliferacion de los cardiomiocitos; aqui es importante resefiar que, a diferencia de
otros 6rganos, el corazon tiene una baja capacidad de regeneracion. Sin embargo, estudios
embriologicos han sefialado a las familias de miR-17 y miR-199a o miR-590 como
inductores de proliferacion de células musculares cardiacas. También se han obtenido
resultados prometedores en el estudio de la angiogénesis, dado el caracter esencial de la

neovasculogénesis en el proceso de regeneracion funcional miocardica: las familias miR-
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15 y miR-17 no solo han regulado la supervivencia de los cardiomiocitos, sino que

también tienen como dianas factores de supervivencia endotelial y proangiogénicos.'?

Ictus

miR-1, miR-145, miR-181a, miR-497

Enfermedad coronaria
Infarto agudo de miocardio

miR-133, miR-499, miR-208a, miR-17
miR-92a, miR-126, miR-145, miR-155
miR-221, miR-222, miR-146a/b
miR-135a, miR-147, miR-340, miR-624

miR-1, miR-133a, miR-208a, miR-499,
miR-30, miR-195, miR-let7b, miR-21,
miR-29, miR-423, miR-126, miR-150,
miR-328, miR-320, miR-186, miR-342,
miR-25, miR-221, miR-663b, miR-1291
miR-30c, miR-145, miR-24, miR-214

Aneurisma de aorta abdominal

miR-21, miR-29b Insuficiencia cardiaca

miR-423-5p, miR-499, miR-210, miR-21,
miR-129, miR-212, miR-100, miR-195,
miR-133a, miR-214, miR-19, miR-122,
miR-126, miR-130a, miR-107, miR-139,
miR-142-5p, miR-29b, miR-199, miR-208

Arteriopatia periférica

miR-21, miR-33, miR-126, miR-143

Figura 1.6. MicroRNAs asociados con enfermedades cardiovasculares. Se muestran algunos de los
miRNAs descritos en humanos o animales en las principales enfermedades cardiovasculares como mds
prometedores por sus capacidades como biomarcadores o potenciales tratamientos a través de su

modulacion.

A pesar de la intensa investigacion llevada a cabo sobre miRNAs en el sistema
cardiovascular en los ultimos afios, la mayor parte de las publicaciones se centran en
identificar los miRNAs madas relevantes y sus correspondientes vias de actuacion
utilizando modelos experimentales animales e in vitro. La mayor parte de estudios
realizados en humanos se han limitado a intentar replicar estos hallazgos previos, estando
sujetos a limitaciones metodolodgicas ligadas al tipo de estudio (predominio de estudios
retrospectivos caso-control), nimero reducido de sujetos o seguimiento clinico

limitado.!?!
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1.3.5 MicroRNAs: implicaciones terapéuticas

Multiples estudios han confirmado que los miRNAs extracelulares son capaces de
regular funciones biologicas a distancia, actuando como moléculas de sefializacion
intercelular.!% También se ha documentado como la regularizacion de un patrén alterado
de miRNAs a niveles normales puede restaurar la homeostasis y regular vias moleculares
en modelos animales.!” Hoy en dia es posible modular miRNAs in vivo, induciendo su

sobreexpresion o inhibicion.

Existen dos estrategias principales para conseguir la modulacion terapéutica de
miRNA: las estrategias directas, en las que se utilizan oligonucle6tidos y construcciones
basadas en virus para sobreexpresar o inhibir un miRNA, y las estrategias indirectas,
donde se utilizan farmacos con capacidad de modular la expresion de un miRNA a nivel

transcripcional.
Modulacion directa de miRNAs

Los métodos directos mas extendidos para lograr la sobreexpresion in vivo de
miRNAs estan basados en la utilizacion de oligonucleétidos anti-miR, consistentes en un
acido nucleico con secuencia complementaria frente a un miRNA especifico, con
capacidad de unirse al mismo y bloquear su efecto. Su utilizacion ha sido empleada con
éxito tanto in vitro como in vivo en multiples campos, destacando hasta el momento el

oncoldégico (Figura 1.7).

También es posible lograr la modulacion mediante el uso de esponjas y méscaras
de miRNAs (miR-masks), consistentes en transitos con multiples sitios de unién para un
miRNA que disponen de una protuberancia entre los lugares de uniéon de miRNAs en la
posicion escindida por Ago2. De esta forma se consigue una asociacion entre las esponjas
y el complejo que contiene el miRNA correspondiente. A diferencia de lo anterior, un
miR-mask es una cadena simple complementaria al mRNA diana del miRNA de interés, y
frente a las estrategias anteriores no basa su accidon a través de la interaccion con el
miRNA sino en la unién mediante hibridacion complementaria al mRNA diana en su
region 3°-UTR. La utilizaciéon de miR-masks implica el actuar sobre un tnico mRNA,
con la ventaja de ser altamente selectivo, reduciendo los efectos colaterales no deseados,

pero con la limitacion de no bloquear todas las vias de accion del miRNA objetivo.

Existe también la posibilidad de sobreexpresar un miRNA cuya inhibicion haya

sido asociada a enfermedad o una respuesta patologica frente a una agresion inicial. Las
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estrategias de restablecimiento de niveles de expresion de miRNAs patologicamente
reducidos puede conseguirse mediante la utilizacion de oligonucleétidos sintéticos
similares a miRNAs maduros endégenos denominados miRNAs miméticos (miRNA
mimics). La mayoria de estudios realizados hasta la fecha se han basado en la utilizacion
de particulas virales como lentivirus o adenovirus que contienen la secuencia de los pre-
miRNAs, sin embargo también existen sistemas de vectores no virales para la
transferencia de miRNAs exogenos in vivo utilizando vehiculos liposomales, polimeros

conjugados o nanoparticulas. '’

Ya disponemos de ejemplos de utilizacion de terapias basadas en miRNAs que
estdn siendo evaluados mediante ensayos clinicos en humanos, mas alld del grueso de
investigacion en fase preclinica. Asi, MRX34, una inyeccién liposomal que contiene
miR-34a mimic ha completado recientemente su primer ensayo clinico en fase I para el
tratamiento de varios tumores solidos (ClinicalTrials.gov NCT01829971).!?2 Otros
ensayos clinicos en marcha incluyen la evaluacién de miravirsen, un inhibidor de miR-
122 utilizado en hepatitis C y RG-012, un mimic de miR-21 evaluado en sindrome de

Alport (https://clinicaltrials.gov/).

Modulacion indirecta de miRNAs

Una via alternativa para modular la expresion de miRNAs es el empleo de
farmacos que afectan a los mecanismos epigenéticos, y que tienen la capacidad de
modular de forma colateral los niveles de expresion de miRNAs. Entre los farmacos
epigenéticos mas estudiados destacan desmetilantes como 5-AZA-CdR o inhibidores de
la histona desacetilasa, utilizados en oncologia, con capacidad de incrementar los niveles
de expresion en humanos de hasta el 5% de los miRNAs.!?*!24 También existe evidencia
que vincula a los miRNAs como reguladores epigenéticos: se ha documentado
correlacion entre el estado de metilacion del DNA y los niveles de expresion de varios
miRNAs; la expresion de miRNAs ubicados en el genoma en regiones silenciadoras
epigenéticas de largo alcance oscila en funcion de la metilacion del DNA, las
modificaciones de histonas y la estructura de la cromatina; algunos miRNAs
interaccionan con actores epigenéticos importantes como DNMTs, teniendo capacidad de
regular la metilacion global del DNA.!% Por estos motivos, la activacion de miRNAs
involucrados en la respuesta a isquemia miocardica o transicion epitelio-mesénquima
podria permitir la apertura de nuevas vias de tratamiento en pacientes que han sufrido un

infarto agudo de miocardio.!?
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Figura 1.7. Modulacion de miRNAs: opciones terapéuticas disponibles. E/ tratamiento dirigido a la
infraexpresion de un miRNA endogeno puede ser realizado mediante oligonucleotidos Anti-miRNAs,
esponjas de miRNAs o enmascaramiento de miRNAs (miR-mask). Un Anti-miRNA bloquea la interaccion
miRNA — mRNA diana mediante hibridacion complementaria. Las esponjas de miRNAs son miRNAs
sintéticos con multiples sitios de union para uno o varios miRNAs. Un miR-mask es una secuencia
complementaria al sitio de union del miRNA en el mRNA diana; con cualquiera de estas técnicas se
bloquea la interaccion del miRNA con su mRNA diana. La sobreexpresion de un miRNA puede realizarse
mediante vectores lentivirales (o adenovirus) y miRNA mimics. Los miRNA mimics son RNA de doble
cadena y pequeiio tamario que imitan miRNAs maduros y pueden ser acoplados en liposomas cationicos
(lipoplex) que contengan un ligando reconocible por un receptor especifico de la superficie celular para

lograr la transferencia génica.

Esta presente Tesis Doctoral basa su pertinencia en que el infarto agudo de
miocardio continua siendo una patologia frecuente, y aunque la mortalidad aguda ha
disminuido, el dafio miocardico ocasionado por el infarto puede conducir al desarrollo de
insuficiencia cardiaca. Hoy en dia, se carece de biomarcadores adecuados para realizar un
diagnostico precoz de en qué casos se va a producir un remodelado adverso o se van a

activar mecanismos deletéreos de recuperacion celular tras el estimulo isquémico. Por
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este motivo, el caracterizar y validar nuevas dianas moleculares que puedan servir para
desarrollar terapias futuras para el JAM, es una necesidad clinica relevante. Los miRNAs,
por su papel central en la regulacion génica y de respuesta celular a la isquemia
miocardica, estdn emergiendo como biomarcadores potencialmente ttiles con finalidad
pronostica, en paralelo al desarrollo de técnicas que permiten su modulacion como
estrategia efectiva para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares.

Es importante recalcar que en los ultimos afios se estan llevando a cabo
investigaciones exhaustivas relacionadas con miRNAs en enfermedades cardiovasculares.
La mayor parte de las publicaciones son realizadas en modelos experimentales in vitro e
in vivo y buscan identificar miRNAs desregulados en diferentes condiciones patologicas y
sus vias moleculares y génicas de accion. Alternativamente, las publicaciones en
humanos, buscan validar la desregulacion de los miRNAs previamente identificados a
nivel experimental, centrandose se forma repetida en el estudio de unos pocos miRNAs e
ignorando los mecanismos subyacentes a la aparicion de la enfermedad y su desarrollo.

El dafo miocardico ocasionado por un IAM puede conducir al desarrollo de
complicaciones a largo plazo como la insuficiencia cardiaca. En este sentido, la
identificacion de nuevos biomarcadores como los miRNAs con capacidad pronostica, y el
descubrimiento de nuevas dianas terapéuticas para inducir la regeneracion miocardica o
prevenir su deterioro tras un [AM, tiene una gran relevancia clinica, y este trabajo

profundiza en su conocimiento.
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En base al conocimiento mostrado anteriormente, proponemos las siguientes hipétesis

de trabajo para la presente Tesis Doctoral:

La predisposicion genética juega un papel fundamental en la aparicion de un IAM

entre pacientes jovenes no diabéticos.

- Las escalas de riesgo poligénicas compuestas por multiples SNPs integran el
riesgo genético global de un paciente y pueden ser utiles en la prediccion de

eventos recurrentes tras IJAM y mejorar la estratificacion de riesgo a largo plazo.

- Un perfil genético desfavorable determinado por una escala de riesgo poligénico

puede asociarse con una ateroesclerosis coronaria mas agresiva.

- Determinados microRNAs pueden constituirse como nuevos biomarcadores con

utilidad prondstica en pacientes con IAM.

- Los miRNAs constituyen un mecanismo regulador esencial en el IAM, siendo
responsables de la evolucion a insuficiencia cardiaca cronica, y pudiendo

constituirse como nuevas dianas de actuacion terapéuticas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es caracterizar la contribucion de los
determinantes génicos en el infarto agudo de miocardio, su capacidad para constituirse
como biomarcadores con finalidad pronéstica y evaluar su potencial como dianas
terapéuticas. Asi, se propone evaluar la capacidad predictiva de una escala de riesgo
poligénica compuesta por multiples SNPs en pacientes con IAM y riesgo elevado de
susceptibilidad genética. En segundo lugar, se propone identificar y validar una
combinacién de miRNAs como biomarcadores de utilidad prondstica en pacientes con
IAM, analizando su potencial implicacion en el dafio miocéardico, y por tanto su

capacidad para constituirse en nuevas dianas terapéuticas.

3.2 Objetivos especificos

- Determinar la prevalencia de SNPs asociados a riesgo coronario en una poblacion

de pacientes jovenes no diabéticos ingresados por IAM.

- Analizar en esta poblacion la capacidad de una escala de riesgo poligénica para
identificar a pacientes con mayor riesgo de nuevos eventos cardiovasculares, y si

esta mejora las herramientas de estratificacion pronodstica disponibles actualmente.

- Evaluar si un perfil de riesgo genético desfavorable se asocia con un patrén de

ateroesclerosis mas agresivo en pacientes jovenes con [AM.
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- Cuantificar el grado de expresion sérica de una combinaciéon de miRNAs como
nuevos biomarcadores diagnosticos en IAM, validando estos resultados en una

cohorte global de pacientes con IAM y controles sanos.

- Determinar la utilidad pronoéstica de un patron de expresion de miRNAs para
predecir la aparicion de insuficiencia cardiaca o mortalidad cardiovascular a largo
plazo, asi como su capacidad de mejorar las escalas de estratificacion de riesgo

actuales.

- Identificar en un modelo experimental in vivo si los miRNAs seleccionados en
humanos se expresan y modulan en ratas sometidas a isquemia miocardica aguda,

estudiando su evolucion a largo plazo tanto en tejido miocardico como en suero.

- Determinar mediante un modelo experimental in vitro si los miRNAs estan
implicados en las alteraciones celulares que promueven el dafio miocérdico

crénico y aparicion de insuficiencia cardiaca tras un [AM.

- Evaluar el efecto de modular aquellos miRNAs que muestren un efecto
significativo en los estudios anteriores, determinando su efecto sobre genes

reguladores de apoptosis y desarrollo de fibrosis miocardica.
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Para el desarrollo del presente trabajo se pusieron en marcha varios estudios
clinicos y modelos experimentales dirigidos a dar respuesta a cada uno de los objetivos
generales planteados (Figura 4.1). En primer lugar, se diseiié un modelo clinico destinado
a evaluar la contribucion del riesgo genético evaluado mediante una puntuacion de riesgo
poligénico (GRS) a la aparicion, desarrollo y agresividad de la enfermedad coronaria
aterosclerotica en una poblacion de alta susceptibilidad genética. Posteriormente, se
desarrollé un modelo clinico en poblacion general con infarto agudo de miocardio
dirigido a caracterizar microRNAs con un patréon de expresion diferencial en [AM y
determinar su capacidad prondstica. Finalmente se llevaron a cabo modelos in vitro e in
vivo destinados al estudio del papel de los miRNAs como mecanismos fisiopatologicos en

IAM y los efectos de su modulacion en este contexto clinico.
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Figura 4.1 Disefio experimental de Tesis Doctoral. 4. Evaluacion de una escala de riesgo poligénica
basada en SNPs en la estratificacion pronostica de pacientes jovenes con IAM y elevada susceptibilidad
genética. B. Evaluacion de miRNAs como biomarcadores pronosticos en IAM: 1. Seleccion inicial de
miRNAs con expresion diferencial en pacientes con IAM; 2 Estudio prospectivo en una cohorte general de
pacientes con IAM de 14 miRNAs con fines de validacion y estratificacion prondstica; 3. Modelo
experimental in vivo de IAM con y sin reperfusion para el estudio de miRNAs, genes diana y remodelado
ventricular en sangre y tejido; 4. Modelo experimental in vitro para el estudio de miRNAs y genes diana en

sobrenadantes y células; 5. Modulacion de miR-210-3p y miR-23a-3p para estudio de genes diana.
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4.1 Evaluacion del riesgo genético poligénico como

marcador prondéstico en pacientes con IAM

4.1.1 Diseiio del subestudio - riesgo genético y eventos recurrentes en

pacientes jovenes no diabéticos con IAM

Se disenid un estudio prospectivo con inclusion consecutiva de pacientes de edad
inferior a 55 afios y no diabéticos, hospitalizados por IAM tipo 1 en la Unidad Coronaria

del Hospital Universitario Ramoén y Cajal.
Se establecieron los siguientes criterios de inclusion:
a) edad entre 18 y 55 afios;

b) IAM tipo 1, incluyendo tanto sindrome coronario agudo (SCA) con elevacion

como sin elevacion del segmento ST y
c) realizacion de cateterismo.
Los criterios de exclusion fueron:

a) antecedentes de diabetes o cumplir los criterios diagnodsticos de diabetes de
acuerdo a la definicion de las guias de la Sociedad Europea de Cardiologia /

European Association for the Study of Diabetes;
b) edad mayor a 55 afios.

Se recogieron datos clinicos, demograficos, ecocardiograficos y angiograficos de
forma exhaustiva. Se extrajo una muestra de sangre para el estudio genético y el analisis
de metaloproteinasas dentro de las primeras 24 horas del ingreso, almacenandose en el
Biobanco del Hospital Universitario Ramoén y Cajal / Instituto Ramén y Cajal de
Investigacion Sanitaria (IRYCIS), integrado en la Red Nacional de Biobancos. Durante el
ingreso, se realizd una tomografia computarizada (TC) cardiaca para analizar la carga de
calcio coronario, asi como una angiografia coronaria no invasiva, salvo contraindicacién

clinica, para analizar las caracteristicas de cada placa (Figura 4.2).
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Figura 4.2. Protocolo clinico 1 para la evaluacion del riesgo genético poligénico. Estudio prospectivo

Seguimiento

Estudio prospectivo

Seguimiento / 6 meses

Mediana seguimiento 4,2 afios

Endpoint: MACE

con pacientes no diabéticos de edad inferior a 55 anos ingresados por IAM, realizandose estudio genético
(determinacion de SNPs y GRS), cuantificacion de metaloproteinasas, TC coronario y seguimiento clinico

a largo plazo para la identificacion de eventos cardiovasculares recurrentes.

4.1.2 Consideraciones éticas

Todos los procedimientos se realizaron cumpliendo con los principios de la
Declaracion de Helsinki. El protocolo fue aprobado por el Comité de Etica e
Investigacion Clinica del Hospital Ramén y Cajal (referencia CEIC 175/13). Todos los
pacientes recibieron informacién adecuada y dieron su consentimiento informado por

escrito para su participacion.

4.1.3 Endpoints subestudio - riesgo genético y eventos recurrentes

El endpoint primario de este subestudio inicial, denominado “evento recurrente”,
fue definido como un combinado de mortalidad cardiovascular, SCA u hospitalizacion de
causa cardiovascular. Dentro del SCA recurrente se incluyo tanto al IAM como a la
angina inestable. No se consideraron como eventos recurrentes aquellos ingresos
derivados de la revascularizacion programada en un segundo tiempo de lesiones
coronarias no culpables del infarto indice pero que ya se hubieran detectado en el
momento inicial. Cada uno de los eventos recogidos en el seguimiento fue revisado por
dos cardidlogos. El seguimiento clinico fue llevado a cabo cada 6 meses. La definicion de

cada covariable fue estandarizada para el analisis.

Se establecio un endpoint secundario combinado, definido como la aparicion de
SCA recurrente o mortalidad cardiovascular, siguiendo los mismos parametros de andlisis

que para el objetivo primario.
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4.1.4 Genotipado y andlisis de muestras

La extraccion de ADN se realizd siguiendo técnicas estandar, utilizando kit de
extraccion de DNA desde linfocitos de sangre periférica (PBMCs) (Qiagen, Alemania).
El procedimiento de genotipado fue llevado a cabo en el laboratorio Gen inCode
(Barcelona, Espafia), utilizando matrices Affymetrix Axiom disefiadas ex professo.®® Las
matrices de genoma completo dieron como resultado genotipos de gran calidad, con un
cociente elevado de genotipado correcto (100%) y una reproducibilidad de SNPs del
100%. La asignacion de genotipo se hizo a partir de matrices utilizando IMPUTE2 v2.2.2,
utilizando 1.000 genomas como matriz de referencia. Para el estudio de las variantes
genéticas (Tabla 4.1) se utiliz6 la plataforma comercial Cardio inCode Score® (Gen
inCode, Espafia), que incluye 11 variantes genéticas asociadas con enfermedad arterial
coronaria, pero no con factores de riesgo cldsicos. Esta combinacion fue escogida basada
en los datos disponibles en el catdlogo de estudios de asociacion de genoma completo
(GWAS) revisado en agosto de 2010 y descritos en GWAS (rs10455872 en LPA,
1s12526453 en PHACTRI, rs1333049 en CDKN2A/B, rs17465637 en MIA3, rs501120
en CXCL12, 1rs6725887 en WDRI2, rs9818870 en MRAS y 159982601 en
SLC5A3/KCNE2) e incluyendo también un haplotipo en el gen ALOXS5SAP (Hap B,
compuesto por: rs10507391-A, rs93155050-A y rs17222842-G), el cual se ha visto que
esta relacionado con la enfermedad arterial coronaria en distintas poblaciones.!?”-12° Este
haplotipo no fue extraido de GWAS dado que las variantes genéticas individuales suelen
ser analizadas excluyendo los haplotipos. La matriz proporciond una tasa de genotipado

correcto del 100%. Se utilizé la prueba exacta para calcular el equilibrio de Hardy-
: : : 05
Weinberg en cada una de las variantes teniendo en cuenta un valor de P = % para

determinar la significacion estadistica en un contexto de comparaciones multiples.!'*°

Se calculé una puntuacion de riesgo genético (GRS) utilizando la siguiente
formula GRS = };I-; SNP; donde se incluyd la suma del numero de alelos de riesgo
descritos en la Tabla 4.1 (con los valores 0, 1, 0 2) en todas las variantes genéticas (n). De
cara al andlisis, se realizdé una division de los pacientes en terciles en funcién de su

puntuacién de riesgo.
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Tabla 4.1. Variantes genéticas analizadas

Banda AR/ ASR p valor H-W
rsID Locus genético Cromosoma
cromosémica (FAR)
1q41 rs17465637 MIA3 1 C/A (0.69) 0.925
2q33.2 rs6725887 WDR12 2 C/T (0.18) 1.000
3q22.3 rs9818870 MRAS 3 T/C (0.13) -
SLC22A43-
6q25.3 rs10455872 6 G/A (0.11) 0.072
LPAL2-LPA
6p24.1 rs12526453 PHACTRI 6 C/G (0.66) 0.674
9p21.3 rs1333049 CDKN2B-AS1 9 C/G (0.39) 0.512
10q11.21 rs501120 CXcLiz 10 T/C (0.84) 0.037
21¢22.11 rs9982601 KCNE2-SCL5A43 21 T/C (0.13) -
rs10507391 A/T (0.36) 0.589
ALOXS5AP
13q12.3 rs17222842 13 G/A (0.92) 0.822
(Haplotipo)
rs9315050 G/A (0.07) 0.616

H-W, equilibrio de Hardy-Weinberg, AR, alelo de riesgo; ASR, alelo sin riesgo; FAR, frecuencia del alelo
de riesgo. P <0.0045 para la significacion estadistica.

4.1.5 Tomografia computarizada cardiaca

Se realizé una tomografia computarizada (TC) cardiaca a todos los pacientes antes
del alta hospitalaria, salvo contraindicacion clinica. En todos los casos el TC fue realizado
después de la revascularizacion. Se utilizé un equipo de TC multidetector de 128 cortes,
realizdndose estudio sin contraste para cuantificacion de calcio coronario seguido de
angio-TC de arterias coronarias con administracién de contraste yodado intravenoso. Se
emple6 el modo de adquisicidon prospectivo de forma preferencial. El posprocesado de las
imagenes incluyd la realizacion de reconstrucciones multiplanar, de méxima intensidad
de proyeccioén y tridimensional. Los estudios fueron interpretados de forma independiente
por dos investigadores. Se siguié una metodologia previamente validada y estandarizada

para la adquisicion del score de calcio coronario, asi como para la interpretacion de la
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El calcio coronario fue valorado con el método de

angiografia no invasiva.!’!

cuantificacion de Agatston; no se tuvieron en cuenta los voxels de alta atenuacién

correspondientes a zonas de implante de stents, que fueron excluidos del analisis.

4.1.6 Biomarcadores de remodelado de la matriz extracelular

Adicionalmente, se estudiaron los niveles de metaloproteinasas (MMPs) como
marcadores proteoliticos implicados en procesos de isquemia tisular y remodelado
posterior, a fin de buscar posibles correlaciones con la presencia de variantes genéticas de
riesgo y otros biomarcadores emergentes. Para ello se recogieron muestras de sangre
periférica dentro de las primeras 24 horas destinadas al estudio de metaloproteinasas.
Dentro de los primeros 30 minutos desde la extraccion, se centrifugaron a 100 g durante
15 minutos. Se aislo el suero, que fue almacenado a -80°C en el Biobanco del Hospital
Ramén y Cajal/IRYCIS. Una vez finalizado el reclutamiento, se realizaron
determinaciones de las metaloproteasas (MMP) 1, 2, 7, 9 y 10, y del inhibidor tisular de la
metaloproteasa 1 de la matriz (TIMP-1) en el Laboratorio de Aterosclerosis del Centro de
Investigacion Médica Aplicada (CIMA) — Universidad de Navarra (Pamplona, Espafia).
Las MMP 1, 2, 7, 9 y 10 se analizaron en suero mediante un ensayo multiplex basado en
microesferas con tecnologia Luminex de Merck (MILLIPLEX MAP, Darmstadt,
Alemania). Los niveles de TIMP-1 fueron analizados mediante un ensayo de
inmunoadsorcién enzimatica (Quantikine; R&D Systems, Mineapolis, Minesota, EEUU).

Los coeficientes de variacion intra- e inter-ensayos fueron inferiores al 6%.

Dado que no existen valores de referencia universalmente aceptados para las
MMPs se realiz6 un analisis comparativo frente a otras cohortes clinicas de pacientes con
diferentes situaciones clinicas en las que se habian analizado las MMPs en el marco de su
estudio como biomarcadores predictores de evolucion. En todos los casos el procesado de
las muestras fue llevado a cabo siguiendo la misma metodologia y en el mismo
Laboratorio de Aterosclerosis del CIMA que en nuestra poblacion. Se establecieron las

siguientes cohortes de comparacion, circunscrito al analisis de MMPs:

e Cohorte de control: muestra no aleatorizada de 400 sujetos con riesgo cardiovascular

elevado pero sin enfermedad cardiovascular establecida, estudiados en el CIMA entre

los afios 2003 y 2005.132
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e Cohorte de pacientes con enfermedad arterial periférica: 187 pacientes con

diagnodstico de enfermedad arterial periférica valorados ambulatoriamente en el
Servicio de Cirugia Vascular del Complejo Hospitalario de Navarra entre 2010 y

2013.1%

e Cohorte de pacientes con ictus isquémico: 50 pacientes con ictus isquémico grave por
oclusion de la arteria cerebral media ingresados en 6 Unidades de Cuidados Intensivos
espafiolas y analizados en el CIMA en el marco de un estudio observacional

multicéntrico.!3*

4.1.7 Anadlisis estadistico

Para el andlisis estadistico, se dividié a los pacientes en grupos en funcioén de su
riesgo genético determinado por el GRS, dividiéndolos en 3 terciles. Se trazaron curvas
de supervivencia de Kaplan-Meier para los endpoints primario y secundario para cada
grupo. Tomando como referencia al grupo de bajo riesgo genético se construyeron varios

modelos de regresion de Cox:

a) modelo univariado, donde se analiz6 individualmente cada una de las variables

de interés recogidas;

b) modelo clinico multivariado en ¢l se incluyeron el ya establecido score de

riesgo GRACE y se evaluaron todas las variables que habian alcanzado
significacion estadistica con el objetivo compuesto primario en el modelo
univariado inicial; se utiliz6 el modelo de backward elimination para la
seleccion final de covariables, en el que se van eliminando progresivamente
aquellas variables con menor relevancia, utilizdndose criterios estandar (PIN

.05, POUT .010);

c) el modelo clinico multivariado anterior, afiadiendo la puntuaciéon de riesgo

genético GRS.

Se estudid la interaccion entre las variables incluidas en cada modelo. El
porcentaje de riesgo para el score de riesgo GRACE se calcul6 utilizando un nomograma
con los resultados de mortalidad o IAM a 3 afios. La bondad del ajuste de cada modelo se

evalu6 con el cociente de probabilidad y el estadistico C.
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Se compard el modelo clinico multivariado que afadia el score de riesgo genético

frente al que no lo incluia utilizando el indice de mejora de discriminacion integrada o
integrated discrimination improvement index (IDI), y con el indice continuo de
reclasificacion neta o continuous net reclassification improvement (cNRI).!3® El indice
IDI compara la diferencia promedio en la prediccion de riesgo para pacientes que
presentan el evento combinado frente a aquellos que no lo presentan. El intervalo de

confianza al 95% para el IDI se obtuvo mediante muestreo repetido o bootstrapping.

Los valores perdidos (< 3%) se analizaron utilizando una técnica de asignacion
multiple basada en el método de Markov. Al tratarse de un estudio exploratorio y
generador de hipotesis no se realizd un célculo formal del tamafo de la muestra. Los
analisis estadisticos se realizaron utilizando el software SPSS, version 22.0 (SPSS Inc,
Chicago, Illinois, Estados Unidos) y con el programa R version 3.3.2 (R Development
Core Team) utilizando los siguientes paquetes estadisticos: para el calculo del estadistico-
C de ambos modelos con y sin GRS utilizamos el paquete ‘survAUC’; para el incremento
del estadistico-C (AC) entre modelos utilizamos el paquete ‘survC1’; para las curvas de
Caracteristica Operativa del Receptor — Receiver Operating Characteristic (ROC) el

paquete ‘survivalROC’; y para la generacion de graficos el paquete ‘ggplot2’ para R.
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4.2 Evaluacion de miRNAs como biomarcadores

prondsticos en pacientes con IAM

4.2.1 Diseno del subestudio - miRNAs como biomarcadores prondsticos

en pacientes con IAM
Pacientes

Se disend un estudio prospectivo con reclutamiento de pacientes hospitalizados
por IAM de manera consecutiva en la Unidad de Cuidados Criticos Cardiologicos del
Hospital Universitario Ramoén y Cajal (Figura 4.3). El principal criterio de inclusion fue
el presentar un IAM tipo 1, bien como sindrome coronario agudo con elevacion del
segmento ST (SCACEST) o como sindrome coronario agudo sin elevacion del segmento

ST (SCASEST).

No se establecieron criterios de exclusion a fin de evitar sesgos de seleccion y

aumentar la representatividad de la poblacion estudiada.

Se realizé un estudio exhaustivo de los datos clinicos, epidemiologicos, analiticos,
pruebas de imagen y angiografia coronaria invasiva. Se recogieron muestras de sangre
venosa periférica para el andlisis de biomarcadores tanto ya establecidos como
emergentes. Las muestras de sangre venosa para la determinacion de miRNAs séricos
fueron extraidas dentro de las primeras 24 horas desde la llegada del paciente al hospital,
y almacenadas en el Biobanco local. Todos los pacientes proporcionaron su

consentimiento informado por escrito.
Controles sanos

Se establecié un grupo control con el objeto de servir como referencia para los
valores de normalidad en los niveles de expresion de miRNAs. Se obtuvieron muestras de
sangre periférica de 30 individuos sanos pareados por edad y sexo con los pacientes con
IAM incluidos en el estudio. Las muestras de suero y datos de pacientes incluidos en este
grupo control fueron proporcionados por el Biobanco del Hospital Ramén y Cajal-
IRYCIS, procedentes de la coleccion de donantes de sangre (PT17/0015/0010), con la

aprobacién de sendos Comités Etico y Cientifico.
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1. Seleccion inicial miRNAs expresados en IAM 14 miRNAs candidatos
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Figura 4.3. Disefio del subestudio 2 para la identificacion y validacion de miRNAs como
biomarcadores pronésticos en pacientes con IAM. /. Despistaje inicial entre 752 miRNAs de aquellos
que presentan expresion diferencial en un grupo seleccionado de 6 pacientes con IAM y 10 controles sanos
ajustados por edad, sexo y factores de riesgo. 2. Estudio longitudinal prospectivo entre 311 pacientes
ingresados por IAM, y 30 controles sanos pareados, para la validacion y evaluacion de la utilidad

pronostica de los 14 miRNAs seleccionados previamente.

Tanto en pacientes con IAM como individuos sanos, las muestras de sangre se
recogieron en tubos VACUETTE® (Z Serum Sep Clot Activator) de 8ml, siendo
centrifugados a 2.500 rpm durante 10 minutos. El suero separado por centrifugacion fue
aislado y distribuido en alicuotas almacenadas conforme a los criterios del Biobanco del
Hospital Ramon y Cajal, utilizando tubos anonimizados, con co6digo tinico y a -80°C. Para

estudios de miRNAs se requirieron alicuotas con 250 pL de suero.

4.2.2 Consideraciones éticas

Todos los procedimientos se realizaron cumpliendo con los principios de la
Declaracion de Helsinki. Este protocolo clinico fue aprobado por el Comité de Etica e
Investigacion Clinica del Hospital Ramén y Cajal (referencia CEIC 061/16). Todos los
pacientes recibieron informacion adecuada y proporcionaron su consentimiento

informado escrito para su participacion.
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4.2.3 Endpoints subestudio 2 - miRNAs como biomarcadores prondsticos

El endpoint primario de este subestudio fue definido como el combinado de

hospitalizacion por insuficiencia cardiaca (IC) o muerte cardiovascular.
Como endpoints secundarios se establecieron:
1) muerte de origen cardiovascular;

2) hospitalizacion por insuficiencia cardiaca, incluyendo las visitas al Servicio de

Urgencias por IC en las que se administraran diuréticos intravenosos;
3) clase funcional NYHA a largo plazo, determinada al final del seguimiento.

Todos los eventos registrados fueron revisados por dos cardidlogos ciegos a los
resultados de las determinaciones de miRNAs. Se realizé seguimiento clinico presencial

cada 6 meses. Las variables clinicas fueron estandarizadas para su analisis posterior.

4.2.4 Extraccion de microRNAs de suero y reaccion de retrotranscripcion

Previo a aislar el RNA, se afiadi6 un RNA sintético (Spike-in) a las muestras de
suero, utilizado como control técnico de homogeneidad en la extraccion mediante
sucesivas amplificaciones de los Spike-in UniSp2, UniSp4 y UniSp6. En la extraccion del
RNA total enriquecido en miRNAs se utilizaron 200 puL de suero y un kit mini RNAeasy
(Qiagen). Como control de eficiencia en la sintesis de cDNA, se afiadié un RNA externo
(cel-miR-39), que fue posteriormente amplificado. Para la sintesis de cDNA se utilizé un
el sistema Universal RT miRNA PCR System (Qiagen). De forma resumida, se utilizan 4

uL de RNA como molde para la retrotranscripcion en un volumen final de 20 pL.

4.2.5 Elaboracion de un perfil de microRNAs

Con el objetivo de identificar miRNAs séricos que se expresaran de forma
diferencial en pacientes con IAM frente a controles sanos, se disefio ensayo de cribado
para 752 miRNAs utilizando qRT-PCR, con muestras de 6 pacientes con infarto y 10
controles sanos ajustados por edad, sexo y habito tabaquico (Tabla 4.2). Se utilizaron
Paneles PCR I+IIl miRCURY LNA miRNA miRNome (YAHS-312 YG-8, Qiagen). Los
datos obtenidos fueron normalizados en base a la media de expresion de todos los
miRNAs que mostraron un Cr igual o inferior a 34. Para el analisis de los datos se utilizd

software GenEx v.6.
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Tabla 4.2. Poblacion de pacientes utilizados para el cribado de miRNAs. Caracteristicas clinicas

principales de los pacientes y controles sanos utilizados.

Paciente

10

11

12

13

14

15

16

Grupo

IAM

IAM

IAM

IAM

IAM

IAM

Control

Control

Control

Control

Control

Control

Control

Control

Control

Control

Presentacion

clinica

IAMCEST

IAMCEST

IAMCEST

IAMSEST

IAMSEST

IAMSEST

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

Edad

33

36

34

36

51

54

33

37

39

35

38

49

47

50

49

45

Sexo

Masculino

Masculino

Femenino

Masculino

Femenino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Femenino

Femenino

Masculino

Masculino

Masculino

Femenino

Femenino

Habito

tabaquico

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

No

1AM, infarto agudo de miocardio; IAMCEST, infarto agudo de miocardio con elevacion del segmento ST
TAMSEST, infarto agudo de miocardio sin elevacion del segmento ST; NA, no aplicable.
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A partir del cribado inicial de 752 miRNAs, se llevo a cabo una seleccion de

miRNAs para su validacion posterior. En esta seleccion se utilizaron dos criterios:

Y

2)

Criterio estadistico: solo se seleccionaron los miRNAs que mostraron valores
absolutos con un cambio de més de un logaritmo frente a los controles sanos,
descartandose aquellos con expresion no especifica. Se disefio un diagrama
tipo heat map (Figura 4.4) del ensayo qRT-PCR realizado, en el que los
miRNAs se organizan en una agrupacion jerarquica bidireccional en funcion
de las muestras y los miRNAs, objetivindose 42 miRNAs con un mayor
patron de expresion diferencial en cada grupo de muestras. Basados en esta
agrupacion, los pacientes con infarto presentaron un patréon de expresion

diferente para varios miRNAs en comparacion con los controles.

Criterio funcional: se realizd un analisis bioinformatico, basado en el estudio
de los genes diana predichos a partir de la base de datos Targetscan Human 5.1

(http://www.targetscan.org/vert 50/).!3¢ La lista de genes diana obtenidos en

este primer paso fue posteriormente analizada utilizando la Bioinformatic
Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID)

(http://david.abec.nciferf. gov/tools.jsp).'*” Solo se consideré incluir en el

panel de miRNAs seleccionados para su validacion posterior a aquellos
miRNAs con genes diana involucrados en procesos biologicos relevantes en

un infarto de miocardio.
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Figura 4.4. Cribado inicial de 752 miRNAs desglosado por grupos de pacientes y controles. Heat map
v andalisis jerdrquico de los niveles de expresion de miRNAs en muestras de sangre venosa de 6 pacientes
con infarto agudo de miocardio y 10 controles sanos. Se analizaron 752 miRNAs, mostrandose aqui los 42
miRNAs con mayor diferencia media entre grupos. Se utilizaron valores normalizados de ACr para el

analisis.

4.2.6 Validacion de los miRNAs seleccionados mediante qRT-PCR
individual

Se diluy6 1/11 el cDNA con agua estéril libre de nucleasas, y se usaron 4 pL de
dilucion como molde para la PCR. La deteccion de la PCR fue llevada a cabo utilizando
SYBR Green y sondas con modificacion LNA especificas para cada uno de los miRNAs
seleccionados (Qiagen). Todas las reacciones fueron realizadas por triplicado utilizando
como termociclador un Ligth Cycler 480 (Roche), calculando los valores de C; aplicando
el método de segunda derivada (Light Cycler 480 Software 1.5, Roche). Los valores de
expresion de miRNAs se presentan como ACr, calculado de la siguiente forma: ACr =
ACt mirna) - AC; (housekeeping). S€ utilizaron los programas Normfinder y Bestkeeper para

determinar cudles eran los miRNAs housekeeping (controles internos) mas estables,
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siendo seleccionado hsa-miR-103 como miRNA normalizador por su mayor estabilidad

en los estudios realizados en pacientes.

