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Caracterizacién de los microRNAs implicados en el IAM sometido a angioplastia primaria Introduccién

1.1. EPIDEMIOLOGIA DE LA CARDIOPATIA ISQUEMICA EN ESPANAQ

En nuestro pais, las enfermedades cardiovasculares constituyen uno de
los problemas de salud mas importantes para la poblacion. Las enfermedades
cardiovasculares constituyen la primera causa de muerte para el conjunto de la
poblacion espafiola. En 2007 causaron 124.126 muertes (56.998 en varones y
67.128 en mujeres), lo que supone el 32,21% de todas las defunciones (28,33%
en varones y 36,43% en mujeres), con una tasa bruta de mortalidad de 276 por

100.000 habitantes (257 en varones y 295 en mujeres).

La mayoria de las muertes evitables se deben a enfermedades

coronarias, y se producen en el medio extrahospitalario.

Durante el afio 2007 la enfermedad isquémica del corazéon produjo
37.222 muertes, lo que supone un 9,65% de todas las defunciones, de las cuales
15.974 ocurrieron en mujeres (8,67%) y 21.248 en varones (10,56%).
Actualmente en Espafia la enfermedad isquémica del corazén ocasiona el mayor
namero de muertes cardiovasculares (29,98% del total, un 37,28% en varones y
un 23,79% en mujeres). Dentro de la enfermedad isquémica del corazon, el

infarto agudo de miocardio es la causa mas frecuente con un 48,01%.

La tasa de morbilidad hospitalaria de la enfermedad isquémica del
corazon fue de 317 por 100.000 habitantes (447 en varones y 189 en mujeres),
siendo mucho mas frecuente la rabrica de otras formas de la enfermedad
isquémica cardiaca (165 por 100.000 habitantes) que el infarto agudo de

miocardio (122 por 100.000 habitantes).
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Por otro lado, la causa principal de hospitalizacion por enfermedades
cardiovasculares en ambos sexos corresponde al resto de enfermedades
cardiovasculares, que en muchos casos cursan con insuficiencia cardiaca. Este
sindrome es la primera causa de hospitalizaciéon en los mayores de 65 afos.
Todo ello ilustra el enorme impacto asistencial hospitalario de las enfermedades
cardiovasculares en Espafia. Ademas la mortalidad por infarto agudo de
miocardio (IAM) es mayor en el ambito extrahospitalario que en los pacientes ya
ingresados. De hecho, muchas muertes por IAM se producen entre los pacientes

antes de que lleguen al hospital.

Los estudios de carga de enfermedad tienen como objetivo medir y
comparar las pérdidas en salud de las poblaciones como causa de las distintas
enfermedades y factores de riesgo, considerando sus consecuencias mortales y
no mortales, a través del indicador sintético Afos de Vida Ajustados por

Discapacidad — AVAD.

En Espafia, las enfermedades cardiovasculares suponen la tercera
causa de carga de enfermedad (12,5% del total de AVAD), con un componente
importante de mortalidad. De los casi 602 mil AVAD que se perdieron en 2006
por enfermedades cardiovasculares, el 84% lo son por afios de vida perdidos por
mortalidad prematura (AVP) y el 16% por afos vividos con discapacidad o mala
salud (AVD). Dentro de este grupo de enfermedades, destaca la cardiopatia
isquémica como principal causa en pérdida de AVAD con cerca de 227 mil (4,5%
sobre el total de AVAD y 38% sobre el total de la carga por enfermedades

circulatorias), siendo la tercera causa de carga de enfermedad en la poblacion.
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De cada 100 AVAD perdidos por cardiopatia isquémica, un 86% lo son por

mortalidad prematura AVP y un 14% lo son por discapacidad o mala salud (AVD).
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1.2. CIRCULACION CORONARIA

1.2.1. Anatomia coronaria.

Las Arterias coronarias son las primeras ramas de la aorta y se encargan

de la irrigacién del corazon @,

Las arterias coronaras derecha e izquierda surgen de los senos adrticos
justo por encima de la valvula aortica y lanzan ramas que irrigan ambas auriculas
y ventriculos. La dominancia es un concepto que depende de la arteria desde la
gue se origine la rama descendente posterior. Se habla de dominancia derecha,

si la aporta la coronaria derecha (80 % de los casos), izquierda o codominancia.

La arteria coronaria derecha tiene su origen en el seno coronario derecho
de la aorta ascendente. Discurre hacia abajo por el surco atrio-ventricular (surco
coronario del corazén) hacia la cruz del corazon, donde se bifurca en los casos

de dominancia derecha en interventricular posterior y ramo péstero-lateral.

En el 50-60 % de los casos su primera rama es la arteria conal, que irriga
el tracto de salida del ventriculo derecho y forma una anastomosis colateral con
una rama andloga procedente de la arteria descendente anterior (anillo de
Vieussens). Posteriormente la arteria coronaria derecha aporta ramos
marginales que irrigan el resto de la pared libre del ventriculo derecho. En el
70 % de los casos aporta finalmente la rama descendente posterior y las pdstero-

laterales distales.

La arteria coronaria izquierda nace del seno aortico izquierdo. Tras un

corto recorrido de 1-25 mm (tronco coronario izquierdo) se bifurca en arteria
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descendente anterior y arteria circunfleja; en ocasiones hay un tercer ramo entre

ellas (bisectriz o intermedio).

La arteria descendente anterior desciende por el surco interventricular
anterior hasta el vértice del corazon donde comunmente gira y se anastomosa

con la descendente posterior; sus ramas son las septales y diagonales.

La arteria circunfleja sigue el surco coronario hacia la superficie posterior
del corazon terminando poco después de llegar a la cruz. En su recorrido aporta
ramos marginales que se encargan de irrigar el ventriculo izquierdo. Aporta la
rama para el nodo sinusal en un 40 % de los casos y, en funcién de la

dominancia, ramos poéstero-laterales y la rama interventricular posterior.
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Figura 1. Anatomia coronaria. Tomado de ©@.

A la izquierda, dominancia izquierda. A la derecha, dominancia derecha. 1. Arteria
coronaria derecha (ACD) proximal. 2. ACD media. 3. ACD distal. 4. Arteria descendente
posterior. 5. Tronco coronario izquierdo (TCI). 6. Arteria descendente anterior (ADA)
proximal. 7. ADA media. 8. ADA distal. 9 y 9a. Primera diagonal. 10 y 10 a. Segunda
diagonal. 11. Arteria circunfleja (ACX) proximal. 12. Ramo bisectriz. 12a y 12b. Ramos
marginales. 13. ACX distal. 14, 14a y 14 b. Ramos postero-laterales. 15. Descendente
posterior. 16, 16a, 16b y 16c. Ramos pdstero-laterales.
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1.2.2. Asociacion de territorios y vasos coronarios @.

Es importante tener presente que hay variaciones individuales en la
distribucion de las arterias coronarias epicardicas de forma que, aunque se
asignan genéricamente territorios (0 segmentos) a vasos coronarios, hay

grandes variaciones individuales.

La arteria descendente anterior irriga la pared anterior, el septo y el apex.
La region inferior distal y la porcion inferior del septo pueden estar irrigadas por
la arteria descendente anterior, cuando ésta es importante, o bien por la
descendente posterior, arteria que puede provenir de la circunfleja o de la
coronaria derecha. En el 85% de la poblacion, la coronaria derecha es dominante
y da lugar a la descendente posterior, que irriga la pared inferior del corazéony la
region inferior y basal del septo. En el 15% restante, la descendente posterior
proviene de la arteria circunfleja. Cuando la coronaria derecha es dominante, la
circunfleja irriga las porciones basales de la cara lateral e inferior; la pared lateral
es irrigada por las ramas marginales de esta arteria. Cuando la circunfleja es
dominante puede afectar a la mitad infero-lateral y antero-lateral del ventriculo

izquierdo.

En general, pues, la pared anterior y el septo son zonas irrigadas por la
descendente anterior y la pared lateral por la circunfleja, pero la cara inferior del
corazén puede estar irrigada por la coronaria derecha o la circunfleja. Por otra
parte, los defectos del apex pueden corresponder a cualquiera de las arterias,

pero se asignan preferentemente a la arteria descendente anterior.
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Figura 2. Asociacién entre segmentos coronarios y arterias coronarias.
Tomado de @.
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1.3. 1.3. SINDROME CORONARIO AGUDO

1.3.1. Introduccién

El sindrome coronario agudo supone un espectro de manifestaciones
clinicas de la enfermedad coronaria aguda que incluye la angina inestable, el
infarto agudo de miocardio y la muerte subita. La trombosis arterial coronaria es
el mecanismo patogénico final de la mayoria de casos con sindrome coronario
agudo, como muestran los estudios tanto angiograficos como de anatomia
patoldgica. La formacién de un trombo intraluminal suele deberse a la pérdida de
integridad de la pared del vaso por rotura o por erosién de una placa de ateroma
subyacente. Este proceso pone a la sangre en contacto con el contenido
altamente trombogénico del core necrotico de la placa de ateroma, produciendo

la trombosis luminal ®,

Esta trombosis da lugar a una reduccién abrupta de la luz arterial

coronaria, que da lugar a la clinica del sindrome coronario agudo.

1.3.2. Clasificacion ©,

El sindrome coronario agudo se clasifica en funcion del
electrocardiograma realizado durante su evaluacion urgente en dos grandes

grupos:

- Sindrome coronario agudo con elevacion persistente del segmento ST.
Cuando el trombo es totalmente oclusivo provoca isquemia y lesion que afecta a

la totalidad o casi totalidad del espesor miocardico irrigado por la arteria
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coronaria afectada y produce tipicamente una elevacion del ST en el
electrocardiograma. En caso de no restaurarse el flujo se produce finalmente la
necrosis del tejido afectado, con aparicion de ondas Q en el electrocardiograma

de superficie (infarto con onda Q)

- Sindrome coronario agudo sin elevacion persistente del segmento ST.
Se produce cuando la oclusién no es completa o es transitoria. En funcién de
que se produzca o no dafio miocardico detectable mediante los test de
laboratorio habituales se clasifica a su vez en angina inestable (sin dafio
miocardico) o infarto sin elevacion del ST (con dafio miocardico), que suele dar

lugar a un infarto sin onda Q.

1.3.3. Sindrome coronario agudo con elevacion del ST

1.3.3.1. Anatomia patoldgica.

Tras la oclusién de una arteria coronaria se produce una serie de
procesos cuyo resultado final dependera de la arteria que se haya ocluido, la
presencia o no de circulacion colateral y el tiempo que transcurra hasta que se

reestablezca el flujo.

Los primeros cambios que se observan por microscopia electrénica se
producen tras 20 minutos de oclusion del vaso, y consisten en reduccion del
tamafio y namero de los granulos de glucdégeno, edema intracelular y
tumefaccion con distorsion del sistema reticular transverso, reticulo

sarcoplasmico y mitocondrias; son cambios reversibles.
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Tras 60 minutos de oclusion se puede observar edema de las células
miocardicas y de las mitocondrias, alteracion interna de las mitocondrias y

agregacion y marginacion de la cromatina nuclear.

Entre los 20 y los 120 minutos los cambios en algunas células ya son
irreversibles. Se produce pérdida de nitidez de las uniones firmes en los discos
intercalados, edema en la banda A de los sacos del reticulo endopldsmico, mayor
dilatacion de las mitocondrias, adelgazamiento y fraccionamiento de los
miofilamentos, desaparicion de la heterocromatina, rarefaccion de la
eucromatina y agregacion periférica de la cromatina en el ndcleo, con

desorientacion de las miofibrillas y aglutinacion de las mitocondrias.

Con microscopia 6ptica ya a las 1-3 horas se pueden ver algunas fibras
miocardicas onduladas, se cree que por estiramiento y torsion de fibras no

contractiles.

Tras 8 horas se observa edema intersticial, aumento de depdsitos grasos
en las células musculares e infiltrado de neutréfilos y hematies. Los nucleos
celulares se vuelven picnéticos para luego presentar caridlisis y los vasos

sanguineos pequefios presentan necrosis.

En los siguientes dias se mantiene la necrosis por coagulacion con
pérdida de nucleos y estriaciones, asi como la presencia de infiltrado de
neutrofilos, para de forma progresiva producirse la desintegracion de las
miofibras y la fagocitosis por los macrofagos, siendo sustituida en las siguientes
semanas por tejido de granulacion prominente con neovascularizacion y

reaccion fibrovascular ©. Figura 3.
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Figura 3. Evolucién histologica del infarto agudo de miocardio.

Arriba izquierda. IAM de 1-2 dias de evolucién. Se observa una pérdida de estriaciones
transversales y bandas de contraccion irregulares y onduladas (flechas horizontales),
asi como algunos neutréfilos comenzando a infiltrar el miocardio necrético (flecha
vertical).

Arriba derecha. IAM de 3-4 dias de evolucion. Inflamacion aguda extensa con
neutrofilos que infiltran estas fibras miocardicas en proceso de necrosis de coagulacion.

Abajo izquierda. Hacia el final de la primera semana la cicatrizacion se hace mas
prominente con numerosos capilares, fibroblastos y macrofagos cargados de
hemosiderina.

Abajo derecha. Transcurridas 2 o 3 semanas la cicatrizacion de la zona de necrosis
miocardica se encuentra bien avanzada y el depdsito de colageno es mas extenso.

Tomado de <9,
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Durante las primeras 12 horas, el porcentaje de miocardio isquémico

progresivamente recuperable se reduce de forma progresiva, como se observa

en la figura 4.
Thrombolysis Thrombolysis Thrombolysis Thrombolysis
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Primary PCl  Primary PCI Primary PCI Primary PCI
(++++) (+++) (++) (++)
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Figura 4: Dependencia del porcentaje miocardico salvado tras la apertura
del vaso en funcidon del tiempo.

Se observa una rapida progresién de la necrosis en las 2 primeras horas, que se
enlentece posteriormente. Tras 12 horas la recuperacion es escasa. Tomado de @,

1.3.3.2. Consecuencias clinicas.

La implementacion de las estrategias de reperfusion ha hecho que se
produzca una reduccion marcada de la mortalidad intrahospitalaria en los paises
desarrollados, disminuyendo desde un 20 % en los afios 80 hasta

aproximadamente un 5 % en la actualidad 19, Paradéjicamente, esta reduccién
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de la mortalidad ha provocado un aumento de la incidencia de insuficiencia
cardiaca, dado que los pacientes con disfuncion ventricular marcada que
previamente no sobrevivian a la fase aguda actualmente lo hacen, con las
secuelas que ello determina. De hecho, la disfuncidn ventricular post-infarto es

una de las principales causas de insuficiencia cardiaca en la actualidad @,

Por ello, y dado que el tamafio del infarto es el mayor determinante del
prondstico a largo plazo, se estan estudiando multiples estrategias para reducirlo
bajo la hipétesis de que asi puede mejorarse el pronéstico y reducir el desarrollo

de insuficiencia cardiaca.

1.3.3.3. Tratamiento del sindrome coronario agudo con elevacion del ST 12 13),

Dado que la necrosis irreversible del miocardio dependiente de la arteria
coronaria ocluida es un proceso que trascurre en horas, el manejo del sindrome
coronario agudo con elevacién del ST se basa en un diagndstico precoz, con la
atencién rapida al paciente y obtencion de un electrocardiograma, la
monitorizacion y acceso a desfibrilador para el eventual tratamiento de las
arritmias ventriculares que pueden conllevar la muerte del paciente en caso de
no ser tratadas rapidamente, y las medidas que permitan restaurar lo antes
posible el flujo coronario de la arteria ocluida dentro de las primeras 12 horas del

comienzo de los sintomas

Actualmente existen dos modalidades basicas de tratamiento para

restaurar el flujo coronario: la fibrindlisis y la angioplastia primaria.
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La fibrindlisis consiste en la administracion intravenosa de un agente con
actividad fibrinolitica para intentar conseguir la disolucion parcial del trombo y la

restauracion del flujo coronario.

El tratamiento fibrinolitico quedo establecido con la publicacion en 1986
del estudio GISSI @), en el que se demostr6 que la administracion de
estreptocinasa intravenosa proporcionaba una reduccion significativa de la
mortalidad en pacientes tratados en primeras 6 horas tras el comienzo de los
sintomas. Actualmente estd claro que la fibrindlisis recanaliza la oclusién
trombotica asociada al IAMCEST y que la restauracion del flujo coronario reduce
el tamafio del infarto y mejora la funcion miocardica y la supervivencia, tanto a
corto como a medio plazo, tanto mas cuanto mas precozmente se administre el

tratamiento.

Aungue se han desarrollado varios agentes fibrinoliticos, actualmente el
mas utilizado es Tenecteplasa, acompafiandose de antiagregantes (AAS y

Clopidogrel) y heparina.

Sin embargo, el tratamiento fibrinolitico se asocia a un aumento discreto
pero significativo de aparicion de un ictus hemorragico en el primer dia tras la
administracion del tratamiento (0,9-1 % en los ultimos ensayos) y de hemorragias
graves extracraneales (4-13 % de hemorragias que requieren transfusion o
ponen en riesgo la vida del paciente). Este mayor riesgo de hemorragias

determina asimismo las contraindicaciones de su administracion.

