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Resumen

Durante las Ultimas décadas, una de las principales aspiraciones de la
investigaciébn biomédica ha constituido el diagnéstico precoz de diferentes
enfermedades de alta tasa de mortalidad. La posibilidad de deteccion en fase
temprana o, mejor dicho, en la etapa asintomatica, del desarrollo de la
enfermedad ha impulsado la busqueda de nuevos biomarcadores. Los
biomarcadores convencionales, por lo general, se han identificado a partir de
mecanismos de accion ya conocidos. Por otro lado, las nuevas tecnologias “-
omicas” emergentes permiten el descubrimiento y caracterizacién no sesgada
de las variaciones genéticas y epigenéticas asociadas con predisposicion a la

enfermedad.

Los microRNAs (miRNAS) juegan un importante papel en diferentes patologias
gracias a su capacidad de influir tanto en procesos fisiolégicos: diferenciacion
celular, proliferacion, crecimiento, apoptosis, angiogénesis, e inmuno-
inflamatorios, y en la comunicacion celular, como en multitud de patologias: el
cancer, las enfermedades autoinmunes y las patologias de origen vascular,

como el ictus y la preeclampsia (PE).

Segun la OMS, el accidente cerebrovascular es la tercera causa mas comun de
muerte en los paises desarrollados, sélo superada por las enfermedades
coronarias y el cancer. A nivel mundial, cada afio 15 millones de personas en
todo el mundo sufren un accidente cerebrovascular. De éstos, 5,5 millones
mueren y otros 5 millones quedan discapacitadas de forma permanente, lo cual
supone una carga familiar y comunitaria. La PE es un trastorno multisistémico
gue complica 5%-8% de los embarazos en los paises occidentales, y constituye
una fuente importante de morbilidad y mortalidad en todo el mundo. Es
responsable de aproximadamente 76.000 muertes maternas y 500.000 muertes

infantiles por afio en todo el mundo.

El objetivo principal del presente estudio ha sido la evaluacion de los miRNAs
circulantes como biomarcadores no-invasivos para el diagnostico/pronéstico de

dos patologias inflamatorias de origen vascular: preeclampsia e ictus.



Para evaluar la utilidad de los miRNAs circulantes como biomarcadores
moleculares no invasivos para la prediccion precoz de la PE, se realiz6 un
andlisis de perfilado molecular diferencial utilizando la plataforma OpenArray. El
cribado de 754 miRNAs ha confirmado la presencia de 63 de ellos en el suero
de mujeres gestantes de primer trimestre, aunque so6lo 7 miRNAs parecen estar
diferencialmente, aunque modestamente (rango FC: 0.4-1.4), presentes cuando
se comparan gestantes con PE y gestantes con embarazos no complicados.
Sin embargo, no hemos podido confirmar la expresion diferencial de estos 7

MiRNAs en muestras individuales mediante RT-gPCR TagMan.

Los resultados obtenidos muestran que los miRNAs del suero materno durante
el primer trimestre de la gestacién no parecen tener ningun valor diagnostico

para PE temprana.

En el segundo estudio de esta Tesis se sugiere, segun analisis bioinformaticos
utilizando bases de datos, proponemos que la expresion alertada de miR-638
podria modular la cascada de expresion de diferentes genes diana que

desempeiian un papel importante en la respuesta inflamatoria de la isquemia.

La inflamacién juega un papel crucial en la iniciacibn y progresion de la
aterosclerosis. Hemos verificado la presencia y la participacion del miR-638 en
el proceso inflamatorio en células endoteliales HUVEC inducidas por estimulos
pro-inflamatorios (TNFa y IFNy), observando una regulacion que concuerda

con los resultados obtenidos en suero humano

Por primera vez, hemos sugerido que los niveles séricos de miR-638 pueden
constituir un biomarcador no invasivo prometedor asociado con placa
aterosclerotica carotidea vulnerable e ictus isquémico, particularmente en
individuos con elevado riesgo cardiovascular. Asimismo, el miR-638 sérico
podria resultar util como biomarcador prondstico, para monitorizar la efectividad
del tratamiento médico y/o la aparicibn de reestenosis en pacientes

revascularizados.

Palabras clave: microRNAs, preeclampsia, ictus, biomarcadores, daiagnostico, RT-

gPCR, patologias inflamatorias vasculares.
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1. Introduccién

1.1 El proceso inmune-inflamatorio

El proceso inmune-inflamatorio se podria considerar como una combinacién de
interacciones entre tres sistemas fisiologicos (el sistema inmunitario, el sistema
nervioso y el sistema endocrino) que son pilares en la autorregulacién, proteccion y
coordinacion, con el fin de mantener la hemostasia del cuerpo humano. El sistema
nervioso procesa las informaciones recibidas por el entorno, controlando las acciones
mediante mensajeros neurotransmisores que se unen a los receptores celulares; el
endocrino regula, modula mediante hormonas y, por ultimo, el sistema inmunitario

ejecuta y protege.

La inflamacién, es una palabra derivada del latin “inflammare”, que significa encender,
hacer fuego. La inflamacion es una parte del sistema de defensa del huésped que
contrarresta dafos incurridos por estimulos internos o externos, y los signos clinicos
tipicos incluyen enrojecimiento, calor, hinchazén, dolor y pérdida de funcién. La
inflamacién no es perjudicial en su esencia, y es necesaria para la eliminacion de los
desafios que enfrenta el organismo y la consiguiente restauracién de la homeostasis.
De hecho, la capacidad de respuesta inflamatoria debe ser vista como parte de los
mecanismos fisioldgicos que operan para responder al estrés experimentado por las

células, tejidos y 6rganos (1).