4.2.7 Anadlisis bioinformdtico

Se utilizd la base de datos miRGate para obtener las predicciones de genes diana
asociados con las variables de estudio. Los genes diana fueron seleccionados basados en
el criterio de que debian tener al menos dos predicciones informaticas positivas utilizando
algoritmos diferentes, o bien existia evidencia biolégica ya publicada. Se realiz6 un
andlisis de enriquecimiento funcional utilizando el paquete ‘clusterProfiler’ de R, con un
punto de corte del p-valor de 0,001 para el filtrado.'*® Se construyeron redes bipartitas,
utilizando los miRNAs candidatos como fuente y los genes regulados putativos como
dianas. Para la representacion de las redes se utiliz6 un algoritmo de composicién

ForceAtlas2 implementado en Gephi™.!%°

4.2.8 Anadlisis estadistico

Para la seleccion inicial de miRNAs candidatos, se analizaron las diferencias entre
pacientes con IAM y controles sanos utilizando el test de Mann-Whitney. Los umbrales
de ciclo (Cy) fueron normalizados frente a hsa-miR-103 mediante la formula ACt = (C;

[mMiRNA] — C[hsa-miR-103]).

En la cohorte de validacion, se calcularon los coeficientes de correlacion parcial
de Spearman para describir el grado de colineraridad entre los miRNAs seleccionados.
Las caracteristicas clinicas de la poblacion de estudio se describen en funcion de la
aparicion o no del evento combinado primario. Se utilizé el test de Shapiro-Wilk para
confirmar la distribucién normal de las caracteristicas basales de los pacientes. Para las
variables que cumplian el supuesto de normalidad, se aplicaron el test t-Student o
ANOVA segtn aplicara, después de evaluar la homogeneidad de las varianzas mediante
el test de Levene. Para los datos no paramétricos se utilizaron los test U de Mann-

Whitney y de Kruskal-Wallis, en funcion de lo que correspondiera.

El andlisis de supervivencia se realizO mediante regresion de riesgos

proporcionales de Cox, siguiendo los siguientes pasos:
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- Modelo 1: regresion de Cox estudiando la relacion entre los niveles de expresion

de miRNAs con el evento primario combinado (hospitalizacion por IC o muerte

CV), ajustado por edad (afios) y sexo.

- Modelo 2: regresion de Cox ajustado por edad y sexo, afadiendo como variables

factores de riesgo convencional: hipertension arterial, habito tabaquico, diabetes,

dislipemia y antecedentes previos de TAM.

-  Modelo 3: regresion de Cox ajustado por edad y sexo, anadiendo parametros
bioquimicos indicativos de extension del infarto con los niveles de Troponina I

(ng/mL).

- Modelo 4: regresion de Cox ajustado por edad y sexo, anadiendo péptidos
natriuréticos con los niveles de NT-proBNP (pg/mL).

- Modelo 5: regresion de Cox ajustado por edad y sexo, afiadiendo como pardmetro

de gravedad clinica el ya validado score de riesgo GRACE.

-  Modelo 6: regresion de Cox ajustado por edad y sexo, anadiendo parametros
indicativos de afectacion de la funcién sistolica como la fraccion de eyeccion del

ventriculo izquierdo al alta (FEVI - %) y la clase Killip-Kimbal (I-IV).

Se comprobo el cumplimiento de las condiciones de aplicacion de la regresion de Cox,
verificando en la parte paramétrica cada modelo que la contribucion de cada una de las
variables explicativas en la prediccion de la supervivencia, o de la tasa instantanea de
riesgo, se mantiene a lo largo del periodo de seguimiento. Para comprobar este supuesto
se utilizd6 la siguiente expresion, en la que las tasas instantdneas de riesgo
correspondientes a los patrones de respuesta Xz y Xp mantienen su cociente constante

para cualquier tiempo t de seguimiento al no depender de h,(t):
h(t; X,) = h(t; Xg) * [eﬁ’(XA—XB)]
A partir de la formula que expresa la regresion de Cox:
h(t; X) = hy(t) X eP’X = hy(t) x eBrxa+Baxz+Baxzt +hnxn)

en el que h(t; X) expresa la funcion o tasa de riesgo, hy(t) es la funcion de riesgo de
referencia para un sujeto hipotético que no presentara ninguna de las variables predictivas

de riesgo, y e#'X es la funcion exponencial de las n variables explicativas, se comprobo
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la relacion log-lineal entre la tasa instantanea de riesgo y las variables explicativas

incluidas en los sucesivos modelos siguiendo la siguiente formula:
ln h(t; X) = ln ho(t) + ﬁlxl + ﬁzxz + ﬁ3X3 + i + ﬁnxn

en el que se escribe en forma de modelo de regresion multiple el logaritmo neperiano de
la tasa instantanea de riesgo h(t; X) en funcion de una combinacion lineal de las variables

X;.

A los p-valor de la razén de tasas de riesgo o hazard ratio (HR) obtenidos, se les
aplico el método de Benjamini y Hochberg para correccion en supuestos de
comparaciones multiples en base al niimero de miRNAs seleccionados. Se determind el
valor del estadistico-C para cada modelo, calculado en el momento de seguimiento medio
(2 anos). También se calcularon los intervalos de confianza al 95% para los valores del
estadistico C en cada modelo, asi como su incremento tras la inclusion individual de cada
miRNA, determinado mediante un método de remuestreo de perturbaciones usando 1.000

iteraciones.

Se compard el modelo clinico multivariado que obtuvo un mayor valor del
estadistico-C con vs. sin la inclusion de miRNAs. Para ello se empled el integrated
discrimination improvement index (IDI), siendo este un método que compara la diferencia
promedio en realizar una prediccion correcta del riesgo para pacientes que presentan el
endpoint primario durante el tiempo de seguimiento frente a aquellos que no lo sufren.
También se determiné el continuous net reclassification improvement (cNRI), detallado

previamente. El &rea bajo la curva ROC fue calculado para mostrar la fuerza del efecto.

El andlisis de supervivencia también incluy¢ el trazado de las curvas de Kaplan-
Meier tanto para el objetivo primario del estudio como para las variables secundarias
clave descritas; la segmentacion se realiz6 utilizando como variables de analisis aquellos
miRNAs con mayor grado de asociacion con la variable de estudio, dividiendo los grupos

por la mediana.

Finalmente, se llevo a cabo un modelo de regresion logistica multinomial para
analizar la relacion entre los niveles de expresion de los miRNAs estudiados y la clase
funcional al final del seguimiento determinada mediante la clasificacion de la New York
Heart Association (NYHA), manteniendo como parametros de ajuste la edad y el sexo.
La clase NYHA (I-IV) fue considerada como variable dependiente ordinal tomando como

referencia la clase funcional I (pacientes asintomaticos sin limitacion a la actividad fisica
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habitual), cuantificando el Odds Ratio (OR) o riesgo de presentar limitacion funcional al

final del seguimiento (clases NYHA II-IV) en funcion de los valores de expresion de cada
miRNA determinados en el momento inicial. Se utiliz6 el método de maxima
verosimilitud (maximum likelihood) por presentar mayor eficiencia que el modelo de
minimos cuadrados. La bondad de ajuste del modelo estimado para cada uno de los
miRNAs fue estudiada con estadisticos derivados de la verosimilitud del modelo,
utilizando el coeficiente de determinacién R? para explicar la proporcion de variabilidad

explicada por la ecuacion de regresion, aplicando la correccion de Nagelkerke:

RZ
R? =

Riax

, en el que R? es el indice corregido, R? es el coeficiente de determinacion del modelo
estudiado y RZ,,, el coeficiente de determinacién de un modelo hipotético con maxima
bondad de ajuste. Finalmente, se calibr6é el modelo, valorando la concordancia entre las
probabilidades observadas en nuestra muestra y las predichas por cada modelo utilizando
la prueba de bondad de ajuste de Hosmer-Lemeshow. Para cada OR se estimd su

intervalo de confianza IC 95%, utilizando 1.000 iteraciones por miRNA estudiado.

Los andlisis estadisticos realizados en este subestudio fueron realizados con el
programa SPSS v26.0 (SPSS Inc, Chicago, Illinois, EEUU) y con R version 4.0.0 (R
Development Core Team): se utilizé el paquete ‘ppcor’ para el calculo de los coeficientes
de correlacion parcial ordinales de Spearman (p); el indice (IDI) fue calculado segun la
descripcion de Uno et al.'* utilizando el paquete ‘survIDINRI’, obteniendo los intervalos
de confianza para el IDI mediante un método de remuestreo o bootstrapping. Se utilizé el
paquete ‘survAUC’ para calcular el estadistico-C en los modelos con y sin miRNAs,
mientras que se uso el paquete ‘survC1’ para calcular el AC-estadistico y su IC 95% entre
modelos, y el paquete ‘survivalROC’ para las curvas ROC. Los graficos fueron generados

con los paquetes ‘ggplot2’ y ‘forestplot’ para R.
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4.3 Modelos experimentales in vivo

4.3.1 Modelo in vivo de isquemia/reperfusion: IAM con reperfusion

Se utilizaron rachas (Rattus norvegicus) macho de la cepa Sprague Dawley de 8-9

semanas y 200-250g, obtenidas de Charles River Laboratories, Francia. Durante el tiempo

del estudio se mantuvieron en condiciones estdndar, con acceso a comida y agua ad

libitum en un entorno con temperatura y humedad constante, respetando el ciclo

circadiano.

6 Modelo experimental in vivo
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Figura 4.5 Modelo quirurgico experimental en ratas para simular IAM. Diseiio del modelo y
distribucion en los grupos experimentales de oclusion permanente (OP) e isquemia-reperfusion (I/R)
coronaria. Instrumentacion requerida en el modelo murino, comun a los procedimientos de OP e I/R.
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Se utilizaron un total de 30 animales en este modelo, estando integrado cada uno

de los grupos experimentales por 5 animales (n=5). Se incluyeron los siguientes grupos,
definido por el tiempo hasta el sacrificio: a) sham (cirugia sin oclusiéon coronaria, con
punto final a las 24 horas); b) isquemia/reperfusion (I/R) 24 horas; c) I/R 48 horas; d) I/R
3 dias; e) I/R 7 dias; ) I/R 30 dias.

Se realizé anestesia por inhalacion de isofluorano (5% en induccion, 1-2,5% en
mantenimiento) (Abbott Laboratories Ltd.) y 1 I/min de O (Figura 4.5). La temperatura
corporal del animal se mantuvo con una almohadilla eléctrica. Antes de iniciar el
procedimiento quirargico se inyectd tramadol (Adolonta) 100mg/kg subcutaneo y
lidocaina 1% sc a fin de servir como analgesia posoperatoria. Las ratas fueron intubadas
utilizando un catéter Abocath n° 14-16, apoyandose en la utilizacion de un otoscopio, y
ventiladas utilizando un respirador mecdnico (NEMI Scientific, New England Medical
Instruments Inc, Modelo 121/1) programado en modo volumen control con frecuencia
respiratoria de 55 rpm y volumen tidal de 2,5 cm®. Se mantuvo monitorizacion continua
con pulsioximetro a fin de controlar la frecuencia cardiaca y saturacion de oxigeno
durante el procedimiento. Se realizd una incision paralela al borde costal inferior
izquierdo, disecando el musculo pectoral mayor izquierdo y con exposicion de las
costillas seguido de toracotomia entre el tercer y cuarto espacio intercostal para poder
visualizar la superficie anterior del corazon. Mediante el uso de un retractor Weitlaner se
consiguié expandir el espacio intercostal y permitir el acceso y apertura de la cavidad
pericardica. La arteria descendente anterior (DA) se visualiza mediante microscopia,
realizéndose ligadura transitoria a nivel proximo-medial durante 30 minutos utilizando
sutura sintética (polipropileno) no absorbible monofilamento de 6-0 (Prolene, Ethicon,
EEUU) y un tubo de propileno (PE-10) para facilitar la liberacion posterior. La oclusion
de la arteria DA se confirmaba visual y ecocardiograficamente con el cambio de
coloraciéon (de rojo a palido) y pérdida de contraccion segmentaria del territorio
miocérdico en la cara anterior. Una vez transcurridos los 30 minutos de isquemia se retira
el torniquete compuesto por la pieza de PE-10 y la ligadura, a fin de restablecer el flujo
coronario iniciando la reperfusion. Se procedi6 a hemostasia, seguido de cierre por planos
con suturas de 3-0 y 4-0 con colocacidn de tubo toracico izquierdo. Finalmente, se realizd
sutura cutanea en bolsa de tabaco, retirada del tubo tordcico y extubacion, manteniendo la
monitorizacion continua hasta la recuperacion completa del animal. Se realizd

administracion profilactica de ceftriaxona 4mg sc o cefazolina 5Smg sc, segin
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disponibilidad. En el grupo de cirugia sham se realizaron los mismos procedimientos
quirtrgicos a excepcion de la ligadura coronaria. Durante el posoperatorio se administrd

tramadol sc. a las 24h o en funcion de las necesidades.

Se realizo toma de sangre venosa basal, a las 24 h (mediante puncién en la vena
caudal) y en el punto final del sacrificio (mediante punciéon en la vena cava) para
medicién de péptidos natriuréticos y Troponina I (Figura 4.6). En el punto final del
protocolo se realiz6 eutanasia mediante parada respiratoria inducida por anestesia
(isofluorano 5%, O> al 1%). Para la extraccion de suero, los tubos fueron incubados a
temperatura ambiente durante 30 minutos y posteriormente centrifugados a 2.500 rpm

durante 10 min a 4°C.

Los corazones fueron procesados para los diferentes estudios: medio corazén fue
fijado en formol tamponado y posteriormente incluido en parafina para su estudio
histopatologico (H/E y PAS), hibridacion in situ para determinacion celular de miRNAs e
inmunohistoquimico para dianas de miRNAs. Un cuarto fue incluido en OCT (Optimal
cutting temperature). El cuarto restante fue congelado en N liquido y conservado a -80°C
para extraccion posterior de RNA total y miRNAs.

PROCESADO DEL TENIDO Extraccion de sangre antes de la cirugia,

; a las 24h de la cirugia y a punto final:
Cortes transversales del corazén

Corte en 3 zonas BASAL 24h PUNTO
* Zona 1: segmentos apicales (zona de necrosis) FINAL
* Zona 2: segmentos medios (zona de necrosis) ‘

* Zona 3: segmentos basales

Mediciones:
* miRNAs en suero.
¢ Troponina-|
¢ NT-proBNP

Ldmina de la zona Infartada para congelacion.

‘ FORMOL
2 4

Mediciéon de miRNAs en IHQ / MASSON / H/E
tejido

Figura 4.6. Preparacion y procesado de las muestras biologicas procedentes de los procedimientos de

cirugia experimental en modelo murino.
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4.3.2 Modelo in vivo de oclusion coronaria permanente

Los animales de experimentacion, técnicas y procedimientos fueron llevados a cabo

de forma anéloga al modelo de isquemia reperfusion.

Al igual que en el modelo de isquemia-reperfusion, se utilizaron un total de 30
animales, constando cada uno de los grupos experimentales de 5 animales (n=5). Se
definieron los siguientes grupos en funcidon del procedimiento realizado y tiempo al
sacrificio: a) grupo sham; b) grupo oclusion permanente (OP) 24 horas; OP 48 horas; d)

OP 3 dias; e) OP 7 dias; f) OP 30 dias.

La técnica quirurgica fue idéntica a la descrita previamente. En el punto de apertura
de la cavidad pericardica se procedi6 a oclusion de la arteria DA con sutura sintética no
absorbible monofilamento de 6-0, sin utilizacion de tubo de PE-10 dado el caracter
permanente de la oclusion. Una vez confirmada visualmente la oclusion coronaria se

procedi¢ al cierre por planos seguin lo explicado.

La extraccion de muestras de sangre, eutanasia y procesado de tejidos en el punto

final del protocolo fue idéntica a la descrita en el modelo isquemia-reperfusion.

En la puesta a punto de ambos modelos, se realizaron tinciones Evans Blue y TTC
para confirmar la necrosis del territorio miocardico de la arteria DA, asi como la
reproducibilidad del territorio infartado. En este caso, se realizd inyeccion por via
intravenosa de tincion de Evans Blue 5-10 minutos antes del punto final del sacrificio;
una vez realizada la eutanasia, se extrajeron los corazones y se lavaron con PBS. Los
ventriculos fueron congelados a -20°C durante al menos 20 minutos y posteriormente
cortados en secciones con microtomo, con grosor de corte de 2mm. Los cortes fueron
colocados en placas precalentadas a 37°C con tincion TTC, manteniéndolas a esta
temperatura y en camara sin luz durante 15 minutos. Tras confirmar la distribucion

homogénea de la tincion se procedio al lavado con PBS por triplicado.
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4.3.3 Consideraciones éticas

Los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo a las guias para el
cuidado y uso de animales de laboratorio, siguiendo la Directiva 2010/63/EU del
Parlamento Europeo y la Recomendacion 2007/526/EC en relacion con los cuidados
relacionados con la experimentacién animal, incorporadas al ordenamiento juridico
espafiol en el Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen las normas
basicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados en experimentacion y

' El protocolo fue aceptado por el Comité de Etica de

otros fines cientificos.'*
Experimentacion Animal de la Universidad Auténoma de Madrid, como Organo
habilitado por la Comunidad de Madrid para la evaluacion de proyectos, con cddigo de
referencia PROEX 298/16 (tanto para el modelo OP como I/R), para su realizacion en el
Servicio de Cirugia y Experimentaciéon Animal del Instituto de Investigacion Hospital
Universitario La Paz (IdiPAZ), con numero de registro ES-280790001941. Los
experimentos fueron llevados a cabo siguiendo el principio de las “3R” (reemplazo,
reduccién y refinamiento), y siguiendo las recomendaciones establecidas en las guias

ARRIVE para el disefio y descripcion de resultados de experimentacion animal

(https://www.nc3rs.org.uk/arrive-guidelines).'*? Tanto el doctorando como la codirectora

de la Tesis estan acreditados con las funciones A, B, C y D para el disefio, manejo y

direccion de experimentacion animal.

La mortalidad posquirurgica previa al punto final de sacrificio fue del 25%, siendo
preciso incrementar en ese numero los animales usados. Adicionalmente, se dispusieron
otros 10 animales con fines de puesta a punto de los dos modelos quirirgicos y

confirmacion histologica y reproducibilidad del grado de necrosis miocérdica inducida.

4.3.4 Posprocesado de muestras de modelos experimentales in vivo

Estudios histoquimicos

Los estudios histoldgicos fueron llevados a cabo en las instalaciones del Servicio
de Anatomia Patologica del Hospital Universitario Ramon y Cajal. Se realizaron cortes de
bloques de parafina enfriados a temperatura de 4°C, con una distancia de 4 um, utilizando
un microtomo rotatorio HM 325, Thermo Scientific Microm, Fisher Scientific, NH,

EEUU. Los cortes fueron recogidos en bafio de flotacion y secados durante 1 hora a 37°C.
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Se realizaron tinciones de hematoxilina/eosina (H/E) para evaluar los cambios

morfologicos e histopatologicos inducidos en el tejido miocéardico. Para ello, los cortes
ventriculares de aproximadamente 2 mm de espesor fueron colocados en
paraformaldehido 4% durante 72 horas, a fin de lograr su fijacion. Posteriormente se
embebieron en parafina, extrayéndose cortes de 4 um con microtomo. Las secciones
fueron posteriormente desparafinadas con xileno durante 10 minutos (x2), hidratadas con
etanol graduado (etanol 96% 5 min (x2), etanol 70% 5min (x2) y agua ultrapura Milli-Q®
(x2)), tintadas con H/E, deshidratadas con etanol graduado, lavadas en xileno y montadas
en resina neutra. En las imagenes, visualizadas con microscopio optico, la hematoxilina
tifie las estructuras acidas (basofilas) en tonos purpura y azulados, marcando ntcleos
celulares; por su parte, la eosina tifie los componentes basicos (acidofilos) en tonos

rosados gracias a su caracter acido o anionico, marcando el citoplasma.

Las tinciones tipo tricromicro de Masson fueron realizadas para evaluar el tejido
conectivo y la presencia de fibrosis miocéardica en el punto final del modelo en todos los
animales instrumentados. De forma similar, las muestras de tejido eran colocadas en
paraformaldehido 4%, embebidas en parafina siguiendo procedimientos habituales y
extrayéndose cortes de 4 um de espesor. El procedimiento de tincion fue realizado tras
desparafinar, empleando hematoxilina durante 3 minutos y aclarando posteriormente con
agua. En el siguiente paso se utilizd una solucidon alcohodlica de acido clorhidrico 1%
durante 3-5 segundos. Se sumergid la muestra en agua para aclarado durante un minuto.
Tras un nuevo aclarado las secciones fueron tintadas con solucion de fucsina durante 3
minutos, aclarando con agua destilada y diferenciado con &4cido fosfomolibdico 1%
durante 1 minuto. Una vez aclarada la muestra de nuevo, las secciones fueron tintadas con
solucion de azul de anilina durante 1 minuto, aclaradas con etanol 95%, deshidratadas con

alcohol 95% y alcohol anhidro, secado al aire y montado sobre resina neutra.

Estudios inmunohistoquimicos

Se realizaron estudios de inmunohistoquimica para analizar la infiltracién por
células inmunes en el tejido infartado, asi como factores de transcripcion relacionados
con la respuesta celular a la isquemia. Finalmente, se estudio el desarrollo progresivo de
fibrosis miocéardica analizando el deposito intercelular de coldgeno y procesos de

transicion epitelio-mesénquima.
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Para ello, se utilizaron cortes obtenidos siguiendo el mismo proceso que en los
estudios histopatologicos, siendo deshidratados y sometidos a un protocolo de
recuperacion antigénica inducida por calor (HI/ER), sumergiendo las muestras en una
Solucion de Recuperacion Antigénica (&cido citrico 0,1 M, citrato de sodio 0,1 M) en una
olla a presion durante 20 minutos. Posteriormente se llevd a cabo un bloqueo de la
peroxidasa endogena con Peroxidase-Blocking Solution, Dako REAL S2023 (Agilent, CA,
EEUU) durante 30 minutos en cdmara humeda. Tras el bloqueo de la peroxidasa se
realizaron 3 lavados de 5 minutos en tampén fosfato salino (PBS) con polisorbato 20 al
0,05% (Tween 20, Merck Millipore, MA, EEUU). Se mantuvo el tejido en PBS con BSA
1% durante 30 minutos. A continuacidn, se incubaron las muestras con el anticuerpo
primario durante la noche a temperatura de 4 °C. Se realizaron 3 lavados adicionales de 5
minutos en PBS con Tween 20 al 0,05%, incubandose las muestras con el anticuerpo
secundario correspondiente marcado con peroxidasa (HRP) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Tras realizar otros 3 lavados se disponen las muestras para su visualizacién con
un kit de revelado que contiene tampén sustrato (solucion tampon imidazol-HCL a PH
7,5) y DAB/cromogeno (3,3-diaminobenzidina, DAKO K3468, Agilent, CA, EEUU).
Una vez que el tejido toma coloracion marrdén se interrumpe la reaccion poniendo las
muestras en agua y contrastdndolas mediante tinciéon con hematoxilina, hidratdndolas y
pasandolas por una cadena de alcoholes. Finalmente, los cortes fueron montados en
portaobjetos con medio DePeX (SERVA Electrophoresis, Alemania). Las imagenes
presentadas fueron adquiridas con camara digital Olympus C-7070 wide zoom. Para el
analisis de las imagenes obtenidas se utilizé el software ImageJ (National Institutes of

Health, EEUU).
Se utilizaron los siguientes marcadores inmunohistoquimicos:

a) Estudio del infiltrado inflamatorio (IHQ):

- CD68: marcador de macréfagos (Abcam Ref. Ab 125212, con diluciéon del
anticuerpo primario 1/500 - anticuerpo secundario Envision HRP Dako, Agilent,

CA, EEUU).

- CD3: marcador de linfocitos T (Abcam Ref. ab16669, con dilucion del anticuerpo
primario 1/100 — anticuerpo secundario Envison HRP Dako, Agilent, CA, EEUU).
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-  CD163: marcador de macréfagos M2 (Abcam Ref. ab182422, con dilucion del

anticuerpo primario 1/300 - anticuerpo secundario Envision HRP Dako, Agilent,

CA, EEUU).

- Mieloperaxidasa (MPO): utilizada para reconocimiento de neutréfilos. MPO es
responsable de la actividad microbicida lisosomal de neutréfilos, monocitos y
macrofagos, usada como marcador global de leucocitos (Thermo Fisher Ref.
PAS16672, con dilucién del anticuerpo primario 1/75 — anticuerpo secundario

Envision HRP Dako, Agilent, CA, EEUU).

- Actina alfa de musculo liso (a-SMA): los anticuerpos anti-o. contra actina del
musculo liso, también denominada ACTA2, son marcadores de células
transicionadas a miofibroblastos y por tanto fibrotizacion del tejido (Abcam Ref.
7817, con dilucién del anticuerpo primario 1/200 - anticuerpo secundario Envison

HRP Dako, Agilent, CA, EEUU).
b) Otros marcadores:

- HIF-1a: factor de transcripcion clave en la respuesta celular y sistémica a la
isquemia tisular e hipoxia celular (Novus Bioldgicas. Ref: NB 100-105, dilucion
anticuerpo primario 1/20 — anticuerpo secundario Envision HRP Dako, Agilent,

CA, EEUU).

- VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular, implicado en la

neovasculogénesis asociada a isquemia tisular e hipoxia celular.

Otros biomarcadores (troponina 1y NT-proBNP)

Se realizaron determinaciones de los niveles de troponina ultrasensible (cTnl us) y
NT-proBNP en suero en dos momentos: previo al inicio del procedimiento quirtirgico y a
las 24 horas de la oclusién de la DA. Utilizando un volumen de muestra de 210 pL, se
procedié a un andlisis de microparticulas quimioluminiscentes para la determinacion
cuantitativa de los niveles séricos de troponina-I usando el sistema Architect STAT
(Abbott Laboratories, IL, EEUU). Las determinaciones de NT-proBNP fueron realizadas
sobre un volumen de 9 puL. con un inmunoensayo de electroquimioluminiscencia Elecsys
proBNP II (Roche Diagnostics, Suiza). En ambos casos se utilizaron las instalaciones de

laboratorio del Servicio de Bioquimica del Hospital Universitario Ramon y Cajal.
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4.3.5 Extraccion de RNA total en tejidos

Se extrajo RNA para el andlisis de expresion intracelular de mRNAs y miRNAs
en las muestras de tejido miocéardico isquémico de las ratas sometidas a IAM por oclusion

coronaria permanente o isquemia/reperfusion.
Lisado celular, extraccion y cuantificacion de RNA

Para la preparacion y homogeneizacion de las células procedentes de tejidos, procedentes
de los modelos in vivo, las muestras fueron ubicadas en 10 volumenes de solucién
monofasica de fenol e isotiocianato de guanidina, TRIzol (Invitrogen, MA, EEUU) y se
siguieron las instrucciones del fabricante Qiagen RNeasy en relacion a la preparacion y
concentraciones adecuadas. Brevemente, se colocaron las muestras de tejido de hasta 1g
en tubos conicos de 50 ml con 15ml de TRIzol refrigerado, homogeneizando
posteriormente la muestra y refrigerando a -80°C. EI RNA extraido fue cuantificado

utilizando un Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, MA, EEUU).
qRT-PCR

El cDNA de los miRNAs seleccionados se obtuvo de 2 nug de RNA total de cada
muestra, utilizando miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR (Exiqon, 339340,
QUIAGEN, Alemania) y 1 pl de muestra de cDNA como molde o template para la PCR,
llevada a cabo con LightCycler 480 YBR® Green master mix (Exiqon, 339347,
QUIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se llevaron a cabo las PCR con un
equipo LyghtCycler 480 (Roche Diagnostics, Suiza). Cada muestra y experimento fue
llevado a cabo por triplicado, utilizando normalizadores en cada uno de estos
experimentos. Se utilizaron primers para los miRNAs a estudio: hsa-let-7a-5p, hsa-miR-
20a-5p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-23a-3p, hsa-miR-27b-3p, hsa-miR-30b-5p, hsa-miR-
106b-5p, hsa-miR-107, hsa-miR-122-5p, hsa-miR-148b-3p, hsa-miR-210-3p, hsa-miR-
221-3p.

Se utilizaron los siguientes oligonucle6tidos exdgenos (Spike-in) como controles a

lo largo del proceso:
- control de hemolisis: hsa-miR-451 y hsa-miR-23a;
- control de extraccion: UniSp2

- control de retrotranscripcion (RT): cel-miR-39-3p (miRNA sintético de C.

elegans).
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El cDNA de los genes seleccionados se obtuvo de 2 pug de RNA total de cada
muestra utilizando Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit Ref: 04897030001

(Roche Diagnostics), 1 pl de muestra de cDNA como cDNA molde (femplate) y
LightCycler 480 SYBR® Green Master (Roche Diagnostics) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Las PCR fueron llevadas a cabo en un equipo LightCycler

480 (Roche Diagnostics). Cada muestra y experimento fueron analizados por triplicado.

Los valores de C; fueron calculados utilizando el método matematico a partir de la
obtencion del valor maximo de la segunda derivada de la curva de amplificacion,
utilizando el software LightCycler® 480, version 1.5 (Roche Diagnostics). Los valores de

expresion de los miRNAs y genes se presentan como AC;, definido como:
ACt = Ct miRNA — Ct housekeeping

Para la normalizacion de los niveles de expresion de miRNAs se cuantificaron los

siguientes miRNAs con expresion estable:

- modelo in vivo, tejido miocardico de rata: hsa-miR-30c. También se analizaron
hsa-miR-103 y hsa-miR-191 que mostraron menor estabilidad, por lo que fueron

desestimados.

- modelo in vivo, sangre periférica de rata: hsa-miR-30c. También se analizaron
hsa- miR-103, hsa-miR-124 y hsa-miR-191, que presentaron menor estabilidad

por lo que fueron desestimados.

4.3.6 Extraccion de RNA total en sangre periférica

Se recogi6 suero procedente de sangre periférica de las ratas sometidas al modelo
quirtirgico en los tiempos indicados. Estas muestras fueron centrifugadas para la
extraccion de miRNAs. Se extrajo el RNA total enriquecido en miRNAs utilizando un
miRCURY RNA Isolation Kit- Biofluids Ref: 300112 (Exyqon, Dinamarca), siguiendo
las instrucciones del fabricante. La deteccion y cuantificacion de los niveles de expresion
de los miRNAs estudiados fue realizada mediante qRT-PCR utilizando el sistema
Universal RT miRNA PCR System (Exyqon, Dinamarca). Se utilizaron como molde o
template 200 ng de RNA, distribuidos en pocillos de 20 pl. Se prepar6 una dilucion 1/11

con el cDNA y agua estéril libre de nucleasas.
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Para la deteccion de miRNAs en las PCR se utilizaron sondas SYBR Green y
sondas LNA especificas de cada miRNA (Exiqon, Dinamarca). Cada una de las
reacciones fue llevada a cabo por triplicado utilizando como instrumento un LightCycler

480 (Roche, Suiza).

4.3.7 Estudio de la expresion de miRNAs mediante qRT-PCR

El procesado de tejidos y muestras de suero procedentes de estudios in vivo
para la determinacion de los miRNAs implica el uso de TRIzol (Fisher Scientific, NH,
EEUU) y precipitacion. E1 RNA total que contiene miRNAs es cuantificado, valorandose
su integridad y utilizdndose para la realizacion de qRT-PCR tal como se ha indicado
previamente. En este caso se utilizd como housekeeping hsa-miR-30c (hsa-miR-30c
LNA™ PCR primer set, Qiagen, Alemania), por su mayor estabilidad frente a hsa-miR-

103, hsa-miR-124 y hsa-miR-191.

Los datos fueron presentados utilizando el método de segunda derivada aplicando
la formula 2724¢T De esta forma los resultados se muestran en folds o veces de induccion
y se elimina la necesidad de establecer curvas estandar para su cuantificacion relativa. En
nuestro trabajo se realizaron experimentos de comprobaciéon de la eficiencia de las

reacciones de PCR, verificando el cumplimiento de sus condiciones de aplicacion.

4.3.8 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos procedentes del modelo animal han sido expresados como
media *+ desviacion estandar (SD). Las comparaciones entre los diferentes grupos
experimentales fueron realizadas mediante andlisis de la varianza (ANOVA) en caso de
distribuciéon normal o con el test de Kruskal-Wallis seguido de Mann-Whitney de lo
contrario. En el andlisis de expresion de miRNAs en sangre periférica para cada grupo
experimental, los resultados fueron normalizados respecto a los niveles basales previos a
la intervencion quirtrgica. En las comparaciones entre grupos experimentales se tomo
como referencia el grupo de cirugia sham. Se estableci6é un punto de corte de 0,05 para la
significacion estadistica en las comparaciones entre grupos experimentales. Los datos
fueron analizados con el programa SPSS, version 26.0 (SPSS Inc, Chicago, Illinois,
Estados Unidos) y con el programa Graph-Pad Prism, version 9, para la generacion de

graficos.
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4.4 Modelos experimentales in vitro

Se planted un modelo experimental in vitro en cardiomiocitos para poder estudiar
a nivel intra- y extracelular la expresion de miRNAs y su papel como mecanismos
reguladores ante situaciones de hipoxia y/o privacion de nutrientes que simulan isquemia
miocardica aguda. El estudio se centrd en los miRNAs previamente identificados en el
protocolo clinico en pacientes con IAM y que habian sido estudiados también en el
modelo quirdrgico en ratas, a fin de profundizar en el estudio mecanistico en un entorno

controlado en el que unicamente se analizaron células musculares cardiacas.

4.4.1 Cultivos celulares

Se utilizaron células procedentes de la linea celular H9¢2 de cardiomiocitos
ventriculares inmortalizados procedentes de rata por ser el tipo celular mas ampliamente
empleado en modelos de isquemia/reperfusion miocardica y de precondicionamiento
isquémico.!** Esta linea celular representa una poblacion homogénea de células cardiacas
que permite el desarrollo simulado de numerosas patologias, y es considerado
actualmente como el mejor modelo para simular dafio isquémico. Para llevar a cabo los
procedimientos experimentales in vitro, se adapté un modelo de privacion de oxigeno y
nutrientes puesto a punto en el Laboratorio de Biomarcadores y Dianas Terapéuticas con
células epiteliales del tibulo proximal renal, que mimetiza el dano de las células

epiteliales proximales renales.!#*

Las células H9¢2 (ATCC, VA, EEUU) fueron cultivadas en placas P60, en medio
DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium - (Gibco™, Fisher Scientific, NH, EEUU),
suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) y 0,5% de PSG, compuesto por
penicilina G 100 U/ml, estreptomicina 10 mg/ml y glutamina 2 mM. Se mantuvieron en
incubadora en condiciones estandar para cultivo celular a 37°C, con atmdsfera himeda y

un 5% de COs. El cultivo se mantuvo hasta alcanzar un 80-90% de confluencia.

4.4.2 Diserio del modelo in vitro

Se utilizd un disefio experimental factorial 2x2 para el estudio de dos
intervenciones: 1) aporte de Oz (+/-) y 2) aporte de nutrientes (+/-), para someter a las

células a una situacion analoga a la isquemia (Figura 4.7).
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Los procedimientos llevados a cabo fueron los siguientes:

1) Privacion de nutrientes (I): retirada de medio DMEM, lavando con PBS Ix y
cambio a un medio minimo HBSS (Hanks' Balanced Salt Solution) sin factores de

crecimiento, sin nutrientes y con baja concentracion de glucosa y derivados.

2) Hipoxia (H): privacion de oxigeno, mediante una incubadora hermética a 37°C
perfundida con una mezcla de gases con baja cantidad de O (1%), y con CO»
(5%) y N2 (94%). Durante 30 min apertura de la bala con gases hasta alcanzar la
concentracion indicada, manteniéndose posteriormente cerrada la cédmara de

hipoxia hasta la recogida de muestras (Air Liquide, Francia).

Las células del grupo control (normoxia con nutrientes) permanecieron en todo
momento en medio completo (DMEM) suplementado con PSG e incubadora
convencional en condiciones de 21% de Oz, 5% de CO, y 37°C (Figura 4.8). Las
condiciones de privacion de nutrientes e hipoxia se mantuvieron durante un periodo de
tiempo entre 24 y 48 horas, realizando determinaciones experimentales en estos tiempos.
En el momento de la recogida de muestras a las células se las retirdé de su medio, fueron
lavadas una vez con PBS frio, y posteriormente congeladas en sus placas a -80 °C. Los

sobrenadantes también fueron recogidos y almacenados a -80 °C.
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Figura 4.8. Protocolo experimental in vitro en cardiomiocitos H9c2. Las células fueron sometidas a

hipoxia y/o privacion de nutrientes con recogida de sobrenadantes y muestras celulares a 24 y 48 horas. 1

corresponde a privacion de nutrientes;, H, hipoxia, DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium), es un

medio completo suplementado con nutrientes y suplementos; HBSS (Hanks' Balanced Salt Solution), a un

medio minimo con privacion de nutrientes.

Como resultado del disefio factorial seguido en estos procedimientos se

obtuvieron células y sobrenadantes a 24 y 48 horas, procedentes de los siguientes grupos

experimentales (Figura 4.9):

a) normoxia con nutrientes (grupo control);

b) normoxia + privaciéon de nutrientes (I);

c) hipoxia con nutrientes (H);

d) hipoxia + privacion de nutrientes (H/I).

Todos los experimentos in vitro fueron repetidos un total de 3 veces con el fin de

verificar la reproducibilidad del modelo celular y asegurar su robustez estadistica.
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Figura 4.9. Grupos experimentales in vitro y recogida de muestras. Como resultado de los

procedimientos in vitro a los que fueron sometidos los cultivos celulares con cardiomiocitos H9c2 se
obtuvieron los grupos experimentales y control indicados, procediéndose a la extraccion y procesado de

muestras celulares y sobrenadantes a las 24 y 48 horas.

4.4.3 Extraccion de RNA total en células

Se extrajo RNA para el andlisis de expresion intracelular de miRNAs y genes
relacionados en cada uno de los grupos experimentales del modelo in vitro:

cardiomiocitos H9¢c2 sometidos a hipoxia y/o privacion de nutrientes.
Lisado celular

En este caso se afiadio 1 ml de TRIzol por cada pellet de células (<1 x 107
células), recuperando el lisado celular con una espatula de caucho tras lo que se transfiere

a un tubo de 2 ml de microcentrifugado.
Extraccion de RNA

El proceso de extraccion de RNA siguidé la misma metodologia descrita en el

apartado 4.3.5 para las muestras procedentes del modelo in vivo.
En este caso se utilizaron los siguientes genes housekeeping:

- para las muestras celulares H9¢2: el snRNA U6. También se analizé el rRNA 58S,

que presentd menor estabilidad.
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- para las determinaciones de genes: el gen ribosémico 28S

- para los sobrenadantes celulares: se utilizé una estrategia de normalizacién basada

en los oligonucleétidos exdgenos UniSp2 y cel-miR-39 como Spikes-in.

4.4.4 Extraccion de RNA total en sobrenadantes

Para el estudio de los miRNAs seleccionados se recogieron los sobrenadantes de
las muestras obtenidas in vitro. La metodologia empleada en sobrenadantes celulares fue
idéntica a la descrita en el apartado 4.3.6 para la extraccion de RNA total en muestras de

suero de las ratas sometidas a cirugia experimental.

4.4.5 Estudio de la expresion de miRNAs y genes mediante qRT-PCR

Estudio de la expresion de miRNAs

En el procesado de las muestras procedentes de estudios in vitro se afiadi6 cel-
miR-39 como control externo de retrotranscripcion (Spike-in), tal y como se ha indicado,
extrayéndose el RNA mediante un kit comercial miRNCURY RNA Isolation Kit —
Biofluids Ref. 300112 de Exiqgon (Qiagen, Alemania) y cuantificando y valorando su
integridad mediante electroforesis con un chip (Bioanalyzer, Agilent, EEUU) antes de
utilizarse en qRT-PCR. Como miRNA housekeeping se analizaron el snRNA U6 y rRNA

58S, siendo escogido el primero por su estabilidad.

Los datos fueron presentados en folds o veces de induccidn, utilizando el método

de segunda derivada aplicando la formula 27AACT

, siempre que se cumplieran las
condiciones de aplicacion: existencia de un grupo control y que los primers utilizados

para la reaccion presentaran una eficiencia de 2 en la amplificacion del producto.