Asimismo, la eficacia de la fibrindlisis, valorada como la presencia de

datos sugestivos de reperfusion (desaparicion del dolor y normalizacion de al
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menos un 50 % del ascenso del ST a los 90 minutos de su administracion) es
limitada, y tanto mas cuanto mayor es el tiempo de evolucion y, por tanto, la

organizacion del trombo coronario.

La angioplastia primaria consiste en la realizacion de una coronariografia
urgente para conseguir la apertura del vaso responsable del infarto agudo con
elevacion del ST. Para ello es necesario tener un quiréfano y personal cualificado

disponible en un periodo corto de tiempo, lo cual reduce su disponibilidad.

Para su realizacion se inserta un introductor por via arterial (arteria radial
o femoral) por el cual se introducen catéteres que permiten canalizar de forma
selectiva ambas coronarias (izquierda y derecha) e inyectar contraste yodado.
Mediante fluoroscopia se visualiza la luz de las arterias coronarias detectando el
lugar de la oclusién. El flujo coronario en la arteria responsable del infarto se

evalGa mediante el sistema utilizado en el ensayo TIMI &9):

TIMI 0: No existe circulacion de contraste después de la obstruccion.

TIMI 1: Minima circulacién de contraste después de la obstruccion.

TIMI 2: Buen flujo de contraste, aunque lento, mas alla de la obstruccion.

TIMI 3: Circulacion normal y rapida del contraste a través del vaso.

Una vez realizado el diagndstico se pasa una guia a través de la oclusion
que sirva de carril para avanzar los dispositivos para la realizacion de la
angioplastia. Posteriormente puede realizarse tromboaspiracion manual, si bien
Su uso rutinario es actualmente discutido @®; para ello se introduce un catéter

hasta la coronaria a través del cual se aspira con una jeringa en vacio. En un
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porcentaje importante de casos consigue restaurar el flujo y reduce la carga
trombdtica de la placa y la posibilidad de embolizacion distal. Tras ello se realiza
el implante de stents intracoronarios en el sitio de la lesidon con o sin dilatacion

con balén previa (Figura 5)

Figura 5: Angioplastia primaria en un infarto anterior

Arriba izquierda: Se observa oclusion trombdtica del segmento proximal de la arteria
descendente anterior (flecha). Arriba derecha: Implante de stent en la zona afectada.
Abajo: Se observa el restablecimiento del flujo en la arteria descendente anterior.
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La angioplastia primaria necesita un tratamiento concomitante tanto
antiagregante como anticoagulante. Como tratamiento antiagregante se utiliza
doble terapia con Aspirina y un segundo farmaco que puede ser Clopidogrel,
Prasugrel o Ticagrelor. En ocasiones se afiade ademas Abciximab. Como

anticoagulante pueden utilizarse heparinas o Bivalirudina.

La angioplastia primaria es la estrategia de reperfusion preferida en
pacientes con IAMCEST siempre que se pueda realizar en un tiempo adecuado
y por un equipo experimentado. La angioplastia primaria es eficaz para conseguir
y mantener la permeabilidad de la arteria coronaria, reduciendo el riesgo de
sangrado frente a la fibrindlisis. En los ensayos clinicos en los que se ha
comparado la angioplastia primaria con la fibrindlisis intrahospitalaria se ha

demostrado repetidamente que la angioplastia primaria es superior.

Si la angioplastia primaria no puede realizarse en 120 minutos tras el
primer contacto médico por un equipo experimentado, entonces la fibrindlisis,
especialmente si esta se puede llevar a cabo de forma extrahospitalaria y si han

transcurrido menos de 120 minutos desde el inicio de los sintomas (Figura 6).
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Figura 6: Algoritmo de revascularizacion del infarto agudo de miocardio

con elevacion del ST.

PMC: Primer contacto médico. ICP: Intervencionismo percutaneo electivo. FMCTB:
Tiempo desde el PMC al inflado de balon. DI-DO: tiempo puerta-aguja. Tomada de las
guias europeas de revascularizacion miocéardica. 42
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1.4. ISQUEMIA — REPERFUSION EN LA CARDIOPATIA ISQUEMICA
1.4.1. Introducci6n @2

Si bien la reperfusion, ya sea mediante angioplastia primaria o mediante
fibrindlisis, es el tratamiento estandar del SCACEST vy la restauracion rapida del
flujo coronario reduce el tamafo del infarto y la mortalidad, paraddjicamente, esta
restauracion del flujo sobre células previamente isquémicas y la reactivacion del
metabolismo celular en unas condiciones no fisiolégicas puede producir un dafio
adicional y complicaciones. Este fendmeno se conoce como dafio por

reperfusion, y es mas frecuente cuanto mas se demora la apertura del vaso.

De momento, los intentos terapéuticos para reducir el dafio por
reperfusion no han sido eficaces, a pesar de la mejora del conocimiento de la

fisiopatologia de este proceso y los ensayos con varios farmacos.

El dafio por reperfusiéon se define como la disfuncion miocérdica,
vascular o electrofisiolégica que se produce por la restauracion del flujo sobre un
tejido previamente isquémico. Sus manifestaciones incluyen cuatro tipos de

disfuncion cardiaca 19:

- Aturdimiento miocardico. Es la disfuncibn mecanica que persiste
tras la reperfusion aunque no haya dafio irreversible y el flujo coronario se haya
restablecido. El miocardio se suele recuperar tras varios dias o semanas.

- Non-reflow. Incapacidad de reperfundir un regién previamente
isquémica. Se refiere a la resistencia que ofrece la microcirculacién al flujo
sanguineo tras la apertura de la arteria responsable del infarto.

- Arritmias por reperfusion.
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- Muerte celular por reperfusion.

1.4.2. Fisiopatologia.

La interrupcion del flujo sanguineo a los miocitos por una oclusion
coronaria desencadena un conjunto de eventos que dan lugar a dafio y

finalmente muerte celular. Estos eventos incluyen:

- Caida en los niveles intracelulares de ATP.
- Transicion de metabolismo aerébico a anaerdbico.
- Acumulo de productos del metabolismo anaerobio.

- Reduccion del pH intracelular

Inicialmente el dafio es reversible, y si se produce el restablecimiento del
flujo se produce la recuperacion de la estructura y la funcién. Si la isquemia se
extiende en el tiempo el dafio se hace irreversible. Sin embargo, antes de la
muerte celular hay un periodo en el que el miocito es viable pero vulnerable, de

tal manera que la restauracion del flujo produce un dafio celular adicional.

Durante la reperfusion se producen una serie de cambios bruscos que

condicionan este dafio @®: Figura 7.

- Generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Incluyen el
peréxido de hidrégeno, acido hipocloroso, anion superoxido o radicales
hidroxilos. Durante la reperfusion se generan por la accion de la xantina-oxidasa

de las células endoteliales y de la cadena de transferencia de electrones de las
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mitocondrias de los cardiomiocitos; posteriormente también por la accion de la
NAPDH oxidasa de los neutrofilos. Las ROS producen dafio miocardico por
inducir la apertura de una proteina transmebrana llamada MPTP (mitocondrial
permeability transition pore), atraer neutrofilos, producir disfuncion del reticulo
sarcoplasmico (aumentando por ello el calcio intracelular) y por causar dafio en

el ADN.

- Restauraciéon brusca del pH. Durante la isquemia se produce una
reduccion del pH por acumulacién de &cido lactico. La restauracion del flujo
produce una correccion brusca por el lavado de este acido lactico y la accién de
los intercambiadores Na*/H* y Na*/HCO3. Este proceso produce una inversion
del flujo a través de intercambiador Na*/Ca?* de la membrana aumentando la

entrada de calcio a la célula.

- Sobrecarga intracelular de calcio. Se debe al dafio en la membrana del
sarcolema y a la disfuncién del reticulo sarcoplasmico por el estrés oxidativo.
Asimismo, la correccién brusca de la acidosis da lugar a una reversion de la
funcion del intercambiador Na*/Ca?* de la membrana aumentando la entrada de

calcio a la célula.

- Inflamacion. Tras varias horas de la reperfusion se produce un acumulo
de neutrofilos en respuesta a factores quimiotacticos, como las ROS, citocinas y
el complemento. Factores como la P-selectina, el CD-18 y CD-11 facilitan la
entrada de estos neutrdéfilos en el tejido miocéardico produciendo muerte celular

mediante la liberacién de enzimas y la produccion de ROS.
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- Dafo mitocondrial @9: Durante la isquemia se produce en la
mitocondria un aumento del calcio mitocondrial, una reduccion de los nucleétidos
de adenosina y un incremento del estrés oxidativo. Esto da lugar a un aumento
de la expresion una proteina transmembrana llamada MPTP (mitocondrial
permeability transition pore), que sin embargo permanece cerrada como
consecuencia de la acidosis. Durante los primeros minutos de la reperfusion esta
proteina se abre como consecuencia de la sobrecarga de calcio, el estrés
oxidativo, la restauracion del PH y la deplecion de ATP. Esta apertura da lugar a
una entrada de proteinas a la mitocondria, que produce por un lado un aumento
de la osmolaridad, que desencadena la rotura de la membrana mitrocondrial y la
apoptosis, y por otro la alteracion del gradiente iénico, con reduccion de la
sintesis de ATP y la activacion de enzimas degradativas. La apertura de la MPTP
es un determinante critico del dafio por reperfusion y, como vemos, via final de

varios mecanismos implicados en éste.

- Hipercontractilidad miocitaria. Se debe a la sobrecarga intracelular de
calcio, pero también a la reoxigenacion y reenergizacion del cardiomiocito, ya
que la restauracién del flujo sanguineo proporciona oxigeno y energia que
estimulan las miofibrillas, resultando en el contexto de un aumento de calcio en
una contraccion incontrolada y excesiva. Por ultimo, la acidosis que se produce
durante la isquemia inhibe la contraccion miofibrilar; la restauracion del flujo y del
pH da lugar a que se elimine esta inhibicion. La hipercontractura de los
cardiomiocitos puede producir un dafio adicional tanto por poder producir dafios
de los elementos del citoesqueleto, como por poder producir dafio al sarcolema

de células adyacentes.
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Figura 7: Mediadores del dafio por reperfusién. Tomado de @8,
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1.4.3. Ensayos con farmacos cardioprotectores.

La posibilidad de mejorar la eficacia de las intervenciones coronarias
percutdneas mediante tratamientos cardioprotectores empleados en el momento
de la revascularizacion abre una nueva ventana terapéutica capaz de mejorar el
resultado clinico cuando ya no es posible reducir ain mas el tiempo de la

reperfusion.

- Inhibicion de la MPTP. La administracion de Ciclosporina intravenosa
durante la reperfusién, que entre sus acciones inhibe dicha proteina, se ha
estudiado en varios pequefios estudios con resultados positivos. Sin embargo,
en el ensayo CIRCUS se aleatorizaron 970 pacientes con IAMCEST de menos
de 12 horas de evolucion sometidos a angioplastia primaria a tratamiento con
Ciclosporina (2,5 mg por kg de peso, en bolo intravenoso) o placebo antes de la
apertura del vaso . No se observo beneficio en el objetivo primario de eventos
clinicos ni previno la aparicion de remodelado adverso al afio @9, Los resultados
de otro ensayo que ha incluido a 444 pacientes Ciclosporine in Reperfused Acute

Myocardial Infarction (CYCLE) estan pendientes de publicacion.

- Adenosina. Se han realizado varios ensayos evaluando la utilidad de la
administracion de Adenosina justo al abrir el vaso culpable. Si bien globalmente
no se ha podido demostrar un beneficio, en el subgrupo en el que la
revascularizacion se realizo antes de 3 horas puede reducir el tamafio del infarto
y mejorar la recuperacion de la funcion sistélica a los 6 meses. (212

- Postcondicionamiento isquémico. La interrupcion intermitente del flujo

mediante el inflado intracoronario del balon de angioplastia tras la restauracion
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de éste mostré resultados alentadores en pequefios estudios. Sin embargo, en
el mayor ensayo aleatorizado (POST trial) no se consiguid6 mejorar el
pronostico @ ni reducir el tamafrio del infarto @2,

- Postcondicionamiento isquémico remoto. En pequefios ensayos
aleatorizados se ha observado una reduccion del tamafio del infarto mediante la
aplicacion de 3-4 ciclos de 5 minutos de isquemia/reperfusion en miembro inferior
o superior en el momento de la apertura del vaso o durante el traslado 2820,
Estos hallazgos deben confirmarse en los ensayos CONDI Il y ERIC-PPCI,
actualmente en marcha.

- Metoprolol. En un ensayo con 270 pacientes, la administracion de
metoprolol intravenoso en IAM de localizacion anterior y menos de 6 horas de
evolucion antes de la revascularizacion percutanea se asocio a una disminucion
del tamafio del infarto, mejor fraccién de eyeccion a los 6 meses y una tendencia
a una menor tasa de eventos clinicos a los 2 afios G132,

- Nicorandil. Un metaandlisis de 14 pequefios ensayos mostré una mejoria
en el flujo final y en la fraccion de eyecciodn, y una reduccion en la incidencia de
arritmias ventriculares e insuficiencia cardiaca, pero sin diferencias en los niveles

de CPK ni en mortalidad @3,
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1.5. REMODELADO VENTRICULAR

1.5.1. Introduccién

El remodelado ventricular puede definirse como los cambios en la
expresion gendmica, moleculares, celulares e intersticiales que se manifiestan
clinicamente como cambios en el tamafio, forma y funcidén del corazon tras un
dafio @4, En este proceso el cardiomiocito es el principal agente, aunque también
estan involucrados el intersticio, los fibroblastos, el colageno y la vascularizacion

coronaria.

Esta respuesta adaptativa permite al corazon mantener la funcion
durante la fase aguda del infarto en respuesta al aumento de la sobrecarga de
presion y volumen. Asi, en un porcentaje de pacientes con infarto se produce en
las primeras semanas una dilatacion ventricular limitada, que puede compensar
el gasto cardiaco. Sin embargo, en otros pacientes se produce un remodelado
progresivo que es perjudicial y que se asocia a un peor pronéstico. Una vez
establecido, el remodelado adverso contribuye a la aparicion de insuficiencia

cardiaca ¢,

Asi, en un estudio previo casi el 26 % de los pacientes desarrollaron una
dilatacion ventricular a las 4 semanas de un primer infarto, que permitia mantener
el gasto cardiaco en reposo. Sin embargo, hasta el 20 % desarroll6 ademas una
dilatacion ventricular progresiva, inicialmente compensatoria, posteriormente no
compensatoria y finalmente disfuncion ventricular severa. Los predictores de
esta respuesta fueron la funcién sistélica y el indice sistélico a los 4 dias, el

tamanio del infarto y su localizacion €9,
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La magnitud del remodelado se correlaciona fuertemente con el tamafio
del infarto. Tras un mes, los infartos grandes cursan con mayor dilatacién y
mayor estrés sistolico y diastolico que los pequefios. Posteriormente puede
producirse un aumento progresivo del volumen telesistolico y una reduccion de

la fraccion de eyeccion, que condicionan el prondstico.

A pesar de las modernas estrategias de reperfusion y los tratamientos
farmacoldgicos, la incidencia de insuficiencia cardiaca tras un infarto con
elevacion del segmento ST permanece inaceptablemente alta, por lo que se
necesitan nuevos tratamiento que mejoren la calidad de vida y supervivencia tras

un infarto G2,

1.5.2. Fisiopatologia

La pérdida aguda de miocardio produce un aumento brusco de las
condiciones de carga del ventriculo izquierdo que induce un patrén de
remodelado que afecta a los bordes del infarto y a zonas remotas. Esta necrosis
y los cambios de carga inician una cascada de procesos intracelulares que
modulan los cambios reparativos, que incluyen la dilatacion, hipertrofia y la
formacion de una escara de colageno. El remodelado ventricular puede continuar
semanas o0 meses hasta que las cargas se compensen por la fuerza ejercida por

la escara de colageno.

Para entender este proceso hay que considerar los tres componentes
del miocardio: los cardiomiocitos, la matriz extracelular y la microcirculacion

capilar €8,
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El proceso de remodelado se puede dividir en tres fases que se
superponen en el tiempo: fase inflamatoria, fase proliferativa y fase de

maduracion.

Tras el dafio isquémico inicial se observa una respuesta inflamatoria
intensa caracterizada por infiltrado de neutrofilos, seguido de un infiltrado de
monocitos/macréfagos y linfocitos. Estos monocitos muestran un fenotipo
inicialmente  proinflamatorio, presentando posteriormente un fenotipo
angiogénico y fibrético. Los linfocitos, aunque en menor nimero, también juegan

un papel en el remodelado €9,

Los detritus celulares activan los inflamasomas, una estructura
macromolecular que activa a la caspasa-1 y promueve la maduracion de la IL-
1. Esta activacion de los inflamasomas produce la amplificacion del dafio tisular
y la respuesta inflamatoria local y sistémica. Los leucocitos van a eliminar los

detritus celulares, a la vez que liberan citocinas y factores de crecimiento 49,

En los primeros dias el infarto se empieza a expandir como resultado de
la pérdida de la tensién pasiva, produciendo una dilatacién ventricular aguda,
adelgazamiento de la pared infartada y estiramiento de los miocitos. La
degradacion de la matriz extracelular promueve la disminucion de los
cardiomicitos y el adelgazamiento de la escara. Los fibroblastos producen una
cicatriz de colageno no compliante para mantener la geometria ventricular y
prevenir la formacion de aneurismas. Finalmente se produce la maduracion de
la cicatriz, con apoptosis de los neutrofilos y el cambio fenotipico de macréfagos

y linfocitos.
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A lo largo del tiempo, el incremento de la tension parietal y la activacion
neurohormonal produce apoptosis de los cardiomiocitos en la zona no
isquémica, pudiendo determinar un adelgazamiento parietal y dilatacion de las
camaras, con aumento de la masa ventricular sin aumento de su espesor
(hipertrofia excéntrica) 4. Como queda dicho, si esta dilatacion inicialmente
beneficiosa no se consigue compensar y se mantiene en el tiempo, puede dar

lugar a disfuncién ventricular e insuficiencia cardiaca.