Estudio de la expresion de genes

A fin de obtener cDNA se realiz6 la retrotranscripcion con un cDNA Synthesis
Kit (Roche Diagnostics) partiendo del RNA total previamente extraido de cada muestra y
siguiendo las instrucciones del fabricante. Del cDNA obtenido, se utiliz6 como molde 1
pl para la PCR cuantitativa a tiempo real (qQRT-PCR) con SYBR Green I Master mix

(Roche Diagnostics). En este caso se utilizo el gen ribosomal 28S como housekeeping o
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control interno a fin de normalizar los datos obtenidos, que estan analizados y expresados

nuevamente en folds mediante el método de la segunda derivada: 2724¢T,

Se estudiaron los niveles de expresion de 2 genes como son VEGF y BNIP-3, por
ser ambos marcadores de hipoxia celular por ser dianas de HIF, y claves por su funcion

de homeostasis vascular y antiapoptdtica, respectivamente.

4.4.6 Estudio de dianas predichas y validadas de miRNAs

Se analiz6 la implicacion funcional de los miRNAs identificados a lo largo del

trabajo, documentando sus dianas predichas o validadas a partir de las bases de datos

Targetscan Human 5.2 (http://www.targetscan.org/vert 50/) y miRDB (http://mirdb.org).
El listado de genes diana e implicaciones funcionales fue obtenido mediante la
Bioinformatic Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery

(DAVID) (http://david.abec.nciferf.gov/tools.jsp).

4.4.7 Anadlisis estadistico

Los resultados obtenidos procedentes del modelo animal han sido expresados como
media + desviacion estdndar (SD). Las comparaciones realizadas entre los diferentes
grupos experimentales fueron realizadas mediante andlisis de la varianza (ANOVA) en
caso de distribucion normal o con el test de Kruskal-Wallis seguido de Mann-Whitney de
lo contrario. En el andlisis de expresion de miRNAs en sobrenadantes, los resultados
fueron expresados en ACt por carecer de housekeeping con estabilidad. En las
comparaciones entre grupos experimentales se tom6 como referencia el grupo control
(normoxia + nutrientes). Se establecid un punto de corte de 0,05 para la significacion
estadistica en las comparaciones entre grupos experimentales. Los datos fueron
analizados con el programa SPSS, version 26.0 (SPSS Inc, Chicago, Illinois, Estados
Unidos).
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4.5 Modulacion de miRNAs in vitro

Utilizando el modelo in vitro descrito anteriormente, se modularon los 2 miRNAs
mas relevantes a lo largo del proyecto: miR-210-3p y miR-23a-3p. Se realiz6 transfeccion
de pre-miRNAs (sobreexpresion) y anti-miRNAs (inhibicién) en cardiomiocitos, que

fueron posteriormente sometidos a procesos de hipoxia y privacioén de nutrientes.

El objetivo fue analizar si la sobreexpresion o inhibicion artificial de estos miRNAs
en cardiomiocitos tenia algiin efecto regulador sobre la expresion de genes que se
conocen por ser clave en la supervivencia celular ante una agresion de tipo isquémico y

en el desarrollo de remodelado ventricular adverso.

Para ello, se cultivaron células H9¢2 (ATCC, VA, EEUU) en un medio DMEM
suplementado con FBS 10%, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 pg/ml (Invitrogen,
MA, EEUU), en una atmésfera humedecida con CO; 5% y 37 °C de temperatura. Una vez
completado el procedimiento de transfeccion, las células fueron sometidas al proceso de
privacion de oxigeno y nutrientes en el que se siguid la misma técnica que se ha descrito
en el apartado 4.4.2. También se dispuso de un grupo control (normoxia y aporte de
nutrientes) a fin de servir como referencia y normalizacion para los niveles de expresion

de los genes a estudio (Figura 4.10).
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Figura 4.10. Estudios de sobreexpresion e inhibicion de miR-210-3p y miR-23a-3p in vitro. Se
utilizaron cardiomiocitos H9¢2, induciendo sobreexpresion o inhibicion con un miRNA mimic y un Power
Inhibitor, respectivamente. Se compararon los resultados de las células a privacion de oxigeno y
nutrientes, disponiendo de un grupo control, analizando los niveles de expresion intracelular de los

miRNAs y genes a estudio por ser potenciales dianas.
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Tanto tras los procedimientos de inhibiciéon como de sobreexpresion, se realizo
extraccion de muestras a las 24 y 48 horas del inicio de la hipoxia y privacion de
nutrientes. Las células fueron retiradas de su medio, lavadas con PBS frio, y
posteriormente congeladas en sus placas a -80°C. Los sobrenadantes también fueron
recogidos y almacenados a -80°C. Se obtuvieron células y sobrenadantes. Todos los

experimentos in vitro fueron repetidos un total de 3 veces.

4.5.1 Inhibicion in vitro de miR-210-3p y miR-23a-3p mediante

transfeccion

A fin de silenciar transitoriamente la expresion de miR-210-3p y miR-23a-3p, se
cultivaron células H9c2 en placas P60 hasta alcanzar el 70-80% de confluencia, siendo
transfectadas con 50nM de miRCURY LNA Power Inhibitor para miR-210-3p (PER-
YCI10202833-EDA, BioNova, Espafia) o miR-23a-3p (PER-YCI0202786-EDA, BioNova,
Espafia), respectivamente, o con un control negativo miRCURY LNA Power Inhibitor
(PER-YCI0202035-EDB), usando como reactivo de transfecciéon Lipofectamine 2000
(Invitrogen, MA, EEUU) siguiendo el protocolo establecido por el fabricante. A las 48
horas de la transfeccion, las células fueron sometidas al protocolo de isquemia consistente
en privacion de oxigeno y nutrientes, tal y como se ha descrito en el apartado 4.4.2,

realizandose determinaciones a las 24 y 48 horas.

4.5.2 Sobreexpresion in vitro de miR-210-3p y miR-23a-3p mediante

transfeccion

Se utilizaron miméticos (miRNA mimics) para inducir la sobreexpresion de los 2
miRNAs de interés. Para ello, se cultivaron las células H9¢2 hasta alcanzar el 70-80% de
confluencia, realizandose la transfecciéon con 10 nM de miRCURY LNA miRNA Mimic
para miR-210-3p o miR-23a-3p (YMO00470861-ADA; YMO00470983-ADA; BioNova,
Espafia), respectivamente, y un control negativo con miRCURY LNA miRNA Mimic
(YMO00479902-ADB). Al igual que en el caso anterior, se utiliz6 Lipofectamine 200
(Invitrogen, MA, EEUU) como reactivo de transfeccion de los mimic-miR y mimic-miR-
scrambled. Pasadas 48 horas de la transfeccion y siguiendo el protocolo del fabricante, las

células fueron sometidas al protocolo de hipoxia y privacion de nutrientes.
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4.5.3 Estudio de la expresion de genes

La metodologia empleada para la extraccion y procesado de las muestras fue
idéntica a la realizada en el modelo in vitro. A fin de profundizar en el estudio del efecto

de la modulacion de ambos miRNAs, se ampli6é el numero de genes analizado:

- BCL2: diana de HIF y funcién antiapoptotica. Este gen codifica una familia de
proteinas reguladoras de procesos de permeabilidad mitocondrial, constituyendo un

regulador clave de la via intrinseca de apoptosis celular.

- VEGF: diana de HIF y funciéon de homeostasis y proliferacion vascular. Este gen
codifica una familia de factores de crecimiento del mismo nombre, siendo
promotor de proliferacion y migracion de células endoteliales vasculares, estando

vinculado a inflamacién y angiogénesis en el contexto del [AM.

- SLUG: también conocido como SNAI2, codifica un factor de transcripcion
promotor de la migracién y diferenciacion celular, inhibiendo la E-cadherina. Es
una proteina implicada en la transicién epitelio-mesénquima y con actividad

antiapoptotica.

- Fibronectina (FN1): marcador de fibrosis miocardica. Codifica una glucoproteina
depositada en la matriz extracelular como parte del desarrollo de tejido de
granulacion y remodelado tisular, permitiendo la adhesion de fibroblastos y

depdsito de colageno.

- Vimentina (VIM): marcador celular de transicion epitelio-mesénquima, de miocito
a miofibroblasto. Codifica una proteina constituyente de los filamentos intermedios

del citoesqueleto celular y en las uniones desmosdmicas intercelulares.

- Colageno tipo I a: marcador de fibrosis miocardica. Este gen codifica el colageno
producido por los fibroblastos y que constituye la matriz extracelular anémala,

clave en el remodelado tisular tras isquemia.
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Tabla 4.3. Secuencias de primers utilizados en los estudios de expresion de genes.

Gen

288

BCL-2

SLUG

VEGF

Fibronectina

(FN1)

Vimentina

(VIM)

Colageno |

o

HIF-1a

BNIP-3

Especie

Homo sapiens,

rattus norvegicus

Rattus norvegicus

Rattus norvegicus

Rattus norvegicus

Rattus norvegicus

Rattus norvegicus

Rattus norvegicus

Homo sapiens,
rattus norvegicus,
mus musculus

Rattus norvegicus,
mus musculus

Forward sequence

CAGTACGAATACAGACCG

GTATGATAACCGGGAGATCG

AGACTCCAGCCCAAGCTTTC

TGCCAAGTGGTCCCAG

GCCCTTACAGTTCCAAGTTCC

CTTCGCCAACTACATCGACA

GTGGAAACCTGATGTATGCT

AGTGTACCCTAACTAGCCG

GGCGTCTGACAACTTCC

Reverse sequence

GGCAACAACACATCATCAG

AGCCAGGAGAAATCAAACAG

GCTTTTCCCCAGTGTGTGTTC

CGCACACCGCATTAGG

GCCTACAGTAACAACCTCTTCTC

CTGCAGCTCCTGGATCTCTT

TGGTGATACATATTCTTCTGGG

TTCACAAATCAGCACCAGC

ACCGCATTTACAGAACAAATTAAC
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5. RESULTADOS

5.1 Riesgo genético poligénico en la prediccion de eventos

recurrentes en pacientes jovenes con IAM

5.1.1 Caracteristicas basales de la poblacion

Del total de 553 pacientes ingresados por IAM en la Unidad de Cuidados Agudos
Cardiologicos del Hospital Universitario Ramoén y Cajal de agosto de 2013 a diciembre
de 2014 fueron incluidos un total de 81 pacientes consecutivos que cumplian las
caracteristicas de seleccion del subestudio 1 (edad <55 afios y no diabetes mellitus)

(Figura 5.1).

[Pacientes ingresados por IAM}

553
Edad 255 afios
440 pacientes (80%)
113 pacientes
Diabetes
24 pacientes (21%)

Edad <55 afios & no diabetes
89 pacientes

6 IAM no tipo 1
2 muerte hosp.

E Pacientes echuido%

Incluidos en el subestudio 1
81 pacientes

Figura 5.1. Seleccion de pacientes en subestudio 1 destinado a evaluar el riesgo genético poligénico. Se
reclutaron pacientes jovenes (<55 anos) no diabéticos ingresados por IAM. IAM, infarto agudo de
miocardio.

La edad media de los pacientes fue de 48 16 afios, siendo mayoritario el sexo

masculino (89%). Se muestran las caracteristicas clinicas en detalle en la Tabla 5.1
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segregadas en funcion de su tercil de riesgo genético. El factor de riesgo mas frecuente
fue el tabaquismo (65%), seguido de la hipertension arterial y la dislipemia, con un 38% y
un 33%, respectivamente. Uno de cada cuatro pacientes presentaba un IMC en el rango de
obesidad, y un 29% declararon tener antecedentes familiares de EAC prematura (definida
como IAM en familiares de primer grado varones <55 afios o mujeres <65 afos),
destacando su ausencia de correlacion con el tercil de riesgo genético poligénico (GRS)
analizado.

Tabla 5.1. Caracteristicas basales de los pacientes de acuerdo a su puntuacion de riesgo genético

(GRS). N=81.

Cohorte GRS riesgo GRS riesgo GRS riesgo D

total bajo intermedio alto

Evento indice
GRS 7,2+1,7 5,5+0,8 7,4+0,6 9,5+0,7
Edad, afios 4,8+6 49+6 47+7 48+6 0,50
Sexo masculino 71 (89) 27 (90) 28 (90) 16 (84) 0,77
IMC, kg/m? 28,6+5,3 30,4+ 6,7 28,0+4,1 26,8+3,4 0,15
EAC previa 6(7) 2(7) 3 (10) 1(5) 0,82
Hipertension 30 (38) 14 (47) 10 (32) 6 (32) 0,42
Dislipemia 27 (33) 14 (47) 5(16) 8 (42) 0,03
Tabaquismo activo 53 (65) 18 (60) 22 (71) 13 (68) 0,64
Antecedentes familiares de 23 (29) 10 (33) 11 (36) 2(11) 0,15
EAC prematura

Datos del IAM inicial
IAM con elevacion ST 57 (71) 22 (73) 21 (68) 12 (74) 0,85
Frecuencia cardiaca, [pm 78£19 77£19 81+19 7618 0,68
Revascularizacion exitosa 76 (95) 29 (97) 28 (90) 19 (100) 0,27
Clase de Killip > 1T 11 (14) 2(7) 5(16) 4 (21) 0,32
Score de riesgo GRACE 11727 115+23 118+30 119+24 0,83

Parametros de laboratorio
Hemoglobina, g/l 15,1£1,6 15,2+1,8 15,0+1,4 14,9+1,5 0,78
FG, ml/min/1,73 m? 97+24 94425 98+25 103+20 0,40
Troponina I maxima, ng/ml 48+68 46+83 51£58 45+61 0,95

Colesterol total, mg/dl 188+45 194+45 178+45 197+44 0,27
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Cohorte GRS riesgo GRS riesgo GRS riesgo D

total bajo intermedio alto
C-LDL, mg/dl 119+41 12640 11644 113+34 0,45
C-HDL, mg/dl 38+11 39+10 37+9 38+12 0,79
Triglicéridos, mg/dl 145+96 144478 134+67 173+155 0,45
MMP-1 97+12 94+12 99+12 99+11 0,22
MMP-2 12+8 12+8 11+9 14+9 0,43
MMP-7 2743 28+3 2743 2742 0,69
MMP-9 184+77 181+69 183+84 191+81 0,91
MMP-10 552+431 594+590 568+358 450+158 0,55
TIMP-1 190+120 183+108 197+131 187+123 0,90
TC cardiaca (n = 50)
Puntuacion CAC 11727 162+232 417+881 178+276 0,40
Percentil CAC >90'3! 40 40 38 42 0,97
Numero de placas coronarias 5,5+4,9 4,7+4.6 6,6£5,5 5,3+4,6 0,55
Enfermedad multivaso 71 71 69 75 0,93
Hallazgos ecocardiogrdficos
FEVI en el momento del alta, 5711 58+11 55«10 58+11 0,59
Strain longitudinal, % 13,0+£3,4 11,2+3,5 14,1+£2,7 14,2+3,8 0,06
Strain radial, % 27,7£9,6 26,1+7,1 28,4+10,3 25,9+11,1 0,77
Strain circunferencial, % 26,7+6,1 26,2+6,5 26,3+6,0 29,4+6,4 0,58
Medicacion al alta
B-bloqueantes 69 (86) 28 (93) 27 (87) 14 (74) 0,14
IECA/ARA-II 60 (75) 22 (73) 26 (84) 12 (63) 0,25
Diurético 8 (10) 2(7) 3 (10) 3 (16) 0,58
Estatinas de alta potencia 76 (95) 28 (93) 31 (100) 17 (90) 0,22

El riesgo genético, cuantificado como puntuacion de riesgo genético (GRS) se muestra en terciles. Los
valores de las variables cuantitativas se muestran como media * desviacion estandar (SD) para las
variables continuas y como % para las categorica. IMC, indice de masa corporal; EAC, enfermedad
arterial coronaria; IAM, infarto agudo de miocardio; ICP, intervencionismo coronario percutaneo, CAC,
calcio arterial coronario; FG, filtrado glomerular, C-LDL, colesterol-LDL; C-HDL, colesterol HDL,
MMP, metaloproteinasa; TIMP-1, inhibidor tisular de la metaloproteinasa-1; TC, tomografia
computarizada;, FEVI, fraccion de eyeccion de ventriculo izquierdo; IECA, inhibidor de la enzima

convertidora de angiotensina; y ARA-II, antagonista de los receptores de angiotensina II.
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El IAM con elevacion del segmento ST (IAMCEST) fue la forma de presentacion
mas habitual, en un 72% de los casos. La mediana de tiempo de hospitalizacion fue de 2,5
dias [rango intercuartilico 2-4] y el 32% de los pacientes presentaron estenosis
significativas en arterias no responsables del SCA, determinado por angiografia invasiva,
asi como un 4% de enfermedad coronaria de los 3 vasos principales. El tratamiento al alta
se adhiri6 en un alto grado a las recomendaciones vigentes de acuerdo a guias de practica

clinica.

Ninguno de los pacientes habia sido previamente diagnosticado de
Hipercolesterolemia Familiar (HF) segtn los criterios de la Dutch Lipid Clinic Network
(DLCN). Se llevo a cabo una evaluacion exhaustiva de la puntuacion en la escala DLCN,
que incluy6 la ampliacion del estudio genético con andlisis de exoma aplicando un panel
genético dirigido al estudio de dislipemia familiar a los 8 pacientes que presentaron
puntuaciéon >4 (Hipercolesterolemia Familiar posible). Esto se llevo a cabo debido al
interés en dirigir el estudio a evaluar el riesgo genético poligénico, identificando
potenciales pacientes que pudiesen actuar como factor confusor al presentar una
enfermedad de caracter hereditario, pero de cardcter monogénico y autosdémico dominante
como es la Hipercolesterolemia Familiar. Sin embargo, ninguno de los pacientes incluido
alcanz6 la puntuacion requerida para su diagndstico, ni antes ni después del estudio
genético (Tabla 5.2). A nivel étnico, todos los pacientes declararon origen étnico con

ascendencia europea.

Tras una mediana de seguimiento de 4,1 [3,5 - 4,4] afios se produjeron un total de
24 eventos (30%) para el endpoint primario combinado de este subestudio, denominado
como evento recurrente. La morbilidad y mortalidad objetivada entre los pacientes de este
subestudio fue cardiaca casi en su totalidad. Se complet6 seguimiento clinico de al menos
3 afos en todos los pacientes participantes. En aquellos pacientes que presentaron eventos
recurrentes, el tiempo promedio hasta la aparicion del objetivo primario fue de 1,1 £0,8

anos.



Tabla 5.2 Estudio genético para Hipercolesterolemia Familiar (HF) entre los pacientes con “HF posible” de acuerdo a los criterios de la Dutch Lipid Clinic

Network.

Estudio genético HF SNPs relacionados con dislipemia
ID rs11220462 rs1367117 | rs1564348 rs1800562 rs2479409 rs3757354 rs429358 rs4299376 rs629301 rs6511720 rs7412 rs8017377 rs10455872 rs3798220 rs17244841 rs2032582 rs4149056
Resultado | Gen | Nucleétido Proteina
ST3GAL4 APOB SLC22A1 HFE PCSK9 MYLIP APOE ABCGS5-G8 CELSR2 LDLR APOE = NYNRIN LPA LPA HMGCR ABCB1 SLCOI1B1
1 negativo NA NA NA GG GG CT GG AG cC CT GT T GG cC GG AA TT AA AC TT
2 VUS  APOB c.13621A>C p.Lys4541Gln GG GG TT GG AA cc TT TT T GG cC GG AA T AA cC CT
3 negativo NA NA NA GG AG T GG AG cC T T TT GG cc GG AA TT AA AA TT
4  negativo NA NA NA GG AG T GG AA cC CT GT T GG cc AG AA TT AA AC TT
5 negativo NA NA NA GG GG CT GG AA cC T T TT GG cc AG AA TT AA AC TT
6 VUS LDLR ¢2282C>T p.Thr761Met GG AG TT GG AG cc TT GT GT GG cC GG AA T AA cC T
7  negativo NA NA NA GG AG T GG GG cC CT GG T GG cC GG AG CT AA AA TT
8 negativo NA NA NA GG GG CT GG AG cC T T T GG cc GG AA TT AA AA TT

*El estudio genético se limito a pacientes con > 4 puntos, sin que ninguno de los pacientes alcanzara la puntuacion requerida para la confirmacion de HF antes o

despues de este estudio. VUS, variante de significado incierto; HF, hipercolesterolemia familiar; SNPs, polimorfismos de nucleotido unico.
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RESULTADOS

En el andlisis univariado, la existencia de antecedentes personales de cardiopatia
isquémica (hazard ratio [HR] = 3,4; intervalo de confianza del 95% [IC 95%] 1,2 -9,9; p
= 0,02), la dislipemia (HR 5,0; IC 95% 1,8 — 14,2; p= 0,001) y los antecedentes de abuso
de cocaina (HR = 5,1; I1C95% 1,7 - 15,1; p = 0,001) se relacionaron significativamente
con el endpoint primario combinado. Dentro de los parametros del ingreso inicial por
IAM que se relacionaron con aparicion de recurrencias en el seguimiento se objetivo la
clase Killip (HR = 2,3 por cada aumento de 1 punto; 1C95%, 1,4-3,7; p < 0,001), una
revascularizacion no optima definida como un flujo TIMI final < 3 (HR = 8,9; IC 95%,
2,9 - 26,9; p = 0,01), hemoglobina baja inicial (HR = 1,4 por cada descenso de 1 g/l;
1C95%, 1,2-1,7; p < 0,001) y la administracion de diurético durante el ingreso (HR = 4,2;
1C95%, 1,5-11,3; p < 0,002).

Finalmente, se construyé un modelo clinico multivariado en el que se
comprobaron todas las variables significativas identificadas en el analisis univariante.
Unicamente la escala de riesgo GRACE vy el colesterol LDL mantuvieron su capacidad
predictiva en este modelo clinico final, que alcanzé un éarea bajo la curva ROC de 0,78
para la prediccion del endpoint primario combinado a 3 anos (Figura 5.5-A modelo

clinico multivariante).
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5.1.2 Prevalencia de SNPs, riesgo genético poligénico (GRS) y prediccion

de eventos recurrentes

Se evaluo la presencia de cada uno de los polimorfismos genéticos (SNPs) que
formaban parte del panel que se escogid para elaborar la puntuacion de riesgo genético —
genetic risk score (GRS). La prevalencia de los SNPs fue comparada con las secuencias
de exomas procedentes de una cohorte de mas de 15.400 personas no emparentadas y de
origen europeo no finlandés incluidas en la base de datos de gendmica humana GnomAD
(Genome Aggregation Database). En nuestra poblacion de pacientes se observaba una

prevalencia claramente mayor en 9 de los 11 alelos de riesgo analizados (Figura 5.2).

Se realiz6 analisis univariado para determinar el grado de asociacion de cada uno
de los 8 SNPs y 3 haplotipos analizados, objetivandose como ninguno de ellos, analizado
individualmente, llegaba a asociarse de forma estadisticamente significativa con la
aparicion del endpoint primario (SCA de repeticion, muerte CV o reingreso CV) una vez
aplicada la estrategia de correccion de Bonferroni para comparaciones multiples (Tabla

5.3).

Tabla 5.3. Analisis univariado entre cada SNP y el riesgo de recurrencias

Variante genética Gen proximo HR IC 95% p

rs17465637 MIA3 2,2 0,3-16,4 0,48
rs6725887 WDRI12 1,4 0,6-3,2 0,39
rs9818870 MRAS 1,1 0,4-2,7 0,84
rs10455872 SLC22A43-LPAL2-LPA 1,0 0,4-3,0 0,50
rs12526453 PHACTRI 2,2 0,3-16,3 0,37
rs1333049 CDKN2B-AS1 1,1 0,3-3,7 0,52

rs501120 CXCLI2 1,6 0,2-11,8 0,89
rs9982601 KCNE2-SCL5A43 4,5 1,03-19,6 0,04
rs10507391 1,1 0,5-2,5 0,54
rs17222842 ALOX3AP 21,0 0->1000 0,79
rs9315051 (Haplotipo) 11 0,3-3,5 0,84

Analisis de Cox univariado para el estudio entre cada variante de riesgo alélico y el riesgo de eventos

recurrentes. p <0,0045 para significacion estadistica.
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Figura 5.2 Prevalencia de alelos de riesgo en nuestro estudio y en una poblacion de referencia. En rojo, nuestra cohorte de pacientes no diabéticos <55 afios con
IAM (n= 81); en azul, prevalencia de > 15.00 personas de origen europeo (no finlandés) incluidas en la base GnomAD (Genome Aggregation Database). p <0,0045 para

la significacion estadistica.
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La puntuacion de GRS obtenida por nuestra poblacion fue de 7,2 £ 1,7. Al dividir

la muestra en funcién de terciles de riesgo genético GRS, no se objetivaron diferencias
entre grupos en la distribucion de antecedentes o caracteristicas clinicas del evento inicial
(Tabla 5.1). Tal y como era esperable por el disefio del panel (seleccion de SNPs de la
plataforma Gen inCode), el GRS no se relacion6 con los factores de riesgo cardiovascular
clasicos ni tampoco con la presencia de antecedentes de EAC precoz. El score de riesgo
GRACE o la clase Killip determinados a la llegada del paciente tampoco fueron

estadisticamente diferentes en funcion del tercil de riesgo genético.

En la Tabla 5.4 se muestra la constatacion de la existencia de una relacion
significativa entre el GRS y la aparicion de eventos cardiovasculares recurrentes en el

modelo de regresion multivariado (en el que se incluyeron como variables la escala

GRACE y el C-LDL).

Tabla 5.4 Analisis de regresion de Cox entre los terciles de riesgo genético GRS y el riesgo de eventos

recurrentes

Analisis univariante Analisis multivariante
Riesgo genético
HR (IC 95%) D HR (IC 95%) P’
(GRS)
Bajo 1 1
2,0 (0,7 -5,8) 0,21 C-LDL <110 mg/dL 1,0 (0,3 —4,0)
Intermedio
>110 mg/dL. 10,2 (1,1 —100,3) 0,04
C-LDL <110 mg/dL 0,3(0,1-1,9)
Alto 3,0(1,0-9,2) 0,05

>110 mg/dL. 20,7 (2,4 -181,0) 0,006

* En el modelo multivariante, ademds del GRS se incluyeron como covariables el score de riesgo GRACE,
el C-LDL, asi como la interaccion entre los terciles de GRS y el C-LDL debido a la constatacion de una
fuerte interaccion entre ambos (p < 0,01 para la interaccion). C-LDL, colesterol LDL; GRACE, Global
Registry of Acute Coronary Events; GRS, puntuacion de riesgo genético;, HR: hazard ratio; IC 95%:

intervalo de confianza del 95%.
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Las curvas de Kaplan-Meier mostraron una clara tendencia hacia una mayor
presencia de eventos recurrentes en pacientes que presentaban un riesgo genético (GRS)
intermedio o alto (Figura 5.3). Adicionalmente, se objetivd una fuerte interaccion entre
los valores de C-LDL y el tercil de GRS, de tal forma que aquellos pacientes con riesgo
genético alto que presentaban valores elevados de C-LDL vieron multiplicado su riesgo
de eventos recurrentes (Figura 5.4). Entre los pacientes con niveles de C-LDL basal >110
mg/dl (= 2,8 mmol/l), el HR de recurrencias fue de 10,2 (IC 95%, 1,1 - 100,3; p=0,04)
para el grupo de riesgo intermedio y 20,7 (2,4 - 181,0; p = 0,006) para el grupo de alto
riesgo, tomando como referencia al tercil de riesgo genético bajo. En contraste, el grupo
de riesgo genético no aportd un valor predictivo relevante cuando los niveles de C-LDL
fueron <110 mg/dl (<2,8 mmol/l). El grupo de riesgo genético tampoco fue predictor de
respuesta a largo plazo al tratamiento hipolipemiante instaurado, sin que se objetivaran
diferencias significativas en la reduccion absoluta o relativa de C-LDL en la comparacion

entre grupos de GRS (Tabla 5.5).
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Figura 5.3 Eventos recurrentes en pacientes con IAM en funcion del riesgo genético. Evaluacion de la
incidencia de eventos recurrentes en el seguimiento con el método de Kaplan-Meier en funcion del tercil de

riesgo genetico poligénico (GRS) dividido en terciles de riesgo bajo, intermedio y alto.



RESULTADOS

Hazard Ratio (IC 95%)
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Figura 5.4 Anailisis de interaccion entre C-LDL y el GRS. Representacion grafica del andlisis de
interaccion entre los niveles de colesterol LDL y el tercil de riesgo genético poligénico (GRS) objetivado en

el analisis multivariante. Se indican las curvas estimadas de interaccion de riesgo:

Para la categoria de riesgo GRS elevado:

HR(GRS aito) = o (—4.493+(0.027+C~LDL))

Para la categoria de riesgo GRS intermedio:

— 0.226—(0.019xC—LDL
HR(GRS intermedio) — e( ( )

Tabla 5.5 Analisis del GRS en la evolucion de los niveles de colesterol LDL a los 6 meses del IAM.

Riesgo genético C-LDL basal . C-LDL 6 meses Cambio Cambio
p pt
(GRS) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (%)
Bajo 126 +40 73+19 -56 £42 -36+29%
Intermedio 116 + 44 67 +20 -48 £35 -35£28%
0.32 0.37
Alto 113 +£34 69 +20 -45 +41 -32430%

* Modelo de regresion ajustado por edad, sexo e IMC. Modelo de regresién ajustado por edad, sexo, IMC y
C-LDL basal.
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Un aspecto relevante fue que al incorporar el riesgo genético poligénico al mejor
modelo multivariante obtenido con variables clinicas se objetivd una mejoria clara en el
area bajo la curva (0,83 vs 0,78) (Figura 5.5-A). Este modelo clinico que se habia
obtenido previamente por regresion de Cox multivariante incluia el score GRACE y el C-
LDL. El estadistico C del modelo clinico multivariante fue de 0,710, mientras que la
incorporacion del GRS lo aumenté a 0,796, siendo esta diferencia estadisticamente
significativa (AC = 0,086; IC 95%, 0,006 - 0,187). El continuous Net Reclassification
Index - cNRI evaluado a los 3 afios fue del 30% (IC 95%, 0 - 52%, p = 0,05) mientras que
el Integrated Discrimination Index — IDI mostrd un incremento de la capacidad predictiva

(0,05) al aniadir el GRS al modelo clinico multivariante (Figura 5.5-B y Tabla 5.6).
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Figura 5.5 Mejoria de la capacidad predictiva del modelo al incorporar el riesgo genético GRS. A4:
Curvas ROC - receiver operating characteristic — para el modelo de regresion de Cox multivariante (en el
que se incluye el score de riesgo GRACE y el C-LDL) en negro y para el mismo modelo multivariante con
la incorporacion del GRS en rojo. B: funcién de la distribucion empirica de "D para T° < to (linea fina
sélida) para evaluar el cNRI y el IDI, tal y como fue descrito por Uno et al.'>® T’ denota el momento de
aparicion del evento, mientras que to refleja un momento concreto particular. Los pacientes que presentan
un evento en ty se definen como casos (ej. T° < ty) y aquellos que no lo presentan como controles (ej. T’ >
to). "D corresponde al cambio entre los 2 modelos y permite evaluar visualmente la mejora entre los 2
modelos predictivos (ver seccion de métodos). AUC, drea bajo la curva; C-LDL, colesterol LDL; cNRI,
continuous net reclassification index o indice de reclasificacion neta continua;, IDI, integrated

discrimination index o indice de mejora de la discriminacion integrada.
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Tabla 5.6. Valor incremental del GRS al afiadirse al modelo multivariado

Estimacion IC 95% )7
Estadistico C - modelo de regresion de Cox
0.710 0.62-0.79 -
multivariante
Estadistico C - modelo de regresion de Cox
0.796 0.70-0.89 -
multivariante con GRS
A estadistico C 0.086 0.01-0.19 0.04
cNRI (%) 30% 0% - 52% 0.05
Indice IDI 0.05 0.00-0.16 0.049

La tabla muestra el estadistico C y los indices cNRI e IDI para comparar los 2 modelos de regresion de
Cox multivariantes con vs sin GRS con datos de supervivencia censurados. cNRI, continuous net
reclassification index o indice de reclasificacion neto continuo, IDI, integrated discrimination improvement
index o indice de mejora de la discriminacion integrada; GRS, genetic risk score o puntuacion riesgo

genético.

Finalmente, las caracteristicas basales de los pacientes fueron también analizadas
de acuerdo a la aparicion del endpoint primario (evento recurrente) en el seguimiento
(Tabla 5.7), destacando de nuevo la ausencia de asociacién a priori entre una historia

familiar de EAC prematura y el riesgo de eventos en el seguimiento.
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Tabla 5.7 Caracteristicas basales de la poblaciéon estudiada de acuerdo a la aparicion del endpoint

combinado primario (evento recurrente) en el seguimiento.

Total No recurrencia Recurrencia p (32 t-St) p (Cox) HR IC 95%

Caracteristicas

N 81 57 24

GRS 72417 71+18 7.541.7

Edad, afios 48+ 6 48+6 48+6 0.99 094  1.002 0.94-1.07
Sexo masculino 72 (89%) 51 (90%) 21 (88%) 0.79 0.70 0.8 0.2-2.6
IMC, kg/m? 28.6+53 27.9+52 302+52 0.08 006  1.06  0.99-1.13
IAM previo 6 (7%) 2 (4%) 4 (17%) 0.06 0.02 33 1.1-9.9
Hipertensién 31 (38%) 21 (37%) 10 (42%) 0.68 0.72 1.2 0.5-2.6
Dislipemia 27 (33%) 19 (33%) 8 (33%) 1.00 0.76 0.9 0.4-2.0
Tabaquismo activo 53 (65%) 40 (70%) 13 (54%) 0.16 0.20 0.6 0.3-13
Téxicos (cocaina) 5 (6%) 1 (2%) 4 (17%) 0.03 0.001 5.1 1.7-15.1
Antecedentes familiares 23 (29%) 18 (32%) 5(21%) 0.30 0.31 0.6 0.2-1.6

EAC prematura

Parametros de laboratorio

Hemoglobina, g/l 151 £ 16 155+ 13 142+ 19 0.001 0.001 0.7 0.6-0.9
FG, ml/min/1.73 m>2 97 + 24 97+ 19 99 +33 0.77 0.75 1.00  0.99-1.02
Troponina I maxima, ng/ml 48 + 68 4572 55+ 60 0.58 0.61 1.00 0.99-1.01
Colesterol total, mg/dl 188 £45 193 39 175 £ 56 0.11 0.08  0.991 0.982-1.001
C-LDL, mg/dl 119 + 41 124 + 39 105 +43 0.05 0.03  0.989 0.978-0.999
C-LDL 2110 mg/dl 43 (54%) 34 (60%) 9 (39%) 0.10 0.08 047  02-1.1
C-HDL, mg/dl 38+11 38+9 40+ 13 0.34 0.31 1.022  0.980-1.066
Triglicéridos, mg/dl 145 + 96 142 £78 154 +130 0.61 0.54 1.00  0.997-1.005
MMP-1 97 + 12 96 + 19 101 +9 0.10 0.09  1.036 0.994-1.080
MMP-2 12+8 11+7 13+11 0.41 024  1.031 0.980-1.085
MMP-7 27+3 27+2 28+4 0.18 0.04  1.149 1.001-1.319
MMP-9 184 +77 182 £71 188 £91 0.76 069 1.001  0.996-1.007
MMP-10 552 +431 500 + 364 672 + 548 0.11 0.03  1.001 1.000-1.001
TIMP-1 190 + 120 167 +75 241+ 178 0.01 0.001  1.005 1.002-1.008

Datos del IAM inicial
IAM con elevacion ST 58 (72%) 40 (70%) 18 (75%) 0.66 0.66 1.2 0.5-3.0

Frecuencia cardiaca, Ipm 78 £19 77 £ 17 80 +23 0.47 0.34 1.011 0.988-1.034
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Total No recurrencia Recurrencia p (32 t-St) p (Cox) HR IC 95%

Revascularizacion exitosa ® 77 (95%) 56 (98%) 21 (88%) 0.08 0.01 0.23 0.07-0.77
Clase Killip 21T 11 (14%) 5(9%) 6 (25%) 0.05 0.01 3.1 1.2-7.9
Puntuacion de riesgo GRACE 117 £27 115+23 121 £33 0.31 0.17 1.011  0.995-1.027

TC cardiaca (n =50)

Puntuacion CAC 117 +27 286 £ 660 198 +253 0.65 0.70 1.000 0.998-1.001
Percentil CAC > 90 ¢ 40% 36% 50% 0.38 0.35 1.7 0.5-5.2
Numero de placas coronarias 5.5+49 53+52 59+4.1 0.74 0.62 1.03 0.92-1.14
Enfermedad multivaso 9 71% 67% 83% 0.27 0.20 2.6 0.6-12.3

Hallazgos ecocardiograficos

FEVI en el momento del alta, 57+11 58 +11 55+12 0.29 0.20 0.978 0.944-1.013
Strain longitudinal, % 13.0+34 12.7£3.6 13.8+3.1 0.40 0.42 1.085 0.886-1.328
Strain radial, % 27.7+£9.6 26.5+93 30.9+£10.1 0.22 0.27 1.036 0.972-1.105
Strain circunferencial, % 26.7 6.1 25.8+6.3 28.8+5.1 0.19 0.26 1.064 0.953-1.189

Medicacion en el momento del alta

B-bloqueantes 70 (86%) 51 (89%) 19 (79%) 0.21 0.08 0.4 0.2-1.1
IECA/ARA-II 61 (75%) 45 (79%) 16 (67%) 0.24 0.21 0.6 0.3-1.3
Diurético 8 (10%) 3 (5%) 521%) 0.03 0.002 4.2 1.5-11.2
Estatinas de alta potencia 77 (95%) 55 (97%) 22 (92%) 0.36 0.16 0.4 0.1-1.5

@ El filtrado glomerular fue estimado a partir de los valores de creatinina sérica segun la ecuacion de
MDRD-4. ® Se definié revascularizacion con éxito si se alcanzé un flujo TIMI 3 final. © El percentil de score
de calcio para cada paciente se ajusto de acuerdo a su grupo étnico, edad, y sexo segun lo descrito en el
estudio MESA. ¥ La enfermedad coronaria multivaso evaluada por TC fue determinada si se identificaba la
presencia de estenosis >40% en una arteria adicional a la responsable del IAM. Los valores de las
variables cuantitativas se muestran como media * desviacion estandar (SD) para las variables continuas y
como % para las categoricas. IMC, indice de masa corporal; EAC, enfermedad arterial coronaria; IAM,
infarto agudo de miocardio; ICP, intervencionismo coronario percutaneo, CAC, calcio arterial coronario;
FG, filtrado glomerular, C-LDL, colesterol-LDL; C-HDL, colesterol HDL; MMP, metaloproteinasa;
TIMP-1, inhibidor tisular de la metaloproteinasa-1; TC, tomografia computarizada;, FEVI, fraccion de
eyeccion de ventriculo izquierdo; IECA, inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina; y ARA-II,

antagonista de los receptores de angiotensina I1.
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Analisis del endpoint secundario en funcion del riesgo genético poligénico

Se completd un andlisis exploratorio del endpoint secundario, definido como SCA
recurrente o mortalidad CV. En el andlisis univariado se objetivd que el antecedente
personal de EAC (HR 6,0; IC 95% 1,9-18,9; p = 0,002) o de dislipemia (HR 2,5; IC 95%
1,0-6,4), p = 0,049) se asociaron de forma significativa con el endpoint secundario. De las
variables clinicas presentes en el momento del evento indice también se asociaron con la
aparicion del endpoint secundario en el seguimiento la clase Killip (HR 2,1 por cada
grado de incremento; IC 95% 1,2-3,6, p = 0,009), una revascularizaciébn no Optima
definida como TIMI <3 (HR 8,5; 1C95% 2,3-31,0; p = 0,001), la hemoglobina (HR 1,4
por cada descenso de 1g/l; IC95% 1,1-1,6; p =0,001) o la necesidad de diuréticos durante
el evento indice (HR 7,7; 1C95% 2,6-22,8; p = 0,002).

Finalmente, se llevd a cabo un andlisis multivariante siguiendo la misma
metodologia empleada con el objetivo primario (Tabla 5.8). De forma similar, se pudo
objetivar como el riesgo de eventos se multiplicaba en los pacientes con riesgo genético
alto y colesterol-LDL elevado. Al igual que en lo observado en el andlisis principal, se
mantuvo la fuerte interaccion entre el tercil de riesgo genético GRS y los niveles de
colesterol LDL.

Tabla 5.8 Analisis univariante y multivariante para el objetivo secundario utilizando regresion de

Cox

Analisis univariante Analisis multivariante
Riesgo genético b 1 9594 HR (IC 95%) .
(GRS) ° p ° -

Bajo 1 1

1,2(0,3-4.5) 0,7 C-LDL <110 mg/dL 0,7 (0,1 —3,8)
Intermedio

>110 mg/dL. 4,2 (0,3 —57,6) 0,28
C-LDL <110 mg/dL 0,2 (0,1 —2,4)

Alto 2,1 (0,6 —8.,0) 0,2

>110 mg/dL. 12,3 (1,3-117,3) 0,029

* En el modelo multivariante ademas del GRS se incluyeron como covariables el score de riesgo GRACE, el
C-LDL, asi como la interaccion entre los terciles de GRS y el C-LDL. Se documento interaccion entre GRS
y los niveles de colesterol LDL (p < 0,01). Se definio el endpoint secundario como SCA recurrente o muerte
CV. C-LDL, colesterol LDL; GRACE, Global Registry of Acute Coronary Events; GRS, puntuacion de
riesgo genetico; HR: hazard ratio; IC 95%: intervalo de confianza del 95%.
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5.1.3 Tomografia computarizada cardiaca y riesgo de recurrencias

Se realizd6 TC de arterias coronarias a 50 de los pacientes incluidos (62%),
excluyéndose aquellos con contraindicaciones absolutas o relativas segun se ha indicado.
La puntuacién de calcio coronario (CAC) o score Agatston fue elevada (117 + 27), con
tan solo 30% de los pacientes libres de calcificaciones coronarias. Un 14% de los
pacientes presentaron calcificacion coronaria extensa, definida como puntuacion CAC
>400. La calidad técnica de los estudios fue considerada como 6ptima y solo un 9% de las
angiografias fueron etiquetadas como no diagnosticas en alguno de sus segmentos. Todas
las lesiones que generaban estenosis >25% fueron cuantificadas, de lo que se derivé un
total de 5,5 lesiones por paciente (mediana 4). En relacion con las caracteristicas de la
placa, tan solo un 29% de ellas fueron consideradas como placas “blandas” o
fibrosas/lipidicas, mientras que la mayoria de las lesiones presentaban cierto grado de
calcificacion, incluyendo tanto placas mixtas (26%) como puramente calcificadas o

placas “duras” (45%).

No detectamos la existencia de asociacion entre el perfil de riesgo genético GRS y
la puntuacion de score CAC, el nimero de placas identificadas por TC o la existencia de

enfermedad multivaso definida por cateterismo.

Se objetivo una tendencia interesante entre la enfermedad multivaso evaluada por
TC y la aparicion de eventos recurrentes (HR 2,1; IC95% 0,9-4,8; p 0,07), sin que se
detectara con otras variables como el score CAC por TC o la enfermedad multivaso por

evaluacidn invasiva.

5.1.4 Biomarcadores de remodelado de la matriz extracelular

El estudio de marcadores prondsticos fue completado con el analisis de los niveles
de metaloproteasas (MMPs) como marcadores proteoliticos de matriz extracelular. Se
analizaron los niveles de MMPs en nuestra poblacion de pacientes jovenes con TAM,
estudiando la aparicion de eventuales diferencias en funcion del nivel de riesgo genético
poligénico, la presencia de factores de riesgo cardiovascular, mayor dafo ventricular o la

extension de la afectacidn coronaria aterosclerotica.

Los pacientes con un IAM mas grave, determinado como una clase Killip-Kimbal
> I, mostraron valores mas elevados de MMP-7 y de TIMP-1 en la fase aguda del IAM
frente a aquellos con TAM Killip T (30,1 £ 5,1 vs 26,6 = 1,9; p 0,04 y 322 £221 vs 166
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1+72; p 0,04, respectivamente) (Tabla 5.9). Adicionalmente, hubo una correlacion negativa
significativa entre la fraccion de eyecciéon de VI y los niveles de MMP-7, MMP-10 y
TIMP-1 (Figura 5.6). Sin embargo, no encontramos asociacion entre los niveles de MMPs
y otras variables clinicas, una mayor afectacion aterosclerdtica objetivada por TC
(enfermedad multivaso o score CAC) o con el nivel de riesgo genético poligénico por
GRS. En el modelo de regresion de Cox multivariante ninguna de las MMPs analizadas

demostraron ser predictores de eventos recurrentes en el seguimiento.

Pearson r-0.359 (p 0.002) °

Pearson r-0.366 (p 0.001)

MMP-7
TIMP-1

FEVI (%) FEVI (%)

1000 Pearson r -0.249 (p 0.034)

MMP-10

g
g
°
°

FEVI (%)

Figura 5.6. Correlacion entre niveles de metaloproteinasas y fraccion de eyeccion de VI.
Representacion grdfica de los valores de MMP-7, MMP-10y TIMP-1 y el valor de la FEVI determinada al
alta hospitalaria en los 81 pacientes no diabéticos <55 arios con IAM de nuestra cohorte. Se objetivo una
correlacion lineal negativa debil pero estadisticamente significativa entre cada una de las
metaloproteinasas y la FEVI. MMP, metaloproteinasa de la matriz extracelular;, TIMP-1, Inhibidor tisular

de la metaloproteasa 1 de la matriz; FEVI, fraccion de eyeccion de ventriculo izquierdo.



Tabla 5.9. Niveles de metaloproteinasas en pacientes jévenes con IAM en funcion de caracteristicas clinicas. N = 81.

Sexo

Tabaquismo

Hipertension

Antecedente de
EAC

Tipo IAM

Clase Killip

1AM evolucionado

Enfermedad

multivaso

Riesgo genético
GRS

MMP-1
(ng/ml)
Varones Mujeres
98+ 12 93+13
Si No
97+13 98+9
Si No
9711 98+ 12
Si No
106 11 97+ 12
SCACEST SCASEST
97 £12 99+ 11
211 I
101 +£11 97+ 12
Si No
101 +12 97+ 12
Si No
100 +9 96 +13
Alto Bajo
99+ 11 94+ 12

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

MMP-2
(ng/ml)
Varones Mujeres
12+9 12+6
Si No
12+8 11+9
Si No
12+10 11+£7
Si No
14+13 12+8
SCACEST SCASEST
13+£9 10+8
211 I
16+12 11+£7
Si No
16+ 13 11+£7
Si No
10+9 13+8
Alto Bajo
14+9 12+8

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

MMP-7
(ng/ml)
Varones Mujeres
27+2 29+6
Si No
27+2 28+4
Si No
28+3 27+£3
Si No
27+3 27+3
SCACEST SCASEST
27+3 27+£3
>1I I
30+5 27+2
Si No
306 27+2
Si No
28+3 27+£3
Alto Bajo
27+2 28+3

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

MMP-9
(ng/ml)
Varones Mujeres
182+£76 201 +89
Si No
182 £76 188 +81
Si No
180 £79 187 £76
Si No
257 £58 179 + 68
SCACEST SCASEST
188 £ 69 174 £95
11 I
176 £44 18682
Si No
154 £ 60 186 £78
Si No
187+£94 183 +69
Alto Bajo
191 +£81 181 £69

MMP-10
(pg/ml)
P

Varones Mujeres

NS 525+378 773+734
Si No

NS 556+424 542£456
Si No

NS 500+258 584£510
Si No

NS  638+137 546+445

SCACEST SCASEST

NS 569+494 511+213

=11 I

NS 731+676 520£371
Si No

NS 898+678 501=£371
Si No

NS 527+238 563+493
Alto Bajo

NS 450+158 595£590

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

TIMP-1
(ng/ml)
Varones Mujeres
184+114 238+165
Si No
176 £110 219 £138
Si No
212+150 176 £96
Si No
164+64 1924123
SCACEST SCASEST
197 +£131 172 +88
211 I
322£221 16672
Si No
311£253  174+78
Si No
206 +154 183 +103
Alto Bajo
188+123 183 +108

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

MMP, metaloproteinasa de la matriz; EAC, enfermedad arterial coronaria; IAM, infarto agudo de miocardio; GRS, genetic risk score o puntuacion de riesgo genético.
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Niveles de MMPs en IAM frente a otras cohortes

Se analizaron los valores de MMPs en nuestra poblacion de pacientes <55 afios no
diabéticos frente a una cohorte de 400 pacientes sin enfermedad cardiovascular
establecida, estudiados por presentar factores de riesgo cardiovascular. Asi, de los 4
parametros analizados en esta poblacion en prevencién primaria se objetivaron
diferencias significativas en todos ellos. Sorprendentemente, los valores de MMP-10 y de
TIMP-1 objetivados en la poblacion de pacientes con IAM fue inferior a la determinada

en la cohorte en prevencion primaria (Tabla 5.10).

Tabla 5.10 Analisis comparativo entre pacientes con IAM y pacientes sin enfermedad CV

Cohorte IAM <55 afios no Grupo control
DM (n=81) (n =400) P
Caracteristicas clinicas
Edad (afios) 47.6+6.0 543+11,4 <0,001
Sexo masculino, n (%) 72 (88,9) 311 (77,8) 0.02
Tabaquismo, n (%) 53 (65,4) 118 (29,5) <0,001
IMC (kg/m?) 28,6 +5,3 27,9+43 NS
Hipertension, n (%) 31 (38,3) 203 (50,7) 0,04
PAS (mmHg) 137,4 £29,9 130,2+21,0 0,01
Dislipemia, n (%) 27 (33,3) 324 (81) <0.001
Colesterol total (mg/dl) 188,1 £45,1 222 +£41,5 <0.001
C-LDL (mg/dl) 118,6 £40,6 149,5 + 38,1 <0.001
Triglicéridos (mg/dl) 145,5+ 95,6 102,7£67,6 <0.001
Metaloproteinasas
MMP-1 (ng/nl) 97,4+£11,8 4,2+0.7 <0,001
MMP-9 (ng/ml) 184,1£77,0 17,4+19,3 <0,001
MMP-10 (pg/ml) 552,2 £431,0 694,8 +335,7 <0,001
TIMP-1(ng/ml) 189,8 +£120,0 390,0 + 50,3 <0,001

IMC, indice de masa corporal; PAS, presion arterial sistolica; C-LDL, colesterol LDL; MMP,

metaloproteinasa de la matriz; TIMP-1, inhibidor tisular de la metaloproteinasa de la matriz tipo 1.
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Se realiz6 un andlisis comparativo frente a una cohorte de 187 pacientes con

enfermedad arterial periférica analizados en las mismas condiciones e instalaciones del

CIMA, y en la que se habia documentado la presencia de niveles mas elevados de MMP-

10 y menores de TIMP-1."3* En la Tabla 5.11 se muestran las caracteristicas clinicas de

ambos grupos, destacando una edad mas avanzada y mayor prevalencia de factores de

riesgo cardiovascular clésico en la cohorte de pacientes con enfermedad arterial periférica

que en la de pacientes jovenes no diabéticos con IAM. Los pacientes con arteriopatia

periférica mostraron niveles mas elevados de MMP-10 y de la ratio MMP-10/TIMP-1,

aunque no de los valores de TIMP-1, principal inhibidor de MMP-10.

Tabla 5.11 Analisis comparativo entre pacientes con IAM y con enfermedad arterial periférica.

Caracteristicas clinicas
Edad (afios)
Sexo masculino, n (%)
Tabaquismo, n (%)
Diabetes, n (%)
Hipertension, n (%)
Dislipemia, n (%)
c-LDL (mg/dl)
Triglicéridos (mg/dl)

Metaloproteinasas
MMP-10 (pg/ml)

TIMP-1 (ng/ml)

IAM jévenes

(n=81)

47.6 +6.0
72 (88,9)
53 (65,4)

0 (0)
31 (38,3)
27 (33,3)
118,6 +40,6

145,5 £ 95,6

552 £431

190 £ 120

EAP
(n=187)

71+ 11
165 (88)
150 (80)
86 (46)
135 (72)
99 (53)
100 + 37

142 + 83

946 + 478

235110

<0,001
NS
0.01
<0,001
<0,001
<0,01
<0,001

NS

<0,01

<0,01

EAP, enfermedad arterial periférica; IAM, infarto agudo de miocardio; C-LDL, colesterol LDL; MMP,

metaloproteinasa de la matriz; TIMP-1; inhibidor tisular de la metaloproteinasa de la matriz tipo 1.
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También se analizaron los valores de nuestra poblacion frente a una cohorte de 50
pacientes con ictus isquémico grave (NIHSS >16) por oclusién de la arteria cerebral
media y de los que se disponian los valores de MMP-9, MMP-10 y TIMP-1. La
distribucion muestral de las principales variables del grupo de pacientes con ictus
isquémico no siguid una distribucion normal, por lo que se ha utilizado la mediana y
rango intercuartilico para su descripcion, y el test de Wilcoxon-Mann-Whitney para
comparaciones entre grupos. En la tabla 5.12 podemos observar como los pacientes

jovenes con IAM presentaron valores de MMP-9, MMP-10 y TIMP-1 significativamente

inferiores a los que presentaron aquellos pacientes con ictus.

Tabla 5.12. Comparacion de metaloproteinasas IAM frente a ictus isquémico

IAM jévenes
(m=81)
Edad (afios) — mediana (p 25-75) 49 (44-52)
Sexo masculino, n (%) 72 (89 %)
MMP-9 (ng/ml) - mediana (p 25-75) 182 (136-241)

MMP-10 (pg/ml) - mediana (p 25-75) 443 (345-614)

TIMP-1 (ng/ml) - mediana (p 25-75) 161 (115-219)

1AM, infarto agudo de miocardio;, MMP, metaloproteinasa de la matriz; TIMP-1, inhibidor tisular de la

metaloproteinasa de la matriz tipo 1.

Ictus
(n=50)

60 (51-69)
33 (66 %)
749 (488-1200)
1027 (556-1409)

261 (199-387)

< 0,001

0,001

< 0,001

< 0,001

< 0,001
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5.2 miRNAs como biomarcadores pronésticos en pacientes

con IAM

5.2.1 Caracteristicas basales de la poblacion

Se reclutaron 311 pacientes consecutivos hospitalizados por IAM tipo 1 en el
marco del subestudio 2. En la Tabla 5.13 se detallan las principales caracteristicas
clinicas. La mediana de edad fue de 55 afios, el 81% fueron varones y la forma de
presentacion predominante fue el JAMCEST en el 65% de los pacientes. Se logrd
revascularizacion exitosa (TIMI 3 final) en un 94% de los casos, alcanzandose

seguimiento a 1 afno en el 90% de los pacientes.

Durante un seguimiento medio de 2,1 afos, 43 pacientes (13,8%) presentaron el
endpoint primario del subestudio, incluyendo 24 pacientes (7,7%) con hospitalizaciones
por insuficiencia cardiaca y 25 (8,0%) muertes de causa cardiovascular. El tiempo medio
hasta el primer evento primario fue de 6 meses. En el momento del Gltimo seguimiento un

25% de los pacientes presentaban una clase funcional NHY A grado II o superior.

5.2.2 miRNAs séricos con expresion diferencial en pacientes con IAM

Se realizé un estudio de rastreo inicial de 752 miRNAs en un grupo acotado de
muestras de pacientes con IAM y controles sanos, segiin se detalla en la seccion de
Métodos. De este andlisis se obtuvieron una serie de 49 miRNAs que presentaron un

patron de expresion diferencial IAM vs controles.

A partir de este punto se siguié una aproximacion secuencial para seleccionar los
miRNAs con mayor grado de diferenciacion y potencial regulador especifico. De forma

progresiva se analizaron:

1) el C; alcanzado y el grado de significacion estadistica en el C; de la

comparacion entre grupos
2) analisis de su funcidn bioldgica determinada con herramientas bioinformaticas.

El resultado de esta seleccion fueron 14 miRNAs candidatos para su validacion
posterior en la cohorte global de 311 pacientes con IAM y 30 controles sanos ajustados

por edad y sexo.
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Tabla 5.13 Caracteristicas clinicas de la cohorte global de pacientes con IAM (n= 311) en funcién de

la aparicion del evento primario en el seguimiento.

Total No evento Evento
(n=311) (n=268) (n=43) p
Evento indice
Edad (afios) * 55 (48, 71) 54 (47, 68) 77 (55, 85) <0,001
Sexo masculino (%) 81 82 79 0,382
Hipertension (%) 57 55 72 0,018
Diabetes (%) 26 23 42 0,005
Dislipemia (%) 51 50 58 0,458
Tabaquismo activo (%) 40 43 26 0,390
IMC, (kg/m?) ? 27,3 (25, 30) 27,5 (25, 30) 26,7 (24, 29) 0,540
IAM con elevacion segmento ST 65 66 61 0,908
Revascularizacion exitosa (%) 94 95 84 0,002
Clase Killip > 1T (%) 23 15 67 <0,001
Score riesgo GRACE * 133 (114, 171) 129 (111, 159) 196 (144, 238) <0,001
indice comorbilidad de Charlson 4(2,5) 32,5 6(5,7 <0,001
Parametros de laboratorio
NT-proBNP (pg/ml) 903 (363, 2415) 617 (215, 5701 (2115, <0,001
Troponina-I (a las 24h, en ng/ml) * 8,8 (1,38) 6,9 (1, 32) 29,1 (6, 88) <0,001
FG, (ml/min/1,73 m?) ? 91 (73, 103) 93 (78, 104) 52 (33,78) <0,001
Colesterol total (mg/dl) * 177 (147, 206) 179 (148,209) 158 (137, 192) 0,028
Triglicéridos (mg/dl) * 122 (88, 169) 122 (88, 169) 123 (89, 169) 0,999
Hallazgos ecocardiogrdficos
FEVI al alta (%) ® 57 (46, 65) 58 (48, 65) 43 (36, 58) <0,001
FEVI <50% (%) 33 27 67 <0,001
Medicacion al alta hospitalaria
[-bloqueantes (%) &3 &3 78 0,556
[ECAs o ARA-II (%) 82 82 83 0,967
ARM (%) 37 10 33 <0,001
Estatina de alta intensidad (%) 97 97 92 0,025

“ mediana (rango intercuartilico). IMC, indice de masa corporal; FG, filtrado glomerular, FEVI, fraccion
de eyeccion de ventriculo izquierdo, IECAs, inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina;, ARA-

11, antagonistas receptores angiotensina II; ARM, antagonistas receptores de mineralocorticoides.
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El estudio de validacion en la cohorte global confirmé que 11 de los 14 miRNAs
presentaron niveles de expresion diferencial en pacientes con IAM frente a poblacion
general (Tabla 5.14). Estos miRNAs alcanzaron la significacion estadistica en la
comparacion entre grupos, indicativa de que los valores obtenidos en los 311 pacientes
con TAM difieren de los 30 controles sanos analizados, respaldando la adecuacion del

proceso inicial de seleccion de miRNAs de interés.

Tabla 5.14. Niveles de expresion de los miRNAs en el estudio de validacion. Panel con los 14 miRNAs

seleccionados y sus niveles de expresion en 311 pacientes con IAM y 30 controles sanos pareados.

Numero Pacientes IAM Controles sanos

ID miRNA ID referencia (n =311) (mn =30) =
hsa-miR-20a-5p ACt (IQR) MIMAT0000075 -1.69 (-2.31;-1.14) -1.23 (-1.64; -0.62) 0.004
hsa-miR-21-5p ACr (IQR) MIMAT0000076 2.35(-3.12;-1.77) -1.58 (-1.99; -1.18) <0.001
hsa-miR-23a-3p ACt (IQR) MIMAT0000078 2.32(-2.92;-1.69) -1.07 (-1.56; -0.86) <0.001
hsa-miR-27b-3p ACt (IQR) MIMAT0000419 0.24 (-0.51; 1.48) 0.96 (0.55; 1.10) <0.001
hsa-miR-30b-5p ACt (IQR) MIMAT0000420 1.87 (1.36; 2.23) 1.76 (1.64; 1.88) 0.013
hsa-miR-93-5p ACt (IQR) MIMAT0000093 -0.60 (-1.22; 0.03) -0.35 (-0.70; 0.37) 0.173
hsa-miR-106b-5p ACt (IQR) MIMAT0000680 0.69 (0.16; 1.22) 1.18 (0.93; 1.89) 0.001
hsa-miR-107 ACt (IQR) MIMAT0000104 2.66 (1.77; 3.44) 2.46 (2.32;2.59) 0.004
hsa-miR-122-5p ACt (IQR) MIMAT0000421 2.52 (1.08; 4.07) 3.69 (3.08; 4.83) 0.001
hsa-miR-144-3p ACt (IQR) MIMAT0000436 -0.23 (-1.31;0.47) -0.60 (-0.90; 0.26) 0.087
hsa-miR-148b-3p ACr (IQR) MIMAT0000759 1.85(0.92; 3.30) 2.69 (2.40; 2.95) <0.001
hsa-miR-210-3p ACt (IQR) MIMAT0000267 4.1(3.39;4.78) 5.51 (4.94; 5.85) <0.001
hsa-miR-221-3p ACt (IQR) MIMAT0000278 0.63 (-0.02; 1.30) 1.92 (1.71;2.24) <0.001
hsa-let-7a-5p ACt (IQR) MIMAT0000062 2.1 (1.58;2.70) 2.40 (2.05; 2.48) 0.081

Se muestran los valores como datos normalizados con los valores absolutos de la tasa de cambio (log of

fold change). IAM, infarto agudo de miocardio; IQR, rango intercuartilico.

Se vio una clara asociacion entre la gravedad del IAM vy los niveles de expresion
de la mayor parte de los 14 miRNAs seleccionados (Figura 5.7). Asi, los niveles de
expresion de miR-20a-5p, miR-21-5p, miR-23a-3p, miR-27b-3p, miR-30b-5p, miR-106b-
5p, miR-107, miR-148b-3p, miR-210-3p y miR-221-3p se incrementaron
significativamente en aquellos pacientes con que presentaban una clase Killip superior, un

mayor score de riesgo GRACE, niveles de troponina I o NT-proBNP mas elevados o una

peor fraccion de eyeccion de VI.
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Figura 5.7. Correlacion entre miRNAs y gravedad del IAM. Andlisis estadistico en la cohorte de

validacion global de 311 pacientes con IAM relacionando los niveles de expresion de los miRNAs mas

representativos con: a) clase Killip-Kimbal; b) score de riesgo GRACE determinado al ingreso; c)

Troponina-I a las 24h del ingreso (logaritmo). Los miRNAs aparecen expresados como ACr (el intervalo

del punto de corte). Solo se muestran aquellos miRNAs con nivel de asociacion estadisticamente

significativo.
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También se detectd una asociacion significativa entre los niveles de expresion de
varios de estos miRNAs y parametros subrogados de insuficiencia cardiaca como se
puede observar en la Figura 5.8, destacando particularmente miR-210-3p, miR-23a-3p y
miR-21-5p por la intensidad y nimero de asociaciones en las que fueron detectados. 7 de
los 14 miRNAs mostraron correlacion estadisticamente significativa con los valores de
BNP (miR-21-5p, miR-23a-3p, miR-27b-3p, miR-107, miR-148b-3p y miR-210-3p),
mientras que los 11 miRNAs que se expresaron de forma diferencial en IAM presentaron

diferentes grados de correlacion con la FEVI, alcanzando la significacion estadistica.
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s
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Figura 5.8 Correlacion entre miRNAs y parametros subrogados de insuficiencia cardiaca. Andlisis
estadistico en la cohorte de validacion global de 311 pacientes con IAM relacionando los niveles de
expresion de los miRNAs mas representativos con: a) niveles de BNP (logaritmo); b) FEVI al alta

hospitalaria. FEVI, fraccion de eyeccion de ventriculo izquierdo.
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Se realizd un andlisis especifico para evaluar la posible redundancia en la
informaciéon proporcionada por algunos de los miRNAs seleccionados. Para ello, se
calcularon los coeficientes de correlacion parcial de Spearman para rangos — partial
Spearman rank correlation coefficients — (R) para todas las combinaciones posibles de los
14 miRNAs en estudio una vez normalizados (Tabla 5.15). Los resultados que se
muestran presentan un bajo nivel de correlacién entre la mayor parte de las parejas de
miRNAs, lo que indica un bajo nivel de colineraridad entre estos miRNAs o lo que es lo

mismo, que cada uno de ellos aporta informacion especifica e independiente de otros.



Tabla 5.15. Coeficientes de correlacion parcial de Spearman para rangos de los 14 miRNAs estudiados

miR-20a-5p miR-21-5p miR-23a-3p miR-27b-3p miR-30b-5p miR-93-5p miR-106b-

ACt ACt ACt ACt
miR-20a-5p AC; - 031" -0.18"  0.03"
miR-21-5p AC, - 046" 020"
miR-23a-3p AC; - 0.59™

miR-27b-3p AC, -
miR-30b-5p AC
miR-93-5p AC,
miR-106b-5p AC;
miR-107 AC;
miR-122-5p AC;
miR-144-3p AC;
miR-148b-3p AC;
miR-210-3p AC;
miR-221-3p AC;

let-7a-5p AC;

ACt

0.20*

-0.24*
0.18*

0.10™

ACt

0.51*

0.06™
0.22*
0.11*

-0.08"

5p ACt
0.54"
-0.28"
0.28™
023"
-0.06™

0.01*

miR-107 miR-122-5p miR-144-3p

ACt

-0.32*

0.20*
-0.42*
0.43*
0.17*
0.15*

0.41*

ACt

-0.12

0.32*
-0.15

0.06™
0.07
0.10
0.15

-0.19™

ACt

0.08"

0.12*
-0.26™
0.30™
-0.01*
0.17*
0.10*
0.02*

-0.20*

miR-148b- miR-210-3p miR-221-3p let-7a-5p

3pACt

-0.10*
0.31*
-0.25*
0.23*
0.34*
0.23*
0.15*
-0.09™
-0.49*

-0.11%

ACt

-0.01*

0.21*
-0.04™
-0.20™
-0.10*
-0.12*
0.27*
0.13*
0.24*
0.18"

0.19*

ACt

0.01*

0.00™
0.36™
0.14*
-0.04™
-0.23*
-0.09™
0.08"
0.03™
-0.08
0.07™

0.37"

ACt

-0.03™

0.26™
-0.16™
-0.01*
0.37"
-0.22*
0.14*
-0.01
0.15
-0.01
0.11*
-0.20™

0.38"

™ p valor < 0,001. La correlacion es débil para la mayor parte de las parejas de miRNAs analizadas, reflejando un bajo nivel de colinearidad. Las tinicas parejas con

correlaciones >0,5 fueron entre miR-23 & miR-27, miR-20 & miR-106 y miR-20 & miR-93.
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5.2.3 Valor prondstico de los miRNAs - andlisis del objetivo primario

6 miRNAs fueron capaces de predecir de forma fiable la aparicion del endpoint
primario del subestudio incluso tras aplicar exigentes modelos de ajuste: miR-21-5p, miR-
23a-3p, miR-27b-3p, miR-122-5p, miR-210-3p y miR-221-3p (Figura 5.9-A, Tabla 5.16 y
Figura 5.10). Los andlisis de regresion de Cox realizados ajustados por edad y sexo
destacaron en particular a miR-210-3p (HR 2.65 por cada incremento en 1 SD, P <0.001),
miR-23a-3p (HR 2.11 por cada incremento en 1 SD, P <0.001), miR-221-3p (HR 2.03 por
cada incremento en 1 SD, P <0.001) y miR-21-5p (HR 2.0 por cada incremento en 1 SD, P

<0.001) por su mayor precision en el diagndstico del endpoint combinado de hospitalizacion

por IC o muerte CV.

A Endpoint primario: hospitalizacion por IC o muerte CV B

HR (IC 95%) HR (IC 95%)
por 1incremento SD  P-valor N
por 1 incremento SD

miR-210-3p  265(1.92-3.64)  0.000 —_———— X

miR-210-3p  2.73(1.86 - 4.02)
miR-23a-3p  2.11(1.53-290)  0.000 —.——————

miR-107 2.41(1.33-4.37)
miR-221-3p  2.03(1.47-280)  0.000 —_—e

miR-27b-3p  2.35(1.46 - 3.79)
miR-21-5p 2.00(1.52-263)  0.000 —_—

miR-23a-3p  2.33(1.50 - 3.58)
miR-122-5p  1.80(1.30-2.48)  0.000 —

miR-21-5p 212(154 -293)

miR-27b-3p  1.79(1.21-265)  0.004 .
miR-122-5p  1.95 (1.36 - 2.79)

miR-107 1.39 (0.94 - 2.05) 0.098 miR-221-3p 175 (147 - 261)
miR-let7a-5p  131(090-192)  0.155 R-106b-5p  159.(1.10-230)
miR-30b-5p 1.22(0.87 - 1.73) 0.251 miR-let7a-5p 152 (0.90 - 2.54)
miR-93-5p 1.17(0.85 - 1.62) 0.332 miR-30b-5p 1.48 (0.97 - 2.27)
miR-106b-5p 1.16 (0.87 - 1.55) 0.319 miR-148b-3p 1.35(0.91 - 2.00)
miR-148b-3p 1.14(0.84 - 1.55) 0.402 miR-144-3p 1.22(0.81-1.82)
miR-144-3p  1.11(081-152) 0504 miR-93-5p 122080 - 1.85)
miR-20a-5p  103(0.77-138)  0.827 miR-20a-5p 120 (084~ 172)
o HR (;Co 95%) h :

C . Hospitalizacién por IC D e
por 1 incremento SD P-valor por 1 incremento SD
miR-210-3p 2.22(1.35-3.64) 0.002 miR-23a-3p 1.81(1.17 - 2.80)
miR-221-3p  2.02 (1.30 - 3.12) 0.002 miR-221-3p 1.7 (1.18 - 2.68)
miR-23a-3p  1.64 (1.07 - 2.50) 0022 e miR-210-3p  1.75 (1.15 - 2.65)
miR-21-5p  1.45(0.93 - 2.26) 0.098 miR-21-5p 1.59 (1.05 - 2.42)
miR-107 1.25 (0.67 - 1.69) 0.799 miR-27b-3p 1.77 (0.97 - 3.22)
miR-20a-5p  1.22(0.80 - 1.87) 0.360 miR-107 1.41(0.89 -2.22)
miR-106b-5p  1.17 (0.79 - 1.75) 0.433 miR-106b-5p 1.32(0.94 - 1.87)
miR-148b-3p  1.16 (0.64 - 1.46) 0.864 miR-let7a-5p 1.26 (0.82 - 1.94)
miR-122-5p  1.15(0.71 - 1.89) 0.566 miR-30b-5p 1.24(0.81 - 1.89)
miR-144-3p  1.12(0.73-1.73) 0.592 miR-148b-3p 1.20(0.81 - 1.76)
miR-30b-5p  1.12(0.71 - 1.75) 0.629 miR-20a-5p 1.12(0.80 - 1.56)
miR-27b-3p  1.12(0.67 - 1.88) 0.655 miR-93-5p 1.10(0.74 - 1.62)
miR-let7a-5p  1.10(0.70 - 1.73) 0.688 miR-122-5p 1.02 (0.66 - 1.60)
miR-93-5p  1.03 (0.66 - 1.60) 0.900 miR-144-3p 1.01(0.69 - 1.48)

T i

Figura 5.9. Resumen del valor prondstico de los miRNAs para los objetivos primario y secundarios. Dafos

procedentes del andlisis de supervivencia mediante regresion de Cox multivariante, ajustado por edad y sexo.
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Tabla 5.16 Analisis del objetivo primario: asociacion de miRNAs con la aparicion del endpoint primario

miR-20a-5p?
Modelo 2
Modelo 3
Modelo 4
Modelo 5
Modelo 6
miR-21-5p?
Modelo 2
Modelo 3
Modelo 4
Modelo 5
Modelo 6
miR-23a-3p?
Modelo 2
Modelo 3
Modelo 4
Modelo 5
Modelo 6
miR-27b-3p?
Modelo 2
Modelo 3
Modelo 4
Modelo 5
Modelo 6
miR-30b-5p*
Modelo 2
Modelo 3
Modelo 4
Modelo 5
Modelo 6
miR-106b-5p*
Modelo 2
Modelo 3
Modelo 4
Modelo 5
Modelo 6

HR por incremento 1 SD Estadistico C Incremento estadistico C
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)

1.03 (0.77 - 1.38) 0.827 n/a n/a

1.07 (0.80 —1.43) 0.656 n/a n/a

1.04 (0.77 - 1.40) 0.815 n/a n/a

1.26 (0.94—-1.70) 0.117 n/a n/a

1.01 (0.78 — 1.32) 0.920 n/a n/a

1.01 (0.77—-1.33) 0.933 n/a n/a

2.00 (1.52-2.63) 0.000 0.7828 (0.7141 - 0.8517) 0.0517 (0.0011 - 0.1024)
2.07 (1.56 —2.74) 0.000 0.7928 (0.7147 - 0.8709) 0.0565 (0.0022 - 0.1109)
1.87 (1.41-2.48) 0.000 0.7962 (0.7258 - 0.8666) 0.0376 (0 - 0.0807)
1.82 (1.36 -2.46) 0.000 0.8403 (0.7618 - 0.9188) 0.0143 (0-0.0393)
1.52 (1.13-2.04) 0.005 0.8110 (0.7389 - 0.8830) 0.0181 (0 - 0.0458)
1.42 (1.05-1.93) 0.022 0.8316 (0.7677 - 0.8954) 0.0104 (0 - 0.0296)
2.11 (1.53-2.90) 0.000 0.7909 (0.7246 - 0.8572) 0.0598 (0.0135 - 0.1061)
2.17 (1.56 - 3.01) 0.000 0.7991 (0.7233 - 0.8749) 0.0628 (0.0111 - 0.1145)
2.00 (1.43-2.79) 0.000 0.7969 (0.7323 - 0.8616) 0.0383 (0-0.0827)
1.89 (1.33-2.70) 0.000 0.8529 (0.7934 - 0.9124) 0.0270 (0 - 0.0584)
1.59 (1.16 — 2.18) 0.004 0.8233 (0.7619 - 0.8848) 0.0305 (0-0.0653)
1.50 (1.09 —2.06) 0.013 0.8410 (0.7842 - 0.8978) 0.0198 (0 - 0.0501)
1.79 (1.21 - 2.65) 0.004 0.7562 (0.6612 - 0.8512) 0.0251 (0 - 0.0663)
1.75 (1.18 = 2.59) 0.005 0.7618 (0.6618 - 0.8618) 0.0255 (0 - 0.0637)
1.52 (1.01-2.28) 0.043 0.7648 (0.6781 - 0.8514) 0.0061 (0 - 0.0358)
2.20 (1.39-3.48) 0.001 0.8300 (0.7555 - 0.9044) 0.0040 (0—0.0437)
1.37 (0.97 - 1.95) 0.075 0.8024 (0.7192 - 0.8857) 0.0096 (0 - 0.0355)
1.40 (0.99 —2.00) 0.059 0.8252 (0.7482 - 0.9021) 0.0040 (0 - 0.0274)
1.22 (0.87-1.73) 0.251 n/a n/a

1.25 (0.87-1.77) 0.226 n/a n/a

1.18 (0.84—-1.67) 0.342 n/a n/a

1.46 (1.00 —2.15) 0.051 n/a n/a

1.16 (0.85—-1.58) 0.351 n/a n/a

1.13 (0.81—-1.57) 0.471 n/a n/a

1.16 (0.87 — 1.55) 0.319 n/a n/a

1.19 (0.88 - 1.61) 0.271 n/a n/a

1.17 (0.87—1.56) 0.294 n/a n/a
1.39(1.01-1.91) 0.043 n/a n/a

1.09 (0.85—-1.41) 0.491 n/a n/a

1.06 (0.80 — 1.40) 0.694 n/a n/a
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HR por incremento 1 SD Estadistico C Incremento estadistico C
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
miR-1072 1.39(0.94 - 2.05) 0.098 n/a n/a
Modelo 2 1.46 (0.97 - 2.18) 0.067 n/a n/a
Modelo 3 1.45 (0.98 —2.15) 0.062 n/a n/a
Modelo 4 1.48 (0.93 -2.37) 0.097 n/a n/a
Modelo 5 1.42 (0.96 —2.10) 0.081 n/a n/a
Modelo 6 1.28 (0.87—-1.90) 0.213 n/a n/a
miR-122-5p? 1.80 (1.30 — 2.48) 0.000 0.7427 (0.6528 - 0.8325) 0.0115 (0 - 0.0579)
Modelo 2 1.81(1.30-2.51) 0.000 0.7589 (0.6655 - 0.8523) 0.0226 (0 - 0.0722)
Modelo 3 1.70 (1.26 —2.30) 0.001 0.7747 (0.6888 - 0.8606) 0.0161 (0 - 0.0544)
Modelo 4 1.64 (1.21-2.22) 0.001 0.8236 (0.7474 - 0.8998) 0.0024 (0-0.0186)
Modelo 5 1.31 (0.96 - 1.78) 0.087 0.7880 (0.7096 - 0.8663) 0.0049 (0-0.0105)
Modelo 6 1.30 (0.94-1.79) 0.116 0.8181 (0.7437 - 0.8925) 0.0031 (0-0.0107)
miR-148b-3p? 1.14 (0.84 — 1.55) 0.402 n/a n/a
Modelo 2 1.15 (0.85—1.56) 0.363 n/a n/a
Modelo 3 1.16 (0.85—-1.57) 0.345 n/a n/a
Modelo 4 1.42 (0.98 —2.06) 0.650 n/a n/a
Modelo 5 1.03 (0.77 - 1.38) 0.845 n/a n/a
Modelo 6 1.15 (0.83 - 1.60) 0.409 n/a n/a
miR-210-3p? 2.65 (1.92-3.64) 0.000 0.8026 (0.7319 - 0.8732) 0.0714 (0.0068 - 0.1360)
Modelo 2 2.70 (1.95-3.73) 0.000 0.8050 (0.7194 - 0.8906) 0.0687 (0 - 0.1420)
Modelo 3 2.42 (1.75-3.34) 0.000 0.8079 (0.7322 - 0.8835) 0.0492 (0-0.1074)
Modelo 4 2.21(1.57-3.12) 0.000 0.8443 (0.7742 - 0.9143) 0.0183 (0-0.0511)
Modelo 5 1.88 (1.32-2.67) 0.000 0.8257 (0.7579 - 0.8935) 0.0329 (0-0.0793)
Modelo 6 1.84 (1.30-2.59) 0.001 0.8432 (0.7743 - 0.9121) 0.0220 (0 - 0.0562)
miR-221-3p? 2.03 (1.47 —2.80) 0.000 0.7809 (0.7091 - 0.8526) 0.0497 (0 - 0.1039)
Modelo 2 2.04 (1.45-2.86) 0.000 0.7864 (0.7046 - 0.8682) 0.0501 (0-0.1115)
Modelo 3 1.92 (1.40—-2.64) 0.000 0.7991 (0.7227 - 0.8756) 0.0405 (0 - 0.0879)
Modelo 4 2.13 (1.45-3.13) 0.000 0.8663 (0.8107 - 0.9219) 0.0403 (0 - 0.0852)
Modelo 5 1.70 (1.23 -2.37) 0.001 0.8231 (0.7598 - 0.8864) 0.0303 (0-0.0683)
Modelo 6 1.58 (1.14-2.19) 0.006 0.8498 (0.7896 - 0.9101) 0.0286 (0 - 0.0632)

Datos procedentes de la cohorte global de validacion con 311 pacientes con IAM. El HR muestra el incremento
del riesgo de desarrollar el endpoint primario en los distintos modelos de regresion de Cox multivariante
planteados: ¢ modelo basal) ajustado por edad y sexo,; modelo 2) ajustado por edad, sexo y factores de riesgo
cardiovascular (hipertension arterial, habito tabdaquico, diabetes, dislipemia y antecedentes previos de IAM),;
modelo 3) ajustado por edad, sexo y troponina I; modelo 4) ajustado por edad, sexo y NT-proBNP; modelo 5)
ajustado por edad, sexo y el score de riesgo GRACE; modelo 6) ajustado por FEVI y clase Killip. HR, hazard

ratio; SD, desviacion estandar, IC, intervalo de confianza, n/a, no aplicable.
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Figura 5.10 Incidencia del endpoint combinado de hospitalizacion por IC o muerte CV en funcion del valor de miRNAs. Se muestran las curvas de Kaplan-Meier para

los grupos de pacientes separados por la mediana de los miRs-21, -23, -27, -122, -210y -221.
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Cuando los miRNAs con capacidad predictiva fueron evaluados individualmente,

cada uno de ellos por separado fue capaz de alcanzar valores elevados del estadistico C,

mostrandose en la Figura 5.11 su valor estudiado a los 2 afios (media de seguimiento del

estudio). En su andlisis combinado, visualizado en la Figura 5.12, se objetivd como el

valor prondstico obtenido al incorporar la combinacion de los 3 miRNAs mas

prominentes (miR-210-3p, miR-23a-3p y miR-221-3p) al modelo multivariante de Cox

basal condujo a una mejoria franca en el area bajo la curva (AUC) obtenida en

comparacion con este mismo modelo sin los miRNAs: 0.86 vs. 0.77, p <0.001.
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Figura 5.11. Curvas ROC para la prediccion del evento primario a los 2 afios. Se muestran las curvas

receiver operating characteristic (ROC), en rojo del modelo multivariante basal ajustado por edad y sexo,

en azul el obtenido al anadir cada uno de los miRNAs de forma individual. AUC, drea bajo la curva.
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Figura 5.12. Reclasificacién prondstica obtenida al afiadir miR-210-3p, miR-23a-3p y miR-221-3p
para la prediccion de hospitalizacién por IC o muerte CV en pacientes con IAM. 4. Curva ROC para
el modelo clinico multivariante sin miRNAs (azul) y con miRNAs - miR-210-3p, miR-23a-3p y miR-221- 3p
- (rojo), obtenido mediante regresion de Cox multivariante. B. Diagramas de Forest-Plot para los
endpoints del estudio, procedentes del modelo multivariante ajustado por edad y sexo. C. Incidencia del
endpoint combinado de muerte cardiovascular (CV) u hospitalizacion por insuficiencia cardiaca (IC),

obtenido con el método de Kaplan-Meier.
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Se finaliz6 el andlisis del grado de mejora en el rendimiento de la evaluacion
pronostica obtenida con los miRNAs mediante el célculo del indice de reclasificacion
neta continua — cNRI -, que fue de 34.8% (95% CI, 5.8-57.4%, p=0.015). El indice de
mejora de discriminacion integrada — IDI- también mostré6 una mejoria sustancial (P
<0.001) de la capacidad predictiva cuando estos 3 miRNAs eran incorporados al modelo

clinico multivariante (Figura 5.13).
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Figura 5.13. Evaluacion de la mejoria predictiva con la incorporacion de miR-210-3p, miR-23a-3p y
miR-221-3p al modelo multivariante clinico. Evaluacion del indice de mejora de la discriminacion (IDI)
y el indice de reclasificacion neta continua (cNRI) para la prediccion del endpoint combinado primario con
la incorporacion de los 3 miRNAs sefnialados frente al modelo clinico multivariante basal. Se muestra la
funcién de la distribucién empirica de "D para T’ <ty (linea fina sélida) para evaluar el cNRI y el IDI, por
el método de Uno et al.'* T° denota el momento de aparicion del evento, mientras que to refleja un
momento concreto particular. Los pacientes que presentan un evento en to se definen como casos (ej. T’ <
t)) y aquellos que no lo presentan como controles (ej. T° > tg). "D corresponde al cambio entre los 2
modelos y permite evaluar visualmente la mejora entre los 2 modelos predictivos. cNRI, continuous net
reclassification index o indice de reclasificacion neta continua;, IDI, integrated discrimination index o

indice de mejora de la discriminacion integrada.
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Valor pronodstico de los miRNAs - Analisis de los endpoints secundarios

Se analizaron los endpoints secundarios establecidos en la metodologia: 1)
mortalidad cardiovascular; 2) hospitalizacion CV; 3) clase funcional NYHA al final del

seguimiento.