Los factores implicados en el remodelado son:

a) Miocito cardiaco. Como resultado de la pérdida de cardiomiocitos
durante el infarto, hay unas condiciones de precarga alteradas que pueden
inducir la expresion de genes ligados a la hipertrofia. Asi, los cardiomiocitos
supervivientes pueden elongarse o engrosarse Como mecanismo compensatorio
para mantener el gasto sistdlico.

b) Fibroblastos. Tanto en modelos animales como humanos, se
produce tras la isquemia la estimulacion de los fibroblastos con aumento de la
sintesis de colageno tanto en la zona infartada como en la no infartada o remota.

c) Degradaciéon de colageno. La colagenasa miocardica, que degrada
el colageno, se encuentra inactiva en el ventriculo sano, activandose durante el
dafio miocéardico. Se piensa gque esta activacion podria contribuir a la dilataciéon
ventricular.

d) Apoptosis. Se ha demostrado que la apoptosis miocardica durante
las fases de isquemia y reperfusion durante el infarto también podria jugar un
papel como mecanismo regulatorio en la respuesta adaptativa a la sobrecarga

de presion.
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En cuanto a los factores que influyen en el remodelado podemos

mencionar:

a) Cambios en las condiciones hemodinamicas: Tras la pérdida de
masa miocardica en el infarto se produce inicialmente una dilatacién ventricular
izquierda de forma precoz como respuesta compensatoria. La hipertrofia es un
fendmeno mas tardio y limitado, que se produce durante el primer afio. Si se
produce una dilatacién progresiva que no se compense adecuadamente con una
hipertrofia reactiva se producira un considerable aumento de la tension parietal,
que en caso de no ser tratada puede llevar a una dilatacion cada vez mayor e
insuficiencia cardiaca “2),

b) Activacion neurohormonal: La activacion neurohormonal se
produce como respuesta compensatoria a la reduccion del volumen sistélico,
pero también colabora a largo plazo con la progresién de la enfermedad y el
remodelado. Tanto el sistema adrenérgico como el sistema renina-angiotensina
aldosterona estan implicados en estos cambios “3):

- Sistema adrenérgico. La estimulacién beta-adrenérgica actua
sobre varios mecanismos implicados en el remodelado. Entre ellos
destacan las vias de la proteina-cinasa activada por mitégenos (MAPK),
la ruta receptor-Gs-AC-AMPc, la sefal Calcio-calcineurin-NFAT/CaMKII-
HDACSs, la fosfatidilinositol-3-cinasa, la estimulacién de los receptores
B-3, la estimulacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona, la ruta
de la interleucina-6/STAT3 o a traves del factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B). En general, estas vias favorecen un

remodelado adverso, si bien las vias de la PI3K y la activacion de
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receptores -3 puede ser beneficiosa al promover la supervivencia celular
y mantener el equilibrio de la produccion de radicales libres en el
miocardio “4),

- Sistema renina — angiotensina — aldosterona. Tanto la
angiotensina Il como la aldosterona ejercen efectos directos sobre el
miocardio. La angiotensina Il tiene multiples efectos directos citotoxicos
sobre el cardiomiocito, induciendo apoptosis, promoviendo la hipertrofia
celular y estimulando la fibrosis mediante el receptor de angiotensina Il
tipo 1 (AT-1R). La activacidon de este receptor produce vasoconstriccion,
aumenta la liberacion de aldosterona e incrementa la actividad simpatica.
En pacientes infartados, la presencia de una alta densidad de estos
receptores en las plaquetas se asocia a mayor riesgo de remodelado. Por
otro lado, la aldosterona juega también un papel importante en el

remodelado al estimular la sintesis de colageno.

c) Modificaciones en la matriz extracelular @2, La matriz extracelular
es un entorno dindmico con multiples componentes que interaccionan
manteniendo las uniones intercelulares y las sefales celulares. Entre los
componentes celulares, como los fibroblastos, y los estructurales, como el
colageno, laminina o elastina, se encuentran las metaloproteinasas de matriz
(MMPs) con sus respectivos inhibidores tisulares enddégenos (TIMPs). Tanto
unos como otros desempefian un papel fundamental en el remodelado
ventricular, al regular el balance degradacion / conservacion de los diferentes

componentes estructurales de la matriz. Se han descritos diversas MMPs que se
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diferencian en su sustrato de la matriz extracelular. Se secretan como
proenzimas en el espacio extracelular por diversas células, como las
endoteliales, los fibroblastos, las células musculares lisas o los cardiomiocitos,
siendo activados por proteasas, otras MMPs o los TIMPs. La expresion de las
MMPs se puede regular por regulacion de su transcripcidén, activacion
enzimatica o inhibicion enddgena. Asi, el factor nuclear kappa B (NF-kB), el
activador de proteina-1 (AP-1) y los transductores de sefales y activadores de
la transcripcion (STAT) modulan su expresion; ademas, la angiotensina Il, a
través de la modulacion del NF-kB, AP-1 y los STAT, modifica la expresion de
las MMPs.

d) Otros factores bajo estudio: Endotelina, factor de necrosis tumoral,

interleucinas, 6xido nitrico.

1.5.3. Valoracién clinica del remodelado ventricular

1.5.3.1. Ecocardiograma

Las medidas para valorar el remodelado ventricular incluyen el tamafio,
forma y masa ventricular, la fraccion de eyeccion y los volumenes telesistélico y
telediastolico. Ninguno de ellos puede considerarse definitivo y cada uno indica

un aspecto diferente de la enfermedad.@®

La fraccion de eyeccidén deprimida se asocia con un peor prondstico tras
un infarto. Asimismo, el aumento de los volumenes ventriculares, en especial el

volumen telesistolico, tienen una gran importancia prondéstica.“®
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En un documento de consenso de la Sociedad Americana de
Ecocardiografia en conjuncién con la Asociacion Europea de Ecocardiografia “9
se recomienda para la valoracion y seguimiento del remodelado ventricular
izquierdo la estimacion cuantitativa de los volumenes, fraccion de eyeccion,
masa y forma del ventriculo izquierdo. Para la determinacion de los volimenes
y la fraccion de eyeccion se recomienda, entre los métodos que se realizan en 2
dimensiones, el método de discos biplano, en el que el volumen del ventriculo
izquierdo se calcula mediante la suma de un conjunto de discos elipticos, en el
que la altura de cada disco es una fraccion (normalmente 1/20) del eje largo del
ventriculo izquierdo, obtenido en los planos apicales ortogonales de 4 camaras

y 2 cdmaras.

Una vez obtenidos los valores de los volumenes telediastolico (VTDVI) y
telesistolico (VTSVI) del ventriculo izquierdo, la fraccion de eyecciéon (FEVI) se

obtiene mediante la férmula:

FEVI = (VTDVI - VTSVI) / VTDVI

Los valores de referencia propuestos en dicho documento de consenso

se exponen las tablas 1 y 2:
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Tabla 1: Limites de referencia de masay geometria ventricular.

SC: Superficie corporal. VI: Ventriculo izquierdo “9).

Limites de referencia de dimensiones y volimenes del ventriculo izquierdo

Mujeres Hombres

Normal Disf. Disf. Disf. Normal Disf. Disf. Disf.
Ligera moderada severa ligera moderada Severa

Dimensiones VI
Diametro 3,9-53 | 5,4-5,7 5,8-6,1 >6,2 4,2-5,9 | 6,0-6,3 6,4-6,8 >6,9
Didmetro/SC 2,4-3,2 | 3,3-3,4 3,5-3,7 >3,8 2,2-3,1 | 3,2-3,4 3,5-3,6 >3,7
Didametro/Altura 2,5-3,2 | 3,3-3,4 3,5-3,6 >3,7 | 2,4-3,3 | 3,4-3,5 3,6-3,7 >3,8

Volumen VI

Volumen diastodlico 56-104 | 105-117 118-130 >131 67-155 | 156-178 179-201 >201
Volumen diastél / SC 35-75 76-86 87-96 >97 35-75 76-86 87-96 >97
Volumen sistdlico 19-49 50-59 60-69 >70 22-58 59-70 71-82 >83
Volumen sistélico /SC 12-30 31-3 37-42 >43 12-30 31-36 37-42 >43
Tabla 2: Valores de referencia de la funcidén sistélica del ventriculo

izquierdo. “®

Limites de referencia de la funcion del ventriculo izquierdo

| >55

45-54 |

30-44 | <30

| >55

45-54 |

Mujeres Hombres
Normal Disf. Disf. Disf. Normal Disf. Disf. Disf.
ligera moderada severa ligera moderada severa
Modo 2D
Fraccion de eyeccion (%) 30-44 <30

Para la determinacion de estos parametros, la utilizacion de un

ecopotenciador ha mostrado mejorar la exactitud y reproducibilidad de las

medidas 49,
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Sin embargo, no hay una definicion uniforme de remodelado en los
diferentes estudios. Asi, en el GISSI-3 8 se defini6 como un aumento del indice
de volumen telediastélico de VI con respecto al basal mayor al 5 %. En general
se define como remodelado al aumento de los volimenes ventriculares en el

seguimiento con respecto a los basales.

1.5.3.2. Resonancia nuclear magnética 49

La resonancia cardiaca es una técnica no invasiva que en el contexto
del infarto nos proporciona informacion sobre la funcion, perfusion y
caracterizacion del tejido, de una manera reproducible y sin dependencia de la

ventana acustica del paciente.

Es considerada el gold estdndar para evaluacion de los voliumenes
cardiacos, masa ventricular y funcidon sistélica, con mayor exactitud y

reproducibilidad que la ecocardiografia.

La caracterizacion de los tejidos se realiza mediante el andlisis de los
tiempos de relajacion de protones T1 (tiempo de relajaciéon longitudinal) y T2 (que
expresa la coherencia de las frecuencias de relajacion). Se utilizan las
secuencias en T2 para el analisis sin contraste, y las imagenes en T1 para las

secuencias con contraste.

Para el estudio de los volumenes se utilizan las secuencias de cine, en
las que se adquieren cortes en varios ejes cardiacos en multiples fases del ciclo,

aplicandose el método de discos para su calculo.

- 46 -



Caracterizacién de los microRNAs implicados en el IAM sometido a angioplastia primaria Introduccién

Por otro lado, mediante la técnica del realice tardio se puede detectar la
presencia y extension de la escara necrética. Para ello se emplea Gadolinio, un
agente extracelular que se difunde rapidamente por el espacio intersticial, pero
no por el intracelular. Por ello aumenta su distribucién en zonas de miocardio
necrotico o fibrético, que aparecen de color blanco, frente al negro de las zonas
viables, donde el tejido intersticial es escaso. Dado que ademas la cinética de
lavado es mas lenta en la zona de necrosis, el contraste persiste mas tiempo en
dichas zonas. Las imagenes son secuencias potenciadas en Tl y con
preparacion de la magnetizacion (inversién — recuperacion) que se adquieren a
los 10 minutos de la administracion del contraste. En dichas imagenes las zonas
necroticas o fibréticas presentan mayor intensidad de sefial, apareciendo de

color blanco.

El patrén de realice tardio de Gadolinio es util para diferenciar la necrosis
tras un infarto (transmural o subendocardica) de la fibrosis de otras entidades
(miocardiopatias, miocarditis). Asimismo, puede evaluarse la presencia de dafio
microvascular persistente, que se manifiesta por la aparicibn de zonas

hipointensas dentro de las zonas de necrosis (Figura 8).

Gracias a estas secuencias se puede evaluar la extension de la necrosis
irreversible. Sin embargo, hay que tener en cuenta en el contexto agudo del
infarto el espacio extracelular aumenta también por edema e inflamacion,
pudiendo entrar ademas el contraste a través de las membranas celulares
dafiadas. Por ello, en los primeros dias de evolucién la extension del realce tardio

es mayor que en la fase crénica, una vez el proceso de cicatrizacién se ha
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completado. Asi, el tamafio del infarto medido por esta técnica es alrededor de

un 25 % menor a las 4-6 semanas que en la fase aguda.

En el estudio del remodelado ventricular, la resonancia ofrece varias
ventajas. Los valores de volumenes y masa son mas fiables y reproducibles que
mediante otros métodos. Asimismo, el tamafio del infarto, la presencia de
necrosis transmural y de datos de dafio microvascular persistente son potentes

predictores de remodelado adverso.
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Figura 8: Resonancia nuclear en infarto agudo de miocardio.

Se observan dos cortes de las imdgenes de uno de los pacientes de nuestro estudio. Podemos
observar en blanco el realce tardio con Gadolinio, transmural en su mayor parte, que afecta al
territorio dependiente de la arteria descendente anterior. Asimismo, observamos zonas
hipointensas en su interior caracteristicas de dafio microvascular persistente (flecha).
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1.5.4. Tratamientos para prevenir el remodelado ventricular

Existen diversas lineas de tratamiento para intentar prevenir el
remodelado en funcién de los mecanismos implicados, que resumimos a

continuacion.

1.5.4.1. Sobre el sistema renina-angiotensina-aldosterona

Se han realizado varios los ensayos que han mostrado su eficacia a la
hora de reducir el remodelado ventricular tras el IAM. Son tres los tipos de

farmacos que inhiben dicho sistema.
a) Inhibidores de la enzima conversora de angiotensina (IECA).

Varios farmacos de este grupo han mostrado reducir los didmetros
telesistolico y telediastélico frente al grupo placebo, asi como una reduccién de
la mortalidad, como Captopril en el ensayo SAVE &9 Trandolapril en el
TRACE &b, Lisinopril en el GISSI-3 62, Ramipril en el AIRE & o Delapril en el
DRAMI & Por ello, en las guias de practica clinica de la Sociedad Europea de
Cardiologia aconseja su administracion precoz tras un IAMCEST con una
indicacion clase | si hay disfuncion ventricular, insuficiencia cardiaca, diabetes
mellitus o infarto de localizacion anterior, y con indicacion clase lla en el resto de

casos, Si no esta contraindicado.

b) Antagonistas de los receptores de la angiotensina Il (ARA-2).

La utilidad de Valsartan tras un IAM se observd en el estudio VALIANT,

con resultados equiparables a los de Captopril €. Por ello en las guias se
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recomienda su uso como alternativa a los IECAs (en pacientes intolerantes) en

pacientes con insuficiencia cardiaca o disfuncion sistdlica tras IAM &8,

c) Inhibidores de la aldosterona.

Se ha estudiado la utilidad de los inhibidores de la aldosterona en
insuficiencia cardiaca. Sin embargo, en el ensayo EPHESUS, desarrollado con
Eplerenona en pacientes con IAM con disfuncion ventricular e insuficiencia
cardiaca, a pesar del beneficio sobre la mortalidad observado &, no se observé

una mejoria clara significativa de los pardmetros de remodelado ventricular &8,

1.5.4.2. Betablogqueantes.

El beneficio de los betaloqueantes sobre el remodelado ventricular en
pacientes con insuficiencia cardiaca tras IAM ha quedado demostrado en el

ensayo CAPRICORN con Carvedilol ©2 89,

1.5.4.3. Estrategias antiinflamatorias.

A pesar de que los ensayos preclinicos han dado algunos resultados
prometedores con diversas estrategias con agentes antiinflamatorios, ninguno
ha conseguido un beneficio sustancial cuando se han ensayado en humanos
(glucocorticoides, antiinflamatorios no esteroideos, inhibidores de las integrinas,

el complemento o las metaloproteinasas). €9
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1.6. MICRO-RNAs EN LAS ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES

1.6.1. Biologia de los microRNAs &

Los microRNAs son pequeiios RNAs de alrededor de 22 nucleétidos que
no codifican para proteina. Estas pequefias moléculas de RNA estan codificadas
en el genoma celular y son transcritos a RNA en el nucleo dando lugar a los
llamados pre-microRNAs, los cuales son procesados y trasladados por la
Exportina-5 al citoplasma, donde son transformados en microRNAs maduros y
realizan su funcién (Figura 9). Los microRNAs regulan la expresién génica a nivel
post-transcripcional mediante su union con la region 3" UTR del RNA mensajero
(mMRNA) de sus genes diana. Es decir, los microRNAs pueden disminuir la
expresion de determinadas proteinas, aquéllas con las que existe cierta
complementariedad en unas regiones especificas de su secuencia. Para ello los
microRNAs maduros se integran en una compleja maquinaria llamada RISC-
Dicer, guiandola hacia las secuencias de mRNA diana, induciendo su

degradacion o inhibiendo la traduccién a proteina.
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Figura 9. Biosintesis de los microRNAs. Tomado de ©?

genes diana, y a su vez cada gen puede ser diana de varios mi

formando circuitos de regulacion de alta complejidad.
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Sin embargo, los microRNAs no ejercen su accion solo a nivel intracelular;
también existen a nivel extracelular y regulan las sefales entre células. Se han
descubierto en casi todos los fluidos celulares y existen en formas estables

resistentes a las nucleasas ©3.

1.6.2. Micro-RNAs como biomarcadores

Los microRNASs son estables en el medio extracelular, y son detectables
en sangre y otros fluidos. Los microRNAs circulantes estan protegidos de las
enzimas gue los degradan ya sea porque se asocien con lipoproteinas (HDL) o
complejos proteicos, 0 bien porque se encuentren dentro de vesiculas, como

microparticulas, exosomas o cuerpos apoptoticos

Un marcador ideal deberia tener una serie de caracteristicas: poder
medirse de forma no invasiva, un alto grado de sensibilidad y especificidad,
permitir la deteccion precoz, tener cambios dindmicos durante el curso de la
enfermedad, larga vida media en la muestra y deteccién rapida y coste-efectiva
en el laboratorio. Diversos microRNAs circulantes cumplen muchas de estas

caracteristicas.

Por este motivo se ha estudiado el potencial de los microRNAs como
biomarcadores en diferentes enfermedades, entre ellas las cardiovasculares,
con resultados prometedores, si bien aun sin estudios de grandes cohortes que

lo validen.
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Ademas el conocimiento de que determinados microRNAs se expresan
especifica y exclusivamente en un tejido, como por ejemplo el miocardio, o bien
solamente en diferentes condiciones como un IAM y que esto pueda ser medido
o detectado en muestras circulantes ha llevado a una intensa busqueda de
microRNAs que puedan ser utilizados como biomarcadores de diversas

patologias, asi como a evaluar su valor pronéstico .

A pesar de todos los avances y de algunos resultados alentadores sobre
el uso de microRNAs circulantes como futuros biomarcadores, todavia es
necesario resolver algunas cuestiones. La extracciéon de miRNAs extracelulares
no es una tarea facil, ya que se encuentran en cantidades relativamente bajas
en la sangre. Ademas, la falta de normalizadores enddgenos fiables dificulta la
cuantificacion especifica de microRNAs circulantes. De momento, no existe un
consenso en cuanto a la metodologia a seguir, la obtencion y preparacion de las
muestras y el método de cuantificacion y normalizacion de los resultados. Por
tanto, es necesaria la estandarizacion de protocolos para el desarrollo de

microRNAs circulantes como nuevos biomarcadores.

Una limitacién a tener en cuenta es la relacionada con la tecnologia de
la reaccién en cadena de la polimerasa. Las secuencias de microRNAs son
amplificadas utilizando oligonucleétidos especificos para pequefios &cidos
nucleicos, lo cual puede llevar a artefactos si no se titulan de forma adecuada.
Recientemente se esta mejorando la precision con la utilizacién de la reaccién

en cadena de la polimerasa digital €2,
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1.6.3. Perspectivas terapéuticas de los microRNAs.

Una de las caracteristicas de los microRNAs que los hacen tan
interesantes es la posibilidad de modificar de forma muy especifica su expresion,
lo que los hace una prometedora herramienta terapéutica. Numerosos modelos
preclinicos han mostrado que la sobreexpresioén o la inhibicion de microRNAs
pueden alterar las respuestas patolégicas en las enfermedades

cardiovasculares.

En caso de que se pretenda inhibir la accidon de un microRNA se utilizan
los llamados antimiRs, que son oligonucleotidos antisentido. Estas cadenas de
nucleotidos pueden actuar inhibiendo la salida del pre-microRNA del nucleo, su

transformacion en microRNA maduro o uniéndose al microRNA e inactivandolo.

Para conseguir este efecto en vivo estos oligonucleétidos antimiR deben
modificarse quimicamente para mejorar su afinidad, estabilidad y propiedades
farmacocinéticas ©. Los antimiRs se han utilizado en numerosos estudios en
animales para estudiar cual es el efecto de la inhibicion de un determinado

microRNA.

Por el otro lado pueden utilizarse oligonucleétidos analogos a los
microRNA (microRNA mimics) o pre-miRNAs que realicen la misma accion que
los enddgenos. Generalmente se utilizan oligonucleotidos de doble cadena en
los que una de las cadenas es idéntica al microRNA en cuestion mientras la otra

se modifica para que sea degradada rapidamente.

Para conseguir liberar los antimiRs y los microRNAs mimics se han

utilizado varias estrategias. En primer lugar se han utilizado los virus como
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vectores, especialmente en estudios experimentales; sin embargo, su uso en

humanos esté limitado por su poder inmunégeno y su toxicidad €9,

Por ello se han desarrollado nuevos abordajes. La conjugacion de los
nucledtidos sintéticos con péptidos, anticuerpos u otras moléculas biologicas se
ha probado en varios estudios animales. También se han combinado con
liposomas o polimeros de nanoparticulas que pueden atravesar la membrana.
Sin embargo, estos abordajes parecen tener menor eficacia. Por otro lado, si
bien los liposomas pueden utilizarse en los estudios in vitro, en vivo pueden

presentar toxicidad hepatica. €0

1.6.4. MicroRNAs en el infarto agudo de miocardio.

1.6.4.1. MicroRNAs como marcadores en |IAM.

Se han encontrado varios microRNAs que se expresan de forma
diferencial y dinamica en el contexto del sindrome coronario agudo,

postulandose como marcadores diagndsticos alternativos a los actuales.

Asi, se han publicado numerosos estudios que muestran niveles
elevados de diversos microRNAs en el contexto del IAM, que resumimos en la

tabla 3.
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Tabla 3: Micro-RNAs como marcadores en el infarto agudo de miocardio.

miRNA Efecto Aplicacion

miR-208, 208a, 208b Aumentados | Diagnéstico €87

miR-1 Aumentados | Diagnostico ©2 74 74-78)

miR-133 Aumentados | Diagnéstico % 72 76 78-80)

miR-499 Aumentados | Diagnéstico ©8 71 72 76,18, 80.81)

miR-30, miR-195 Aumentados | Diagnéstico €2

miR-101, miR-150 €2 Reducidos | Prondstico. Riesgo de disfuncién ventricular
tras IAM

miR-16, miR-27a © miRr- | Aumentado

194, miR-192, miR-34a &%

miR-126 Reducidos | Diagnéstico @

miR-328, miR-134 Aumentados | Prondstico. Mayor mortalidad e IC a los 6
meses. )

miR-34a, miR-192, miR- Aumentados | Prediccion del desarrollo de insuficiencia

194 cardiaca.

miR-208 y miR-34a ©® Aumentados | Prediccion del desarrollo de remodelado

miR-150 €7

miR-145 ©8) Aumentados | Peor pronostico al afio

miR-155 y miR-380 &2

Introduccién

En resumen, varios miRnas son candidatos a poder ser utilizados como
marcadores diagnosticos en el contexto del infarto agudo de miocardio. miR-1,
miR-21, mir-133a, miR-208b y miR-499 son los mas estudiados y los que ofrecen
mejores resultados, si bien su superioridad con respecto a los marcadores
actuales aun no estd establecida. Ademas, algunos microRNAs se han

relacionado con el prondstico y la posibilidad de remodelado tras IAM.
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1.6.4.2. Experimentos con micro-RNAs

Son numerosos los trabajos que han profundizado en los mecanismos

moleculares mediante los cuales determinados microRNAs pueden proteger al

corazon infartado. Los microRNASs participan en la modulacién génica que ocurre

en el corazdn tras un fendbmeno de isquemia-reperfusion, siendo puntos clave en

los procesos de muerte celular, apoptosis, y mas a largo plazo fibrosis e

hipertrofia, responsables del remodelado cardiaco post-IAM.

Varios microRNAs tienen un papel muy importante en estos mecanismos

protectores. En la tabla 4 resumimos alguno de estos trabajos.

Tabla 4: Experimentos con micro-RNAs en isquemia-reperfusion @

Efecto terapéutico

miRNA Aproximacion experimental Especies

miR-15 anti-miRNA modificado: Raton y Reduccion del tamafio del infarto y el remodelado cardiaco
Locked nucleic acid (LNA) cerdo posterior a IAM

miR-24 antagomiR modificado: 2-O- | Raton Reduccion del tamafio del infarto, mejora de la vasculatura y los
methyl and 3'-cholesterol pardmetros hemodinamicos tras dafio isquémico

miR-320 AntagomiR Ratén Reduccion del tamafio del infarto mediante regulacion de Hsp20

miR-29b miRNA mimics modificados: | Raton Reduccion de la fibrosis tras IAM
2'-O-methyl y 3'-cholesterol

miR-590 Transfeccion con miR-590-3p | Rat6n Reduccion del tamafio del infarto y mejora de la funcion

miR199 and miR-199a-3p humanos cardiaca por estimulacion de la proliferacion de cardiomiocitos,

disminucién del remodelado cardiaco, hipertrofia y fibrosis.
miR-208a anti-miRNA modificado LNA | Ratas Reduccion del remodelado y mejora de la funcion cardiaca
Dahl

miR-212 ratén knockout miR-212/132 Raton Proteccion frente al remodelado adverso inducido por

miR-132 sobrecarga via TAC

miR-133 antagomiR-133 Ratén Induccion de una hipertrofia cardiaca sostenida

mIR-21 antagomiR modificado: 2'-O- | Rat6n Reduccion de la fibrosis, y mejora de la funcién cardiaca
methyl and 3'-cholesterol

miR-21 anti-miRNA modificado: Ratén Fallo en el bloqueo del remodelado ventricular en respuesta al
LNA estrés

miR-92a antagomiR modificado: 2-O- | Raton Crecimiento de vasos y recuperacion funcional del tejido
methyl and 3'-cholesterol isquémico

miR-24 antagomiR modificado: 2’-O- | Raton Disminucion de la apoptosis del endotelio y mejora de la
methyl and 3’-cholesterol vascularizacion después de IAM

miR-155 anti-miRNA modificado: Raton Disminucion de la infiltracion y activacion de linfocitos T con
LNA reduccion del dafio miocérdico
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A pesar de una exitosa terapia de reperfusion y de los tratamientos
farmacoldgicos actuales, el 20% de los pacientes que sufren un IAM desarrollan
un proceso de remodelado adverso, con una dilatacion ventricular progresiva,
inicialmente compensatoria, posteriormente no compensatoria y finalmente

disfuncién ventricular severa.

La magnitud del remodelado se correlaciona fuertemente con el tamafio
del infarto y su localizacion, siendo mas frecuente en los infartos anteriores. Por
ello son fundamentales los esfuerzos para reducir la masa miocardica necrotica,
mejorando las estrategias de reperfusion y reduciendo al maximo los tiempos

hasta su aplicacion.

Sin embargo, si bien la reperfusion, ya sea mediante angioplastia
primaria o mediante fibrindlisis, es el tratamiento estandar del SCACEST, esta
restauracion del flujo produce un dafio adicional sobre el miocardio por el
proceso de isquemia-reperfusion, y que es responsable de un porcentaje del

tamano final del infarto.

De momento, y a pesar del mejor conocimiento de la fisiopatologia, de
los resultados alentadores en ensayos realizados en laboratorio con modelos de
isquemia-reperfusion y los de algunos ensayos de pequefio tamafo, ningun
tratamiento ha logrado resultados positivos en ensayos de mayor tamafio con
humanos, por lo que no existe ningun tratamiento que haya mostrado reducir el

dafio por reperfusion.

Por otro lado, los microRNAs se estan desarrollando en el campo del

infarto agudo de miocardico como marcadores diagndsticos en fase aguda,
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investigandose también su valor prondstico. Ademas, se esta describiendo que
los microRNAs juegan un papel regulador en los procesos patologicos que
suceden al infarto de miocardio, pudiendo algunos de ellos proteger al corazén
infartado. Dado que se esta desarrollando tecnologia que permite inhibir la
accion de un determinado miRNA (anti-miRs) o aumentarla (microRNAs mimics),
de momento en modelos animales, es fundamental describir posibles dianas que
nos permitan reducir mediante su modulacion el tamafio final del infarto y el

proceso de remodelado.

La mayoria de estudios que describen la liberacién de microRNAs en el
IAM en humanos proceden de estudios con diferentes estrategias de tratamiento
de reperfusion, tiempo de isquemia y localizaciones, sin ser de momento posible
aplicar tratamiento que los modifiquen, por lo que en la actualidad sélo se han

estudiado en humanos su papel como marcadores diagndsticos y prondsticos.

En nuestro estudio planteamos estudiar la liberacion de miRNA en una
muestra homogénea de infartos anteriores sometidos a angioplastia primaria que
se aproxime a un modelo experimental de isquemia-reperfusion, intentando
identificar posibles nuevos marcadores del proceso de dafio por reperfusion que

deberian confirmarse en estudios a mayor escala.

La realizacion de una curva temporal de expresion de los microRNAs
mas relevantes permitiria determinar el mejor momento para el anélisis de dichos

microRNAs en la practica clinica y en estudios posteriores

El seguimiento ecocardiografico y mediante resonancia magnética de los

pacientes a largo plazo, permitira relacionar los niveles de expresion en agudo
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de dichos microRNAs con los diferentes parametros de funcién ventricular, de

modo que puedan ser usados como biomarcador del remodelado ventricular.
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1. Identificar qué microRNAs se liberan durante la fase aguda del

infarto agudo de miocardio sometido a angioplastia primaria.

2. Determinar su cinética de liberacion para determinar el momento

mejor para su extraccion en estudios posteriores.

3. Valorar cuéles de estos microRNAs se liberan como consecuencia
del proceso de isquemia-necrosis y del proceso de revascularizacion (dafio por

reperfusion).

4.  Valorar qué microRNAs se pueden correlacionar con el proceso de

remodelado ventricular
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4.1. PROTOCOLO DE ESTUDIO

Realizamos un estudio prospectivo en el que comparamos los niveles de
microRNAs en pacientes con infarto agudo de miocardio sometidos a
angioplastia primaria frente a controles, utilizando para ello pacientes controles
sometidos a coronariografia por dolor toracico y que no presentaban lesiones
coronarias. Los pacientes procedian de dos centros: Hospital Virgen del Rocio

de Sevilla y Hospital Virgen de la Victoria de Malaga.

El estudio fue autorizado por el Comité de Etica e Investigacion Sanitaria
del Hospital Virgen del Rocio. Todos los pacientes firmaron el consentimiento

informado antes de la inclusién en el estudio.

Los criterios de inclusion de los pacientes, con objeto de que la muestra

fuese lo mas homogénea posible fueron:
- Edad < 75 afios.

- |AM de localizacién anterior de 2 a 6 horas de evolucién en el momento

de empezar la coronariografia.

- Flujo TIMI O en la arteria responsable del infarto en la coronariografia

diagnéstica.
Los criterios de exclusion fueron:
- Historia previa de cardiopatia isquémica.
- Negativa a participar en el estudio por el paciente.

- Insuficiencia renal con filtrado glomerular menor de 30 ml/min.
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Se recogieron las caracteristicas demogréaficas y clinicas de los
pacientes incluidos en el estudio, asi como el tiempo de evolucion de los

sintomas y los tratamientos administrados.

La coronariografia se realizd segun el protocolo habitual, a discrecién del
operador. Tras el acceso arterial (radial en todos los casos) se realizé
coronariografia, identificacién de la arteria responsable del infarto (por protocolo,
la arteria descendente anterior) y confirmacion de que presentaba flujo inicial
TIMI 0. Tras ello se realiz6 a criterio del operador tromboaspiracion e implante
de uno o varios stents en la arteria responsable del infarto. Se registro la
presencia de fendmeno de slow-flow y non-reflow durante el procedimiento y el
flujo TIMI final. En caso de presentar lesiones en otras coronarias se abordaron

en un segundo procedimiento.

A todos los pacientes se les extrajo una muestra de sangre periférica
justo antes de empezar el cateterismo. Dichas muestras incluyeron un tubo de
suero de tapon amarillo para la determinacion de los microRNAs, que se
centrifugaron a 3000 rpm durante 15 minutos y se almacenaron a 4 °C para su
posterior analisis en el IBIS (Instituto de Biomedicina de Sevilla), asi como
muestras para los analisis habituales en el contexto del IAM (hemograma,
creatinina, urea, sodio, potasio, CPK y troponina), que se analizaron en el
laboratorio del Hospital de referencia del paciente. En el caso de la troponina, se
determind Troponina T ultrasensible en pacientes del Hospital Virgen del Rocio
y Troponina | en los pacientes del Hospital Virgen de la Victoria, expresandose

los resultados como multiplos del percentil 99 para cada centro.
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Asimismo, se extrajeron muestras adicionales de sangre durante el

ingreso segun el siguiente cronograma (Figura 10):
- 3 horas tras la apertura del vaso: muestras para microRNAs, Tny CPK

- 12 horas tras la apertura del vaso: muestras para microRNAs, Tn y

CPK

- A las 24 horas: muestras para microRNAs, TnT US, CPK, NT-pro-BNP

y perfiles bioquimicos.