En el estudio de la mortalidad cardiovascular, 8 de los 14 miRNAs estudiados
demostraron ser predictores independientes: miR-21-5p, miR-23a-3p, miR-27b-3p miR-
106b-5p, miR-107, miR-122-5p, miR-210-3p y miR-221-3p (Figura 5.9-B, Tabla 5.17 y
Figura 5.14). Al analizar de forma aislada mortalidad CV, la capacidad predictiva de los
miRNAs no se vio afectada respecto a los resultados obtenidos en el anélisis primario,
con independencia del ajuste realizado por las diferentes variables incluidas en los

sucesivos modelos analizados.

Tres miRNAs fueron capaces de identificar a pacientes con mas riesgo de ingresos
futuros por insuficiencia cardiaca: miR-23a-3p, miR-210-3p y miR-221-3p (Figura 5.9-C
y Tabla 5.18).

Finalmente, se identificaron 4 miRNAs con capacidad de identificar a aquellos
pacientes con peor clase funcional NYHA en el seguimiento a largo plazo: miR-21-5p,

miR-23a-3p, miR-210-3p y miR-221-3p (Figura 5.9-D y Tabla 5.19).
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Tabla 5.17. Asociacion de miRNAs con el endpoint secundario mortalidad CV.

HR por incremento 1 SD y Estadistico C Incremento estadistico C
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
miR-20a-5p? 1.20 (0.84 - 1.72) 0.319 n/a n/a
Modelo 2 2.54 (0.85-1.69) 0.296 n/a n/a
Modelo 3 1.16 (0.80 — 1.70) 0.436 n/a n/a
Modelo 4 1.71 (1.16 — 2.53) 0.007 n/a n/a
Modelo 5 1.10 (0.80—1.52) 0.555 n/a n/a
Modelo 6 1.06 (0.73 — 1.54) 0.773 n/a n/a
miR-21-5p? 2.12 (1.54-2.93) 0.000 0.8544 (0.7886 - 0.9201) 0.0394 (0 - 0.0839)
Modelo 2 2.12 (1.52-2.97) 0.000 0.8749 (0.8039 - 0.9460) 0.0389 (0 - 0.0798)
Modelo 3 1.92 (1.37-2.70) 0.000 0.8621 (0.7962 - 0.9280) 0.0374 (0 - 0.0802)
Modelo 4 1.93 (1.37-2.71) 0.000 0.9301 (0.8871 - 0.9731) 0.0136 (0 - 0.0296)
Modelo 5 1.34 (0.95-1.91) 0.099 0.9112 (0.8574 - 0.9650) 0.0051 (0-0.0183)
Modelo 6 1.36 (0.92-1.99) 0.121 0.9001 (0.8311 - 0.9691) 0.0039 (0 - 0.0202)
miR-23a-3p? 2.33 (1.50 - 3.58) 0.000 0.8562 (0.7869 - 0.9255) 0.0412 (0 - 0.0901)
Modelo 2 2.33(1.52-3.56) 0.000 0.8726 (0.8116 - 0.9337) 0.0366 (0 - 0.0856)
Modelo 3 2.10 (1.32-3.32) 0.002 0.8564 (0.7880 - 0.9248) 0.0317 (0 - 0.0766)
Modelo 4 2.05(1.26 —3.32) 0.004 0.9263 (0.8767 - 0.9760) 0.0098 (0 - 0.0294)
Modelo 5 1.47 (0.97 -2.23) 0.068 0.9163 (0.8698 - 0.9627) 0.0102 (0 - 0.0307)
Modelo 6 1.35 (0.85-2.15) 0.204 0.9019 (0.8398 - 0.9641) 0.0057 (0 - 0.0316)
miR-27b-3p? 2.35(1.46 - 3.79) 0.000 0.8378 (0.7515 - 0.9240) 0.0228 (0 - 0.0653)
Modelo 2 2.42 (1.51-3.88) 0.000 0.8628 (0.7893 - 0.9362) 0.0268 (0 - 0.0656)
Modelo 3 2.00 (1.19-3.33) 0.008 0.8405 (0.7603 - 0.9207) 0.0157 (0-0.0517)
Modelo 4 3.38 (1.91-5.99) 0.000 0.9288 (0.8804 - 0.9772) 0.0123 (0 - 0.0342)
Modelo 5 1.47 (0.93 - 2.33) 0.103 0.9156 (0.8635 - 0.9676) 0.0094 (0 - 0.0295)
Modelo 6 1.53 (0.94 - 2.50) 0.089 0.9037 (0.8477 - 0.9597) 0.0074 (0 - 0.0333)
miR-30b-5p?* 1.48 (0.97 - 2.27) 0.070 n/a n/a
Modelo 2 1.56 (0.91 —2.44) 0.054 n/a n/a
Modelo 3 1.36 (0.90 — 2.06) 0.144 n/a n/a
Modelo 4 2.00 (1.25-3.17) 0.004 n/a n/a
Modelo 5 1.19 (0.83 - 1.73) 0.345 n/a n/a
Modelo 6 1.05 (0.69 — 1.61) 0.805 n/a n/a
miR-106b-5p* 1.59 (1.10-2.30) 0.015 0.8337 (0.7558 - 0.9116) 0.0187 (0 - 0.0558)
Modelo 2 1.57 (1.07-2.33) 0.022 0.8538 (0.7721 - 0.9354) 0.0178 (0 - 0.0577)
Modelo 3 1.55 (1.06 —2.27) 0.024 0.8385 (0.7618 - 0.9152) 0.0138 (0 - 0.0466)
Modelo 4 2.24 (1.43-3.50) 0.000 0.9289 (0.8837 - 0.9742) 0.0124 (0 - 0.0329)
Modelo 5 1.30 (0.94-1.79) 0.112 0.9080 (0.8593 - 0.9567) 0.0019 (0-0.0161)
Modelo 6 1.29 (0.86 — 1.94) 0.211 0.9033 (0.8384 - 0.9682) 0.0071 (0 - 0.0272)
miR-1072 241 (1.33-4.37) 0.004 0.8308 (0.7447 - 0.9169) 0.0158 (0 - 0.0504)
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Modelo 2
Modelo 3
Modelo 4
Modelo 5
Modelo 6
miR-122-5p?
Modelo 2
Modelo 3
Modelo 4
Modelo 5
Modelo 6
miR-148b-3p?
Modelo 2
Modelo 3
Modelo 4
Modelo 5
Modelo 6
miR-210-3p?
Modelo 2
Modelo 3
Modelo 4
Modelo 5
Modelo 6
miR-221-3p?
Modelo 2
Modelo 3
Modelo 4
Modelo 5

Modelo 6

HR por incremento 1 SD

(IC 95%)

p

Estadistico C

(IC 95%)

Incremento estadistico C

(IC 95%)

2.51 (1.32 - 4.76)
2.29 (1.27 - 4.08)
2.88 (1.39 - 5.99)
1.96 (1.11 — 3.46)
1.52 (0.85 - 2.72)
1.95 (1.36 - 2.79)
1.97 (1.35 - 2.87)
1.79 (1.25 - 2.55)
1.83 (1.30 - 2.56)
1.18 (0.81 — 1.71)
1.29 (0.86 — 1.95)
1.35 (0.91 — 2.00)
1.41 (0.94 - 2.11)
1.36 (0.91 - 2.03)
1.83 (1.05 - 3.22)
1.09 (0.75 — 1.60)
1.23 (0.76 — 1.99)
2.73 (1.86 — 4.02)
2.85 (1.91 - 4.26)
2.46 (1.64 - 3.68)
2.24 (1.49 - 3.36)
1.55 (1.02 - 2.34)
1.75 (1.11 - 2.74)
1.75 (1.17 - 2.61)
1.97 (1.25 - 3.11)
1.64 (1.10 — 2.45)
1.91 (1.18 - 3.10)
1.32 (0.88 — 1.99)
1.08 (0.71 — 1.64)

0.005
0.006
0.005
0.020
0.153
0.000
0.000
0.001
0.000
0.397
0.217
0.142
0.095
0.135
0.034
0.646
0.401
0.000
0.000
0.000
0.000
0.038
0.015
0.007
0.003
0.016
0.009
0.176
0.723

0.8542 (0.7664 - 0.9419)
0.8350 (0.7635 - 0.9066)
0.9279 (0.8768 - 0.9791)
0.9076 (0.8525 - 0.9626)
0.9078 (0.8411 - 0.9744)
0.8196 (0.7264 - 0.9127)
0.8432 (0.7623 - 0.9241)
0.8447 (0.7664 - 0.9231)
0.9141 (0.8621 - 0.9661)
0.9056 (0.8478 - 0.9634)
0.8957 (0.8173 - 0.9742)

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a
0.8638 (0.7917 - 0.9358)
0.8862 (0.8213 - 0.9511)
0.8683 (0.7997 - 0.9369)
0.9349 (0.8957 - 0.9741)
0.9107 (0.8616 - 0.9599)
0.9040 (0.8391 - 0.9689)
0.8412 (0.7659 - 0.9166)
0.864 (0.7855 - 0.9425)
0.8503 (0.7836 - 0.9170)
0.9291 (0.8877 - 0.9705)
0.9130 (0.8657 - 0.9602)
0.8984 (0.8286 - 0.9682)

0.0182 (0-0.0591)
0.0103 (0-0.0421)
0.0114 (0-0.0342)
0.0015 (0 - 0.0204)
0.0115 (0-0.0376)
0.0046 (0 - 0.0524)
0.0072 (0 - 0.0412)
0.0200 (0 - 0.0559)
0.0024 (0-0.0171)
0.0005 (0 - 0.0095)
0.0005 (0-0.0129)

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a
0.0488 (0 - 0.1040)
0.0502 (0-0.1052)
0.0436 (0 - 0.0959)
0.0184 (0 - 0.0508)
0.0046 (0 - 0.0256)
0.0077 (0 - 0.0281)
0.0263 (0 - 0.0722)
0.028 (0 - 0.0787)
0.0256 (0 - 0.0618)
0.0126 (0-0.0362)
0.0069 (0 - 0.0230)
0.0022 (0 - 0.0220)

Andalisis de la cohorte global de validacion con 311 pacientes con IAM. El HR muestra el incremento del

riesgo de desarrollar el endpoint secundario mortalidad cardiovascular en los distintos modelos de

regresion de Cox multivariante planteados: * modelo basal) ajustado por edad y sexo; modelo 2) ajustado

por edad, sexo y factores de riesgo cardiovascular (hipertension arterial, habito tabdquico, diabetes,

dislipemia y antecedentes previos de IAM),; modelo 3) ajustado por edad, sexo y troponina I; modelo 4)

ajustado por edad, sexo y NT-proBNP; modelo 5) ajustado por edad, sexo y el score de riesgo GRACE;

modelo 6) ajustado por FEVI y clase Killip. HR, hazard ratio; SD, desviacion estandar; IC, intervalo de

confianza; n/a, no aplicable.
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Figura 5.14 Incidencia del endpoint secundario muerte CV en funciéon del valor de miRNAs. Se

muestran las curvas de Kaplan-Meier para los grupos de pacientes separados por la mediana de miRs-21, -

23, =27, -106, -107, -122, -210 y -221. Se muestran los miRNAs que habian demostrado asociacion

estadisticamente significativa en el andlisis de supervivencia de Cox mostrado en la Tabla 5.17.
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Tabla 5.18. Asociacion de miRNAs con el endpoint secundario hospitalizacion por IC.

HR por incremento 1 SD y Estadistico C Incremento estadistico C
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
miR-20a-5p? 1.22 (0.80 - 1.87) 0.360 n/a n/a
Modelo 2 1.29 (0.84-2.01) 0.248 n/a n/a
Modelo 3 1.26 (0.81 —1.96) 0.296 n/a n/a
Modelo 4 1.20 (0.78 — 1.84) 0.411 n/a n/a
Modelo 5 1.24 (0.81—-1.89) 0.323 n/a n/a
Modelo 6 1.22 (0.81 —-1.83) 0.349 n/a n/a
miR-21-5p? 1.45 (0.93 —2.26) 0.098 n/a n/a
Modelo 2 1.50 (0.96 —2.35) 0.073 n/a n/a
Modelo 3 1.40 (0.89 —2.20) 0.140 n/a n/a
Modelo 4 1.18 (0.72 - 1.95) 0.515 n/a n/a
Modelo 5 1.40 (0.87—2.25) 0.170 n/a n/a
Modelo 6 1.24 (0.78 — 1.99) 0.366 n/a n/a
miR-23a-3p? 1.64 (1.07 — 2.50) 0.022 0.7248 (0.6075 - 0.8422) 0.0598 (0 - 0.1518)
Modelo 2 1.72 (1.09-2.71) 0.020 0.8080 (0.6515 - 0.9645) 0.0429 (0-0.0913)
Modelo 3 1.58 (1.02-2.46) 0.041 0.7300 (0.6062 - 0.8538) 0.0395 (0-0.1145)
Modelo 4 1.42 (0.90 —2.24) 0.127 0.7674 (0.6367 - 0.8982) 0.0396 (0 - 0.0963)
Modelo 5 1.57 (0.99 —2.49) 0.056 0.7266 (0.6119 - 0.8412) 0.0517 (0 - 0.1421)
Modelo 6 1.46 (0.94 —2.27) 0.089 0.7697 (0.6561 - 0.8833) 0.0377 (0 - 0.1064)
miR-27b-3p? 1.12 (0.67 — 1.88) 0.655 n/a n/a
Modelo 2 1.07 (0.63 — 1.81) 0.815 n/a n/a
Modelo 3 1.03 (0.60 — 1.75) 0.914 n/a n/a
Modelo 4 1.12 (0.63 —2.02) 0.698 n/a n/a
Modelo 5 1.08 (0.65—1.79) 0.759 n/a n/a
Modelo 6 1.10 (0.68 — 1.78) 0.707 n/a n/a
miR-30b-5p* 1.12 (0.71 - 1.75) 0.629 n/a n/a
Modelo 2 1.17 (0.73 — 1.87) 0.509 n/a n/a
Modelo 3 1.15(0.73-1.79) 0.553 n/a n/a
Modelo 4 1.02 (0.65 —1.60) 0.931 n/a n/a
Modelo 5 1.13 (0.73 - 1.75) 0.578 n/a n/a
Modelo 6 1.06 (0.69 — 1.63) 0.801 n/a n/a
miR-106b-5p? 1.17 (0.79 - 1.75) 0.433 n/a n/a
Modelo 2 1.29 (0.84 - 1.96) 0.243 n/a n/a
Modelo 3 1.20 (0.81—-1.77) 0.375 n/a n/a
Modelo 4 1.16 (0.76 — 1.79) 0.486 n/a n/a
Modelo 5 1.20 (0.81—-1.77) 0.370 n/a n/a
Modelo 6 1.22 (0.81 —1.84) 0.344 n/a n/a

miR-107? 1.25 (0.67 — 1.69) 0.799 n/a n/a
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HR por incremento 1 SD P Estadistico C Incremento estadistico C
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
Modelo 2 1.01 (0.62 —1.62) 0.984 n/a n/a
Modelo 3 1.04 (0.66 — 1.65) 0.853 n/a n/a
Modelo 4 1.03 (0.62—1.70) 0.919 n/a n/a
Modelo 5 1.05 (0.66 — 1.67) 0.828 n/a n/a
Modelo 6 1.03 (0.64 — 1.66) 0.894 n/a n/a
miR-122-5p? 1.15 (0.71 - 1.89) 0.566 n/a n/a
Modelo 2 1.27 (0.79 — 2.06) 0.325 n/a n/a
Modelo 3 1.21 (0.74 —2.00) 0.452 n/a n/a
Modelo 4 1.04 (0.63—-1.71) 0.893 n/a n/a
Modelo 5 1.10 (0.68 — 1.81) 0.689 n/a n/a
Modelo 6 1.00 (0.61 —1.66) 0.994 n/a n/a
miR-148b-3p? 1.16 (0.64 — 1.46) 0.864 n/a n/a
Modelo 2 1.11 (0.73 - 1.67) 0.633 n/a n/a
Modelo 3 1.05 (0.69 — 1.59) 0.819 n/a n/a
Modelo 4 1.09 (0.69 —1.73) 0.715 n/a n/a
Modelo 5 1.07 (0.71 - 1.62) 0.757 n/a n/a
Modelo 6 1.01 (0.66 — 1.55) 0.967 n/a n/a
miR-210-3p? 222 (1.35-3.64) 0.002 0.7470 (0.6138 - 0.8801) 0.0819 (0 - 0.2243)
Modelo 2 2.07 (1.27-3.37) 0.004 0.8121 (0.6734 - 0.9509) 0.0471 (0 - 0.1416)
Modelo 3 2.12(1.29-3.50) 0.003 0.7470 (0.6197 - 0.8742) 0.0565 (0 - 0.1856)
Modelo 4 1.73 (1.04 — 2.88) 0.035 0.7480 (0.6035 - 0.8924) 0.0202 (0 - 0.0986)
Modelo 5 2.27(1.31-3.94) 0.003 0.7486 (0.6061 - 0.8911) 0.0737 (0 - 0.2128)
Modelo 6 1.87 (1.11-3.15) 0.019 0.7633 (0.6157 - 0.9109) 0.0314 (0 - 0.1240)
miR-221-3p? 2.02 (1.30-3.12) 0.002 0.7508 (0.6276 - 0.8740) 0.0858 (0 - 0.2052)
Modelo 2 2.05(1.30-3.22) 0.002 0.8168 (0.6887 - 0.9449) 0.0517 (0 - 0.1293)
Modelo 3 1.97 (1.28 - 3.05) 0.002 0.7557 (0.6322 - 0.8792) 0.0653 (0 - 0.1748)
Modelo 4 1.93 (1.19-3.12) 0.007 0.8027 (0.6970 - 0.9083) 0.0748 (0 - 0.1941)
Modelo 5 1.97 (1.26 - 3.09) 0.003 0.7516 (0.6303 - 0.8729) 0.0767 (0-0.1772)
Modelo 6 1.90 (1.22-2.98) 0.004 0.7798 (0.6656 - 0.8941) 0.0479 (0 - 0.1298)

Analisis de la cohorte global de validacion con 311 pacientes con IAM. El HR muestra el incremento del
riesgo de desarrollar el endpoint secundario mortalidad cardiovascular en los distintos modelos de
regresion de Cox multivariante planteados: * modelo basal) ajustado por edad y sexo; modelo 2) ajustado
por edad, sexo y factores de riesgo cardiovascular (hipertension arterial, habito tabdquico, diabetes,
dislipemia y antecedentes previos de IAM),; modelo 3) ajustado por edad, sexo y troponina I; modelo 4)
ajustado por edad, sexo y NT-proBNP; modelo 5) ajustado por edad, sexo y el score de riesgo GRACE;
modelo 6) ajustado por FEVI y clase Killip. HR, hazard ratio; SD, desviacion estandar; IC, intervalo de

confianza; n/a, no aplicable.
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Tabla 5.19. Asociacion de miRNAs con el endpoint secundario clase funcional NYHA > 11

OR por incremento 1SD

miRNA 95% CI) p

hsa-miR-20a-5p 1.12(0.80 — 1.56) 0.521
hsa-miR-21-5p 1.59 (1.05 -2.42) 0.029
hsa-miR-23a-3p 1.81(1.17 —2.80) 0.007
hsa-miR-27b-3p 1.77 (0.97 - 3.22) 0.062
hsa-miR-30b-5p 1.24 (0.81 - 1.89) 0.320
hsa-miR-93-5p 1.10(0.74 - 1.62) 0.646
hsa-miR-106b-5p 1.32(0.94-1.87) 0.109
hsa-miR-107 1.41(0.89 —2.22) 0.141
hsa-miR-122-5p 1.02 (0.66 — 1.60) 0.919
hsa-miR-144-3p 1.01 (0.69 - 1.48) 0.958
hsa-miR-148b-3p 1.20(0.81 - 1.76) 0.360
hsa-miR-210-3p 1.75(1.15-2.65) 0.008
hsa-miR-221-3p 1.77 (1.18 — 2.68) 0.006
hsa-miR-let7a-5p 1.26 (0.82 - 1.94) 0.289

Analisis de los 311 pacientes con IAM de la cohorte global. Andlisis mediante regresion logistica binaria,

ajustada por edad y sexo.

5.2.4 Anadlisis de funcionalidad de los miRNAs

Se estudid la significacion bioldgica de los 8 miRNAs circulantes que habian
mostrado capacidades predictivas para los diferentes endpoints utilizando herramientas
bioinformaticas. Se realiz6 una prediccion de sus genes diana utilizando bases de datos
adecuadas, seguido de un analisis por grupos agregados basado en la existencia de dianas
comunes, tal y como se muestra en la Figuras 5.15 y 5.16. Se puede observar como todos
los miRNAs con capacidad prondstica comparten dianas comunes. Destacan en particular
miR-21-5p, miR-122-5p, miR-106b-5p y miR-221-3p, que mostraron las relaciones de
mayor intensidad a partir del nimero de dianas comunes, que incluian PKD2, RhoA,

HMGB3, TSCI1, FNBP1 y PKM.

Estos genes regulados por nuestro grupo de miRNAs con capacidad prondstica

son extremadamente relevantes para el mantenimiento de la funcionalidad cardiaca y el
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remodelado ventricular adverso tras un evento isquémico. Asi, el gen PKD2, codifica un
canal intracelular de calcio expresado en los cardiomiocitos. Por su parte, RhoA es un gen
clave para la dinamica del citoesqueleto, HMGB3 estd involucrado en la regeneracion
muscular, TSCI es un gen especifico de los miocitos conectado con el dafo arterial,
FNBP1 estéd involucrado en procesos de degradacion a través de la via lisosomal y PKM
codifica una enzima clave para el metabolismo celular, implicada en procesos de
glicolisis anaerobia a través del efecto Warburg. La red de relacion entre los miRNAs
seleccionados por dianas comunes reguladas en nuestro modelo sugiere que todos ellos

median de forma coordinada el proceso de recuperacion cardiaca tras isquemia.

Figura 5.15. Redes de relacion funcional entre los miRNAs con capacidad pronostica: potenciales
dianas de actuacién terapéutica. Unicamente se muestran aquellos miRNAs que demostraron tener
capacidad prondstica en el andlisis de supervivencia, marcados en azul. Los genes con al menos dos
interacciones potenciales estan marcados en verde, mientras que aquellos con solo una conexion no estin
sefialados. Los nodos de color de los genes regulados son proporcionales al grado del nodo (su numero de

conexiones).
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Figura 5.16. Analisis funcional enriquecido en procesos biolégicos regulados por los miRNAs
asociados a mortalidad CV u hospitalizaciones por IC. Diagrama de barras de los términos GO
estadisticamente significativos procedentes del andalisis bioinformdatico. Las categorias GO estan divididas

en BP (procesos biologicos) y MF (funcion molecular).
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5.2.5 miRNAs como herramientas de reclasificacion prondstica

Una vez analizada la capacidad diagnostica precisa para predecir muerte CV y
hospitalizaciones por IC en nuestro estudio por un determinado perfil de miRNAs,
exploramos su capacidad para reestratificar el riesgo individual de cada paciente. Se
construyd un modelo de agrupamiento jerarquico con los 6 miRNAs asociados con el
objetivo primario (Figura 5.17). Los pacientes que presentaron el evento primario tenian
un patrén de expresion diferente para los miRNAs analizados en nuestro estudio,
particularmente miR-21-5p and miR23a-3p. Ademas, este patron de expresion diferencial
que mostraron los miRNAs fue independiente de otras caracteristicas clinicas, lo que
revela que estos miRNAs ofrecen la posibilidad de obtener una informacién molecular

inédita, que podria demostrarse como relevante y util clinicamente.

También fue interesante identificar como dentro de los miRNAs analizados se
observaron diferentes grados de relacion entre ellos. Asi, miR-21-5p y miR-23a-3p
mostraron un mayor grado de relacion, con tendencias similares en todos los pacientes en
cuanto a la aparicion de eventos, pero menor relacion con el resto de miRNAs que se
agrupaban en otro grupo, en el que miR-27b-3p y miR-221-3p se encontraban

intimamente relacionados.

Este modelo de agrupamiento jerarquico refleja que los miRNAs circulantes
reclasifican el prondstico de los pacientes con independencia de los datos clinicos basales,
pero con mayor asociacion a la aparicion de eventos en el seguimiento, lo que potencia el

atractivo de estos marcadores moleculares.
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Figura 5.17. Heat map y modelo de agrupamiento jerirquico de los miRNAs mas relevantes para

reclasificar a los pacientes con IAM de acuerdo al riesgo de muerte CV/hospitalizacion por IC. Se

incluyen los 6 principales miRNAs analizados por gqRT-PCR en 311 pacientes con IAM de acuerdo a su

riesgo, independientemente de caracteristicas clinicas y basado en los patrones de expresion de miRNAs.
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5.3 miRNAs en modelos experimentales

Una vez obtenidos los resultados del modelo clinico de validacion de miRNAs en
pacientes con IAM, nos planteamos la realizacion de estudios experimentales in vivo e in
vitro que sirvieran para el estudio de los efectos de su modulaciéon en este contexto

patologico, y como exploracion inicial de su potencialidad como dianas terapéuticas.

5.3.1 Expresion de miRNAs en los modelos experimentales in vivo

Los procedimientos experimentales in vivo estan destinados a evaluar los niveles
de expresion intra- y extracelular de los 14 miRNAs seleccionados, asi como otros
marcadores histologicos e inmunohistoquimicos relacionados con el dafio y respuesta a la
isquemia, en 2 situaciones andlogas a las encontradas en practica clinica (oclusion
permanente e isquemia-reperfusion) y en diferentes momentos temporales (24h, 72h, 7d,
30d), dado el caracter dindmico de los miRNAs como reguladores.'* El objetivo fue
determinar qué miRNAs se expresan y modulan en una situacion de isquemia miocérdica
aguda, y su evolucion en fase cronica tanto en tejido miocdrdico como en suero,
relaciondndolo con la evolucion hacia insuficiencia cardiaca. Esto permitira utilizar estos

modelos para la exploracion de mecanismos y potenciales nuevas dianas terapéuticas.

En la puesta a punto de los modelos de IAM en rata por isquemia-reperfusion
(I/R) y por oclusion permanente (OP) se confirmé la capacidad de inducir necrosis
miocérdica en el territorio de la arteria descendente anterior, asi como la reproducibilidad
de la técnica quirtrgica para inducir un IAM de tamafio similar, tal y como se puede

apreciar en las tinciones con Evans Blue, aislada o TTC de la Figura 5.18.

Una vez confirmada la reproducibilidad del modelo, se realizaron los
procedimientos quirtrgicos de oclusion permanente (n = 30) y de isquemia reperfusion (n
= 30). Se cuantifico el dafio miocardico mediante la determinacion de troponina I en los
momentos previamente indicados (Figura 5.18), que tal y como era esperable mostrd
valores maximos a las 24 horas, siendo 5 veces superiores en el grupo de animales
sometidos a oclusion permanente frente a aquellos en los que se habia procedido a
ligadura coronaria transitoria. Las tinciones de hematoxilina/eosina (H/E) en el grupo
sham mostraron un tejido muscular estriado normal, con cardiomiocitos adecuadamente
ordenados, mientras que en los grupos experimentales OP e I/R se objetivd una

morfologia celular irregular y desorganizada, con frecuente hiperplasia reactiva.
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Figura 5.18. Evaluacion del infarto de miocardio inducido en ratas sometidas a oclusion permanente
e isquemia-reperfusion de la arteria descendente anterior. Columna izquierda procedentes de animales
sometidos a oclusion permanente (OP), a la derecha a isquemia/reperfusion (I/R). A. Tincion de Evans

Blue en la que se muestra en color blanco la zona infartada, en rojo el area en riesgo y en azul la zona no
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infartada (lupa 40X). B. Tincion con cloruro de 2,3, 5-trifeniltetrazolio (TTC) en la que se muestra en color
blanco la zona infartada y en rojo la no infartada. C. Niveles de troponina I en funcion del grupo
experimental y del momento de determinacion. D. Tincion de Hematoxilina-Eosina (10X y ampliacion 20X)

a los 7 dias de la cirugia, objetivandose el infiltrado celular reactivo y signos de muerte.

La infiltracion inflamatoria aguda secundaria al dafio miocardico fue caracterizada
mediante técnicas de inmunohistoquimica (Figura 5.19), objetivandose positividad a
mieloperoxidasa (MPO), CD68, CD3 y CD163 desde las 24h del IAM, indicativo de la
intensa respuesta inflamatoria celular inicial (neutréfilos, macréfagos y linfocitos), que
fue resolviéndose progresivamente. El procedimiento de tincion tricromica de Masson
mostr6 una gran cantidad de areas tefiidas de verde indicativas de la presencia de fibras de
colageno a nivel intercelular. Estos cambios fueron méas marcados en el grupo de OP y en
tiempo de sacrificio mas tardio, reflejando la progresion de la fibrosis perivascular e
intersticial ventricular. También se visualizd la aparicion de células de morfologia
fibrobléstica, indicativo de transicion epitelio-mesénquima (TEM), depdsito de colageno,
fibrosis y signos de remodelado ventricular adverso a partir de los 7 dias, mediante las
tinciones inmunohistoquimicas realizadas con a-SMA. La tincion con HIF-1a evidencid

la aparicion y mantenimiento de zonas hipdxicas.
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CD68 (72h) CD163 (7d) CD3 (7d)

Masson (7d) HIF-1a (7d) a-SMA (30d) HIF-1a (30d)

Figura 5.19. Caracterizacion de la respuesta inflamatoria y remodelado ventricular en cortes
histolégicos de ratas sometidas a infarto agudo de miocardio. Se muestran imagenes representativas de:
A. Evaluacion inmunohistoquimica del infiltrado inflamatorio mostrando positividad para mieloperoxidasa
(MPO) en un gran numero de céelulas mononucleares, CD68 (marcador lisosomal presente en células
mieloides y monocitos), CD163 (altamente especifico para identificacion de células del sistema monocito-
macrofago) y CD3 (marcador de linfocitos T). B. Evaluacion del remodelado ventricular e induccion de
hipoxia tisular en regiones infartadas mediante tricromico de Masson (marcador del colageno intercelular
como signo precursor de fibrosis ya a los 7 dias del IAM), y tinciones inmunohistoquimicas con HIF-1a
(mediador de supervivencia celular en hipoxia tisular que muestra fuerte positividad) y a-SMA (distintivo
de miofibroblastos maduros y marcador de escara y remodelado ventricular). OP, oclusion permanente,

I/R, isquemia-reperfusion.

Los datos inmunohistoquimicos fueron correlacionados con los valores de
expresion intracelular y extracelular de miRNAs en los experimentos in vivo de OP e I/R.
Asi, en las ratas sometidas a IAM por OP se determinaron en suero obtenido de sangre

venosa periférica (Figura 5.20) y en los lisados celulares (Figura 5.21) se objetivaron
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cambios temporales en la expresion de la mayor parte de miRNAs, reflejo de la
modulacion de los mismos a lo largo de las distintas fases de recuperacion tras el infarto.
Los niveles de expresion séricos disminuyeron inicialmente respecto al grupo control
(sham), con nadir a las 24h en la mayor parte de los miRNAs estudiados: miR-20a-5p, -
21-5p, -23a-3p, -27b-3p, -30b-5p, -106b-5p, -107, -148b-3p, -210-3p, -221-3p y let-7a-
5p, para incrementarse en las determinaciones sucesivas hasta llegar a su maximo nivel de
expresion a los 7 dias. La cinética de expresion de miRNAs fue diferente a nivel
intracelular (Figura 5.21), donde el comportamiento mayoritario fue un discreto
incremento expresion a las 24h, alcanzandose valores maximos de expresion a las 72h del
IAM. De forma esperable, los patrones de expresion de miRNAs intracelulares y

secretados no fueron idénticos.

Entre los miRNAs que mayores diferencias presentaron en sangre periférica frente
al grupo sham destacan miR-93-5p, -122-5p, -144-3p y -221-3p con incrementos entre
x3-x7. También destacan miR-106b-5p, -107, 148b-3p 210-3p y let-7a-5p cuyos valores

se duplicaron.
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Figura 5.20. Expresion de miRNAs en sangre periférica de ratas sometidas a IAM por oclusion

coronaria permanente (OP). Los niveles de expresion de miRNAs se muestran en folds, tomando como

referencia para su normalizacion el nivel sérico previo a la cirugia experimental de estos animales. En la

comparacion entre grupos se considera estadisticamente significativo un p-valor < 0,05 (*) o < 0,01 (**).
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En la correlacion entre valores intra y extracelulares, fue destacable el
comportamiento de miR-21-5p, que a pesar de ver multiplicados sus niveles intracelulares
no se tradujo mayor expresion en sangre periférica. En contraposicion, miR-122-5p, -144-
3p, 0 -221-3p, que tuvieron incrementos intracelulares de magnitud similar o superior, si
se acompafaron de incrementos en sus niveles en suero. En el resto de miRNAs los
niveles intracelulares se correlacionaron con los cambios observados a nivel extracelular,

teniendo en cuenta las diferencias sefialadas en la cinética de expresion.
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Figura 5.21. Expresién de miRNAs en tejido miocirdico de ratas sometidas a IAM por oclusién
coronaria permanente (OP). Los niveles de expresion de miRNAs se muestran en folds, tomando como
referencia el grupo sham. Se utilizo como housekeeping miR-30c. En la comparacion entre grupos se

considera estadisticamente significativo un p-valor < 0,05 (*) o < 0,01 (**).
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Los resultados a nivel sérico obtenidos en el modelo de I/R (Figura 5.22)

siguieron un patron similar al observado en el de OP, con algunas diferencias resefiables:

Y

2)

3)

4)

los cambios de magnitud en la expresion de miRNAs fueron inferiores a los
observados en el modelo de OP, probablemente como reflejo de la menor

magnitud del dafio miocardico inducido;

se objetivo un menor nimero de miRNAs con infraexpresion sérica inicial con
nadir a las 24h (miR-107, -210-3p), que en algunos casos se produjo, pero de
forma mas tardia pasadas las 72h (miR-20a-5p, -21-5p, -23a-3p, -27b-3p, -
30b-5p, -106b-5p, -148b-3p, -221-3p), o no se produjo.

miR-122-5p mostro6 valores séricos practicamente indetectables mas allé de las
primeras 24 horas en contraposicion al patron ascenso-descenso en los grupos

del modelo OP.

Los miRNAs que mantuvieron elevadas diferencias frente al grupo sham se
redujeron en ntimero frente al modelo OP, manteniendo su relevancia miR-

107, -122-5p, -23a-3p y -210-3p.
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Figura 5.22. Expresién de miRNAs en sangre periférica de ratas sometidas a IAM por isquemia

coronaria transitoria o isquemia-reperfusion (I/R). Los niveles de expresion de miRNAs se muestran en

folds, tomando como referencia para su normalizacion el nivel sérico previo a la cirugia. En la

comparacion entre grupos se considera estadisticamente significativo un p-valor < 0,05 (*) o < 0,01 (**).
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Finalmente, se estudiaron los niveles de expresion intracelular de miRNAs en los
animales del modelo I/R (Figura 5.23). Del anélisis de los datos se extraen las siguientes

observaciones:
1) los cambios en los niveles de miRNAs en tejido y en suero fueron similares.

2) al igual que a nivel sérico, la magnitud de expresion intracelular de la mayoria

de los miRNAs estudiados se redujo frente a los resultados obtenidos en OP.

3) el pico de expresion intracelular fue mayoritariamente a los 7 dias, mas tardio

que lo apreciado intracelularmente en el grupo OP.

4) comportamiento diferencial de miR-122-5p, con valores de expresion
intracelular muy elevados desde las 72 horas, coincidiendo con valores

indetectables a nivel de suero.



miR-let7a-5p miR-20a-5p miR-21-5p
4 25 6 %
*%
3 2.0
4
8 - o ke 1.5 3 *
g 2 8 &
S 1.0
, I 2
0.5 ’__Il‘
0 0.0 0
< » as & & & > s &2 2 & o o 2 @
2 3 Al N ? & A 3 > Vv d g
R A & & & AT & & & AT
<€ & & & & &
miR-23a-3p miR-27b-3p miR-30b-5p
4 3 2.0 .
3 15 ** *
[7/] [} 2 2]
ke ke ke
£ 2 K S 10
1
1 ’—T—‘ 0.5
0 0 0.0
S o il & & $ »* o & 4 S o U & &
& A 3¢ 2 W &
& «:" & A LS @b‘ & \Q_'I« «_’\ A b ‘b“b PN \Q.’D @.’\ A S 5‘3&
& e ¢ ¢ ¢ ¢
miR-93-5p miR-106b-5p miR-107
2.0 6 - 25 *
15 2.0
4
8 38 8 15
S 10 S * S
* * * * a0
) .
0.5 |l| |l| 0.5
0.0 0 0.0
S * o " 4 & > Ol & & S > a* 4 &
& A & A
o \Q:b & Q:\ & A,Q& & \q.‘lv & Q:\ & ’5°b‘ 5}"’ \Q.'lv \Q:\ a & ’5°b‘
< & < & & e
miR-122-5p miR-144-3p miR-148b-3p
25 5 . 5
2.0 4 4
8 15 8 3 8 3
(<] [<} o * *
w w w
1.0 2 ’l‘ ‘ \ 2 _T ’l‘ |=|
0.0 0 0
3 » o & d S o Ol & 4 & N a & &
& a W 2 A
& @& & A8 & & & A AR U
& ¢ ¢ ¢ & e
miR-210-3p miR-221-3p
2.0 . 8 *
15 *%k * 6
*% [} *
£ 1.0 é 4
[<] : w
w
0.5 2 | |
0.0 0
S » o & & S > o & &
A @
& & & AT & & & AT
¢ ¢ & ¢

Figura 5.23. Expresion de miRNAs en tejido miocardico procedentes de ratas sometidas a IAM por

isquemia coronaria transitoria o isquemia-reperfusion (I/R). Los niveles de expresion de miRNAs se

muestran en folds, tomando como referencia el grupo sham. Se utilizo como housekeeping miR-30c. En la

comparacion entre grupos se considera estadisticamente significativo un p-valor < 0,05 (*) o < 0,01 (**).
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5.3.2 Expresion de miRNAs en cardiomiocitos y sobrenadantes celulares

Se plantearon los estudios experimentales in vitro a fin de estudiar la expresion y
el potencial mecanismo en el que estan implicados los miRNAs y sus potenciales dianas,
analizando exclusivamente cardiomiocitos. Utilizando como elemento de analisis el
principal tipo celular constitutivo del tejido cardiaco, se pusieron en marcha distintos
modelos celulares de privacion de nutrientes y/o hipoxia en cardiomiocitos murinos

HO9c2, analizando en distintos tiempos (24h y 48h) los distintos miRNAs, genes y sus

efectos.
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Figura 5.24. Microscopia éptica y tincion DAPI para la evaluacion del cultivo celular, su morfologia y
viabilidad. /mdgenes de microscopia optica con 20 aumentos de las placas de cultivo a las 24 y 48 horas
del inicio del modelo, asi como tincion con 4’,6-diamidino-2-fenilindol diclorhidrato (DAPI) para tincion

del DNA.

Como se muestra en las imagenes de microscopio de la Figura 5.24, el mayor
grado de respuesta, tanto a 24 como a 48 horas, fue el objetivado en aquellos grupos
celulares sometidos a privacion de nutrientes en medio HBSS, con o sin hipoxia, que
sufrieron mayor grado de muerte celular, incluyendo apoptosis, estimada tanto por
estimacion visual cualitativa como por cuantificaciéon de rotura del DNA nuclear con
tincion DAPI. Por el contrario, en los cultivos celulares en hipoxia en los que se mantuvo
aporte de nutrientes con medio DMEM suplementado se mantuvo cierto grado de

proliferacion, con escaso numero de células apoptoticas.
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En estas condiciones, procedimos a analizar el nivel de expresion de los 14

miRNAs seleccionados en el sobrenadante celular (Figura 5.25), destinado a

1) servir como determinacion in vitro de los valores obtenidos en suero procedente
de sangre venosa, y asi inferir los miRNAs de suero que proceden de la respuesta

de los cardiomiocitos a la agresion,

2) determinar los cambios inducidos en los miRNAs en funcion del nivel de

agresion celular y

3) estudiar el patréon temporal de expresion de los miRNAs. En la comparacion
entre grupos, constatamos como las mayores diferencias frente al grupo control se
produjeron en los grupos experimentales sometidos a privacién de nutrientes (con
o sin hipoxia), mientras que el grupo hipoxia con aporte de nutrientes mostro
valores similares al grupo de referencia en numerosos miRNAs: miR-let7a-5p, -
20a-5p, -27b-3p, -30b-5p, -93-5p, -106-5p, -107, -122-5p, -144-5p, 148b-3p y -
221-3p.

A nivel temporal, los resultados nos muestran el caracter evolutivo de gran parte
de los miRNAs, con niveles de expresion en constante evolucion a 24 y 48h. Se apreci6 la
induccion (descenso en ACt) de todos los miRNAs estudiados en respuesta a la agresion,
a excepcion de miR-122-5p y miR-144-5p, que se infraexpresaron en situaciones de

privacion de nutrientes.
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Figura 5.25. Expresion de miRNAs en sobrenadantes celulares en el modelo ir vitro. Se muestran los
niveles de expresion de miRNAs en sobrenadantes celulares a 24 y 48 horas en los distintos grupos del
modelo experimental in vitro en cardiomiocitos H9c2: 1- control (normoxia con nutrientes), 2- normoxia
sin nutrientes, 3- hipoxia con nutrientes, 4-hipoxia sin nutrientes. Los resultados se expresan como ACt o
intervalo del umbral de corte respecto al valor del normalizador, miR-191. Un incremento del valor del

ACr indica infraexpresion mientras que un valor menor es reflejo de sobreexpresion respecto al control.
De forma analoga a los procedimientos experimentales in vivo, se analizo la
presencia de 2 genes marcadores ineludibles de hipoxia celular por la via de HIF-1a y
HIF-2a. como son BNIP-3 y VEGF, respectivamente. Es importante resefiar que no se
determina directamente HIF por qRT-PCR puesto que es una molécula con regulacion a
nivel traduccional preferentemente por hidroxilacion y degradacion de la proteina. Asi, se

estudiaron los niveles de expresion de VEGF, gen dependiente de HIF-2a (y en menor
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medida de HIF-la), y responsable de la sintesis del factor de crecimiento vascular
endotelial, una glicoproteina vasoactiva involucrada en procesos de angiogénesis tras
isquemia, y marcador de dafio y estrés celular. También se estudiaron los niveles de
expresion de BNIP3, gen dependiente de HIF-1a y responsable de la sintesis de un grupo
de proteinas proapoptoticas miembros de la familia Bcl2 que se encuentran muy presentes
a nivel miocardico y que han demostrado ser mediadores de dafio miocéardico en
situaciones de isquemia. Como se aprecia en la Figura 5.26, la expresion de VEGF se
incrementd discretamente en los grupos de hipoxia o privacion de nutrientes de forma
aislada, multiplicindose cuando la agresion se llevo a cabo de forma combinada. En el
caso de BNIP3, su principal inductor fue la hipoxia. Las células sometidas de forma
combinada a privacion de nutrientes e hipoxia presentaron descenso global a las 48h de
ambos marcadores, reflejo de la intensa apoptosis que impide alcanzar los mismos niveles

de expresion que a las 24h.
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Figura 5.26. Niveles de expresion celular de los genes marcadores de hipoxia VEGF y de BNIP3 en los
modelos in vitro. La expresion de estos genes se analiza mediante gRT-PCR, utilizando como housekeeping
el gen ribosomico 28S. Se presenta el resultado como folds o numero de veces respecto al valor del grupo
control (normoxia con aporte de nutrientes).

Determinamos a nivel intracelular los niveles de expresion de los miRNAs, a fin
de confirmar si su concentracion intracelular refleja lo observado en sobrenadantes
(Figura 5.27). Nuestros resultados indican que existe una buena correlacion entre los
valores observados a nivel intra y extracelular para los miRNAs mads relevantes. Asi,
miR-210, sobreexpresado en sobrenadantes en respuesta a la privacion de nutrientes y/o
hipoxia, también presenta un incremento de expresion a nivel intracelular. El patron de

expresion fue diferente para cada miRNA, tal y como se habia observado a nivel
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extracelular, pero siguiendo algunas pautas y cambios dinamicos comunes. Es

especialmente relevante de nuevo el comportamiento mostrado por miR-210-3p, cuyos

valores se duplicaron a las 24 horas, multiplicandose mas de 7 veces a las 48 horas. Se

pudo apreciar un patréon de expresion similar en muchos de los miRNAs (miR-let7, -20a, -

21, -23a, -27b, -30b, -93, -106b, -107, -122, -148b) en el grupo de normoxia con

privacion de nutrientes, donde se aprecia una sobreexpresion inicial seguida a las 48 horas

de infraexpresion respecto al grupo control.
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Figura 5.27. Expresion intracelular de miRNAs en el modelo in vitro. Se muestran los niveles de

expresion de miRNAs a nivel intracelular, determinados a 24 y 48 horas en los distintos grupos del modelo

experimental in vitro en cardiomiocitos H9¢c2, utilizando como housekeeping el snRNA U6. Los resultados

se expresan como folds o numero de veces respecto al valor del grupo control (normoxia con aporte de

nutrientes).
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5.4 Modulacion experimental - miRNAs como mecanismos

fisiopatoldgicos y potenciales dianas en IAM

Para la seleccion de los miRNAs a ser modulados en células, se realizdé un estudio
en su conjunto de los resultados descritos hasta el momento en pacientes con 1AM,
modelos in vitro y experimentos in vivo. Asi, en pacientes se observo que 11 de los 14
miRNAs seleccionados presentaron expresion diferencial en IAM en humanos frente a
controles sanos. De estos, 6 aparecieron de forma constante alcanzando la significacion
estadistica en todas y cada una de las asociaciones planteadas frente parametros clinicos o
analiticos estudiados: clase Killip, score GRACE, niveles de troponina I, niveles de BNP

y FEVI: miR-21-5p, miR-23a-3p, miR-27b-3p, miR-107, miR-148b-3p, miR-210-3p.

Varios miRNAs tuvieron capacidad prondstica independiente en pacientes con
IAM: el andlisis de supervivencia identific6 como predictores independientes a 6
miRNAs para el endpoint primario, § miRNAs para muerte CV y 4 miRNAs como
predictores de mala clase funcional NYHA. En su valoracion conjunta destacaron miR-
21-5p, miR-23a-3p, miR-210-3p y miR-221-3p. Los procedimientos experimentales in
vivo sirvieron para estudiar la cinética de expresion de estos miRNAs a nivel intra y
extracelular tras un IAM, correlacionando los resultados con los obtenidos en pacientes y
asociandolos con el andlisis de la respuesta inflamatoria y remodelado ventricular
procedente de las técnicas inmuno- e histoquimicas. Finalmente, los estudios in vitro
sirvieron para sugerir el papel clave que juegan miR-210-3p y miR-23a-3p en respuesta
celular a la hipoxia en cardiomiocitos, demostrando una adecuada correlacion intra vs

extracelular, asi como los genes diana sobre los que podrian actuar.

De este analisis global emergieron miR-210-3p y miR-23a-3p como los mas
prometedores para el estudio de su modulacion. El estudio de redes funcionales sitiia a
ambos como reguladores clave de genes implicados en procesos biologicos
fundamentales en la respuesta celular a isquemia, sin que presentaran niveles apreciables
de colinealidad entre ambos ni por el estudio estadistico realizado a tal efecto ni por el

analisis bioinformatico de dianas terapéuticas conocidas.

Previo al inicio de la modulacién, se realizaron nuevos cultivos celulares para
analizar los niveles de expresion intracelular de los principales genes implicados en el

desarrollo de apoptosis y progresion miocardica hacia remodelado ventricular adverso.
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Para ello se utilizé el mismo modelo in vitro planteado con anterioridad, centrado el
analisis en la comparacion entre el grupo control (normoxia y medio con nutrientes) y el
grupo experimental (hipoxia con privacion de nutrientes), estudiando los cambios a 24 y
48 horas (Figura 5.28). Los resultados de VEGF mostraron la induccién de hipoxia
celular en el grupo experimental tanto a 24 como a 48 horas. El incremento de BCL2 a las
48 horas es indicativo de la puesta en marcha de mecanismos de control de apoptosis. En
los casos en los que el dafio celular es de caracter subletal se ponen en marcha
mecanismos reguladores del proceso de transicion epitelio-mesénquima hacia
miofibroblastos, como el incremento de SLUG a las 48 horas. La puesta en marcha de
mecanismos de fibrosis y remodelado ventricular adverso se confirmé a nivel tisular con
el incremento mostrado por los genes de fibronectina y colageno la, que codifican sus
respectivas proteinas de la matriz extracelular. A nivel celular, estos cambios fueron
visualizados por el incremento mostrado por Vimentina, marcador de célula transicionada

(fibroblastica).
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Figura 5.28. Expresion intracelular de genes en cardiomiocitos H9¢c2, previo a su modulacion. Niveles
de expresion de genes de interés a 24 y 48 horas para los grupos control (normoxia + aporte de nutrientes)
y el grupo experimental equivalente a isquemia (hipoxia + privacion de nutrientes). Se muestran genes
relacionados con hipoxia (VEGF), apoptosis (BCL2), transicion epitelio-mesénquima (SLUG y a nivel

celular Vimentina) y fibrosis (Fibronectina y Coldageno I).
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5.4.1 Modulaciéon de miR-210-3p

Una vez establecido que miR-210-3p emerge como biomarcador prondstico clave
en respuesta a un IAM, se evalu¢ el efecto de la modulacién de este miRNA en algunos
de los principales genes vinculados con la recuperacion celular tras un evento isquémico

agudo.

Para ello, inicialmente comprobamos la eficiencia de la transfeccion dirigida a la
sobreexpresion e inhibicion de miR-210-3p en cardiomiocitos H9¢2 sometidos a hipoxia
y privacion de nutrientes. En la Figura 5.29 se muestra como tanto a las 24 como a las 48
horas de la transfeccion, miR-210-3p tenia un mayor nivel de expresion en los cultivos
transfectados con el mimético (Mimic miR-210) que en los cultivos transfectados con

anti-miR-210 (Power inhibitor), demostrando que la modulacion de miR-210 es eficaz.

Tras esto, analizamos si la sobreexpresion o inhibicion exdgena de miR-210-3p
inducia alguna variacion en los niveles de expresion de los genes de interés en una
situaciéon de agresion celular de tipo isquémico. Asi, se puede observar como el gen
regulador de apoptosis BCL2 ve modificada su expresion con la modulacion de miR-210
en las comparaciones frente a sus controles scrambled positivo y negativo. Siguiendo este
analisis, también se identificaron modificaciones significativas en los niveles de
expresion de los genes SLUG, VEGF, Fibronectina, Vimentina o Colageno la. El efecto
del mimetizador fue menos marcado a las 48 horas que a las 24h, disminuyendo su efecto

sobre los genes estudiados en la segunda determinacion realizada.

Estos resultados suponen una prueba de concepto indicativa que la modulacion de
miR-210-3p logra modificar la expresion de genes con efecto antiapoptotico, inductores
de neovasculogénesis, ligados a procesos de transicion epitelio mesénquima o depdsito de

proteinas de la matriz extracelular, que contribuyen al desarrollo de fibrosis.

A pesar de las limitaciones derivadas del tamano muestral reducido actual, que
impiden por el momento establecer conclusiones categoricas, los datos actuales reflejan
como la modulacion de miR-210 en cardiomiocitos sometidos a hipoxia/privacion de
nutrientes tiene la capacidad de estimular genes en un sentido que se minimicen la

apoptosis y contribuyan al mantenimiento del fenotipo miocardico.
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Figura 5.29 Modulacion in vitro de miR-210-3p en H9c2 y expresion de genes asociados a apoptosis,

transicion epitelio mesénquima y fibrosis. Las células H9c2 fueron transfectadas con Anti-miR-

scrambled (Control negativo), Anti-miR-210-3p, Pre-miR-scrambled (Control positivo) y Pre-miR-210-3p.

La marca Sc (scrambled) se considera como control comparativo. A. Comprobacion de la eficiencia de la

transfeccion mediante qRT-PCR, expresada en numero de veces de induccion (folds): un menor valor de

las veces de induccion, en presencia de Anti-miR-210, demuestra menor expresion de miR-210, mientras

que un mayor valor con su mimético, traduce una mayor expresion. B. Se muestra la expresion intracelular

de genes como folds o veces de induccion, determinadas a 24 y 48 horas.



RESULTADOS

5.4.2 Modulacion de miR-23a-3p

Siguiendo la misma metodologia, evaluamos si la modulaciéon de miR-23a-3p se

asocia con cambios en la expresion intracelular de los genes a estudio.

Como primer paso se comprobd la eficacia de la transfeccion mediante la
utilizacion de un inhibidor (Power Inhibitor) y un mimético (Mimic) especifico para miR-
23a-3p, midiendo sus niveles de expresion a 24 y 48 horas. En la figura 5.30 se aprecia
como la expresion de miR-23a-3p se multiplica en los cultivos transfectados con el
mimético, frente a los niveles practicamente indetectables en los transfectados con su
inhibidor. Esto demuestra que tanto la sobreexpresion como la inhibicién exogena de

miR-23a son eficaces en nuestro modelo, analizado a las 24 y 48 horas.

El siguiente paso fue el estudio de los genes relacionados con apoptosis, fibrosis y
transicion epitelio-mesénquima. Asi, en comparacion con sus controles scrambled,
observamos como BCL2, SLUG, Vimentina y colageno lo. aumentan marcadamente su
expresion en condiciones de inhibicion del miRNA, de cardcter mas marcado a las 48
horas. En contraste, el uso de un Pre miR o mimético se asocid a un descenso

significativo en la expresion de VEGF y fibronectina.

Valorados conjuntamente, estos hallazgos son indicativos de que los genes
estudiados pueden ser fargets biologicos de miR-210-3p y de miR-23a-3p, y que estos
miRNAs, entre otros, son capaces de modificar la respuesta a la isquemia través de la
regulacion de sus genes diana, claves para determinar la respuesta celular y tisular a la

agresion isquémica.
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Figura 5.30 Modulacion in vitro de miR-23a-3p en H9c2 y expresion de genes asociados a apoptosis,
transicion epitelio mesénquima y fibrosis. Las células H9c2 fueron transfectadas con Anti-miR-
scrambled (Control negativo), Anti-miR-23a-3p, Pre-miR-scrambled (Control positivo) y Pre-miR-23a-3p.
La condicion scrambled se considera como control comparativo. A. Comprobacion de la eficiencia de la
transfeccion mediante qRT-PCR, expresada en numero de veces de induccion (folds): un menor valor de
las veces de induccion, en presencia de Anti-miR-23a, demuestra menor expresion de miR-23a, mientras
que un mayor valor con su mimético, traduce una mayor expresion. B. Se muestra la expresion de genes

diana como veces de induccion, determinadas a 24y 48 horas.
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6. DISCUSION

La presente Tesis Doctoral constituye un abordaje exhaustivo y traslacional del
papel prondstico de dos familias de reguladores de base génica involucrados en el I[AM:
SNPs y miRNAs. Mediante una investigacion traslacional, en la que se pusieron en
marcha sucesivos modelos clinicos y experimentales in vitro e in vivo ha sido posible
obtener datos determinantes acerca del papel pronodstico y regulador que estos
biomarcadores génicos juegan en la aparicion de nuevos eventos cardiovasculares tras un
IAM. Estos resultados clarifican aspectos previamente desconocidos sobre el papel de los
miRNAs en la respuesta miocardica ante un evento isquémico agudo, en concreto, su
papel como marcadores de evolucion desfavorable y los mecanismos que les confieren
esta capacidad. También hemos documentado la importancia de cuantificar el riesgo
residual de origen genético tras IAM, proponiendo la utilizaciéon de una escala de riesgo

poligénico basado en SNPs.

Hemos identificado y validado, de forma inédita, una combinacién de miRNAs
como biomarcadores con utilidad prondstica, capaces de identificar a pacientes con mayor
riesgo de desarrollo de insuficiencia cardiaca y mortalidad cardiovascular a largo plazo
tras un IAM. Mediante la aplicacion de un ambicioso estudio clinico prospectivo y

¢ hemos documentado cémo la informaciéon

sucesivos modelos experimentales,'*
proporcionada por estos miRNAs es independiente y adicional a ofrecida por las variables
clinicas, mejorando todas las estrategias de prediccion de riesgo clinico disponibles en la
actualidad. Los hallazgos en los modelos experimentales correlacionan los resultados
obtenidos en pacientes, validando estos modelos experimentales para el estudio de las
bases génicas y moleculares por las que los miRNAs ejercen el papel regulador que les
dota de utilidad prondstica. La modulacion exodgena en células de dos de los miRNAs mas

prometedores indujo cambios en la expresion en varios genes diana fundamentales para el

proceso de apoptosis y remodelado ventricular adverso tras TAM. La implicacion clinica
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de estos hallazgos puede resultar de enorme interés, tanto con fines diagnosticos como la

posible identificacion de nuevas dianas terapéuticas.

Adicionalmente, hemos podido demostrar como la cuantificacion del riesgo
genético mediante una escala de riesgo poligénico -GRS- en pacientes con infarto puede
tener utilidad clinica para la prediccion de eventos cardiovasculares recurrentes en
prevencion secundaria.®® Esta es la primera serie en poblacion espafiola que evaltia una
escala de riesgo genético basada en multiples SNPs en una poblacion homogénea de
pacientes jovenes con IAM y una alta probabilidad de susceptibilidad genética para su
recurrencia. La implementacion del GRS fue clinicamente util para la prediccion de
riesgo de eventos recurrentes con independencia de otras variables, y mejor6 los modelos
clinicos de estratificacion de riesgo. Los resultados obtenidos en este estudio sirven como
prueba de concepto para la implementacion de herramientas genéticas en prevencion

secundaria tras un infarto de miocardio.

En esta seccion se discuten también los resultados sobre el papel que desarrollan
los miRNAs en el desarrollo y evolucion del IAM, con especial énfasis a su caracter
prondstico para eventos relacionados con la insuficiencia cardiaca. Se interpretan los
mecanismos por los que determinados miRNAs modulan la respuesta a una agresion de
tipo isquémico, asi como el efecto potencial a nivel celular producido por su modulacion.
Se analiza en detalle el papel que las estrategias de cuantificacion del riesgo genético
determinado por SNPs juegan en la estratificacion prondstica en pacientes con IAM. Se
enfatiza el caracter independiente proporcionado tanto por la escala de riesgo poligénico
como por varios de los miRNAs identificados en nuestro estudio. Finalmente,
discutiremos las implicaciones clinicas y potencial traslacionalidad de los hallazgos
realizados, para finalmente resefiar las limitaciones de cada uno de los modelos clinicos,

experimentales y de analisis empleados.
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6.1 Riesgo genético poligénico y prediccion de eventos

tras IAM

En nuestro estudio, un GRS validado en prevencion primaria, compuesto por 11
variantes genéticas que incluyen 8 SNPs y 1 haplotipo, tuvo capacidad de predecir
eventos cardiovasculares recurrentes en una cohorte de pacientes jovenes no diabéticos
con IAM seguidos durante 4,1 afos. Un mayor riesgo genético se asocié con un mayor
riesgo de presentar el endpoint primario del subestudio, definido como evento recurrente,
viéndose en gran medida influenciado por los niveles basales de colesterol-LDL. La
incorporacion de una estimacion del riesgo genético con GRS, mejord el rendimiento
clinico de un modelo clinico compuesto por el score GRACE y el C-LDL, incluyendo el
estadistico C (AC 0,086). La poblacion incluida en el estudio partia de una alta
probabilidad para tener susceptibilidad genética a la enfermedad coronaria dados los
criterios de seleccion establecidos. Este aspecto fue confirmado al presentar los pacientes
jovenes no diabéticos con IAM una prevalencia de casi el doble para la mayor parte de las
variantes de riesgo analizada frente a poblacion general del mismo grupo étnico. Aunque
las puntuaciones de riesgo poligénico ya habian demostrado su utilidad clinica en
prevencién primaria, su uso en prevencion secundaria cardiovascular era muy poco

conocido.

Muchos de los SNPs identificados en de los grandes GWAS estan relacionados
con la enfermedad cardiovascular aterosclerotica a través de su efecto sobre factores de
riesgo concretos, y en menor medida, directamente con IAM.!* La fisiopatologia de la
enfermedad arterial coronaria y del IAM no es idéntica, teniendo un mayor peso los
mecanismos tromboticos en el IAM que en el sindrome coronario crénico estable. Esto
puede explicar, al menos parcialmente, los diferentes resultados observados en los
estudios que evaltan los GRS en prevencion primaria frente a los que los han analizado
en prevencion secundaria. Los SNPs incluidos en nuestro estudio actuan por vias
independientes de los factores de riesgo cardiovascular clasico, o bien su mecanismo es
desconocido.®® Aunque ninguno de las variantes estudiadas incrementa el riesgo a través
de la via del colesterol, la interaccion entre el riesgo genético y los niveles de C-LDL ya

habia sido descrita con anterioridad, sin que estén clarificadas sus causas.!®

Los estudios que en el pasado han evaluado de forma individual diversos SNPs

para determinar su capacidad para la prediccion de eventos cardiovasculares recurrentes
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tras un SCA mostraron inicialmente una buena capacidad predictiva. Sin embargo, estos
resultados rara vez lograba ser replicados con posterioridad. En un estudio,'* un SNP
individual en el locus 9p21 se asocid inicialmente con recurrencias tras IAM, pero un
meta-analisis posterior descartd que ejerciese ninguna influencia sobre el riesgo de

eventos recurrentes. !>

Otra variante en un SNP identificada en el gen ABO mejoro
débilmente un modelo clinico de prediccion de riesgo de recurrencias en otro estudio,!!

pero este hallazgo tampoco ha sido replicado posteriormente.!?

Los SNPs asociados con enfermedad arterial coronaria son comunes. Los datos
proporcionados por los GWAS ya indican que cada uno de ellos, estimado
individualmente, tiene un efecto pequefio en el incremento de riesgo cardiovascular. La
acumulacion de mas de 50 loci independientes con variantes asociadas con mayor riesgo
coronario, y la necesidad de integrar la informacion proporcionada por cada uno de ellos,
llevé al desarrollo de los scores de riesgo genético poligénico (GRS). Los GRS se
diferencian entre si por el nimero y combinacion de SNPs incluidos, asi como la

ponderacion que cada uno de estos SNPs representa sobre el riesgo total estimado.

Hasta la fecha, pocos estudios habian evaluado los GRS en prevencion secundaria
cardiovascular, y la evidencia era conflictiva. Labos et al.!>3 fue incapaz de encontrar
asociacion entre un GRS compuesto por 30 SNPs y el riesgo de eventos recurrentes a
corto plazo (<12 meses tras SCA). Aunque estos autores concluyen que el mecanismo
causal de las recurrencias precoces puede ser diferente al de eventos posteriores (lo que
limitaria la utilidad del estudio genético), hay varias explicaciones alternativas posibles: 1)
las variantes que componian el GRS empleado cubrian principalmente genes asociados
con la trombosis arterial, siendo la terapia antitrombdtica intensiva uno de los principales
pilares del tratamiento tras un IAM, por lo que es plausible que una vez instaurado un
tratamiento contra esta via, el riesgo residual asociado a esas variantes quede mitigado;'4’
i1) el GRS empleado carecia de una validacion previa en poblacion general (en
prevencion primaria), y todos los SNPs incluidos procedian directamente de estudios
GWAS, dejando de lado otras variantes de riesgo ya conocidas sobre las que se estima

154 En nuestro estudio, hemos

que procede otra gran parte de la susceptibilidad genética.
utilizado intencionadamente un GRS que habia sido previamente validado para la
prediccion de enfermedad arterial coronaria en prevencion primaria y compuesta de SNPs
a priori no relacionados con factores de riesgo concretos cuya via pudiera quedar

bloqueada por el tratamiento instaurado. En linea con nuestro estudio, Mega et al.!*? si
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encontro asociacion entre categorias de riesgo genético basadas en un GRS de 27 SNPs y
el riesgo de eventos incidentes y recurrentes entre pacientes incluidos en varios ensayos
clinicos de estatinas; en su estudio, el beneficio de las estatinas fue superior en pacientes
con riesgo genético elevado o intermedio. Estos autores sugieren que la carga de riesgo
genético deberia constituirse como un foco directo de atencion, dado que en poblacion
con susceptibilidad genética tiene, por una parte, un mayor riesgo de recurrencias, y por
otra obtiene un mayor beneficio del tratamiento. Nuestros resultados estdn en linea con
estos hallazgos, y han replicado por primera vez la capacidad de un GRS de predecir
eventos cardiovasculares recurrentes, ligando su efecto con la dislipemia. Finalmente,

Vaara et al.!%2

evaluaron 2 GRS diferentes basados en 47 y 153 SNPs, respectivamente;
mientras que el GRS-47 mostr6 algunos resultados positivos, el GRS-153 no lo hizo, y
ninguno de ellos se asocidé con el evento compuesto primario ni fueron capaces de
mejorar sustancialmente los modelos de prediccion de riesgo; estos autores mencionan
como limitacion propia de su estudio el reducido numero de pacientes jovenes en los que

consideran que podria predominar el riesgo de origen genético.

Existen varios factores que pueden influir en el distinto rendimiento observado por
los GRS: entre ellos la heterogeneidad de las poblaciones estudiadas y el diferente tiempo
de seguimiento tomado en consideracion. También, aunque muchos estudios han utilizado
un objetivo compuesto para su andlisis primario, existen diferencias en la definicion del
término “recurrencia”, lo que dificulta las comparaciones; finalmente, un origen étnico
diferente al europeo, el mas estudiado con gran diferencia, estd expuesto a un perfil de

expresion de variantes de riesgo diferente.

Una cuestion importante y aun no resuelta es el nimero de variantes a tomar en
consideracion en los scores poligénicos.!>> Los GRS compuestos por un mayor niimero
de variantes intentan abarcar una mayor proporcion de la susceptibilidad genética. Sin
embargo, estudios comparativos entre GRS formados por distinto niumero de variantes
han mostrado consistentemente peor capacidad predictiva con aquellos de mas de unas
decenas de SNPs.3%!52 Se ha hipotetizado que esto se produce por la introducciéon de
“ruido” o anulacion entre si de algunas variantes. La realidad es que la variabilidad
genética explicada por las variantes conocidas hasta ahora se considera inferior al 30%,
por lo que el concepto “hereditabilidad perdida” sigue estando sobre la mesa.'*® Con la
bajada de costes asociados a la secuenciacion del genoma completo, algunos estudios han

incrementado exponencialmente el numero de variantes analizadas, que han pasado de
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menos de 100 en la practica totalidad de las publicaciones a mas de 6 millones de
variantes en algunos casos actuales.!>” Queda por demostrar si esta ampliacion en el
numero de variantes permite explicar un mayor porcentaje de la susceptibilidad genética a

la cardiopatia isquémica, sin duda una enfermedad con un patrén genético complejo.

Hemos confirmado que la poblacion de pacientes con IAM precoz parte de una
mayor predisposicion genética frente a poblacion general, documentado por su mayor
prevalencia en la practica totalidad de las variantes de riesgo analizadas. Otros estudios
focalizados en pacientes jovenes con IAM estudiados con GRS han observado como un
riesgo genético elevado multiplica el riesgo de un primer IAM en 3-4 veces, siendo
similar al efecto de la hipercolesterolemia familiar, pero con una prevalencia 10 veces
superior.'*® Un aspecto destacable es que no hemos encontrado asociacion entre un mayor
riesgo genético determinado por el GRS y la existencia de antecedentes familiares de
cardiopatia isquémica precoz. Este hecho, consistentemente repetido en la literatura
enfatiza el valor independiente que aporta la cuantificacion del riesgo genético respecto a

la informacion clinica.!®?

Entre las fortalezas del modelo planteado podemos destacar la inclusion de una
poblacion homogénea con alta probabilidad de tener predisposicion genética al IAM, el
estudio exhaustivo de la informacién clinica y biohumoral, asi como un seguimiento
completo a largo plazo. El TC cardiaco con score de calcio y analisis de placa ofrece
también un vehiculo sin precedentes para la caracterizacion de la enfermedad subyacente

y su posible vinculo con el perfil genético del paciente.
Genética y marcadores de gravedad de la enfermedad coronaria aterosclerdtica

Este trabajo ofrece la primera descripcion conjunta en la literatura entre variantes
genéticas de riesgo y las caracteristicas de las placas ateroscleroticas evaluada por TC
coronario en pacientes con IAM. No se objetivd que un mayor riesgo genético
determinado por GRS se asociara a un mayor niimero de placas coronarias, vasos o
cantidad de calcio coronario. En nuestro estudio, la presencia de calcificaciones
coronarias y enfermedad multivaso-multisegmento fue mayor de la descrita en esta
poblacion, en comparacion con otros estudios que utilizaron angiografia coronaria
invasiva para caracterizar las lesiones no culpables.®® Esto puede ser reflejo de que
incluso en pacientes jovenes con un evento clinico agudo, los fendémenos de aterosclerosis

preclinica llevan un largo tiempo de evolucion. No obstante, el valor clinico que
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obtuvimos de la informacion proporcionada por el TC cardiaco en pacientes con IAM fue
limitado: mientras que el niumero de placas coronarias mostrd una tendencia hacia un
mayor riesgo de eventos, el score de calcio no lo hizo. Esto es posiblemente reflejo de la
fisiopatologia mas habitual del SCA, ocasionado por la rotura de una placa no estendtica
rica en lipidos mas que por lesiones cronicas calcificadas. Nuestros hallazgos en pacientes
con IAM contrastan con los observados en la literatura en prevencién primaria de
pacientes no tratados y con antecedentes familiares de cardiopatia isquémica precoz, en

quienes el score de calcio coronario si fue predictor de un primer evento.'®

También se evalud, de forma inédita en IAM, la posible relacion entre el riesgo
genético y los niveles de MMPs, descritos como mediadoras de rotura de placa y
fendémenos aterotromboticos. Las MMPs se encuentran incrementadas en IAM, y han sido
propuestas como predictores de insuficiencia cardiaca y remodelado ventricular
adverso.!%! En nuestro estudio, MMP-7, MMP-10 y TIMP-1 se relacionaron con un
infarto de miocardio mas grave en fase aguda, pero carecieron de la capacidad predictiva

independiente mostrada por el GRS.
(Es necesario mejorar los scores de estratificacion de riesgo actuales?

La necesidad de disponer de estimadores del riesgo de eventos isquémicos a largo
plazo mas precisos ha sido puesta en evidencia por ensayos clinicos aleatorizados como el
Australian GRACE Risk score Intervention Study (AGRIS), en el que la utilizacién
estandarizada del score de GRACE en pacientes con SCASEST no fue capaz de
disminuir la aparicion de eventos en el seguimiento, siendo esto atribuido a los cambios
en los factores que determinan su advenimiento en la actualidad frente a finales del siglo

XX, cuando este score fue disefiado.!®?

La incorporacion del riesgo genético puede también proporcionar una mejor
contextualizacion al uso de scores clinicos. A lo largo de los ultimos lustros ha sido
preciso recalibrar determinados algoritmos pronosticos para adaptarlos a cambios en
tendencias temporales y geograficas. Son conocidos algunos trabajos que documentaron
la inadecuada estimacion del riesgo de mortalidad cardiovascular de escalas pronosticas
como la puntuaciéon SCORE en poblacion espafiola,'s® o la necesidad de adaptar el score
GRACE a determinados grupos de riesgo, etnias y a los cambios en los condicionantes de
eventos derivados de la incorporacion de terapias mas efectivas en prevencion

secundaria.!64-165

153




DISCUSION

Como resumen de este apartado, podemos decir que en los tltimos 15 afios se han
vivido grandes avances en el estudio de las bases genéticas subyacentes a la cardiopatia
isquémica. Actualmente, estamos viendo algunas de sus primeras aplicaciones clinicas,
como la reestratificacion del riesgo, la identificacion de nuevas dianas terapéuticas
(PCSKD9) o pacientes respondedores a terapias concretas. El surgimiento de los scores de
riesgo poligénico es reflejo de la capacidad de la genética para convertirse en una
herramienta clave la medicina personalizada, mejorando la prediccion de riesgo y las

estrategias terapéuticas.

6.2 Desregulacion de miRNAs en isquemia miocardica e

implicaciones prondsticas

Hemos evaluado el papel que desarrollan varios microRNAs en el desarrollo de un
IAM, los mecanismos que regulan su expresion en la recuperacion miocardica tras la
isquemia y su potencial efecto a nivel prondstico. Mas especificamente, hemos analizado
en detalle: 1) su capacidad para constituirse como biomarcadores especificos en IAM, 2)
si su determinacion aporta un valor prondstico significativo e independiente y 3) la
posibilidad de que se constituyan como nuevas dianas terapéuticas, analizando los efectos

de su modulacion en modelos experimentales.

En la seccion de Resultados, se muestra, por primera vez, el valor pronostico de
un grupo de miRNAs para identificar, de forma independiente y en el seno de un [AM, a
pacientes que van a presentar un mayor riesgo de eventos relacionados con la
insuficiencia cardiaca en el seguimiento a largo plazo. En el estudio prospectivo
planteado con pacientes ingresados por IAM se identificaron una serie de miRNAs
asociados de forma independiente de otras variables clinicas con mortalidad
cardiovascular, hospitalizaciones por insuficiencia cardiaca y una peor clase funcional
NYHA a largo plazo. La informacion proporcionada por los miRNAs tiene caracter
inédito, y con capacidad de complementar a otros parametros clinicos y bioquimicos.
Utilizando modelos estadisticos avanzados, hemos podido demostrar la capacidad de
algunos de los miRNAs estudiados (tanto individual como colectivamente) para mejorar

los modelos clinicos de prediccidon de eventos a largo plazo actualmente disponibles.
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El valor pronoéstico de los miRNAs en pacientes con IAM ha sido poco estudiado
hasta el momento, aunque se trata de un campo muy activo de investigacion. En nuestro
trabajo, y basandonos en un riguroso proceso de seleccion que no partia de asunciones a
priori seleccionamos, de los 752 miRNAs iniciales, a 14 miRNAs como candidatos para
su estudio de validacion en nuestra cohorte global de 311 pacientes con IAM. En los
modelos de Cox planteados, encontramos asociacion independiente entre 6 miRNAs
(miR-21-5p, miR-23a-3p, miR-27b-3p, miR-122-5p, miR-210-3p y miR-221-3p) y el
endpoint primario combinado de hospitalizacion por insuficiencia cardiaca o muerte
cardiovascular. De esta forma, las tasas de eventos se duplicaron por cada incremento en
la desviacion estandar (SD) para miR-21-5p, miR-23a-3p, miR-210-3p y miR-221-3p, y
se incrementaron en mas del 50% para miR-27b-3p y miR-122-5p. Més aun, la
combinacion de varios miRNAs mejor6 consistentemente el rendimiento de cada uno de
los 6 modelos multivariantes que fueron planteados, certificando su capacidad prondstica,
independientemente del tipo de ajuste que pudiera realizarse, tal y como se objetivo por

mejorias sustanciales en el IDI y el cNRI.

Es resenable destacar el valor especifico que aportdé cada uno de los miRNAs
seleccionados, que aportaron informacién sin solaparse entre si. Este hecho, constatado
por el bajo nivel de correlacion entre los 14 miRNAs estudiados (ver valores bajos de rho
de Spearman en Tabla 5.15) pudo ser conseguido gracias al criterio de seleccion
empleado que se detalld en la seccion de Métodos. Brevemente, se siguié una
aproximacion estadistica y bioinformatica en la que se potencio la seleccion de miRNAs

involucrados en diferentes vias funcionales.