Isquemia Reperfusion

Hemodinamica

IAM \ ACTP 24h  Alta 1mes 6 meses
I 1! | || || —_—
Antes de ICP 3h 12h 24h Eco RNM Eco
11 ..L:J _L; :L:L

;. C’entrlfugar Almacenar a 42C Trasladaral
15 a 3000rpm

laboratorio

Figura 10: Cronograma de extraccion de muestras.
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Antes del alta hospitalaria se realiz6 una ecocardiografia transtoracica,
con utilizacién en caso necesario de contraste intravenoso (SonoVue®, Rovi),

previa obtencion del consentimiento informado, en la que se determinaron:
- Diametro y voliumenes ventriculares.
- Funcion sistdlica del ventriculo izquierdo (fraccion de eyeccion)

A las 4 semanas del infarto se realizd6 una resonancia nuclear magnética
con gadolinio para determinar la necrosis miocardica. Para dicha prueba se

realizo la firma del correspondiente consentimiento informado. Se analizaron:
- Volumenes ventriculares.
- Funcién sistdlica
- Extensioén cualitativa de la necrosis miocardica

A los 6 meses del infarto se llevo a cabo una visita de seguimiento, en la
que se realiz6 nuevamente un ecocardiograma transtoracico con determinacion
de los mismos parametros para valorar presencia de remodelado. En nuestro
estudio definimos la presencia de remodelado como el aumento del VTDVI en el
ecocardiograma realizado a los 6 meses con respecto al basal sin mejoria de la

funcién sistolica o con empeoramiento de la funcién sistdlica.
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4.2. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR PARA LA DETERMINACION

DE MICRO-RNAS.

Las muestras de suero fueron recogidas por personal del laboratorio de
fisiopatologia cardiovascular del IBIS, se alicuotaron y almacenaron a -80°C

hasta el momento de su analisis.

Se extrajo el RNA total de las diferentes muestras de suero mediante
una extraccion con trizol y purificacion en las columnas miRNeasy de Qiagen
gue garantizan la obtencion del RNA total, incluidos los RNAs de pequefio
tamafio. Se comprobo6 la concentracion y calidad de las muestras de RNA

mediante NanoDrop.

La determinacion del perfil de expresion de los microRNAS presentes en
el suero de pacientes se realizé usando las muestras pertenecientes al punto de
recogida de las 3 horas después de la angioplastia primaria, asi como al inicio
de la coronariografia en los controles sanos. Para ello se realizé una
retrotranscripcion masiva de todos los microRNAs humanos usando el kit
“Megaplex Primer Pools, Human Pools A v2.1” de Applied biosystems y se
realiz6 un array de expresion de los 384 microRNAs humanos mas relevantes
cuya referencia es “TagMan® Array Human MicroRNA A Cards v2.0 4" de

Applied Biosystems. Los microRNAs analizados se detallan en la Figura 11.
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Posteriormente se seleccionaron los microRNAs con mayor tasa de
cambio respecto a los controles y se realizé su cuantificacion individual en el
resto de puntos recogidos. Para esto cada microRNA se cuantific6 mediante
gRT-PCR utilizando la tecnologia “Tagman microRNA assay”. Brevemente, un
total de 50 ng de RNA se transcribe a cDNA mediante un “primer-RT” especifico
para cada microRNA y después se realiza la amplificacidon y deteccion de la sefial
producida por una sonda que se une al fragmento amplificado de manera
especifica. Los datos se normalizan evaluando la expresion de U6 (un pequefio
RNA nuclear) en cada muestra. Para estos experimentos se utilizd un

termociclador Stratagene MX3005P.

4.3. ANALISIS DE DATOS

Cada experimento fue repetido al menos 6 veces y los datos fueron

normalizados con respecto al resultado en los controles (designado como 100%).

Se determin6 qué microRNAs seguian una distribucién normal entre los
pacientes. En caso de que en todos los puntos temporales las muestras de un
determinado microRNA siguieran una distribucion sin diferencias significativas
con respecto a la distribucion normal se expresaron los resultados como media
y desviacion estandar y se analizaron las diferencias entre el grupo control y los
valores en los pacientes para cada punto horario mediante la prueba T para la
igualdad de medias, y las curvas obtenidas mediante el modelo lineal general
para muestras repetidas, utilizando el test de Bonferroni para el analisis post-hoc

de las diferencias entre los diferentes puntos temporales.
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En caso de que alguno en algunos de los puntos temporales para un
microRNA la muestra difiriera significativamente de una distribucion normal, se
expresaron los datos como mediana y rango intercuartilico, utilizando el test de
no paramétrico de la U de Mann-Whitney para comparar los controles con los
datos de los pacientes y el test no paramétrico de Friedman para valorar

diferencias entre las muestras de los pacientes con respecto al tiempo.

Se utilizd para el andlisis el sistema sistema SPSS (Statistical Package

for Social Sciences), version 19.0 (SPSS Inc, Chicago, IL) para Windows.
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5.1. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS Y VARIABLES CLINICAS

Desde septiembre de 2013 a octubre de 2014 se incluyeron 8 pacientes
con infarto agudo de miocardio sometidos a angioplastia primaria, asi como
8 controles. 6 pacientes y 8 controles procedian del Hospital Virgen del Rocio de

Sevilla y 2 pacientes del Hospital Virgen de la Victoria de Malaga.

Las caracteristicas basales de los casos y controles se resumen en la

tabla 5:
Tabla 5: Caracteristicas basales de los pacientes.
Casos Controles Significacion (p)

Edad (x; SD) 54,38;7,96 62,33;12,43 0,143
Sexo varén 718 (87,5 %) 3/9 (33,3 %) 0,024
Hipertension 5/8 (62,5%) 4/9 (44,4 %) 0,457
Diabetes 1/8 (12,5 %) 1/9 (11,1 %) 0,929
Dislipemia 2/8 (25 %) 5/9 (55,6 %) 0,201
Fumador 2/8 (25 %) 4/9 (44,4%) 0,402
Antecedentes 1/8 (12,5 %) 217 (28,6 %) 0,438
familiares

En relacién a los casos, los controles fueron mayoritariamente mujeres,
con diferencias significativas, mostrando asimismo una tendencia a una mayor
edad, mayor porcentaje de hipertensiéon y menor proporcion de tabaquismo y
dislipemia. Esta diferencia concuerda con las diferentes poblaciones de origen:
de un lado, pacientes con dolor toracico y coronarias normales y por otro,

pacientes con infarto.

Las caracteristicas clinicas de los pacientes sometidos a angioplastia

primaria se detallan en la tabla 6:
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Tabla 6: Caracteristicas clinicas de los pacientes con IAM.
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Como observamos, 4 pacientes desarrollaron remodelado durante el
seguimiento con disfuncion sistolica a los 6 meses y 4 no lo hicieron. Un Unico
paciente tuvo durante la angioplastia un fenbmeno de non-reflow que preciso

tratamiento farmacol6gico para su resolucion.

5.2. ANALISIS DE MICRORNAS FRENTE A CONTROLES

En una primera fase se intentdé escoger los 20 microRNAs a los que
posteriormente se realizarian las curvas de liberacién utilizando los diferentes
puntos horarios. Para ello se compararon los datos de las muestras obtenidas
de los pacientes a las 3 horas de la apertura del vaso con respecto a 3 controles.
Para ello fue necesario referir los resultados a controles enddgenos. Estos
controles enddégenos son genes que estan presentes en todas las muestras del
estudio con unos niveles de expresion uniforme, y que se emplean como
referencia activa para la normalizacién. En nuestro caso utilizamos varios
controles enddgenos (U6-snRNA, miR-126, miR-222, miR-24, miR-191 y

miR-146a).

En funcion de los endbgenos escogidos se obtenian diferentes perfiles
de expresion de los diferentes microRNAs. Un ejemplo de estos perfiles de
expresion se expone en la figura 12, obteniendo un diagrama de puntos en el
que el eje de ordenadas representa la magnitud de la diferencia entre los valores

y el de ordenadas la significacion estadistica de esta variacion.
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Figura 12: Perfil de expresion de microRNAs circulantes en pacientes
con IAMCEST tratados con ICP comparado con controles

Los microRNAs se han alineado segun el nivel de cambio de expresion y el pValue
resultante de comparar el grupo de pacientes (n8) y controles (n3).
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Tras este proceso se seleccionaron 8 micro-RNAs en funcién de la
consistencia de los resultados entre los diferentes experimentos realizados con
diferentes endodgenos. Asimismo, se decidid ademas incluir otros 12 microRNAs
aunque los resultados en nuestra muestra no hubiesen sido significativos por sus

resultados publicados previamente. Estos microRNAs se detallan en la tabla 7.

Tabla 7: microRNAs seleccionados para la realizacién de curvas.

Por nuestros resultados Por bibliografia

miR-193b miR-1
miR-200b miR-21
miR-339-3p miR-29a
miR-339-5p miR-29b
miR-484 miR-125
miR-519a miR-133a
miR-522 miR-133b
miR-545 miR-208
miR-320
miR-324
miR-423-5p
miR-499

5.3. CURVAS DE LIBERACION DE MICRORNAS

Tras ello se determinaron los valores de estos 20 microRNAs en las
todas las muestras procedentes de los 8 pacientes (0, 3, 12 y 24 horas) y en las
de los 8 controles. Los valores medios de estos controles se utilizaron como valor
de referencia para determinar los valores en los pacientes y realizar las curvas y

analisis posteriores.
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Con objeto de determinar qué microRNAs seguian una distribucion
normal aplicamos inicialmente los test de normalidad, cuyos resultados se

expresan en la tabla 8.

Tabla 8: Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
mir_1_0 ,200 7 ,200° ,962 7 ,839
mir_1_3 ,256 7 ,184 ,932 7 ,564
mir_1 12 324 7 ,025 , 762 7 ,017
mir_1_24 ,170 7 ,200 ,956 7 786
mir_21 0 ,237 7 ,200° ,874 7 ,201
mir_21_3 ,166 7 ,200° ,940 7 ,635
mir_21_12 1187 7 ,200° ,930 7 ,549
mir_21_24 174 7 ,200 ,956 7 786
mir_29a_0 ,192 7 ,200° ,929 7 ,546
mir_29a_3 ,195 7 ,200° ,923 7 ,495
mir_29a_12 171 7 ,200° ,928 7 ,531
mir_29a_24 1197 7 ,200° ,885 7 ,251
mir_29b_0 258 7 177 871 7 ,188
mir_29b_3 ,152 7 ,200° ,965 7 ,861
mir_29b_12 1252 7 200 850 7 123
mir_29b_24 ,199 7 ,200 ,867 7 174
mir_125a_3p_0 ,320 7 ,029 ,879 7 ,224
mir_125a_3p_3 ,158 7 ,200° ,943 7 ,663
mir_125a_3p_12 ,216 7 ,200° ,905 7 ,361
mir_125a_3p_24 171 7 ,200° ,930 7 549
mir_133a_0 212 7 ,200° ,965 7 ,859
mir_133a_3 ,220 7 ,200° ,938 7 ,617
mir_133a_12 ,213 7 ,200° ,898 7 ,318
mir_133a_24 ,161 7 ,200 ,972 7 914
mir_133b_0 ,192 7 ,200° ,949 7 724
mir_133b_3 ,320 7 ,029 ,808 7 ,049
mir_133b_12 ,151 7 ,200° 979 7 ,954
mir_133b_24 ,163 7 ,200 ,958 7 ,801
mir_193b_0 ,231 7 ,200° ,924 7 ,502
mir_193b_3 ,186 7 ,200° ,947 7 ,705
mir_193 12 ,250 7 ,200° ,807 7 ,048
mir_193 24 1190 7 ,200° ,959 7 814
mir_200b_0 ,218 7 ,200° ,920 7 ,468
mir_200b_3 ,381 7 ,003 731 7 ,008
mir_200b_12 ,228 7 ,200° ,893 7 ,293
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mir_200b_24 197 7 12007 1932 7 565
mir_208_0 200 7 12007 885 7 250
mir_208_3 246 7 12007 1907 7 379
mir_208_12 1180 7 12007 1926 7 516
mir_208_24 151 7 2007 1926 7 515
mir_320_0 209 7 12007 1955 7 778
mir_320_3 213 7 12007 873 7 198
mir_320_12 153 7 12007 1953 7 754
mir_320_24 204 7 12007 1964 7 852
mir_324_3p_0 226 7 2007 1929 7 539
mir_324_3p_3 219 7 12007 897 7 310
mir_324_3p_12 169 7 12007 937 7 613
mir_324_3p_24 245 7 200° 826 7 073
mir_339_3p_0 1199 7 12007 856 7 140
mir_339_3p_3 214 7 12007 912 7 411
mir_339_3p_12 329 7 021 785 7 1029
mir_339_3p_24 1185 7 12007 979 7 1955
mir_339_5p_0 174 7 200° 974 7 923
mir_339_5p_3 175 7 12007 1936 7 1606
mir_339_5p_12 192 7 12007 972 7 1909
mir_339_5p_24 229 7 200° 857 7 143
mir_423 5p_0 239 7 12007 1930 7 551
mir_423_5p_3 209 7 12007 1929 7 540
mir_423_5p_12 169 7 12007 1953 7 761
mir_423_5p_24 254 7 193 018 7 452
mir_484_0 195 7 12007 975 7 1932
mir_484_3 208 7 12007 1928 7 534
mir_484_12 218 7 12007 897 7 313
mir_484_24 1189 7 200° 1955 7 778
mir_499_0 164 7 12007 1936 7 600
mir_499_3 158 7 12007 1985 7 1979
mir_499_12 177 7 12007 1954 7 764
mir_499_24 241 7 200° 913 7 415
mir_519_0 218 7 200° 880 7 225
mir_519_3 241 7 12007 874 7 201
mir_519_12 164 7 12007 1929 7 542
mir_519_24 1190 7 200° 1929 7 541
mir_522_0 281 7 1102 842 7 104
mir_522_3 177 7 12007 1953 7 755
mir_522_12 240 7 12007 850 7 123
mir_522_24 1300 7 056 790 7 033
mir_545_0 237 7 200° 1880 7 227
mir_545_3 208 7 12007 1934 7 583
mir_545_12 363 7 ,006 764 7 018
mir_545_24 252 7 1199 877 7 215
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Analizamos a continuacion los resultados obtenidos con los 20 micro-
RNAS escogidos para la realizacion de las curvas. Para cada uno se exponen
los valores de centralizacion y dispersion en cada punto temporal, el diagrama
de dispersion y, en funcion de los casos, el diagrama de cajas para variables no
normales o el grafico de barras de error para las normales. Posteriormente, los
test de contraste de hipotesis, tanto entre los controles y las muestras de los
pacientes (prueba T para igualdad de medias o U de Mann-Whitney), como el
modelo lineal general para muestras repetidas o el test no paramétrico de
comparacion entre muestras de Friedman para determinar si habia diferencias
significativas entre las muestras obtenidas al iniciar el cateterismo, a las 3 horas
y alas 12 horas.

Finalmente se determiné si habia una expresion diferencial en los
pacientes que desarrollaron remodelado y los que no, ya sea mediante el mismo
modelo lineal general, ya sea mediante la comparacion de los valores de un
determinado punto temporal mediante el test de la U de Mann-Whitney, asi como

su representacion gréfica.
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miR-1

Tabla 9: Estadisticos descriptivos de los niveles de miR-1

Mediana Rango intercuartilico

0 horas -1,32 1,14
3 horas 0,31 0,78
12 horas 0,65 0,69
24 horas -0,13 0,46
Controles 0,28 1,61
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Figura 13: Diagrama de dispersion para miR-1
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Figura 14: Diagrama de cajas para miR-1

No hubo diferencias significativas entre los valores de los controles y los

valores de los pacientes a las 3 horas (p=0,529) ni a las 12 horas (p=0,294).

Se realizd el test no paramétrico de comparacion entre muestras de

Friedman, obteniéndose una p= 0,013

Analizando los valores a las 12 horas en relacion con la aparicién de
remodelado, las diferencias entre grupos aplicando el test no paramétrico de la
U de Mann-Whitney se acercaron a la significacion estadistica (p=0,083). Sin
embargo, representando los valores no se observa una tendencia a la diferencia

entre los grupos en funcion del remodelado.
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Figura 15: miR-1 en funcidn del desarrollo de remodelado
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miR-21

Tabla 10: Estadisticos descriptivos de los valores de miR-21

Media Desviacién estandar

0 horas -0,18 0,40
3 horas 0,04 0,34
12 horas 0,25 0,34
24 horas 0,16 0,39
Controles 0 1,09
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Figura 16: Diagrama de dispersion de los valores de miR-21
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Figura 17: Grafico de barras de error para miR-21

No se observaron diferencias significativas entre los controles y el valor a

las 3 horas (0,990) ni a las 12 horas (p=0,409).

Se aplicé el modelo lineal general, con p=0,03, por lo que se hizo ademas
la correccion entre pares de Bonferroni con diferencias significativas entre la

muestras basal y la de las 12 horas.

Tabla 11: Modelo lineal general para miR-21

Significacién estadistica (p)

Esfericidad Mauchly 0,921

Prueba de efectos intrasujetos 0,03
(esfericidad asumida)

0-3 horas 0,747

0-12 horas 0,04

3-12 horas 0,406
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Al analizar en el modelo lineal la influencia del remodelado, no se

observaron diferencias significativas (p: 0,437).

Media miR-21
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Figura 18: miR-21 en funcion del desarrollo de remodelado
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miR-29a

Tabla 12: Estadisticos descriptivos para miR-29a

Media Desviacién estandar

0 horas 0,35 0,26
3 horas 0,55 0,23
12 horas 0,60 0,19
24 horas 0,69 0,18
Controles 0 1,24
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Figura 19: Diagrama de dispersion para miR-29a
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Figura 20: Gréafico de barras de error para miR-29a

No se observaron diferencias significativas entre los controles y los

valores a las 12 horas (p=0,207).