En el analisis planteado para los endpoints secundarios, también identificamos una
asociacion independiente entre 8 miRNAs y un mayor riesgo de mortalidad: miR-21-5p,
miR-23a-3p, miR-27b-3p miR-106b-5p, miR-107, miR-122-5p, miR-210-3p y miR-221-
3p. Las tasas de mortalidad ajustada se multiplicaron por més de 2 por cada incremento
de 1 SD para miR-21-5p, miR-23a-3p, miR-27b-3p, miR-107 y miR-210-3p en todos los
modelos multivariantes estudiados. Adicionalmente, los niveles de 3 miRNAs, miR-23a-
3p, miR-210-3p y miR-221-3p, se asociaron tanto con hospitalizaciones por insuficiencia

cardiaca como con una peor clase funcional NYHA determinada al final del seguimiento.

Es preciso recalcar que el valor prondstico ofrecido por estos miRNAs fue aditivo
e independiente al ofrecido por el resto de parametros. Los scores de riesgo actuales en

IAM tienen un valor muy limitado para predecir complicaciones a largo plazo, mas atn si
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estan relacionadas con insuficiencia cardiaca. Por lo tanto, la posibilidad de mejorar el
reconocimiento de qué pacientes con IAM van a presentar un mayor riesgo de eventos por
insuficiencia cardiaca en el seguimiento a largo plazo representa un objetivo abordable

para poder ofrecer terapias lo més adecuadas posibles.

No todos los miRNAs estudiados en el proceso de validacion demostraron
expresarse de forma diferente en pacientes con IAM, identificando a 3 (hsa-let-7a-5p,
miR-144-3p y miR-93-5p) que, a pesar de nuestras apreciaciones iniciales y alguna
descripcion en la literatura, adolecieron de especificidad en el contexto de IAM frente a

poblacion sana,!66-168

6.3 miRNAs como mediadores fisiopatoldgicos del IAM:

estudios en modelos experimentales

Los modelos experimentales realizados en animales, tanto de oclusion permanente
como de isquemia-reperfusion, mostraron que la expresion de la préctica totalidad de los
miRNAs seleccionados se veia modificada en los animales sometidos a IAM frente a los
sometidos a cirugia simulada o sham. Los cambios de expresion asociados al dafio
isquémico agudo validan estos modelos experimentales para estudios de estos miRNAs, y
que los resultados puedan ser posteriormente trasladados a pacientes.'®® En las ratas
sometidas a TAM sin reperfusion, el incremento nivel de producciéon y expresion
intracelular de miRNAs se detectd ya a las 24 horas, alcanzando su maximo nivel a las 72
horas. Esto contrasta con el retraso en la expresion de miRNAs en sangre periférica,
donde tras un descenso inicial, los valores se incrementaron alcanzando mayoritariamente
su cénit a los 7 dias. Los modelos experimentales quirtirgicos fueron llevados a cabo
siguiendo las guias de realizacion de modelos animales de isquemia e infarto de

miocardio, a fin de mejorar el rigor y la reproducibilidad de la metodologia empleada.'”

miR-21-5p, ampliamente estudiado y conocido como ligado a isquemia tisular en
multiples organos y tejidos, presentdé un comportamiento llamativo en el modelo animal:
a pesar de alcanzar niveles de expresion muy elevados a nivel intracelular, apenas tuvo
reflejo en sangre periférica, tanto en los experimentos de OP como de I/R. Dado que miR-
21-5p es uno de los miRNAs mas estudiados en enfermedades cardiovasculares y ya ha

sido asociado al desarrollo de insuficiencia cardiaca tras IAM, es posible que nuestros
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resultados sean debidos a la variabilidad y precision de los distintos modelos animales

utilizados.!”!

Los experimentos in vitro con cardiomiocitos murinos H9c2 nos permiten
determinar que los miRNAs evidenciados en pacientes y estudiados en modelos animales
son especificos de la respuesta de los cardiomiocitos a la isquemia miocardica. En primer
lugar, en un contexto en el que se estudiaron de forma aislada unicamente células
miocardicas, se confirmo que todos los miRNAs seleccionados eran expresados a este
nivel. Los diferentes grupos experimentales con/sin hipoxia y con/sin nutrientes sirvieron
para determinar la diferente magnitud de la agresion celular producida en cada una de
estas circunstancias. Asi, los cardiomiocitos mostraron mayor grado de afectacion ante la
privacion de nutrientes que frente a la hipoxia (Figura 5.24). Al igual que en el modelo in
vivo, se confirmé la existencia de patrones de variacion temporal en los niveles de
expresion extracelular de miRNAs en sobrenadantes celulares en las determinaciones a 24
horas frente a las realizadas a 48 horas, siendo éste un aspecto clinicamente relevante de
los miRNAs en su potencial faceta como biomarcadores en IAM.!*® La respuesta celular
ante la agresion celular isquémica implico la induccion de la mayor parte de los miRNAs
estudiados, siguiendo el comportamiento habitual que se ha descrito en la literatura para
los miRNAs sensibles al oxigeno (OxymiRs), siendo Ilamativo el comportamiento

opuesto que presentaron algunos miRNAs como miR-122-5p y miR-144-5p.13

A fin de cuantificar analiticamente la magnitud del estrés celular inducido en cada
grupo experimental se analizaron los niveles de expresion de VEGF y BNIP3, como
genes ampliamente estudiados por ser marcadores de hipoxia celular y reguladores de
apoptosis y neovascularizaciéon en respuesta a isquemia y producidas. El analisis de
resultados nos permitid6 ver en primer lugar su capacidad de ser expresados en
cardiomiocitos. De acuerdo a lo esperado, la expresion de ambos se vio incrementada

ante la agresion, siendo notable el aumento de BNIP3 en respuesta a la hipoxia.!7>!7?

Los resultados del modelo in vitro confirmaron el papel fundamental que juega
miR-210-3p en la respuesta a la hipoxia, con un aumento de su expresion detectado en

sobrenadantes, reflejo del incremento en su produccién intracelular.

Algunos de los miRNAs que se encuentran alterados en pacientes con IAM, y que
por tanto pueden tener interés como biomarcadores, carecieron de utilidad prondstica en

pacientes y su papel en los modelos experimentales no quedé clarificado por completo.
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En el caso de miR-20a, los niveles de expresion intracelular presentaron comportamientos
divergentes en el andlisis de sus cambios a nivel intra frente a extracelular, asi como en la
comparativa entre los modelos in vitro e in vivo; este miRNA, constituyente del cluster
17~92, se ha asociado in vitro a una inhibicion de la apoptosis de cardiomiocitos en fase
isquémica aguda y su proliferacion posterior, aunque no existe consenso acerca del papel
que puede desempefiar.!’*!7> La expresion de miR-122-5p se increment6 de forma muy
marcada tanto en suero de pacientes como de ratas sometidas a IAM, aunque los datos
mostrados in vitro fueron menos concluyentes; este miRNA tiene descritas funciones
proapoptoticas dependientes de mitocondria en cardiomiocitos H9¢2,'7¢ y ha sido ligado
al desarrollo de insuficiencia cardiaca tras IAM en ratas.!”” En nuestros estudios, este
miRNA no parece estar ligado a la respuesta del cardiomiocito a la agresion, por lo que

no se llevo a cabo el estudio de modulacion de miR-122 en el modelo celular.

6.4 Potencialidad de 1los miRNAs como nuevos

biomarcadores en IAM: miRNAs en grandes estudios

Para evaluar la capacidad de los miRNAs seleccionados en constituirse como
nuevos biomarcadores confirmamos el cumplimiento de cuatro condiciones
fundamentales: 1) que se encuentren alterados en el contexto clinico del IAM, para lo que
realizamos una comparacion frente a controles sanos tanto en el despistaje inicial como
en la validacion posterior; 2) que tengan especificidad cardiaca, por lo que se analizaron
de forma aislada en cardiomiocitos en el modelo in vitro; 3) que sean facilmente
determinables en muestras accesibles, por lo que su estudio en pacientes se realizd en
sangre periférica; y 4) que muestren resistencia a la degradacion durante el procesado, lo
que confirmamos verificando su estabilidad en condiciones de almacenamiento en

Biobanco, ciclos repetidos de congelado y descongelado, o diferentes pHs.

Este es el primer estudio prospectivo con miRNAs circulantes en IAM que evalua
la apariciéon de complicaciones a largo plazo relacionadas con insuficiencia cardiaca
(incluyendo mortalidad cardiovascular). La utilidad de los miRNAs como biomarcadores
pronosticos en el contexto del IAM ha sido evaluada fundamentalmente para la

prediccion de mortalidad. Uno de los estudios a gran escala en prevencion secundaria,
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identifico a miR-197 y miR-223 como predictores de muerte cardiovascular, pero en una
poblacion que incluia también sindromes coronarios cronicos estables.!”® Un subestudio
de esta misma cohorte, que empleé una seleccion de miRNAs candidatos basada en
busqueda bibliografica, identifico posteriormente otros ocho miRNAs, incluyendo miR-
210, que alcanzaron la significacion estadistica para la prediccion de mortalidad
cardiovascular, pero con un elevado grado de colinealidad entre los miRNAs

seleccionados.!'”’

He et al. identificaron como miR-134 y miR-328 se asociaron a mayor
mortalidad o insuficiencia cardiaca a 6 meses tras [AM, aunque no los compararon frente
a otras variables clinicas o escalas de estratificacion.!®® Zampetaki et al. identificaron 3
miRNAs en poblacion general, que afiadidos al score de riesgo Framingham mejoraron la
estratificacion de riesgo de un primer IAM.!'®! Mas recientemente, se ha propuesto que
varios miRNAs como miR-26b-5p, miR-320a y miR-660-5p podian identificar a
pacientes con mayor riesgo de eventos recurrentes tras un IAM, siendo capaces de
mejorar los modelos de prediccion de riesgo clinicos o el score GRACE; sin embargo, el
pequefio tamano de estos estudios, o su disefio tipo caso-control no permite sino sugerir

estas asociaciones.'8%183

Otros miRNAs que han mostrado utilidad prondstica para la
prediccion de muerte o MACE en cardiopatia isquémica son: miR-16, miR-27a, miR-34a,
miR-101, miR-126, miR-133a, miR-134, miR-145, miR-150, miR-208b, miR-328, miR-
499 o miR-652.18% A pesar de la necesidad de replicacion de estos resultados para
garantizar su robustez, estos estudios estan en linea con la peticion establecida en las
guias de préctica clinica de disponer de nuevos biomarcadores que ayuden en la toma de
decisiones en insuficiencia cardiaca, para lograr una transicion desde el modelo actual de

tratamiento hacia una medicina personalizada.’#!8

La utilidad prondstica de los miRNAs para predecir insuficiencia cardiaca o
remodelado ventricular adverso tras IAM apenas ha sido evaluada. Los estudios que lo
han hecho presentan limitaciones metodologicas, adolecieron de un tamafo muestral
reducido o utilizaron endpoints subrogados que no permiten establecer relaciones
firmes;!8¢187 Un aspecto relevante es que dado que no hay una herramienta
universalmente aceptada para estratificar el riesgo de insuficiencia cardiaca tras un IAM,
nuestros datos enfatizan el papel potencial de la determinacion de miRNAs circulantes,
que mantienen su capacidad pronodstica con independencia de todas las variables clinicas
con las que fue comparado en los seis modelos multivariantes estudiados. En particular,

los niveles de expresion de miR-210-3p, miR-221-3p y miR23a-3p fueron cruciales en la
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estratificacion prondstica y en la evaluacion del riesgo de desarrollar insuficiencia

cardiaca tras un evento coronario agudo.

Son maés numerosos los estudios clinicos que han evaluado el potencial
“diagnodstico” de los miRNAs como biomarcadores de alteraciones cardiacas,
abstrayéndose de su posible utilidad pronoéstica. Han sido utilizados para diferenciar SCA

? o detectar

frente a dolor no coronario,'8® diagnosticar enfermedad cardiovascular,!®
precozmente un TAM.!*° Entre los miRNAs mas frecuentemente asociados a IAM o SCA
se encuentran miR-1, miR-122, miR-132, miR-133, miR-150, miR-186, miR-208a/b,
miR-223, miR-320a, miR-400, miR-423 o0 miR-499.!°! También han sido utilizados con
fines diagnodsticos para diferenciar pacientes con insuficiencia cardiaca de origen
isquémico frente a otros grupos de pacientes, basados en estudios caso-control. Entre
ellos estan miR-1, miR-30a, miR-34a, miR-126, miR-133a, miR-134, miR-145, miR-192,
miR-194, miR-208b, miR-323, miR-328, miR-499, miR-652 o miR-1254.1%?

Es importante diferenciar la utilidad diagndstica de un miRNA frente a la
prondstica.'®® Asi, miR-122-5p, es uno de los miRNAs mas frecuentemente asociados con
cardiopatia isquémica e IAM, pero su capacidad pronostica no habia sido estudiada hasta
la fecha. En nuestro estudio se confirmé la sobreexpresion de este miRNA frente a
controles sanos confirmando su capacidad diagnostica, pero su capacidad prondstica fue
limitada e inferior a otros. Es plausible considerar que esto se deba a los mecanismos de
regulacion celular en los que se encuentren implicados y si estos se relacionan con la

regeneracion celular y remodelado ventricular tras el dafio isquémico.

La investigacion en miRNAs como biomarcadores es un campo que estd
evolucionando rapidamente. Sin embargo, hay varios retos que influyen la tranferibilidad
de los resultados tanto por factores analiticos como preanaliticos.!”® Una de las
dificultades encontradas en la busqueda de correlacion entre miRNAs en los diferentes
modelos (humanos vs ratas vs células H9¢2) y muestras analizadas (suero/sobrenadante
vs células/tejidos) fue la carencia de procedimientos estandarizados aceptados para su
analisis (PCR, microarrays, secuenciacion), forma de expresar los resultados (ACr, Cr,
folds) y estrategia de normalizacion (referencias enddgenas utilizando housekeepings que
varian en funcion de la patologia a estudio o referencias exogenas con Spikes-in como
Caenorhabditis elegans miR-39/54).1°+195 Otro aspecto relevante a tener en cuenta de
cara a su constitucion como biomarcadores es el caracter dindmico de los niveles de

expresion de miRNAs, objetivable a lo largo de los dias posteriores a un IAM, de forma
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analoga al comportamiento de otros biomarcadores como la troponina.'®®!°® En nuestro
estudio hemos analizado los miRNAs de forma transversal en pacientes (con una
determinacion en el mismo momento), y en varios tiempos para el resto de estudios, a fin
de caracterizar la dindmica de nuestros miRNAs de interés. Si hemos confirmado la
estabilidad de las muestras al tener una buena reproducibilidad en las determinaciones
repetidas de miRNAs procedentes de muestras congeladas en Biobanco, en linea con lo
descrito en la literatura.!®” En su conjunto, es preciso eliminar la variabilidad derivada de
los factores analiticos para generar resultados reproducibles y robustos, automatizar los
flujos de trabajo y armonizar la interpretacion de resultados, para asi poder incorporar los

miRNAs a la practica clinica.

6.5 miRNAs como mecanismos fisiopatoldgicos en IAM

Las situaciones de hipoxia celular estimulan el miRNoma, y el nimero de miRNAs
que han sido incluidos en el grupo de miRNAs con respuesta al oxigeno (OxymiRs) no ha
cesado de crecer, dado que los miRNAs son dianas comunes de los factores de
transcripcion y viceversa.'?’ Sin embargo, las consecuencias fisiopatologicas a largo
plazo de un infarto de miocardio suponen un proceso con multiples facetas debido a los
mecanismos moleculares complejos que se encuentran involucrados en procesos como el
remodelado ventricular adverso. El foco de nuestro estudio fue identificar, de todos los
miRNAs que se encuentran alterados en un infarto de miocardio, cuéles de ellos aportan

informacion pronostica relevante.

En nuestro estudio clinico, miR-210-3p fue el més relevante e influyente. miR-210
esta regulado por hipoxia a través de la via de HIF-1, y en nuestro trabajo se asocio de
forma independiente con insuficiencia cardiaca, mortalidad cardiovascular y peor clase
funcional durante el seguimiento, sugiriendo que pudiera jugar un papel clave en la
recuperacion miocardica tras TAM. Los niveles de expresion de miR-210-3p se
incrementan rapidamente (<3 horas) tras el inicio de un SCA,'"® y se ha descrito su
capacidad de inhibir la apoptosis de cardiomiocitos.!®® En nuestro estudio, los pacientes
con mayores niveles de expresion de miR-210-3p presentaron con mayor frecuencia
descompensaciones de insuficiencia cardiaca y remodelado ventricular adverso, en linea

con las hipétesis planteadas en modelos experimentales.?%°
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Del mismo modo, detectamos como miR-221-3p es un marcador de infartos mas
graves, asi como un estimador independiente de peores consecuencias a largo plazo. miR-
221 esta relacionado con procesos de disfuncion endotelial a través de la regulacion de la
sintasa del ¢xido nitrico, y ha sido evaluado con éxito como parte de un coctel
regenerador destinado a mejorar los injertos con células madre en corazones de ratones
sometidos a TAM.?2"! También es interesante coémo miR-23, un miembro del grupo
23/27/24, ha sido propuesto como regulador protector tras IAM tanto en modelos in vitro
como in vivo, relacionado con remodelado ventricular e insuficiencia cardiaca.!”! miR-
27b ejerce un efecto pro-angiogénico y su sobreexpresion dirigida induce reclutamiento
de células procedentes de la médula 6sea a la neovasculatura, disminuye la fibrosis e
incrementa la fraccion de eyeccion en modelos experimentales.?> miR-21-5p es uno de
los miRNAs mas conocido desde hace afios por sus cambios en situaciones de hipoxia
celular, con capacidad de modular la supervivencia de los cardiomiocitos; se le ha ligado
en modelos experimentales animales con remodelado ventricular adverso e insuficiencia
cardiaca tras IAM,!”! con caracter reversible mediante el uso de un anti-miR-21.2%3 Entre
sus mecanismos, miR-21 activa la fibrosis al actuar sobre MMP-2 y el receptor tipo 3 de
TGFB, asi como en la transicion endotelio y epitelio-mesénquima.?’42% De la misma
forma, se le ha implicado un papel crucial a nivel cardiaco para miR-122 a través de la
modulacion de la muerte celular de cardiomiocitos in vitro, y el desarrollo de fibrosis por
su efecto en TGFB-1;207-2% se han encontrado niveles elevados de miR-122 en pacientes
con insuficiencia cardiaca aguda.’”’” miR-122 es un miRNA relacionado con apoptosis,
cuyo knock-down atenua la muerte celular de cardiomiocitos ligada al dafio hipdxico a
través de la sobrerregulacion de GATA-4.2” De acuerdo a nuestros conocimientos,

ninguno de los miRNAs mencionados anteriormente ha sido identificado previamente

como predictores de insuficiencia cardiaca o mortalidad tras infarto agudo de miocardio.

Los analisis funcionales de los 8 miRNAs que demostraron asociarse de forma
independiente con eventos adversos en el seguimiento indican que al menos 4 de ellos,
miR-21-5p, miR-122-5p, miR-106b-5p y miR-221-3p, comparten dianas terapéuticas
comunes. Entre estas dianas se encuentran, PKD2, RhoA, HMGB3, TSC1, FNBP1 y
PKM, siendo todos ellos genes particularmente relevantes para el desarrollo de
insuficiencia cardiaca y la recuperacion de la funcién miocéardica. Como prueba,
mutaciones en el gen PKD2, un canal intracelular de calcio expresado en cardiomiocitos,

se ha asociado con dilatacion y disfuncioén ventricular izquierda, entre otras alteraciones
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miocardicas.?! RhoA, y la via RhoK/RhoA han sido identificadas por mostrar un rol
crucial en la respuesta tisular a situaciones de isquemia, lo que ha llevado a su evaluacion
actual como diana terapéutica en medicina cardiovascular.?!! HMGB3 pertenece a la
familia de factores de transcripcion HMGB, que ha mostrado efectos tanto beneficiosos
como deletéreos durante y después de isquemia miocardica.?’> El gen TSCI es
responsable de la proliferacion celular como manifestacion cardiaca de la esclerosis
tuberosa, y ha sido relacionada también con hipertrofia ventricular e insuficiencia
cardiaca.?!> PKM2, piruvato quinasa M2, es una molécula clave para el desarrollo
cardiaco embrionario que ha sido recientemente asociada con insuficiencia cardiaca.?!'*
Basados en estas dianas comunes que comparten los miRNAs con capacidad pronodstica
identificados en nuestro estudio, es concebible pensar que los miRNAs circulantes
detectados en nuestra poblacion de pacientes con IAM pueden formar parte de las vias
moleculares y celulares que actan de forma cooperativa en el proceso de daio y
reparacion miocardica, segn se infiere de los datos mostrados en la Figura 5.15. Otros
miRNAs con utilidad prondstica también actian por vias cooperativas, como miR-107,
que promueve la necrosis de los cardiomiocitos al actuar sobre la proteina asociada a Fas
FADD y por la via del HIF, en la que también actian varios de los OxymiRs estudiados,

siendo el mas sefialado miR-210.213

De forma inversa, algunos de los miRNAs que se ven alterados en el seno de un
IAM carecieron de capacidad pronostica en nuestra poblacion de estudio. Tanto miR-
106b-5p como miR-144-3p no proporcionaron informacion pronostica a pesar de haber
sido relacionados con mortalidad cardiovascular en poblacion sana.?!¢ Otros como miR-
20a-5p, miR-93-5p o miR-148b-3p, también confirmaron su desregulacion en IAM pero
desprovista de caracter pronostico independiente. En relacion con miR-30b-5p y miR-let-
7a-5p, ninguno de ellos mostr6 un patréon de expresion diferencial en pacientes con IAM,

por lo que no se evalud su capacidad pronostica.

Hemos prestado particular atencion a la participacion de los miRNAs en procesos
de remodelado ventricular adverso, en respuesta a la mayor evidencia de que juegan un
papel clave en su aparicién y desarrollo de insuficiencia cardiaca. Estudios in vitro
realizados en células endoteliales cardiacas han demostrado que en ausencia de miR-532
se induce su transformacion hacia fibroblasto, siendo este uno de los componentes de la
transicion epitelio-mesénquima que forma parte de la fibrosis.?!” Estudios posteriores

confirmaron la importancia de la regulacion de cardiomiocitos, tal y como hemos podido
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constatar en nuestro trabajo. Estudiando de forma aislada cardiomiocitos H9c2, hemos
identificado la puesta en marcha de genes clave, como BCL2, SLUG, VEGF,
fibronectina, Vimentina o colageno la, reflejo del papel central que estas células juegan
en el remodelado ventricular y permitiéndonos utilizar este modelo para estudiar el efecto

de la modulacion de miRNAs.

6.6 Efectos de la modulacion de miRNAs: potenciales

nuevas dianas terapéuticas en IAM

Hemos estudiado el efecto de la modulacion de los dos miRNAs mas
prometedores a lo largo de las distintas fases del estudio. miR-210-3p fue el que obtuvo
los resultados mas consistentes en todos los modelos, con un marcado caracter
cardioprotector. El efecto de la modulacion in vitro de miR-210-3p se asocié con cambios
en la expresion de genes clave que determinan si el dafio sufrido por el cardiomiocito
inducira la apoptosis celular o tendra carécter subletal, tal como sugieren las variaciones
en BCL2, potencialmente gen diana. En caso de no producirse la apoptosis, nuestros datos
sugieren que miR-210-3p también tiene como genes diana a SLUG, VEGF, Fibronectina,
Vimentina o Colageno la, directamente implicados con el desarrollo de fibrosis en el
miocardio, al regular fendmenos de transicion epitelio mesénquima o depdsito de
proteinas de la matriz extracelular. miR-210 pertenece al grupo de los miRNAs sensibles
a oxigeno (OxymiRs), estando inducido por hipoxia, y se encuentra sobreexpresado en
IAM.'5 Estudios previos in vitro habian observado que la administracion de un precursor
de miR-210 lograba mejorar la funcién sistdlica tras dafio miocéardico de tipo isquémico,
sugiriendo que su efecto podria producirse al inhibir en cardiomiocitos la apoptosis via su
accion sobre tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 1 (Ptplb), y en células
endoteliales, al favorecer la angiogénesis actuando sobre el receptor de tirosin-cinasa

Ephrin-A3 .28

Hemos identificado cémo miR-23a-3p juega una importancia crucial en el
desarrollo de apoptosis y adaptacion posterior de los cardiomiocitos. La expresion de

miR-23a se incrementd en la fase aguda tras el dano hipdxico/isquémico, mientras que su
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modulacidon in vitro se asoci6 a cambios en la expresion de BCL2, SLUG, VEGF,
Fibronectina, Vimentina o Coldgeno la, indicativo de que es posible conseguir una
reduccion del deposito de matriz extracelular y transformacion de cardiomiocitos en
miofibroblastos. Song et al. obtuvieron resultados similares en su modelo murino en el
que se limitaron al analisis de VEGF.2!” Se ha sugerido la asociacion de miR-23a-3p con
el desarrollo de insuficiencia cardiaca tras IAM, tanto in vivo como in silico,'”!
vinculandolo a apoptosis de cardiomiocitos por su efecto sobre el mRNA SOD2.22° Un
estudio reciente ha determinado que su inhibicion facilita la transformacion de células
pluripotenciales en cardiomiocitos maduros a través de la activacion de la via Wnt, siendo
una via alternativa a la estudiada por nosotros que podria facilitar la regeneracion
miocardica tras ITAM.??! También se ha identificado que miR-23 es capaz de inducir la
proliferacion de cardiomiocitos al inhibir la traslacion de Meisl, regulando por tanto el

ciclo celular.???

6.7 Implicaciones clinicas

Escalas de riesgo poligénico y medicina de precision

La informacion genética es considerada uno de los pilares de la medicina de
precision o personalizada. De la aplicacion de los scores de riesgo poligénico es preciso
reflexionar acerca de 1) como puede influir un GRS en la toma de decisiones relativas al
uso de tratamientos en prevencion secundaria; 2) qué puede proporcionar un score a nivel
individual para inducir cambios en la estrategia de seguimiento, habitos y estilo de vida

de ese paciente.

Pocos meses después de la publicacion de nuestros resultados,®® se publicaron dos
articulos con el andlisis pos-hoc en funcioén del riesgo genético poligénico de dos grandes
ensayos clinicos pivotales: FOURIER (Further Cardiovascular Outcomes Research With
PCSK9 Inhibition)*® y ODISSEY-Outcomes (Evaluation of Cardiovascular Outcomes
After an Acute Coronary Syndrome During Treatment With Alirocumab).">’ En estos
subanalisis se incluyeron mas de 26.000 pacientes de origen europeo y genotipo
disponible que habian presentado un evento cardiovascular y habian sido reclutados en
estos estudios aleatorizados doble ciego dirigidos a evaluar el beneficio clinico del

tratamiento con los inhibidores de PCSK9 evolocumab y alirocumab, respectivamente. En
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ambos estudios, que utilizaron GRS muy similar al empleado en nuestro trabajo, se
objetivd como: 1) aquellas personas con un riesgo genético desfavorable presentaban una
mayor incidencia de eventos coronarios, de forma independiente y complementaria a lo
sugerido por parametros clinicos; 2) el beneficio absoluto y relativo obtenido por el
tratamiento con inhibidores de PCSK9 fue muy superior en el tercil de pacientes con alto
riesgo genético en comparacion con los de bajo riesgo (Figura 6.1). La reduccion absoluta
del riesgo de eventos con evolocumab fue del 4,0% en el grupo de alto riesgo genético
(con independencia de si presentaban factores de riesgo o no), y de tan solo 1,4% en
pacientes con multiples factores de riesgo y bajo riesgo genético.??* De forma similar, el
tratamiento con alirocumab consiguié una reduccion del riesgo absoluto del 6,0% en
pacientes de alto riesgo genético frente al 1,5% en los de bajo riesgo genético.!”’ Las
curvas de Kaplan-Meier mostradas en ambos subandlisis, en las que se asocia riesgo
genético con mayor riesgo de eventos coronarios sucesivos guardan una tremenda
similitud con la publicada previamente en nuestro estudio (Figura 5.3 Resultados). Estos
hallazgos sirven como validacion de nuestros resultados, amplian el rango etario en el que
el riesgo genético resulta util para la estratificacion pronoéstica, y avanza en la transicion
hacia una mayor personalizacién, al abrir la posibilidad de utilizar la informacion
genética para maximizar el beneficio de una estrategia farmacologica de alto impacto
econdémico, dirigiéndola hacia aquellos que mas la precisen. Estos datos se suman a los ya
publicados por Mega et al. en el campo de las estatinas, en el que aquellos pacientes en
prevencion secundaria con alto riesgo genético mostraron una reduccion del 47% en el
riesgo de nuevos eventos cardiovasculares frente al 3% en los de bajo riesgo.!*® La
importancia de todos estos estudios se encuentra en que muestran la capacidad que tienen
los GRS de identificar a grupos de pacientes respondedores para determinadas terapias,

en linea con el desarrollo de medicina de precision.
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Eventos coronarios en funcién del riesgo genético en FOURIER MACE en funcién del riesgo genético en ODYSSEY OUTCOMES
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141 —— GRS riesgo bajo (placcbo)

GRS riesgo alto (alirocumab)
12{ —— GRS riesgo intermedio (placebo)
0.15 { —— GRS riesgo bajo (placebo)
10 — GRS riesgo alto (placebo)
—— GRS riesgo bajo (alirocumab)

0.10

0.05

Tasa de eventos (%)
©
Incidencia acumulada

HR alirocumab vs placebo
GRS alto riesgo 0.63 (0.46 - 0.86) P 0.004
GRS bajo riesgo 0.87 (0.78 — 0.98) P 0.02

0 0.5 1 15 2 25 0 1 p) 3
Aiios Aiios

N° en riesgo N° en riesgo
GRS riesgo bajo 1406 1372 1329 1308 997 510 GRS bajo (placebo) 5373 5080 4843 2156
GRS riesgo int. 4283 4159 4046 3932 2993 1546 GRS bajo (alirocumab) 5383 5109 4905 2234
GRS riesgo alto 1446 1397 1354 1310 1006 513 GRS alto (placebo) 613 557 520 209
GRS alto (alirocumab) 584 545 523 217

Figura 6.1. Scores de riesgo poligénico y medicina de precision. A. Curvas de Kaplan-Meier para la
aparicion de eventos coronarios recurrentes mayores en funcion del grupo de riesgo genético (GRS) en
sujetos incluidos en el estudio FOURIER (grupo placebo). B. Incidencia acumulada de eventos
cardiovasculares mayores (MACE) en funcion del riesgo genético (GRS) y el tratamiento recibido
(alirocumab vs. placebo) en el ensayo clinico ODYSSEY OUTCOMES. GRS, genetic risk score; MACE,
major adverse cardiovascular events (muerte cardiovascular, infarto agudo de miocardio, ictus isquémico
u hospitalizacién por angina inestable); HR, hazard ratio; N°, numero. Adaptado de Marston et al.**® y

Damask et al. ">’

Fuera del ambito terapéutico, la cuestion acerca de si la informacién genética
puede ser Util como herramienta para inducir cambios en el seguimiento, estilos de vida y
control de factores de riesgo no ha sido evaluada en prevencion secundaria cardiovascular
hasta el momento. Dentro de la prevencioén primaria si se ha observado que aquellos
sujetos con alto riesgo genético consiguen grandes beneficios si siguen un estilo de vida
adecuado que incluye ejercicio fisico habitual, cese del habito tabaquico y dieta
cardiosaludable.??* Sin embargo, el efecto de comunicar al sujeto los resultados de su
GRS, no ha demostrado hasta ahora que tenga efectos sobre el tabaquismo, ejercicio o
dieta.?®> Siguiendo las pautas ya conocidas en los programas de Rehabilitacion Cardiaca,
este tipo de informacion debe formar parte de una estrategia global de abordaje del riesgo
cardiovascular global en el marco de un programa multidisciplinar si se desean lograr

cambios conductuales sostenidos en el tiempo.
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MicroRNAs y medicina personalizada

La implementacion de nuevos biomarcadores en practica clinica forma una parte
importante de la investigacion en enfermedades cardiovasculares, y estos son
demandados por las grandes sociedades cientificas en las guias de practica clinica. En
general, los biomarcadores pueden tener una funcidon diagnostica o prondstica. A nivel
diagnostico, la especificidad tisular ha llevado a la propuesta de algunos miRNAs, como
miR-208 (cuya sintesis es exclusivamente cardiaca), para ser utilizados en el diagnostico
del TAM;*?® sin embargo, la disponibilidad de otros marcadores como la troponina
ultrasensible, masivamente extendidos y validados dificilmente justifica su adopcion. Las
guias de practica clinica enfatizan que para la introduccién de nuevos biomarcadores con
finalidad prondstica es preciso llevar a cabo una evaluacion exquisita del valor afiadido
que estos aportan en la prediccion de riesgo cardiovascular, siendo éste un prerrequisito
para que cualquier biomarcador alcance relevancia clinica.>* Nuestro estudio cumple los
requisitos de ser el primer estudio que muestra la utilidad de un patron de miRNAs como
biomarcador prondstico en la estratificacion de riesgo de insuficiencia cardiaca y muerte

tras IAM, mejorando las estrategias actuales de forma muy marcada.

Mas alld de su papel como biomarcadores, resulta apasionante la funcion que los
miRNAs muestran a nivel mecanistico, lo que les confiere un gran potencial para
convertirse en nuevas dianas terapéuticas. El desarrollo de redes asistenciales de
angioplastia primaria y las estrategias de revascularizacion precoz han mejorado
sustancialmente el prondstico inicial de los pacientes con IAM, dando como resultado un
nimero creciente de supervivientes que presentan cierto grado de dafio estructural
miocardico permanente, que frecuentemente deriva en el desarrollo de insuficiencia
cardiaca. Existe una necesidad clinica no cubierta dirigida a la recuperacion de las zonas
miocardicas disfuncionantes, teniendo en cuenta la dificultad de los cardiomiocitos para
dividirse y regenerar las zonas de necrosis. >’ Hasta el momento, existen terapias basadas
en RNA (siRNAs y miRNAs) utilizadas en céancer, enfermedades infecciosas o
neurodegenerativas. La utilizacion de silenciadores génicos en cardiologia esta prevista
que sea autorizada en breve (ej. inclisirdn, patisiran o inotersén). Dentro de la cardiopatia
isquémica e insuficiencia cardiaca, la investigacion ha estado centrada durante afios en la
utilizacion de terapias celulares con células madre, pluripotenciales o derivadas de
médula 6sea, que han mostrado efectos cardioprotectores a nivel experimental y en

algunos ensayos clinicos.??® Sin embargo, su uso ha estado expuesto a serios problemas
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relacionados con el escaso porcentaje de células que sobreviven y se injertan en la region
de interés, asi como la limitada capacidad de diferenciacion de la mayor parte de las

células progenitoras adultas.

Es factible pensar que los miRNAs pueden ser utilizados para mejorar los
resultados de las terapias celulares, al haberse confirmado su capacidad de modular los
procesos de migracién de células progenitoras o la regeneracion miocardica a través de
mecanismos paracrinos.??” Mientras que miR-15 y miR-34 inhiben la funcion de células
progenitoras, miR-1, miR-21, miR-24, miR-126, miR-155, miR-221, y miR-499 tienen
capacidad de potenciarlas.?*° Una combinacion de miRNAs compuesta por miR-21, miR-
24 (perteneciente al cluster 23/24/27) y miR-221 fue capaz de mejorar sustancialmente el
injerto y supervivencia de las células cardiacas progenitoras al reprimir la proteina
proapoptotica Bim, relacionada con Bcl-2.2! Otros estudios han mostrado como una
combinacion de células cardiacas progenitoras y exosomas enriquecidos en miR-210
inhibian la apoptosis de los cardiomiocitos y mejoraban la funcién sistolica en ratones

sometidos a TAM.23!

Un mayor potencial de aplicabilidad en grupos amplios de pacientes son las nuevas
opciones terapéuticas exclusivamente basadas en miRNAs que se estdn evaluando de
forma mas reciente, cuyo objetivo es el estimular la regeneracion cardiaca a través de la
reprogramacion directa de fibroblastos o induciendo la proliferacion de cardiomiocitos.
La inhibicién o sobreexpresion aguda de miRNAs después de un IAM puede ser util para
limitar el dafo tisular y promover la neovascularizacion para prevenir el remodelado
ventricular adverso. Ya se han publicado resultados de estudios traslacionales que han
evaluado el potencial de un anti-miR-92a para minimizar el dafio por isquemia-
reperfusion y mejorar la re-endotelizacion tras dafio vascular.?*?23 También, dentro del
campo de las tecnologias emergentes existen estudios comparativos de la eficacia

terapéutica entre sSiRNAs y miRNAs para lograr el silenciamiento génico.?3*23

Sin embargo, antes de que estos estudios alcancen su fase clinica es preciso haber
identificado todos los miRNAs que resulten clave en los procesos de reparacion tras IAM,
donde una seleccion estricta de los pacientes y modelos sobre los que se ha estudiado es
fundamental para el éxito.?’ También es preciso realizar ensayos previos de modulacion
en modelos de animal grande, lo que implica dificultades que ain no han sido resueltas en
su totalidad.?*” En primer lugar, varios de los miRNAs que han sido considerados como

dianas terapéuticas en cardiologia han sido involucrados también en otros procesos como
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el cancer, por lo serd preciso evaluar en cada caso concreto el riesgo de desarrollo de
efectos secundarios no deseados y trabajar en su vehiculizacion y liberacion de forma
exclusiva en el miocardio. También, aunque algunos miRNAs solo se expresan en un
unico tipo celular, la mayor parte de ellos se expresan en mayor o menor medida en
diferentes tejidos o tipos celulares. Para sobreponerse a estas dificultades, se han disefiado
estrategias de administracion dirigida, bien utilizando una infusion percutanea

intracoronaria,?*® o bien recurriendo a estrategias dirigidas a tipos celulares concretos.?”

Otra dificultad puede ser el conseguir una sobreexpresion de miRNAs de forma
mantenida y controlada. Para ello se han disefiado vehiculos liposomales o basados en
lentivirus, adenovirus o virus adeno-asociados, que, aunque han sido empleados in vitro y
en ratones, su experiencia es escasa en animales de mayor tamafio.?* Un estudio
realizado en cerdos sometidos a IAM demostré como la administracion de miR-199a con
un vector viral logré una buena proliferaciéon miocardica, pero sus resultados estuvieron
lastrados por un alto riesgo de muerte subita arritmica que los autores justificaron por una
sobreexpresion incontrolada del miRNA y no alcanzar los cardiomiocitos el grado de
diferenciacion adecuado.?*! No obstante, el numero crecientes de publicaciones que
describen estas terapias en infarto agudo de miocardio e insuficiencia cardiaca es reflejo

del interés en este campo, y sin duda contribuiran a superar las dificultades actuales.