Aplicamos el modelo lineal general, con diferencias cercanas a la

significaciéon estadistica sin alcanzarla (p=0,085)

Tabla 13: Modelo lineal general para mir-29a

Significacién estadistica (p)

Esfericidad Mauchly 0,102
Prueba de efectos intrasujetos 0,085
(esfericidad asumida)
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Tampoco se observé influencia del remodelado en los valores de

miR-29a (p=0,179).
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Figura 21: miR-29a en funcion del desarrollo de remodelado
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miR-29b

Tabla 12: Estadisticos descriptivos para miR-29b

Media Desviacién estandar

0 horas -1,05 0,60
3 horas -1,18 1,01
12 horas -0,92 0,85
24 horas -0,96 0,76
Controles 0 0,78
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Figura 22: Diagrama de dispersion para miR-29b
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Figura 23: Grafico de barras de error para miR-29b

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los

controles y los valores a las 3 horas (p=0,023); no asi entre controles y los

valores a las 12 horas (p=0,081).

Sin embargo, no se observaron diferencias tras aplicar el modelo lineal

general entre las muestras de los pacientes en funcion del tiempo.

Tabla 135: Modelo lineal general para mir-29b

Significacién estadistica (p)

Esfericidad Mauchly

0,600

Prueba de efectos intrasujetos
(esfericidad asumida)

0,471
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Al analizar la influencia del remodelado, se observaron diferencias que
no alcanzaron significacion (p=0,073). Al representar los valores observamos
una tendencia a que los valores de mir-29b aumentaran en los pacientes con

remodelado adverso, que no se observo en los que no remodelaron.
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Figura 24: miR-29b en funcion del desarrollo de remodelado
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miR-125a-3p

Tabla 14: Estadisticos descriptivos para miR-125a-3p

Media Desviacion estandar

0 horas -0,46 1,04
3 horas -0,07 0,54
12 horas 0,12 0,37
24 horas 0,16 0,45
Controles 0 0,49
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Figura 25: Diagrama de dispersion para miR-125a-3p
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Figura 26: Grafico de barras de error para miR-125a-3p

No hubo diferencias entre los controles y los valores a las 3 horas

(p=0,725) ni a las 12 horas (p=0,489).

Si bien se mostr6 una ligera tendencia al ascenso, aplicando el modelo

lineal general no se encontraron diferencias significativas.

Tabla 17: Modelo lineal general para mir-125a-3p

Significacién estadistica (p)

Esfericidad Mauchly 0,372
Prueba de efectos intrasujetos 0,142
(esfericidad asumida)
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No se observaron diferencias en relacion con la aparicion de remodelado

(p=0,781).
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Figura 27: miR-125a-3p en funcién del desarrollo de remodelado
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miR-133a

Tabla 15: Estadisticos descriptivos para miR-133a

Media Desviacién estandar

0 horas -0,04 0,43
3 horas 1,50 0,96
12 horas 1,48 0,38
24 horas 0,28 0,40
Controles 0 0,58
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Figura 28: Diagrama de dispersion para miR-133a
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Figura 29: Grafico de barras de error para miR-133a

Hubo diferencias significativas entre los controles y los valores de los

pacientes a las 3 horas (p=0,001) y 12 horas (p=0,000).

También, aplicando el modelo lineal general se encontr6 una fuerte
significacién estadistica en las curvas (p=0,001), siendo también significativas

las diferencias entre la muestra basal y las 3y 12 horas.

Tabla 16: Modelo lineal general para miR-133a

Significacién estadistica (p)

Esfericidad Mauchly 0,048
Prueba de efectos intrasujetos 0,001
(limite inferior)
0-3 horas 0,006
0-12 horas 0,000
3-12 horas 1
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Al analizar los niveles de miR-133a en funcién de la aparicion de
remodelado, los valores se acercaron a la significacion estadistica (p=0,094). Al
representar los resultados se observé que en ambos grupos aumentaban los
niveles de miR-133a, pero que este aumento era mayor en el grupo de los

pacientes que presentaban remodelado.
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Figura 30: miR-133a en funcion del desarrollo de remodelado
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Resultados

miR-133b

Tabla 20: Estadisticos descriptivos para miR-133b

Mediana Rango intercuartilico
0 horas -0,10 0,92
3 horas 1,23 2,00
12 horas 1,60 0,68
24 horas 0,46 0,97
Controles 0,17 1,46
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Figura 31: Diagrama de dispersion para miR-133b
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Figura 32: Diagrama de cajas para miR-133b

Hubo diferencias significativas entre los controles y los valores a las

3 horas (p=0,003) y a las 12 horas (p=0,002).

Se utilizé para valorar las diferencias en funcién del tiempo el test de
comparacion entre muestras de Friedman, encontrandose diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos (p= 0,002).

Analizando los valores pico con respecto a la variable remodelado, no se

observaron diferencias significativas a las 3 horas (p=0,343) ni a las 12 horas

(p=0,686).
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Figura 33: miR-133b en funcidn del desarrollo de remodelado
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miR-193

Tabla 21: Estadisticos descriptivos para miR-193

Mediana Rango intercuartilico

0 horas 0,21 0,41
3 horas 0,85 0,94
12 horas 0,97 0,17
24 horas 0,53 0,46
Controles 0,20 1,83
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Figura 34: Diagrama de dispersion para miR-193
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Figura 35: Diagrama de cajas para miR-193

Hubo diferencias significativas entre los valores de los controles y los de

los pacientes a las 3 horas (p=0,046) y a las 12 horas (p=0,003)

Se realizé el test de comparacién entre muestras de Friedman,

determinando que las diferencias eran estadisticamente muy significativas: p =
0,006

No hubo diferencias entre los valores pico en funcién de la presencia

posterior de remodelado ni a las 3 horas (p=0,486) ni a las 12 horas (p=0,773)
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Figura 36: miR-193b en funcidn del desarrollo de remodelado
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miR-200b

Tabla 22: Estadisticos descriptivos para miR-200b

Mediana Rango intercuartilico
0 horas -0,81 1,88
3 horas 0,02 0,31
12 horas -0,53 1,01
24 horas -0,12 0,31
Controles -0,05 1,30
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Figura 37: Diagrama de dispersion para miR-200b
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Figura 38: Diagrama de cajas para miR-208

No se observaron diferencias entre los controles y los valores a las 3

horas (p=0,600) ni a las 12 horas (p=0,248).

Se realiz6 el test de comparacion entre muestras de Friedman, rozando

la significacién estadistica (p= 0,050).

Tampoco se encontraron diferencias de los valores pico con respecto al

remodelado a las 3 horas (p=0,486) ni a las 12 horas (p=0,886).
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Figura 39: miR-200b en funcidn del desarrollo de remodelado
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miR-208

Tabla 23: Estadisticos descriptivos para miR-208

Media Desviacién estandar

0 horas -1,20 0,45
3 horas -0,76 1,16
12 horas -0,78 0,96
24 horas -1,19 0,82
Controles 0 1,06
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Figura 40: Diagrama de dispersion para miR-208
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Figura 41: Grafico de barras de error para miR-208
No se observaron diferencias significativas entre los controles y los
valores de los pacientes a las 3 horas (p=0,120) ni a las 12 horas (p=0,095).

Tampoco observamos diferencias entre los diferentes puntos de los

pacientes en funcion del tiempo aplicando el modelo lineal general.

Tabla 24: Modelo lineal general para miR-208
Significacion estadistica (p)

Esfericidad Mauchly 0,669
Prueba de efectos intrasujetos 0,667
(esfericidad asumida)
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Al analizar los valores en funcion del remodelado, las diferencias rozaron
la significacion estadistica (p=0,077). Al representar los resultados se observo
que en los pacientes que desarrollaron remodelado ventricular aumentaron los
niveles, si bien con una gran dispersion, mientras que en los que no lo hicieron

se mantuvieron estables.
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Figura 42: miR-208 en funcion del desarrollo de remodelado
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miR-320

Tabla 25: Estadisticos descriptivos para miR-320

Media Desviacion estandar

0 horas 0,02 0,16
3 horas 0,14 0,20
12 horas 0,31 0,31
24 horas -0,02 0,24
Controles 0 0,15
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Figura 43: Diagrama de dispersion para miR-320
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Figura 44: Grafico de barras de error para miR-320

Observamos diferencias significativas entre el grupo control y los valores

a las 12 horas (p=0,023). No asi a las 3 horas (p= 0,239).

También se observaron diferencias significativas entre las diferentes

muestras de los pacientes aplicando el modelo lineal.

Tabla 26: Modelo lineal general para miR-320
Significacién estadistica (p)

Esfericidad Mauchly 0,164

Prueba de efectos intrasujetos 0,048
(esfericidad asumida)

0-3 horas 0,311

0-12 horas 0,167

3-12 horas 0,543
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Resultados

Ademas, al analizar los valores en funcion del desarrollo del remodelado,

se observaron diferencias significativas entre los grupos (p=0,035). Al

representar los resultados, se observé que los niveles aumentaron en los dos

grupos, pero mas en los que desarrollaron remodelado.

Media miR-320

Figura 45: miR-320 en funcion del desarrollo de remodelado

Barras de error de miR-320 en funcidn del remodelado
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Caracterizacion de los microRNAs implicados en el IAM sometido a angioplastia primaria Resultados

miR-324-3p

Tabla 177: Estadisticos descriptivos para miR-324-3p

Media Desviacion estandar

0 horas 0,24 0,24
3 horas 0,17 0,18
12 horas 0,32 0,32
24 horas 0,28 0,16
Controles 0 0,32
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Figura 46: Diagrama de dispersion para miR-324-3p
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Figura 47: Grafico de barras de error para miR-324-3p

No hubo diferencias entre los controles y los valores a las 3 horas

(p=0,121) ni a las 12 horas (p=0,095).

Tampoco hubo diferencias entre las muestras de los pacientes en
funcion del tiempo al aplicar el modelo lineal general, ni al analizar los valores en

funcién del remodelado (p=0,662).

Tabla 188: Modelo lineal general para miR-324-3p

Significacién estadistica (p)

Esfericidad Mauchly 0,509
Prueba de efectos intrasujetos 0,814
(esfericidad asumida)
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Resultados
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miR-339-3p

Tabla 199: Estadisticos descriptivos para miR-339-3p

Mediana Rango intercuartilico
0 horas 0,22 0,44
3 horas 0,19 0,28
12 horas 0,08 0,40
24 horas 0,07 0,19
Controles -0,10 0,28
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Figura 49: Diagrama de dispersion para mir-339-3p
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Figura 50: Diagrama de cajas para miR-339-3p

Hubo diferencias significativas entre los valores de los controles y los de

los paciente a las 3 horas (p=0,036), si bien a las 12 horas la significacion (p)

fue de 0,059.

Aplicando el test no paramétrico de comparacién entre muestras de

Friedman no se observaron diferencias significativas (p= 0,307).

No hubo diferencias entre los valores pico en relacién con el desarrollo
de remodelado a las 3 horas (p=0,343) nialas 12 horas (p=0,686). Al representar

los valores se observan niveles mayores en pacientes que desarrollaron

remodelado, pero con un rango muy amplio.
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Figura 51: miR-339-3p en funcién del desarrollo de remodelado
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miR-339-5p

Tabla 30: Estadisticos descriptivos para miR-339-5p

Media Desviacion estandar

0 horas -0,17 0,61
3 horas 0,53 0,44
12 horas 0,57 0,24
24 horas 0,77 0,29
Controles 0 0,69
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Figura 52: Diagrama de dispersion miR-339-5p
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Figura 53: Grafico de barras de error para miR-339-5p

No hubo diferencias significativas entre los controles y los valores a las

3 horas (p=0,131) y las 12 horas, si bien en este Ultimo caso rozando la

significacion (p=0,076).

Comparando los diferentes puntos horarios se observaron diferencias

estadisticamente significativas, especialmente entre las 0 y 12 horas.

Tabla 31: Modelo lineal general para miR-339-5p

Significacién estadistica (p)

Esfericidad Mauchly 0,147
Prueba de efectos intrasujetos 0,019
(esfericidad asumida)
0-3 horas 0,226
0-12 horas 0,015
3-12 horas 1
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Al analizar los valores en funcion de la presencia de remodelado, no

hubo diferencias entre los grupos (p=0,372)
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Figura 54: miR-339-5p en funcién del desarrollo de remodelado

-125-



Caracterizacion de los microRNAs implicados en el IAM sometido a angioplastia primaria Resultados

miR-423-5p

Tabla 32: Estadisticos descriptivos para miR-423-5p

Media Desviacion estandar

0 horas 0,50 0,32
3 horas 0,78 0,30
12 horas 1,07 0,21
24 horas 0,87 0,41
Controles 0 1,11
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Figura 55: Diagrama de dispersion para miR-423-5p
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Figura 56: Grafico de barras de error para miR-423-5p

No se observaron diferencias significativas entre los controles (p=0,103),

pero si a las 12 horas (p=0,034).

Analizando las muestras de los pacientes con infarto, también se

observaron diferencias entre los diferentes puntos horarios, especialmente entre

las Oy 12 horas.

Tabla 33: Modelo lineal general para miR-423-5p

Significacién estadistica (p)

Esfericidad Mauchly 0,847

Prueba de efectos intrasujetos 0,004
(esfericidad asumida)

0-3 horas 0,377

0-12 horas 0,007

3-12 horas 0,212
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Al analizar los datos en funcion de la presencia de remodelado no hubo

diferencias entre los grupos (p=0,984).

Remodelado
1,500+ Sg?
- T | Remodelado
—_— i I Mo
T . Isi
@ [J]
1 000 |
I.% ' '
© ? |
# — -
o | L
= b '
E |
m 0500 1 5
5 IL .
[
= . 1
|
0,000 1
-0,500 T T T
0 horas 3 horas 12 horas
Muestra

Barras de error de miR-423-5p en funcidn del remodelado

Figura 57: miR-423-5p en funcién del desarrollo de remodelado
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miR-484

Tabla 34: Estadisticos descriptivos para miR-484

Media Desviacién estandar

0 horas 0,02 0,15
3 horas -0,05 0,27
12 horas 0,12 0,31
24 horas -0,10 0,28
Controles 0 0,23
800
o
600
400 o
(o}
2 . ° °
200 o
g ° ° 8 : o
o}
000 o g
(] o e o
° 8
-,2001 o o 0
g
- A00— o © °
(8]
I I ] I |
Contral 0 horas 3 horas 12 horas 24 horas
Muestra

Valores de miR-484

Figura 58: Diagrama de dispersion para miR-484
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Figura 59: Grafico de barras de error para miR-484

No hubo diferencias significativas entre los valores de los controles y los

valores a las 3 horas (p=0,691) y 12 horas (p=0,357).

Tampoco se observaron diferencias significativas entre las muestras de

los pacientes con infarto.

Tabla 35: Modelo lineal general para miR-484

Significacién estadistica (p)

Esfericidad Mauchly 0,013
Prueba de efectos intrasujetos 0,356
(limite inferior)
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No se observaron diferencias al analizar los datos en funcion de la

aparicién de remodelado (p=0,447).
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Figura 60: miR-484 en funcion del desarrollo de remodelado
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miR-499

Tabla 36: Estadisticos descriptivos para miR-499

Media Desviacién estandar

0 horas -1,18 0,45
3 horas 1,94 0,79
12 horas 2,17 0,47
24 horas 0,66 1,20
Controles 0 1,18
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Figura 61: Diagrama de dispersion para miR-499
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Figura 62: Grafico de barras de error para miR-499

Hubo diferencias fuertemente significativas entre los valores de los
controles y las muestras de los pacientes a las 3 horas (p=0,002) y las 12 horas

(p=0,000).

También hubo diferencias fuertemente significativas entre los valores de

mMiR-499 en las muestras de los pacientes aplicando el modelo lineal general.

Tabla 37: Modelo lineal general para miR-499
Significacién estadistica (p)

Esfericidad Mauchly 0,815

Prueba de efectos intrasujetos 0,000
(esfericidad asumida)

0-3 horas 0,000

0-12 horas 0,000

3-12 horas 0,628
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No hubo diferencias en funcion de la aparicion de remodelado (p=0,107).
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Figura 63: miR-499 en funcion del desarrollo de remodelado
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miR-519

Tabla 38: Estadisticos descriptivos para miR-519

Media Desviacion estandar

0 horas -0,67 0,69
3 horas -0,44 0,83
12 horas -0,68 0,87
24 horas -0,91 1,08
Controles 0 0,54
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Figura 64: Diagrama de dispersion para miR-519
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Figura 65: Grafico de barras de error para miR-519
No hubo diferencias significativas entre los controles y los valores a las
3 horas (p=0,122) ni a las 12 horas, si bien en este caso con p=0,078.

Tampoco hubo diferencias entre las muestras procedentes de los

pacientes.

Tabla 3920: Modelo lineal general para miR-519

Significacién estadistica (p)

Esfericidad Mauchly 0,758
Prueba de efectos intrasujetos 0,839
(esfericidad asumida)
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No hubo diferencias al analizar los valores en funcién de la presencia de

remodelado posterior (p=0,974)

Media miR-519

Figura 66: miR-519 en funcion del desarrollo de remodelado
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miR-522

Tabla 40: Estadisticos descriptivos para miR-522

Mediana Rango intercuartilico
O horas -1,48 1,30
3 horas -1,05 1,34
12 horas -1,21 1,84
24 horas -0,21 1,25
Controles 0,07 0,94
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Figura 67: Diagrama de dispersion para miR-522
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Figura 68: Diagrama de cajas para miR-522

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los
valores de los controles y los valores a las 3 horas (p=0,027). No asi entre los

controles y los valores a las 12 horas (p=0,093).

No hubo diferencias significativas entre las muestras de los pacientes al

aplicar el test de comparacion entre muestras de Friedman: p=0,692.

Tampoco se observaron diferencias entre los pacientes en funcion de la

aparicion de remodelado a las 3 horas (p=0,386) ni a las 12 horas (p=0,686).
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Figura 69: miR-522 en funcion del desarrollo de remodelado
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miR-545

Tabla 41: Estadisticos descriptivos para miR-545

Mediana Rango intercuartilico
O horas -1,57 0,60
3 horas -1,28 0,56
12 horas -1,50 1,81
24 horas -1,19 1,78
Controles 0,33 1,93
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Figura 70: Diagrama de dispersion para miR-545
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Figura 71: Diagrama de cajas para miR-545
También en este caso hubo diferencias entre los valores entre los
controles y los valores a las 3 horas (p=0,027) y no a las 12 horas (p=0,093).

Sin embargo, no hubo diferencias entre las muestras de los diferentes

puntos horarios de los pacientes con infarto: p= 0,692

Tampoco se observaron diferencias en cuanto a la aparicion de

remodelado a las 3 horas (p=0,386) ni a las 12 horas (p=0,886).
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Figura 72: miR-545 en funcion del desarrollo de remodelado
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Nuestro estudio plantea intentar caracterizar los microRNAs que se
liberan en el contexto del infarto agudo de miocardio con elevacion del ST, en
condiciones lo mas parecidas posibles a un modelo de isquemia-reperfusion. Por
ello se incluyeron pacientes que tuvieran entre 2 y 6 horas de dolor, con objeto
de que hubiese un tiempo suficiente para producir dafio miocardico y que no
hubiese transcurrido demasiado tiempo para que el miocardio ya no fuese viable.
Se exigio también que en el momento del cateterismo la arteria estuviese cerrada
(flujo TIMI 0) para asegurar que se reprodujera el modelo de isquemia-

reperfusion.

Asimismo, dado que se pretendia valorar la presencia de remodelado,
se limitd el estudio a pacientes con infartos debidos a oclusion tromboética de la
arteria descendente anterior, pues son los que presentan mayor probabilidad de
remodelado e insuficiencia cardiaca en el seguimiento. Esto se hizo ademas para

intentar obtener una muestra homogénea de pacientes.

El hecho de que los criterios de inclusion fuesen, como hemos

comentado, restrictivos hizo que el reclutamiento fuese lento.

Por motivos econdémicos teniamos disponible un nimero limitado del kit
“Megaplex Primer Pools, Human Pools A v2.1” de Applied Biosystems, con el
que podiamos realizar un array de expresion de los 384 microRNAs mas
importantes en humanos. Por esta razon, al elaborar el protocolo de estudio se
decidi6 realizar este analisis en muestras de 8 pacientes extraidas 3 horas tras
la apertura del vaso, con objeto de que ya se hubiesen liberado tanto microRNAs

relacionados con el proceso de isquemia-necrosis como con el de reperfusion.

- 145 -



Caracterizacién de los microRNAs implicados en el IAM sometido a angioplastia primaria Discusién

Estas muestras se compararian con las procedentes de 3 controles, que serian
pacientes sometidos a cateterismo por dolor toracico pero que no tenian lesiones

coronarias, que sirvieron como controles.

El obligado reducido nimero de pacientes y controles limitaba a priori el
valor de los resultados; no obstante, esperdbamos poder encontrar algunos
microRNAs con expresion diferencial con respecto a los controles y que no se

hubiesen descrito previamente.

Una limitacion de la técnica para el analisis de los microRNAs es la
ausencia de unos niveles de referencia establecidos para su medida. Los valores
deben referirse a unos determinados enddgenos cuyos valores se suponen
estables en todos los pacientes, o bien con respecto a un grupo control. Sin
embargo, en funcion de la referencia empleada los resultados pueden diferir. En
nuestro caso realizamos en varias ocasiones los analisis, escogiendo los

microRNAs cuyos resultados fueran consistentes en la mayoria de los casos.

Estos resultados debian luego confirmarse con la realizacién de las
curvas de liberacién (a las 0, 3, 12 y 24 horas de la apertura del vaso) de 20
microRNAs, seleccionados tanto por los resultados de los arrays de expresion
realizados como por los resultados recogidos en la bibliografia, asi como la

inclusion de un nimero mayor de controles.

Se pretendia correlacionar los resultados con la presencia de non-reflow
como marcador de la presencia de dafio por reperfusion, asi como por el
desarrollo de remodelado, si bien teniendo en cuenta que por las limitaciones

determinadas del escaso tamafio muestral los resultados serian limitados. Sélo
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un paciente de nuestra muestra desarrollé un non-reflow manifiesto, por lo que
desestimamos un andlisis en este sentido. No obstante, la mitad de los pacientes
de nuestra muestra desarrollé en el seguimiento remodelado y disfuncion
ventricular, lo que permitié intentar analizar si existian microRNASs con expresion

diferencial entre los pacientes que los desarrollaron y los que no.

Por tanto, creemos que el valor de nuestro estudio radica en la
homogeneidad de la muestra de pacientes y que intenta reproducir en la clinica
un modelo puro de isquemia-reperfusion, identificando microRNAS que se
liberen en este contexto y no hubiesen sido descritos. La limitacién obvia es el
escaso tamafio muestral, que hace que las conclusiones deban confirmarse con

estudios de mayor tamafo.

A continuacion analizaremos los resultados de los 20 microRNAs

seleccionados.
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miR-1

En nuestro estudio se observé una curva de liberaciéon de miR-1 en los
pacientes con IAM, con diferencias estadisticamente significativas entre los
diferentes puntos de la curva (tabla 9). EI aumento fue precoz, observandose
niveles elevados ya a las 3 horas, manteniéndose con un ligero aumento a las
12 horas y descendiendo posteriormente. No hubo diferencias con el grupo
control de los valores a las 3 horas y 12 horas, pues los valores del grupo control
estaban mas elevados que los que se obtuvieron al comenzar el cateterismo, y

ademas presentaban una mayor dispersion (figuras 13 y 14).

No hubo diferencias entre los pacientes que desarrollaron remodelado y

los que no (figura 15).

Este resultado concuerda con estudios previos publicados previamente,
donde de forma consistente se observé un aumento de los niveles de miR-1 en

el infarto agudo de miocardio, estudiandose su utilidad como biomarcador.

Asi, en un estudio con 93 pacientes con IAM y 66 controles se encontro
gue miR-1 estaba significativamente elevado en los pacientes con infarto con

respecto a los controles, con un AUC de 0,77 @),

En otro estudio que incluyé a 444 pacientes con sindrome coronario
agudo se analizaron los niveles de miR-1, miR-133a, miR-133b, miR-208a,
miR-208b y miR-499 en muestras obtenidas al ingreso, observandose una
correlacion entre los niveles de TnT ultrasensible y los valores de miR-1,
miR-133a, miR-133b y miR-208b. Si bien habia mayores niveles de miR-1,

miR-133a y miR-208b en los pacientes con IAM frente a los que presentaban
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angina inestable, habia una importante superposicion de valores entre los

grupos €9

En 17 pacientes con IAM se extrajeron muestras a las 4, 8, 12, 24, 48,
72 horas y 7 dias tras el inicio de los sintomas para analizar miR-1 y miR-126.
Se compard con 25 controles sanos. Se detectd un aumento significativo de los
niveles de miR-1 ya detectable a las 4 horas y con pico a las 8 horas, con AUC

superiores a 0,90, asi como una disminucién de los niveles de miR-126 @,

En un estudio con 67 pacientes con IAM y 32 controles se analiz6 el valor
diagnéstico de miR-1, miR-133a, miR-208b y miR-499 con respecto a la
troponina T. Ninguno de ellos mostr6 mayor rentabilidad diagnéstica que la

troponina 9,

Comparando 56 pacientes con IAM con 28 controles, se observo un
aumento significativo de los niveles de miR-1 a las 12 horas del inicio de los
sintomas, volviendo a la normalidad a los 14 dias. El andlisis de las curvas ROC
mostré que miR-1 es especifico y sensible para el diagnostico de 1AM, pero no

superior a la troponina T (AUC de 0,85 vs 0,95) @D,

En 49 pacientes con IAM se encontré una correlacion inversa entre los

niveles de miR-1 vy la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo @D,

En una muestra con 33 pacientes con IAMCEST y angioplastia primaria
se obtuvieron muestras para analisis de miRNA. La primera muestra se obtuvo
tras 517 + 309 minutos del inicio de los sintomas. Se observo que los niveles de
miR-1, miR-133a, miR-133b y miR-499-5p fueron de 15 a 140 veces superiores

a la media, volviendo a niveles basales a los 5 dias. Se observé que los niveles
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de miR-1, miR-133a y miR-133b se elevaban mas precozmente que los de miR-

499-5p @®),

En un estudio con 117 pacientes con IAM, 182 con angina de pecho y
100 controles sanos se observo una elevacion significativa de miR-1, miR-134,
miR-186, miR-208, miR-223 y miR-499 en los pacientes con infarto. Ademas,
miR-208 y miR-499 estaban elevados en los pacientes con angina de pecho,

incluso mas que los pacientes con infarto @9,

En 322 pacientes con sospecha de SCA (106 con diagnostico final) se
determinaron miR-1, miR-21, miR-146a, miR-208a y miR-499. Todos estaban
significativamente elevados en el grupo con SCA. Ademas, la combinacién de
miR-1, miR-21 y miR-499 tuvo mayor rendimiento diagndstico de sindrome

coronario agudo que la troponina T ultrasensible @,

Por otro lado, se han publicado varios estudios que intentan valorar los

mecanismos implicados en la liberacion de miR-1 y su significado.

De esta forma, se ha observado en ratas que el aumento de la expresion
de miR-1 puede estimularse por estimulos beta-adrenérgicos, y que propranolol
puede reducir su expresion durante la isquemia miocardica @2. Ademas, se ha
observado en ratas que espironolactona incrementa la expresion de miR-1 tras
IAM, pudiendo contribuir a la supresion de la expresion de los canales activados
por la hiperpolarizacion y los nucledtidos ciclicos, implicados en la génesis de

arritmias ©3,
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En otro estudio se observé en 24 autopsias de pacientes con IAM que el
miR-1 se encontraba sobreexpresado en tejido miocardico remoto frente al tejido

infartado o a tejidos sanos procedentes de pacientes controles €4,

Se ha visto también que la inyeccién intramiocéardica de células madre
mesenquimales en ratas a las que se ha inducido un IAM es mas efectiva si estas

células han sido modificadas para que sobreexpresen miR-1 ©2,

Por tanto, en nuestro estudio encontramos una liberacion de miR-1
durante la fase aguda del infarto agudo de miocardio concordante con lo ya

publicado. No se observé relacion con el desarrollo de remodelado.
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miR-21

También detectamos en nuestra muestra una curva estadisticamente
significativa en los niveles de miR-21 (tabla 11). En este caso, si bien se observo
un aumento ya a las 3 horas, el pico se produjo a las 12 horas de la apertura del
vaso (figuras 16 y 17). No hubo diferencias significativas con respecto a los
controles ni tampoco entre los pacientes que desarrollaron remodelado y los que

no (figura 18).

El aumento de miR-21 también esté descrito en estudios previos.

En un estudio con pacientes con IAM, ictus, embolismo pulmonar y
controles sanos se detectd que miR-21 y miR-361-5p aumentaban en las tres
entidades, asi como que miR-519e-5p descendia sélo en el infarto, aumentado

en el ictus y el embolismo pulmonar €9,

Como se expuso anteriormente, en 322 pacientes con sospecha de SCA
miR-21 estaba significativamente elevado en el grupo con diagndstico final de

SCA @),

Ademas, se ha estudiado en diversos estudios el papel de este

microRNA en el IAM.

En 2009 se observé que en corazones murinos a los que se inducia un
infarto habia una reduccion de la expresion de miR-21 en la zona infartada y un
aumento en los bordes; esta reduccion de la expresion se reducia al realizar
precondicionamiento isquémico; ademas, la administracion de adenovirus con

miR-21 reducia el tamafio del infarto @, También se ha observado que
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aumentaban los niveles de miR-21 en tejido cardiaco murino tras isquemia-
reperfusion, regulando la expresion de la MMP-2 (metaloproteinasa de
matriz - 2) @&, Asimismo, se observé que miR-21 protegia contra el dafio a los
cardiomiocitos inducido por perdxido de hidrogeno ©2. Por otro lado, durante la
isquemia-reperfusion se ha observado que el aumento de miR-21 tiene un papel
antiapoptético @99 de tal forma que su estimulacion mediante sulfuro de sodio
durante la isquemia-reperfusion da lugar a menor inflamacién, apoptosis,
necrosis y tamafio del infarto, que no se producia cuando también se
administraba anti-miR-21 @0, En ratas sometidas a infarto anterior se observo
que la administracion de lentivirus que expresaban miR-21 reducia el contenido
de colageno I, fibronectina, el numero de células apoptoéticas y el tamafio final
del infarto en un 36,9 % @9 | a administracion de Trimetazidina parece reducir
la apoptosis en un modelo de isquemia-reperfusion mediante la induccién de

miR-21 199,

Se ha observado que la supresién mediante anti-miR-21 reduce la
fibrosis auricular y la incidencia de fibrilacion auricular en ratas tras infarto agudo

de miocardio @94,

En resumen, en nuestro estudio encontramos un aumento de miR-21
durante el IAM concordante con lo ya publicado. A pesar de que esta descrito un
papel protector durante la fase aguda, no se observaron diferencias entre los

pacientes que desarrollaron remodelado y los que no.
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miR-29a y miR-29b

En nuestro estudio se observd un ligero aumento progresivo de los
niveles de miR-29a en las posteriores horas al infarto de miocardio, que sin

embargo no fue significativo (figuras 19, 20, 22 y 23; tablas 13 y 15).

Los niveles de miR-29b en los pacientes fueron menores que en los
controles, de forma significativa a las 3 horas. Sin embargo, los valores no

mostraron variaciones durante el periodo de observacion.

Si bien no observamos diferencias en los niveles de miR-29a en funcion
del desarrollo de remodelado (figura 21), los niveles de miR-29b tendieron a ser
menores en los pacientes que desarrollaron remodelado, acercandose a la

significacion estadistica (figura 24).

En un estudio previo que estudié la liberacion de microRNAs en 12
pacientes con IAM frente a 12 controles sanos se encontré un incremento del

miR-29a a los 5 dias del IAM, que se mantenia posteriormente @05,

Asimismo, en otro estudio se observo que miR-29 se encontraba inhibido
en la zona adyacente al infarto. Como miR-29 inhibe el RNAmM de proteinas
implicadas en la fibrosis (colageno, fibrilinas, elastina), su inhibicion ha mostrado
reducir la expresion de colageno y aumentar la fibrosis €%, Por otro lado, se ha
observado en ratas que la administracion de Carvedilol se asocié con un
aumento de la expresion en fibroblastos de miR-29b, pudiendo contribuir a la

reduccion de la fibrosis tras un IAM @90,
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Por tanto, en nuestro estudio no se observé aumento significativo de los
niveles de miR-29a en la fase aguda del infarto. Si se detectaron valores bajos
de miR-29b con respecto a los controles, sin desarrollo de curva. No se ha
descrito su papel en fases tan precoces; no obstante, de acuerdo con lo
publicado, estos microRNAs podrian desarrollar un papel protector en fases
posteriores inhibiendo la fibrosis e influyendo en el remodelado, por lo que
aungue las diferencias detectadas en nuestro estudio en los niveles de miR-29b
con respecto al desarrollo de remodelado no son significativas si creemos que

merecerian ser confirmadas en un estudio méas amplio.

miR-125
No observamos variaciones significativas en los niveles de miR-125a-3p,
ni diferencias con respecto a los controles, ni predijeron el desarrollo de

remodelado (figuras 25, 26 y 27; tabla 17).

Poco hay publicado sobre este microRNA. En un estudio se observo
mediante la administracién a ratas de lentivirus con miR-125 que se reducia el
dafio tras isquemia-reperfusion inhibiendo la apoptosis, la actividad de las

caspasas 3/7 y 8 y el tamafio final del infarto @98,

-155-



Caracterizacién de los microRNAs implicados en el IAM sometido a angioplastia primaria Discusién

miR-133a y miR-133b

Tanto los niveles de miR-133a como los de miR-133b en nuestro estudio
mostraron una curva claramente significativa, con valores pico ya a las 3 horas
y que se mantenian estables a las 12 horas, descendiendo posteriormente.
También las diferencias entre los valores a las 3y 12 horas y los controles fueron

muy significativas en ambos casos (figuras 28, 29, 31 y 32; tabla 19).