6.8 Limitaciones

El estudio del riesgo genético poligénico en 1AM, dirigido a la prediccion de
eventos secundarios esta sujeto a una serie de limitaciones. La primera es que, debido al
caracter restrictivo de los criterios de seleccion planteados, el numero de pacientes es
relativamente bajo; la focalizacién en el grupo de pacientes jovenes y no diabéticos se
basé en descripciones previas en las que se proponia que esta poblacion tenia una mayor
predisposicion a eventos recurrentes achacables a un origen genético;**? por lo tanto, los
resultados pueden no ser generalizables a todo el espectro de edades, comorbilidades o
grupos étnicos. Segundo, utilizamos un endpoint combinado, similar al de estudios
comparables pero expuesto a recoger eventos no condicionados por el riesgo genético.
Tercero, el nimero de eventos en el seguimiento fue inferior al esperado, probablemente
por una mayor adherencia a las pautas de tratamiento médico dptimo que el observado en

otros registros y que obligé a alargar el periodo de seguimiento.?*?
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En los estudios de identificacion y validacion de miRNAs como
biomarcadores pronosticos en IAM una potencial limitacion viene derivada del nlimero
de miRNAs que fueron analizados. El andlisis se limité a 14 miRNAs, tras un proceso de
seleccion basado en nuestras propias observaciones iniciales. Aunque se escogio esta
aproximacion independiente para evitar el estudio repetitivo no justificado de algunos
miRNAs ya estudiados en la literatura, esta metodologia puede haber conducido a la
exclusion de miRNAs potencialmente relevantes, pero no detectados en nuestro despistaje
inicial. En segundo lugar, hemos presentado seis andlisis de regresion de Cox a fin de
evaluar la capacidad predictiva de los miRNAs en diferentes contextos, por lo que en su
interpretacion debe tenerse en cuenta el riesgo de sobre-ajuste. Finalmente, los estudios
de modulacion de miRNAs han estado sujetos a restricciones presupuestarias que han
limitado el tamafio muestral de los experimentos, por lo que el efecto de la modulacion
sobre los genes de interés debe ser visto como prueba de concepto. Seran necesarios
experimentos adicionales los que permitan alcanzar las asociaciones estadisticas

necesarias para escalar a fases mas avanzadas este modelo terapéutico.

Entre los valores originales de este trabajo estd su cardcter traslacional, que se
inicia con el estudio inicial del patron de expresion de miRNAs en pacientes con IAM y
controles sanos, el desarrollo de estudios experimentales in vitro e in vivo para confirmar
los resultados y analizar las vias de sefalizacion implicadas, su validacion posterior con
fines pronodsticos en una gran cohorte de pacientes con IAM, y finalmente el estudio de su
modulacion a fin de convertirse en eventuales dianas terapéuticas. Resaltar también el
caracter independiente, donde el estudio se ha centrado en los miRNAs més prometedores
basados en nuestras propias observaciones, sin asunciones previas y siguiendo una
metodologia comun. Por estos motivos, los resultados obtenidos en este proyecto pueden
ser considerados como una de las iniciativas mas firmes para el estudio de los miRNAs
como potenciales biomarcadores con finalidad prondstica en 1AM, asi como para el
estudio de si su modulacion puede ser considerada en un futuro una aproximacion

terapéutica para pacientes que sufren un [AM.
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Se ha demostrado la presencia de una elevada susceptibilidad hereditaria entre
pacientes jovenes que sufren un IAM, con una prevalencia de SNPs y variantes

genéticas de riesgo superior a la poblacion general.

La cuantificacion del riesgo genético, mediante una escala de riesgo poligénico
basada en SNPs, permite identificar entre pacientes jovenes con IAM, a aquellos

con mayor riesgo de sufrir nuevos eventos cardiovasculares a largo plazo.

La informacién pronostica proporcionada por el perfil de riesgo genético
poligénico mejord el rendimiento predictivo de las escalas clinicas disponibles

actualmente.

No se ha documentado la existencia de asociacion entre el riesgo genético
poligénico y un patron de aterosclerosis coronaria mas agresiva evaluada mediante

TC coronaria y analisis de las metaloproteinasas de la matriz extracelular.

Se ha identificado y validado una combinacion de miRNAs desregulados en
pacientes con IAM, con capacidad de constituirse en nuevos biomarcadores

diagnosticos.

Se ha demostrado, por primera vez, la capacidad prondstica de varios miRNAs
asociados de forma independiente con un mayor riesgo de hospitalizaciones a
largo plazo por insuficiencia cardiaca y mortalidad cardiovascular en pacientes

ingresados por infarto agudo de miocardio.

Basado en un proceso de seleccion y validacion independiente, se ha identificado
un grupo de miRNAs, en particular miR-210-3p, miR-221-3p y miR-23a-3p, con

un valor pronostico significativo y clinicamente relevante.
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8.

10.

11.

Las escalas de evaluacion del riesgo genético poligénico y un perfil de expresion
de miRNAs constituyen una herramienta independiente en la estratificacion

prondstica a largo plazo y medicina de precision tras infarto agudo de miocardio.

Se ha establecido un modelo in vivo valido para el estudio de miRNAs en [AM,

que implica y reproduce los cambios observados en pacientes.

Se ha determinado, mediante un modelo experimental in vitro en cardiomiocitos,
que varios miRNAs estan implicados en las alteraciones celulares que promueven
el dafio miocardico cronico, incluyendo apoptosis y transicién epitelio

mesénquima.

La modulacion experimental de miR-210-3p y miR-23a-3p modifico la expresion
de genes reguladores clave para la supervivencia celular ante la isquemia y su
recuperacion posterior, sentando las bases para su evaluacion futura como

potenciales dianas terapéuticas en IAM.
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factor in cardiovascular clinical prediction models. Brion M, Gonzélez-
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Accepted 5 August 2019 Introduction and objectives: To evaluate whether a genetic risk score (GRS) improves prediction of

Available online 17 October 2019 recurrent events in young nondiabetic patients presenting with an acute myocardial infarction (AMI)

and identifies a more aggressive form of atherosclerosis.
Keywords: . Methods: We conducted a prospective study with consecutive nondiabetic patients aged < 55 years
ggs;?zd;;]klzzzgnon presenting with AMI. We performed a genetic test, cardiac computed tomography, and analyzed several
Recurrent events biomarkers. We studied the association of a GRS composed of 11 genetic variants and a primary
Coronary disease composite endpoint (cardiovascular mortality, a recurrent event, and cardiac hospitalization).
Cardiac computed tomography Results: A total of 81 patients were studied and followed up for a median of 4.1 years. There were
24 recurrent cardiovascular events. Compared with the general population, study participants had a
higher prevalence of 9 out of 11 risk alleles. The GRS was significantly associated with recurrent
cardiovascular events, especially when baseline low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) levels were
elevated. Compared with the low-risk GRS tertile, the multivariate-adjusted HR for recurrences was 10.2
(95%Cl, 1.1-100.3; P=.04) for the intermediate-risk group and was 20.7 (2.4-181.0; P=.006) for the
high-risk group when LDL-C was > 2.8mmol/L (> 110 mg/dL). Inclusion of the GRS improved the C-
statistic (AC-statistic = 0.086), cNRI (continuous net reclassification improvement) (30%), and the IDI
(integrated discrimination improvement) index (0.05). Cardiac computed tomography frequently
detected coronary calcified atherosclerosis but had limited value for prediction of recurrences. No
association was observed between metalloproteinases, GRS and recurrences.
Conclusions: A multilocus GRS may identify individuals at increased risk of long-term recurrences
among young nondiabetic patients with AMI and improve clinical risk stratification models, particularly
among patients with high baseline LDL-C levels.

© 2019 Sociedad Espafiola de Cardiologia. Published by Elsevier Espaiia, S.L.U. All rights reserved.

Una puntuacion de riesgo genético predice recurrencias en pacientes jovenes con
infarto agudo de miocardio

RESUMEN
Palabras clave: Introduccion y objetivos: Evaluar si una puntuacion de riesgo genético (GRS) mejora la prediccién de
Infarto agudo de miocardio eventos recurrentes en pacientes jovenes con infarto agudo de miocardio (IAM) e identifica una forma de

Puntuacion de riesgo genético

aterosclerosis mas agresiva.
Eventos recurrentes
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Enfermedad coronaria
Tomografia computarizada cardiaca
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Meétodos: Se disefi6 un estudio prospectivo con pacientes < 55 afios, no diabéticos, ingresados por IAM. Se
realizé un test genético, una tomografia computarizada cardiaca y determinacion de varios biomarcadores.
Se analiz6 la asociacion de un GRS compuesto por 11 variantes genéticas con la aparicion de un objetivo
primario combinado (muerte cardiovascular, evento recurrente u hospitalizacién cardiovascular).
Resultados: Se siguio a 81 pacientes durante una mediana de 4,1 afios, y se documentaron 24 eventos. La
prevalencia de variantes de riesgo fue superior en 9 de los 11 alelos frente a poblacion general. El GRS se
asocid con recurrencias, particularmente cuando los niveles basales de colesterol-LDL estaban elevados.
En el modelo multivariado, teniendo como referencia el tercil de bajo riesgo genético, el HR para el grupo
de riesgo intermedio fue de 10,2 (1C95% 1,1-100,3; p = 0,04) y de alto riesgo 20,7 (2,4-181,0; p = 0,006) si
el colesterol-LDL era > 2,8mmol/L (> 110 mg/dL). La incorporacién del GRS al modelo multivariado
mejoré el estadistico C (AC-statistic = 0,086), el cNRI (30%) y el IDI (0,05). El TC cardiaco detectd
ateromatosis calcificada frecuentemente, pero tuvo un valor prondstico limitado. No se detecté una
asociacion entre metaloproteinasas, GRS y recurrencias.

Conclusiones: En una poblacion de pacientes jovenes no diabéticos con IAM, una puntuacién de riesgo
genético puede predecir recurrencias y mejorar los modelos clinicos de estratificacion prondstica,
especialmente en aquellos pacientes con colesterol-LDL basal elevado.

©2019 Sociedad Espafiola de Cardiologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Todos los derechos reservados.

Abbreviations

AMI: acute myocardial infarction

CAD: coronary artery disease

CT: computed tomography

GRS: genetic risk score

GWAS: genome-wide association studies
SNPs: single-nucleotide polymorphisms

INTRODUCTION

Coronary artery disease (CAD) remains the first cause of
mortality worldwide.! CAD has a complex etiology involving
environmental risk factors and genetic susceptibility. Genetic
predisposition has been stated to account for 40% to 50% of
variability in the development of CAD.” Young patients
(< 55 years) with an acute myocardial infarction (AMI) usually
lack most of the clinical risk factors and almost invariantly have
low cardiovascular risk based on clinical estimators until the
moment of the event. Genome-wide association studies (GWAS)
have consistently identified more than 57 loci in the general
population that predispose to CAD/AMI either through cardiovas-
cular risk factors or independently.> The importance of genetically
derived etiopathogenic mechanisms of CAD is enhanced among
patients with early clinical events. Nevertheless, clinical guidelines
do not currently recommend the use of genetic testing to assess
cardiovascular risk in primary or secondary prevention.*>

CAD is not uncommon in the young population, and patients
< 45 years represent approximately 10% of AMI admissions,® with
a significantly high lifelong chance of recurrent cardiovascular
events despite therapy.”®

Classical cardiovascular risk factors are of great importance as
therapeutic targets after an AMI and have also been used to design
risk prediction scores for further coronary events (ie, Global
Registry of Acute Coronary Events [GRACE]). However, their
predictive ability is limited and they do not account for genetically
derived risk.’

The association of genetic scores with incident CAD has been
prospectively studied in the general population, with overall positive
results. Advances in genetic testing have made these studies
affordable, although cost-effectiveness remains an issue.'®!!

Currently, there is an unmet need to identify patients with
established cardiovascular disease who are at higher risk of
recurrent cardiovascular events and who could benefit from more
aggressive secondary prevention. Young patients with cardiovas-
cular disease emerge as one of the main focuses of attention, since

they have an unfavourable long-term prognosis with a high
probability of further recurrences.'? In this context, genetic risk
scores (GRS) composed of single-nucleotide polymorphisms
(SNPs) might be clinically useful to assess lifelong residual risk.
We sought to determine whether an SNP-based GRS could
predict long-term recurrent cardiovascular events after an AMI in a
cohort of young nondiabetic patients with a high likelihood of
genetic susceptibility and could therefore improve risk stratifica-
tion. We also aimed to determine whether a poor GRS was
associated with a more aggressive form of CAD through a
comprehensive study of plaque morphology and coronary calcium
by computed tomography (CT), invasive angiography, and
biohumoral extracellular matrix metabolism parameters.

METHODS
Study design

We conducted a prospective study with consecutive inclusion
of nondiabetic patients aged < 55 years hospitalized for type 1 AMI
in a tertiary hospital. Inclusion criteria were: a) age between
18 and 55 years; b) type 1 AMI presenting as non-ST-segment
elevation or ST-segment elevation acute coronary syndrome (ACS)
and, c¢) invasive coronary angiography performed. Exclusion
criteria were: a) age >55 years, and b) a clinical history of diabetes
or fulfilment of established diagnostic criteria according to the
European Society of Cardiology/European Association for the Study
of Diabetes guidelines. We obtained comprehensive clinical,
demographic, echocardiographic, and invasive angiographic data.
Blood samples for genetic testing and metalloproteinase analysis
were extracted at admission and were stored at the local biobank.
A cardiac CT for calcium score analysis and noninvasive coronary
angiography was performed at baseline unless contraindicated.
The study protocol was approved by the ethics committee
(reference 175/13) and complied with the Declaration of Helsinki.
All participants provided written informed consent.

Outcome

The primary outcome, defined as a recurrent cardiovascular
event, was a composite of cardiovascular mortality, recurrent ACS,
and cardiac hospitalization. Recurrent ACS included both AMI and
unstable angina. Ambulatory staged procedures for revasculariza-
tion of nonculprit lesions were not considered as recurrences. All
outcomes were reviewed by 2 cardiologists. Follow-up was
performed on site every 6 months. Covariate definitions were
standardized for analysis.
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Genotyping

DNA extraction was performed using standard techniques.
Genotyping was conducted at the Gen inCode Laboratory
(Barcelona, Spain), using designed Affymetrix Axiom arrays.’
The genome-wide arrays gave high-quality genotypes, with high
genotype call rates (100%) and SNP reproducibility (100%).
Genotype imputation was done on a per-array basis using
IMPUTE2 v2.2.2 and using 1000 genomes as the reference panel.
Genetic variants (table 1) were determined using a commercial
platform named Cardio inCode Score (Gen inCode, Spain), which
includes 11 genetic variants associated with CAD but not with
classic risk factors in accordance with the data available at
genome-wide association studies catalogue reviewed in August
2010 and which were described in GWAS (rs10455872 in LPA,
rs12526453 in PHACTR1, rs1333049 in CDKN2A/B, rs17465637 in
MIA3, 15501120 in CXCL12, rs6725887 in WDR12, rs9818870 in
MRAS and rs9982601 in SLC5A3/KCNE2) including also a haplotype
in ALOX5AP gene (Hap B, composed by: rs10507391-A,
rs93155050-A and rs17222842-G), which has been reported to
be associated with CAD in different populations.'> '> This
haplotype was not found in GWAS because individual genetic
variants are usually analyzed without taking haplotypes into
consideration. The array yielded high genotype call rates (100%).
The exact test was used to compute Hardy-Weinberg equilibrium
in each individual variant considering a P value < Oi—f{Sfor statistical
significance in multiple testing.'®

A GRS was computed using the following formula GRS =
S SNP; where the sum of the number of risk alleles described in
table 1 (with values 0, 1, or 2) across the genetic variants (n) was
included. Patients were divided into terciles based on their GRS for
analysis.

Cardiac computed tomography

A cardiac CT scan was performed after myocardial revasculari-
zation and before hospital discharge in all participants unless
contraindicated. Coronary artery calcium (CAC) score as well as
noninvasive coronary angiography were performed using a 128-
slice multidetector CT. The scans were read independently by
2 investigators. The methodology for CAC acquisition and interpre-
tation of the CT scans was performed according to a validated
standardized protocol.'” The amount of calcium was quantified with
the Agatston scoring method, excluding stents from the analysis.

Extracellular matrix metabolism biomarkers

Venous blood samples were collected during the first 24 hours
after admission. Within 30 minutes after extraction, centrifugation
was performed at 100 g for 15 minutes. Serum was removed and
stored at —80 °C at the local biobank. Metalloproteinase (MMP) 1,
2,7,9 and 10, and tissue inhibitor of matrix metalloproteinase 1
(TIMP-1) assays were performed at the Atherosclerosis Research
Laboratory, CIMA-University of Navarre (Pamplona, Spain). MMP
1, 2, 7, 9 and 10 were analyzed in serum with a bead-based
multiplex assay using the Luminex technology, from Merck
(MILLIPLEX MAP, Darmstadt, Germany). TIMP-1 levels were
assayed by enzyme-linked immunosorbent assay (Quantikine;
R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, United States). Interassay
and intra-assay coefficients of variation were < 6%.

Statistical analysis

For statistical analysis, the GRS was divided into 3 terciles and
Kaplan-Meier survival curves were plotted for the primary
outcome. The low-risk GRS was used as the reference group.
Several Cox regression models were constructed: a) a univariate
model with all the variables of interest collected; b) a multivariate
clinical model where the already established GRACE risk score and
variables that were statistically associated with the composite
endpoint in the univariate analysis were tested; the backward
elimination method was used for selection of covariables, and c)
the previous multivariate model with the addition of GRS terciles.
Interaction was studied. The percent risk for the GRACE risk score
was calculated using the nomogram for the 3-year outcomes of
death or AMI. Goodness of fit was evaluated using the likelihood
ratio test and the C-statistic. Multivariate models with and without
GRS were compared by the integrated discrimination improve-
ment index (IDI) method, which compares the average difference
in correctly predicting the risk for patients who have a recurrent
cardiovascular event with those who do not, and the continuous
net reclassification improvement (cNRI), detailed in methods of the
supplementary data.'® Missing values (< 3%) were sampled using a
multiple imputation technique based on the Markov method. This
was a hypothesis-generating and exploratory study; therefore, no
formal sample size calculation was performed in advance. The
statistical analyses were performed using SPSS software version
22.0 (SPSS Inc, Chicago, Illinois, United States) and R version 3.3.2.

Table 1
Genetic variants analyzed
Band rsID Gene loci Chromosome RA/NRA (RAF) H-W
P
1q41 1517465637 MIA3 1 C/A (0.69) 925
2q33.2 1s6725887 WDR12 2 C/T (0.18) 1.000
3q22.3 rs9818870 MRAS 3 T/C (0.13) -
6q25.3 rs10455872 SLC22A3-LPAL2-LPA 6 G/A (0.11) .072
6p24.1 1512526453 PHACTR1 6 C/G (0.66) 674
9p21.3 rs1333049 CDKN2B-AS1 9 C/G (0.39) 512
10q11.21 rs501120 CXCL12 10 T/C (0.84) .037
21g22.11 rs9982601 KCNE2-SCL5A3 21 T/C (0.13) -
13q12.3 1510507391 ALOX5AP (haplotype) 13 AJT (0.36) 589
1517222842 ALOX5AP (haplotype) 13 G/A (0.92) 822
159315050 ALOX5AP (haplotype) 13 G/A (0.07) 616

H-W, Hardy-Weinberg equilibrium; NRA, nonrisk allele; RA, risk allele; RAF: risk allele frequency.

P <.0045 for statistical significance.
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Patients admitted for AMI
553

Age > 55 years
440 patients (80%)

113 patients

Diabetes
24 patients (21%)

Age < 55 years and no diabetes
89 patients

8 patients excluded:

6 nontype-1 AMI
2 deaths

Included in the study
81 patients

Figure 1. Patient selection. Flowchart showing the successive steps taken
during the study. AMI, acute myocardial infarction.

RESULTS
Patient profile

From August 2013 through December 2014, a total of 81 patients
(89% male) aged 48 + 6 years were enrolled into the study after
screening (figure 1). Cardiovascular risk factors and clinical features are
shown in table 2 and table 1 of the supplementary data. The most
common risk factor was smoking (65%) followed by hypertension and
dyslipidemia in 38% and 33%, respectively. One in every 4 patients was
in the obesity range, and 29% reported a family history of premature
CAD (AMI in first-degree male relatives aged < 55 years or female
relatives aged < 65 years). All patients were of European ancestry and
none of them had familial hypercholesterolemia according to the Dutch
Lipid Clinic Network criteria (table 2 of the supplementary data).

ST-segment elevation AMI was the most frequent presentation
accounting for 72% of cases. The median [IQR] hospitalization time
was 2.5 [2-4] days. A total of 32% had severe nonculprit stenosis
determined by invasive angiography, and 4% had 3-vessel disease.
Discharge treatment met current guideline recommendations.

After a median [IQR] follow-up of 4.1 [3.5-4.4] years, there were
24 occurrences (30%) of the primary composite endpoint.
Morbidity and mortality was almost exclusively cardiac. Three-
year follow-up was completed in all participants, and among
patients with recurrent cardiovascular events, the mean time to
the primary endpoint was 1.1 + 0.8 years.

In the univariate analysis, a previous history of CAD (hazard
ratio [HR], 3.4, 95% confidence interval [95%CI], 1.2-9.9; P=.02),
dyslipidemia (HR, 5.0; 95%CI, 1.8-14.2; P=.001) and previous
cocaine abuse (HR, 5.1, 95%CI, 1.7-15.1; P =.001) were significantly
associated with the composite endpoint. Clinical features at
admission that were associated with recurrent cardiovascular
events were Killip class (HR, 2.3 per point increase; 95%CI, 1.4-3.7;
P <.001), suboptimal revascularization defined as final TIMI
(Thrombolysis in Myocardial Infarction) flow < 3 (HR, 8.9; 95%CI,
2.9-26.9; P=.01), a low hemoglobin count (HR, 1.4 per point
decrease; 95%Cl, 1.2-1.7; P <.001), and need of diuretic drugs
during the index event (HR, 4.2; 95%CI, 1.5-11.3; P <.002).

A multivariate clinical model was constructed, testing all
significant variables in the univariate analysis. Only GRACE risk
score and low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) levels
remained in the final model, which showed an area under the

curve of 0.78 for the prediction of the primary endpoint at 3 years
in the ROC (receiver operating characteristic) curve.

Genetics

The prevalence of each SNP that composed the GRS was
evaluated in our population in comparison with a cohort of more
than 15 400 exome sequences from unrelated individuals of
European non-Finnish origin included in the Genome Aggregation
Database (gnomAD). Our population had a consistently higher
prevalence in 9 out of the 11 risk alleles analyzed (figure 1 of the
supplementary data).

When the 8 SNPs and the 3 haplotype variants were
individually examined, none of them were found to have statistical
association with recurrent cardiovascular events after application
of the Bonferroni correction for multiple hypotheses (table 3 of the
supplementary data).

The mean GRS in our population was 7.2 + 1.7. When divided
into terciles based on GRS, the characteristics of the index event were
not significantly different (table 2). As expected by design (ie,
selection of SNP components in the Cardio inCode platform), GRS was
not associated with the classic risk factors or a family history of
premature CAD. The validated GRACE risk prediction score deter-
mined at inclusion did not differ depending on the genetic risk tercile.

We found a significant association between the GRS and
recurrent cardiovascular events in the multivariate Cox model
(which included GRACE and LDL-C) (table 3, results of the
supplementary data and table 4 of the supplementary data).
Kaplan-Meier curves showed a clear pattern toward higher
recurrent cardiovascular events for intermediate and high-risk
GRS patients (figure 2). LDL-C levels determined at baseline
showed a strong interaction effect among patients with high-risk
GRS and consequently, in this group, elevated levels of LDL-C
increased their HR of recurrent cardiovascular events (figure 2 of
the supplementary data). Among patients with baseline LDL-
C > 110 mg/dL (> 2.8 mmol/L), the multivariable-adjusted HR for
recurrent cardiovascular events was 10.2 (95%CI, 1.1-100.3;
P=.04) for the intermediate genetic risk category and was 20.7
(2.4-181.0; P =.006) for the high-risk GRS compared with the low-
risk GRS category. In contrast, the genetic risk category did not
contribute to the prediction of recurrences when LDL-C was
< 110 mg/dL (2.8 mmol/L). There were no significant differences in
absolute or relative LDL-C reduction at 6 months based on GRS
tertile (table 5 of the supplementary data).

The addition of the GRS to the final multivariate clinical Cox
model (which included GRACE risk score and LDL-C) showed an
improvement in the area under the curve (0.83 vs 0.78) (figure 3A).
The C-statistic for the clinical multivariate Cox model was 0.710,
while the addition of the GRS increased it to 0.796 (Ac-
statistic = 0.086; 95%CI, 0.006-0.187). The cNRI was 30% at 3 years
(95%CI, 0-52%, P=.05) while the IDI showed a substantial
incremental predictive ability (0.05) when the GRS was added
to the clinical multivariate model (figure 3B and table 4).

Cardiac computed tomography

Cardiac CT was performed in 50 patients (62%). The CAC score
was high (117 4 27), with only 30% of patients free of additional
coronary calcification. More than two thirds showed a CAC percentile
above 75, and 42% above 90. Extensive calcification (CAC score > 400)
was observed in 14% of patients. Cardiac CT quality was considered
optimal in most patients and only 9% were deemed nondiagnostic.
Lesions that originated stenosis > 25% were analyzed, resulting in a
mean of 5.5 lesions per patient (median 4). Regarding plaque
characteristics, only 29% of these lesions were considered “soft” or
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Table 2
Baseline patient characteristics according to their genetic risk score tercile (n=81)
Total cohort Low-risk GRS tertile Intermedium-risk GRS tercile High-risk GRS tercile P
Index event
GRS 72+1.7 5.5+0.8 7.4+0.6 9.5+0.7
Age,y 48+6 49+6 47 +7 48+6 .50
Male sex 71 (89) 27 (90) 28 (90) 16 (84) 77
BMI, kg/m? 28.6+5.3 304+6.7 28.0+4.1 26.8+34 15
Previous CAD 6(7) 2(7) 3(10) 1(5) 82
Hypertension 30 (38) 14 (47) 10 (32) 6 (32) 42
Dyslipidemia 27 (33) 14 (47) 5(16) 8 (42) .03
Current smoking 53 (65) 18 (60) 22(71) 13 (68) .64
Family history of premature CAD 23 (29) 10 (33) 11 (36) 2(11) 15
AMI index event
ST-segment elevation AMI 57 (71) 22 (73) 21 (68) 14 (74) .85
Heart rate, bpm 78+19 77+19 81+19 76+18 .68
Successful revascularization (TIMI 3) 76 (95) 29 (97) 28 (90) 19 (100) 27
Killip class > 11 11 (14) 2(7) 5(16) 4(21) 32
GRACE risk score 117 +27 115423 118+30 119+24 .83
Laboratory parameters
Hemoglobin, g/L 15.1+1.6 152+18 15.0+14 149+15 .78
GFR, mL/min/1.73 m? 97 +24 94425 98+25 103+20 40
Maximum troponin I, ng/mL 48 +68 46-+83 51+58 45+61 95
Total cholesterol, mg/dL 188 +45 194 +45 178 +45 197 +44 27
LDL-C, mg/dL 119+41 126 +40 116 +44 113+34 45
HDL-C, mg/dL 38+11 39+10 37+9 38+12 .79
Triglycerides, mg/dL 145 + 96 144 +78 134+67 173 +155 45
MMP-1 97+12 94+12 99+12 99+11 22
MMP-2 12+8 12+8 11+9 14+9 43
MMP-7 27+3 28+3 2743 2742 .69
MMP-9 184+77 181+69 183+84 191 +81 91
MMP-10 552+431 594 +590 568 +358 450+158 55
TIMP-1 190+120 183+108 197 +131 187+123 .90
Cardiac CT (n=50)
CAC score 117+27 162+232 417 +881 178 +276 40
CAC percentile above 90'7 40 40 38 42 97
Number of coronary plaques 55+4.9 4.7+46 6.6+5.5 53+46 .55
Multivessel disease 71 71 69 75 .93
Echocardiographic findings
LVEF at discharge, % 57+11 58+11 55+10 58+11 .59
Longitudinal strain, % 13.0+34 11.2+35 141+2.7 14.2+338 .06
Radial strain, % 27.7+9.6 26.1+7.1 28.4+10.3 259+11.1 77
Circumferential strain, % 26.7+6.1 26.2+6.5 26.3+6.0 294464 .58
Medications at discharge
B-blocker 69 (86) 28 (93) 27 (87) 14 (74) 14
ACEI inhibitor or ARB 60 (75) 22 (73) 26 (84) 12 (63) .25
Diuretic 8(10) 2(7) 3(10) 3(16) .58
High intensity statin therapy 76 (95) 28 (93) 31 (100) 17 (90) 22
ACE], angiotensin-converting enzyme inhibitor; AMI, acute myocardial infarction; ARB, angiotensin-II receptor blocker; BMI, body mass index; CAC, coronary artery calcium;
CAD, coronary artery disease; CT, computed tomography; GFR, glomerular filtration rate; GRS, genetic risk score; HDL-C, high-density lipoprotein-cholesterol; LDL-C, low-
density lipoprotein cholesterol; LVEF, left ventricular ejection fraction; MMP, metalloproteinase; TIMI, Thrombolysis in Myocardial Infarction; TIMP-1, tissue inhibitor of
matrix metalloproteinase 1.
Values are expressed as mean + standard deviation for continuous variables and No. (%) for categorical variables.
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Table 3
Cox regression analysis between GRS terciles and recurrent risk of events
Univariate analysis Multivariate analysis
HR (95%CI) P HR (95%CI) P
GRS
Low GRS 1 1
Intermediate GRS 2.0 (0.7-5.8) 21 LDL-C <110 mg/dL (< 2.8 mmol/L) 1.0 (0.3-4.0)
>110 mg/dL (> 2.8 mmol/L) 10.2 (1.1-100.3) 04
High GRS 3.0(1.0-9.2) 05 LDL-C <110 mg/dL (< 2.8 mmol/L) 0.3 (0.1-1.9)
> 110 mg/dL (> 2.8 mmol/L) 20.7 (2.4-181.0) .006

95%Cl, 95%, confidence interval; GRACE, Global Registry of Acute Coronary Events; GRS, genetic risk score; HR, hazard ratio; LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol.

" In the multivariate model with GRS, the other covariates included were GRACE risk score, LDL-C and interaction between GRS terciles and LDL-C. There was a strong
interaction between GRS terciles and LDL-C levels (P <.01).

Table 4

There was an interesting trend between multivessel disease
Evaluation of the incremental value of GRS to the multivariate model

as assessed by CT and recurrent cardiovascular events (HR,

Estimate  95%CI P 2.1; 95%Cl, 0.9-4.8; P=.07), which was not detected with CAC
C-statistic multivariate Cox model 0710 062-079 - score or multivessel significant stenosis assessed by invasive
— — - angiography.

C-statistic multivariate Cox model with GRS ~ 0.796 0.70-0.89 -

AC-statistic 0.086 0.01-0.19 .04

CNRI % 30 0-52 05 Markers of extracellular matrix metabolism

IDI index 0.05 0.00-0.16  .049
95%Cl, 95% confidence interval; cNRI, continuous net reclassification index; IDI, Patients with a more severe myocardial infarction, as deter-
integrated discrimination improvement; GRS, genetic risk score. mined by Killip-Kimbal class II or above, showed higher values of

The Table shows the c-statistic and the IDI index and the cNRI for comparing the MMP-7 and TIMP-1 in the acute phase than those with Killip 1
2 multivariate Cox regression models with vs without the GRS with censored

- (30.1 +£5.1vs 26.6 +£1.9; P=.04 and 322 + 221 vs 166 + 72; P =.04,
survival data. . e .. . .
respectively). In addition, there was a significant negative correlation
between left ventricular ejection fraction and MMP-7, MMP-10 and
TIMP-1. However, we found no association between MMPs and other
clinical variables indicating a more extensive atherosclerosis by
calcium score, number of coronary segments with stenosis or with the
GRS. In the multivariate Cox model, MMPs were not independent
predictors of recurrent cardiovascular events.

fibrous, whereas lesions with calcification constituted the majority,
including mixed (26%) and purely calcified or “hard” plaques (45%).
We found no association between the GRS profile and CAC score, the
number of coronary stenosis assessed by CT, or multivessel disease by
invasive coronary angiography.
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Figure 2. Incidence of recurrent events over time with the Kaplan-Meier method for low, intermediate and high-risk genetic risk score (GRS).
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Figure 3. A: receiver operating characteristic curves for the multivariate Cox model (including GRACE risk score and LDL-C) in red and for the multivariate model
with the addition of the GRS in blue. B: empirical distribution function of D for T° < t, (thick solid line) and T° > t, (thin solid line) for assessing IDI and cNRI, as
described by Uno et al'®. T° denotes event time, while to reflects a particular time point. Patients who have an event by to can be defined as cases (ie, T° < to) and
those who do not as controls (ie, T° > t,). *D denotes the change between the 2 models and visually assesses improvement in risk prediction systems (see methods
of the supplementary data). AUC, area under the curve; cNRI, continuous net reclassification improvement; GRACE, Global Registry of Acute Coronary Events; GRS,
genetic risk score; IDI, integrated discrimination improvement; LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol.

DISCUSSION

The major finding of our study is that the implementation of a
GRS after an AMI in young nondiabetic patients may have clinical
utility for the prediction of recurrent cardiovascular events
independently of other clinical variables. Remarkably, the rele-
vance of a moderate or high-risk GRS was limited to patients with
high LDL-C, which acted as modifier. Conversely, among patients
with high LDL-C, a poor genetic background could boost their
recurrence risk compared with a more favorable genetic score.
Therefore, patients with elevated LDL-C could benefit most from
genetic testing, validating for the first time a hypothesis that
remained unconfirmed.'® Hence, the possibility to detect individ-
uals at higher risk represents an actionable goal to tailor more
aggressive secondary therapy.

Genetics

In our analysis, a well validated GRS composed of 11 genetic
variants, including 8 SNPs and 1 haplotype was predictive of
recurrent cardiovascular events during a 4.1 year follow-up after
an AMI in young nondiabetic patients. A poor genetic background
was associated with a higher risk of the primary endpoint, which
was markedly increased when LDL-C levels were raised, a
hypothesis that has been recently proposed.'® Inclusion of the
GRS improved the C-statistic (AC-statistic =0.086) in a model
adjusted for GRACE risk score and LDL-C. The population
undergoing genetic testing had a high likelihood of genetic
susceptibility for CAD, reflected in the almost 2-fold higher
prevalence of most of the risk alleles variants analyzed compared
with the general population of the same ethnicity. While the
clinical usefulness of this GRS for prediction of incident CAD had
already been tested, its use in secondary prevention was mainly
unknown.

SNPs arising from large-scale GWAS are primarily related to
atherosclerotic disease mediated through risk factors, and, to a
lesser degree, directly to AMI>® Pathophysiological findings
underlying CAD and AMI differ, with a greater influence of
thrombosis in AMIL? This might partially explain the different
results seen in primary and secondary prevention. The SNPs
included in our study act either independently of classic risk
factors or their mechanism was unknown.”

Studies evaluating the use of individual SNPs for the prediction
of recurrent cardiovascular events after an ACS initially showed
good predictive capacity but they usually lacked subsequent
confirmation. In one study, ' an individual SNP in the 9p21 locus
was initially associated with recurrences after AMI, but a later
meta-analysis excluded any significant influence for the risk of
recurrence.’? Another single risk variant identified in the ABO gene
weakly improved a clinical risk prediction model for recurrences in
a different study,?® but this finding has not been subsequently
replicated.?*

SNPs associated with CAD are common, and individually they
only account for a small increase in risk. This has led to the
development of GRS composed of multiple SNPs. Only a few studies
have tested GRS for secondary prevention with conflicting evidence.
Labos et al.>> were unable to find an association between a 30-SNP
GRS and early recurrent events (< 1 year after ACS). Although these
authors conclude that the etiology of early events may differ from
that of later events, limiting the use of genetic testing, there are
some possible explanations for this outcome: a) the variants that
composed this GRS mainly covered genes associated with
atherothrombosis, which is one of the main targets of drugs used
after AMI; it is plausible that once specific therapy has been
established, the variant-associated risk might be subjugated®’; b)
the GRS lacked a previous validation in the general population, and
all the SNPs were derived from GWAS studies, which may account
for only 10% of genetic susceptibility.” In our study, we intentionally
used a GRS previously validated for CAD but initially unrelated to
risk factors. Mega et al.'® found an association between genetic risk
categories based on a 27-SNP GRS and incident and recurrent events
among patients included in statin clinical trials. The benefits of
statins were greater in patients with intermediate or high genetic
risk. These authors suggest that a high genetic burden should
constitute a distinct focus of attention, since their risk of
recurrences is increased and their benefit from therapy is greater.
Our results are in line with these findings, and they replicate for the
first time the ability of GRS to predict recurrent cardiovascular
events linking the effect with dyslipidemia. Finally, Vaara et al.>*
evaluated 2 GRS based on 47 and 153 SNPs respectively; whereas
GRS47 showed some positive results, GRS153 did not, none of them
were associated with the composite endpoint, and they did not
substantially improve risk prediction models; these authors
mention as a limitation the reduced number of young patients in
whom the association might be stronger.
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Several factors may have influenced the different outcomes:
first, the heterogeneity of populations and variable follow-up;
second, GRS composed of a higher number of variants cover a
larger proportion of genetic predisposition, but they have
consistently shown worse predictive ability® and, finally, although
most studies have used a composite outcome, they vary in their
definition of recurrences, which limits comparisons.

Similar to prior studies, we found no association between a
family history of CAD and GRS, which reflects the value of genomic
data beyond self-reported family history.’

Cardiac computed tomography

Calcification and multisegment and/or multivessel disease
were higher than previously reported in this population compared
with other studies using invasive coronary angiography to
characterize nonculprit lesions. This may reflect the fact that even
in young patients with an acute clinical onset, subclinical
atherosclerosis has a long-standing course. The clinical value of
cardiac CT for patients with ACS is limited: while the number of
coronary plaques showed a trend toward a higher risk of events,
the calcium score did not. This probably reflects the usual pathway
of ACS, with plaque rupture of lipid-rich nonstenotic lesions rather
than chronic and calcified lesions. We found no association
between the number of risk alleles and baseline coronary calcium
score or number the plaques detected by CT in the first common
description in the literature among patients with AMI.

Extracellular matrix metabolism

MMPs are mediators of plaque rupture and atherothrombosis.
They are increased after myocardial infarction and have been
proposed as predictors of heart failure and adverse remodelling.?®
In our study, MMP-7, MMP-10 and TIMP-1 were associated with a
more severe myocardial infarction in the acute phase but did not
predict left ventricular recovery or recurrences during follow-up.

The strengths of our study include a homogeneous population
with a high likelihood of genetic predisposition, comprehensive
clinical and biohumoral information, and complete follow-up.
Cardiac CT with calcium score and plaque analysis offers an
unprecedented vehicle for characterization of underlying disease
linked to patients’ genetic profile.

Limitations

This study has some limitations. First, because of the highly
restrictive selection criteria, the number of patients is relatively
low; selection was based on previous observations that younger
individuals are more prone to have genetic contributors to their
recurrence risk®’; therefore the results may not be generalizable to
the whole spectrum of ages, diabetic population, or different
ethnicities. Second, we used a composite endpoint, similar to
comparable studies, but exposed to include events not genetically-
driven. Third, the high use of optimal medical therapy resulted in
fewer follow-up events than expected.

CONCLUSIONS

A GRS that combined 11 SNPs identified individuals at highest
risk of long-term recurrences among young nondiabetic patients
with myocardial infarction and improved clinical risk stratification
models. Patients with high LDL-C may derive the greatest benefit
from genetic testing. Cardiac CT detected a calcified substrate with

numerous atherosclerotic plaques but had limited value in long-
term risk prediction.
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WHAT IS KNOWN ABOUT THE TOPIC?

- Dozens of common genetic variants are associated with
CAD, each leading to a small increase in risk. GRS have
been generated as a summation of multiple loci to
provide an estimate of individual-level risk. GRS have
been positively tested in the general population to assess
the risk of a first cardiovascular event. However, the
usefulness of genetic risk markers for the prediction of
recurrent events among patients with a prior myocardial
infarction remains largely unknown.

WHAT DOES THIS STUDY ADD?

- This is the first series in the Spanish population to study
a multilocus GRS in a homogeneous group of young
patients with a high likelihood of a genetic predisposi-
tion to recurrence who had already had a myocardial
infarction. The implementation of the GRS was clinically
useful for the prediction of recurrent cardiovascular
events independently of other variables and improved
clinical risk stratification models. This study serves as a
proof of concept for the use of genetic tools in secondary
prevention after a myocardial infarction.

APPENDIX. SUPPLEMENTARY DATA
Supplementary data associated with this article can be found, in

the online version available at https://doi.org/10.1016/j.rec.2019.
08.006
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