Al analizar su correlacion con el desarrollo de remodelado, hubo una
tendencia no significativa a que los pacientes que remodelaron tuvieran valores

mayores de miR-133a en fase aguda (figuras 30 y 33)

En los estudios previamente publicados, ambos son marcadores de
conocido valor diagndéstico en el 1AM, habiéndose estudiado también su valor

pronastico.

Asi, en un estudio se midieron los niveles de miR-133a al ingreso en 216
pacientes sometidos a angioplastia primaria por IAMCEST de menos de 12 horas
de evolucion. Se observo una correlacién entre los niveles de miR-133a y los
marcadores en RNM (tamafio del infarto, obstruccion microvascular). Los
eventos cardiovasculares (muerte, reinfarto e insuficiencia cardiaca) fueron méas
frecuentes a los 6 meses en los pacientes con valores de miR-133a por encima

de la mediana 2,

En otro estudio con 246 pacientes con un infarto anterior, la
determinacion seriada durante un afio de miR-133a no se correlacioné con los
indices de funcibn y remodelado ventricular ni con los niveles de

NT-pro-BNP 199,

-156 -



Caracterizacién de los microRNAs implicados en el IAM sometido a angioplastia primaria Discusién

En un estudio con 77 pacientes con IAMCEST, 21 pacientes con
IAMSEST y 23 controles sanos, se observo una elevacion de miR-133a, miR-
133b y miR-499-5p en pacientes con infarto con y sin elevacion del ST con

respecto a los controles. Los valores estaban ya elevados a las 4 horas €9.

Se observo en un estudio con 13 pacientes con IAM, 127 pacientes con
angina de pecho y 127 controles sanos que los niveles de miR-133a se elevaban
en los pacientes con IAM, pero también en los pacientes con angina estable con
respecto a los controles; ademés, habia una correlacién entre sus niveles y la

severidad de la enfermedad coronaria 119,

En un estudio con 1155 pacientes que consultaron por dolor toracico se
determinaron los valores de seis microRNAs: miR-133a, miR-208b, miR-223,
miR-320a, miR-451 y miR-499. 224 pacientes tuvieron un diagndstico final de
IAM. En ellos se observaron valores elevados de miR-208b, miR-499 vy
miR-320a. La mayor eficacia diagndstica se observd con el miR-208b (AUC:
0,76). Sin embargo, ninguno mejoré el valor diagndstico de la troponina T
ultrasensible. Los pacientes que fallecieron tenian mayor valor de miR-208, pero

con escaso valor predictivo @2,

También se ha estudiado el valor de miR-133a y miR-133b en otros
estudios ya citados @9, Destacar que miR-133a y miR-133b se elevaron mas
precozmente que miR-499-5p @® y que miR-133a se ha correlacionado con la
mortalidad, si bien perdiendo este valor pronostico al ajustarlo por la

troponina €2,
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En cuanto a posibles mecanismos de accion, se ha observado que la
sobreexpresion de miR-133 protege a los cardiomiocitos de la apoptosis al
reducir la expresion de las caspasas 9 y 3 en presencia de peroxido de
hidrogeno. Se ha observado que los niveles de miR-133 aumentan bajo

tratamiento con Carvedilol A1),

En resumen, nuestros datos, que muestran una elevacién durante la fase
aguda del infarto de ambos microRNAs, son plenamente concordantes con lo
publicado. La tendencia que hemos encontrado a unos mayores valores de
miR-133a en los pacientes que desarrollaron remodelado podria ser real, si bien
aunque estd descrito un posible papel protector de este microRNA,
probablemente sea mas reflejo de su relacion con el tamafio del infarto, y no de

su papel fisioldgico.
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miR-193b

En nuestra muestra observamos una curva con diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de miR-193b, con un pico ya a las

3 horas, maximo a las 12 horas y descenso ya a las 24 horas (figuras 34 y 35).

También hubo diferencias entre los valores a las 3 y 12 horas y los

valores en los controles.

No se observé relacion con el desarrollo de remodelado (figura 36).

No hemos encontrado ningun estudio previo en el que se haya detectado
esta elevacion en el contexto del infarto agudo de miocardio. Si existe un reciente
articulo en el que se observa que existen niveles elevados de miR-193-5p en 8
pacientes con miocardiopatia hipertréfica frente a 4 controles sanos @12 y un
estudio experimental en el que se observé una regulacion al alta a las 24 horas

de reperfusion tras 2 horas de isquemia en vasos de colgajos epigastricos de

rata 113,

Por tanto, seria el primer estudio en que se describe la liberacién de

miR-193b durante el infarto agudo de miocardio.
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miR-200b

No obtuvimos valores con un curva clara de liberacion en los niveles de
miR-200b (figuras 37 y 38). Si bien se observé una significacion estadistica limite
(p=0,05), los valores en diferentes puntos fueron variables, por lo que no nos
permiten afirmar que este microRNA tenga una liberacion en el IAM. Tampoco

esta liberacion esta descrita previamente en la literatura.

No hubo diferencias con respecto a los controles y tampoco se

correlaciond con el desarrollo de remodelado (figura 39).
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miR-208

En nuestro estudio no encontramos variaciones en los niveles de
miR-208 en las muestras de los pacientes, ni diferencias con respecto a los
controles, ni correlacion con el desarrollo de remodelado (figuras 40, 41 y 42;
tabla 24), lo cual contrasta claramente con los estudios publicados en los que se

ha estudiado el papel y valor diagndéstico de mir-208a y mir-208b en el infarto.

Asi, en un trabajo se estudiaron pacientes con IAM, miocarditis virica,
insuficiencia cardiaca aguda y disfuncién diastolica. Se observo con respecto a
los controles un aumento marcado de los niveles de miR-499 y miR-208b; este
aumento se observé también, aunque de forma ligera, en pacientes con
miocarditis. En los pacientes con insuficiencia cardiaca aguda solo se elevo

ligeramente miR-499 €8),

En un estudio con 87 pacientes con IAM (con y sin elevacion del ST) y
87 voluntarios sanos, se observo un aumento de los niveles de miR-208b y un
descenso de miR-26a y miR-191. Se analiz6 el valor diagndstico de los niveles
de miR-26 (AUC: 0,745; S: 73,6 %, E: 72,4 %), miR-191 (AUC: 0,669, S: 61 %,
E: 69 %) y mir-208b (AUC: 0,674, S: 59,8 %, E: 73,6 %). Este ultimo presento el

mejor rendimiento en IAMSEST @3,

Hemos comentado anteriormente varios estudios en los que se estudia
el valor diagnoéstico de mir-208. En un estudio que incluyo 444 pacientes con
sindrome coronario agudo se obtuvieron muestras al ingreso observandose una
correlacion entre los niveles de troponina T ultrasensible y los valores de miR-1,

miR-133a, miR-133b y miR-208b. Si bien habia mayores niveles de miR-1,
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miR-133a y miR-208b en los pacientes con IAM frente a los que presentaban
angina inestable, habia una importante superposicion de valores entre los
grupos. Como en el caso de miR-133a, los niveles de miR-208b se
correlacionaron con la mortalidad, si bien perdieron este valor prondstico al
ajustarlo por la troponina €. En un estudio con 117 pacientes con IAM, 182 con
angina de pecho y 100 controles sanos, se observo una elevacion significativa
de miR-1, miR-134, miR-186, miR-208, miR-223 y miR-499 en los pacientes con
infarto. Ademas, miR-208 y miR-499 estaban elevados en los pacientes con
angina de pecho, incluso mas que los pacientes con infarto 9. En 322 pacientes
con sospecha de SCA (106 con diagndstico final) se determinaron miR-1,
miR-21, miR-146a, miR-208a y miR-499. Todos estaban significativamente
elevados en el grupo con SCA @, En un estudio con 1155 pacientes que
consultaron por dolor toracico se determinaron los valores de seis microRNAS:
miR-133a, miR-208b, miR-223, miR-320a, miR-451 y miR-499. 224 pacientes
tuvieron un diagndstico final de IAM. La mayor eficacia diagnostica se observé
con el miR-208b (AUC: 0,76). Sin embargo, ninguno mejoré el valor diagnéstico
de la troponina T ultrasensible. Los pacientes que fallecieron tenian mayor valor

de miR-208, pero con escaso valor predictivo 72,

Se ha comprobado tras analizar muestras de 359 pacientes con IAM que
los niveles de mir-208b y mir-34a al ingreso eran mayores en pacientes que
presentaban remodelado en el seguimiento, definido como un aumento de al
menos el 10 % en el volumen telediastolico del VI a los 6 meses con respecto al

nivel basal €9,
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En resumen, el valor de miR-208 esta claramente definido en el infarto
agudo de miocardio, si bien en nuestro estudio no hemos podido observar este

efecto, sin que podamos determinar la causa.
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miR-320

Encontramos en nuestro estudio una curva en los niveles de miR-320
estadisticamente significativa, con un pico manifiesto a las 12 horas (figuras 43
y 44, tabla 26). También los niveles a las 12 horas fueron mayores de forma

significativa con respecto a los controles.

Ademas, la liberacion de este miR-320 fue superior de forma significativa
en los pacientes que desarrollaron remodelado frente a los que no lo hicieron

(figura 45).

En el mencionado estudio con 1155 pacientes que consultaron por dolor
toracico, en los 224 pacientes que tuvieron un diagnéstico final de 1AM, se

observaron valores elevados de miR-320a (@2,

En un estudio de isquemia-reperfusion en ratas se encontraron niveles
elevados de miR-320, detectandose ademas que el tratamiento con
antagomiR-320 mejoraba los pardmetros de remodelado en el seguimiento,
presentando asimismo menor grado de fibrosis y apoptosis @19, Previamente
también se habia observado en otro estudio con un modelo murino que la
sobreexpresion de miR-320 en isquemia-reperfusion se asociaba a mayor
apoptosis y tamafio del infarto, mientras que el tratamiento con antagomiR-320

daba lugar a menor tamario del infarto @19,

No se habia detectado este efecto en estudios en humanos.

En resumen, hemos detectado una liberacién de miR-320 en el infarto
agudo de miocardio, previamente descrita. Si bien la relacién de miR-320 con un

mayor tamafo del infarto y el papel beneficioso de su inhibicién en la reduccién
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del tamafio del infarto y el menor desarrollo de remodelado se ha descrito en
modelos animales de isquemia-reperfusion, no hemos encontrado estudios en

gue se haya descrito este efecto en humanos, como en el nuestro.

miR-324-3p.
No detectamos curva significativa en los niveles de este microRNA, ni

diferencias con los controles ni influencia en el desarrollo de remodelado (figuras

46, 47 y 48; tabla 28).

Tampoco hay ningun estudio sobre su relacion con el IAM.

miR-339-3p

Tampoco detectamos una curva significativa en este caso, si bien los
valores fueron mayores en todos los puntos con respecto a los controles,

significativamente a las 3 horas (figuras 49 y 50).

No hubo diferencias con respecto al desarrollo de remodelado

(figura 51).

No hay nada descrito al respecto en la literatura, por lo que estos

resultados deberian confirmarse en estudios mas amplios.
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miR-339-5p

Observamos una curva de liberacion significativa de miR-339-5p, con
niveles mayores ya a las 3 horas, pero que continuaba aumentando con un

maximo a las 24 horas (figuras 52 y 53; tabla 31).

No hubo diferencias con los controles a las 3y 12 horas, aunque en este

altimo caso cercano a la significacion estadistica.

No se encontraron diferencias con respecto al desarrollo de remodelado

(figura 54).

No hay descritos datos de liberacion de miR-339-5p en el infarto agudo
de miocardio. Sin embargo, dos estudios han encontrado relacion con isquemia

miocardica y cerebral, sugiriendo que nuestros hallazgos no son casuales.

En muestras procedentes de tejido de ventriculo izquierdo de pacientes
sometidos a cirugia de revascularizacion coronaria, tomadas antes y después de
clampar la aorta, se observé un aumento de los niveles de miR-339-5p @19, Por
otro lado, se ha observado experimentalmente que en modelos de ictus cerebral,

hay un aumento de miR-339-5p en relacion con los episodios de isquemia 10,

Por tanto, seria el primer estudio en que se describiria la liberacion de
miR-339-5p en el infarto agudo de miocardio, con datos en la literatura que

sugieren gue este hallazgo no es espurio.
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miR-423-5p

En nuestra muestra también encontramos una curva estadisticamente
significativa en la liberacion de miR-423-5p, con valores pico a las 12 horas de

la apertura del vaso (figuras 55 y 56; tabla 33).

En este punto (12 horas), las diferencias fueron significativas con

respecto a los controles.

Los valores de miR-423-5p no se relacionaron con el desarrollo de

remodelado (figura 57).

Este marcador ha sido descrito previamente como marcador de
insuficiencia cardiaca 218121, Se ha estudiado también su liberacion en el infarto
agudo de miocardio y su capacidad para predecir remodelado. Sin embargo, en
un estudio previamente mencionado con 246 pacientes con un infarto anterior,
la determinacion seriada durante un afio de miR-133a y miR-423-5p no se
correlacioné con los indices de funcién y remodelado ventricular ni con los
niveles de NT-pro-BNP, si bien estos niveles no se determinaron en fase aguda

sino al mes, 3y 12 meses 109,

En definitiva, creemos que el aumento de este microRNA en nuestro
estudio se corresponde con los cambios hemodinamicos que ocurren en el
infarto agudo de miocardio de localizacion anterior, con el desarrollo de

insuficiencia cardiaca aguda en mayor o menor medida.
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miR-484

No observamos diferencias significativas entre las diferentes muestras
obtenidas tras el infarto en los niveles de miR-484, ni diferencias con respecto a
los controles ni relacion con el desarrollo de remodelado (figuras 58, 59 y 60;

tabla 35).

Tampoco hemos encontrado ninguna publicacion que relacione este

microRNA con el IAM.
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miR-499-5p

En nuestro estudio observamos que miR-499-5p fue el microRNA que
presentd una curva con mayor variacion, menor dispersion y mayor significacion
estadistica, siendo detectable ya a las 3 horas pero con pico a las 12 horas,
concordando con los multiples estudios en los que se ha utilizado su utilidad

como marcador en el IAM (figuras 61 y 62, tabla 37).

Hubo también diferencias muy significativas con respecto a los controles,

pero no se detecto relacion con el remodelado (figura 63).

Hemos descrito previamente varios estudios en los que se ha confirmado
la elevacion de miR-499 en el IAM €8 78 8. 72) sj bjen sin superar el valor
diagnéstico y pronoéstico de la troponina @ €2, Sin embargo, miR-499 se eleva

también en pacientes con angina inestable, si bien en menor cuantia 79. €1

En cuanto al posible papel que juega en el infarto, se ha observado que
los niveles elevados de miR-499 en ratas neonatas protegerian frente a la

apoptosis mediada por peroxido de hidrégeno @22,

En definitiva, el comportamiento de miR-499 en nuestro estudio es

concordante con los estudios publicados previamente.
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mMiR-519, miR-522 y miR-545

En los tres casos los niveles en los pacientes con infarto fueron menores
gue en los controles, de forma significativa en el caso de miR-522 y miR-545, si
bien sin variaciones entre los diferentes puntos en cada paciente (figuras 64, 65,

67,68, 70y 71; tabla 39).

No hubo diferencias con respecto al desarrollo de remodelado (figuras

66, 69y 72).

Apenas hay estudios sobre estos microRNAs en enfermedades
cardiovasculares. Como hemos descrito previamente, en un estudio con
pacientes con IAM, ictus, embolismo pulmonar y controles sanos se detecto que
miR-21 y miR-361-5p aumentaban en las tres entidades, mientras que mir-519e-
5p descendia so6lo en el infarto, aumentando en el ictus y el embolismo
pulmonar ), En otro estudio en pacientes con insuficiencia cardiaca, se
observaron que los niveles de miR-519-5p se expresaban de forma diferencial
entre los pacientes con insuficiencia cardiaca con funcién sistdlica normal y los

controles (23),

Queda, por tanto, por aclarar la significacién de nuestros resultados con

estos microRNASs.
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1. En nuestro estudio encontramos niveles aumentados en el infarto
agudo de miocardio de varios microRNAs ya descritos en la literatura: miR-1,
miR-21, miR-133a, miR-133b, miR-320, miR-423-5p y miR-499.

2. Encontramos dos microRNAs cuyos niveles se incrementaron
significativamente durante el infarto agudo de miocardio y que no habian sido
descritos previamente: miR-193b y miR-339-5p.

3. Observamos asimismo diferencias estadisticamente significativas
con respecto a los controles, aunque sin desarrollo de curva evolutiva en varios
microRNAs. Los niveles de miR-339-3p eran mayores, mientras que los de
mMiR-29b, mir-522 y miR-545 eran menores.

4. Detectamos valores significativamente mayores de miR-320 en los
pacientes que desarrollaron remodelado ventricular a los 6 meses. Asimismo,
detectamos niveles menores de miR-29b en los pacientes que desarrollaron
remodelado, sin llegar a alcanzar la significacion estadistica.

5. En los microRNAs que se elevaron tras el IAM, el pico se produjo
12 horas tras la apertura del vaso, si bien con valores ya elevados a las 3 horas.

6. Los microRNAs tienen un prometedor papel en el contexto del
infarto agudo de miocardio por su posible valor diagnostico y, sobre todo, como
posibles dianas terapéuticas que permitan reducir el tamafio del infarto y la

progresion a remodelado ventricular e insuficiencia cardiaca.
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