La inflamacién puede ser clasificada como aguda o cronica. Los procesos
inflamatorios crénicos y agudos tradicionalmente se consideraban que estaban
motivados por diferentes causas a través de las actividades de las diferentes células y
mediadores, dando lugar a diferentes respuestas. Sin embargo, una vision mas
moderna indica que los procesos estan conectados con el fin de dotar a los
organismos la capacidad de hacer frente a los distintos dafios de una manera robusta

y flexible, regulando asi las funciones homeostéticas claves (1,2).
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1.1.1 Lainflamacion aguda

La inflamaciéon aguda es una respuesta inmediata del cuerpo y es necesaria para
eliminar los patégenos perjudiciales. Frente a la infeccién o al dafio tisular repentino, el
huésped sufre una serie de cambios bioquimicos y fisiolégicos conocidos como
respuesta de la fase aguda. Este proceso implica una cascada de reacciones y esta
mediada por varias células distintas y moléculas que localizan los patdégenos o tejido
dafiado, reclutando otras células y moléculas con el fin de eliminar los agentes nocivos
y finalmente restaurar el equilibrio del cuerpo. En una respuesta inflamatoria normal, la
lesion tisular induce la liberacibn en la zona circundante de mediadores pro-
inflamatorios, tales como factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucinas (IL)-1p,
IL-6, histamina, leucotrienos, y prostaglandinas, por los mastocitos y/o los macréfagos
residentes, lo que resulta en vasodilatacion e infiltracion leucocitaria a través de los

vasos sanguineos (1,3).

Las proteinas plasméaticas del complemento se activan y reclutan a las células
fagociticas (es decir, monocitos y neutréfilos) a la zona para eliminar el tejido
necroético, la invasién de bacterias y residuos. La etapa final de la inflamacion es la
desactivacién del sistema inmunitario, y se produce debido a la conversion de
prostaglandinas y leucotrienos en lipoxinas inducidas por neutréfilos y plaquetas,
iniciando asi la secuencia de terminacién, asi como la produccién y liberacion de
factores anti-inflamatorios, tales como factor de crecimiento transformante (TGF-) e
IL-10, por los macréfagos activados. Ademas, los neutréfilos y fibroblastos de
reparacion se infiltran en la zona, y liberan metaloproteinasas de la matriz (MMPSs)
para la remodelacion de los tejidos y la produccion de matriz extracelular (ECM) y
colageno. Cuando estos pasos se siguen fielmente, la inflamacion aguda se resuelve

sin dafio tisular (1, 2,4).

1.1.2 Lainflamacién crénica

Cuando la inflamacién persiste durante un tiempo mas largo, las células en el sitio
dafiado sufren cambios, lo que lleva a la inflamacién crénica, que es una respuesta
retardada. La inflamacion crénica es una inflamacion aguda persistente debida a una
fase de resolucion desregulada, lo que podria ser el resultado de la incapacidad para
eliminar el estimulo inflamatorio, una procesion incesante de leucocitos que son

responsables de la produccion de citoquinas proinflamatorias y especies reactivas de

34



oxigeno (ROS), que persistentemente causan la lesion y la remodelacion del tejido, asi
como una condicién que mantiene los leucocitos en el sitio de la inflamacion (1, 2,5).
Las enfermedades inflamatorias cronicas debidas a la inflamacion persistente o
desregulada) conforman una parte muy importante de la patologia humana, con
multitud de ejemplos que se pueden citar como: asma, lupus eritematoso sistémico,
artritis reumatoide, prostatitis, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, cicatrizacion de
heridas, lesion por reperfusion isquémica, sarcoidosis, rechazo en trasplantes,
vasculitis, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, psoriasis, sepsis, cancer,

enfermedad de Alzheimer, obesidad , DM, aterosclerosis, o PE (1,6-9).

1.2 Ladisfuncion vascular

La disfuncion endotelial da lugar a cambios moleculares y celulares que incluyen la
expresion de moléculas celulares de adhesion, disfuncion mitocondrial, activacion de
macréfagos y desregulacion inmune, ya sea mediante la reduccion de la
biodisponibilidad de oxido nitrico (NO) (10), o aumentando los niveles de
vasoconstrictor derivado del endotelio y los factores protrombéticos produciendo

vasodilatacion endotelial atenuada (11).

La funcién vascular alterada es una caracteristica comin en muchas enfermedades
cardiovasculares (ECV) como la hipertension arterial (HTA), la aterosclerosis,
preeclampsia (PE) e ictus. Todas estas complicaciones se caracterizan por una
disfuncion endotelial, y una desregulacion tanto inmunitaria como inflamatoria, dando

lugar a la remodelacion arterial y la inflamacion vascular (12-20).

1.2.1 Funciones fisiolégicas del endotelio

El endotelio forma una barrera entre células sanguineas circulantes y macromoléculas
séricas, y la pared de la arteria/vena subyacente. Su permeabilidad e integridad esta
regulada por mecanismos de permeabilidad transcelular y paracelular (20,21). La
transcitosis se lleva a cabo a través de vesiculas de transporte como las caveolas, que
permiten el paso de la albumina, lipidos, hormonas esteroideas y vitaminas
liposolubles a través del endotelio. Las vesiculas de transporte también pueden

fusionarse en los canales que atraviesan las células individuales, lo que permite el
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paso de leucocitos y solutos. Ademas de la funcién de barrera, el endotelio controla el

mantenimiento de la homeostasis vascular (20,21).

Las funciones mas importantes del endotelio son:

La regulacién del tono vascular.
El control de la hemostasia y la trombosis.

Las respuestas inflamatorias inmunes.

YV V V V

La facilitacion del crecimiento vascular, reparacion y remodelacion.

1.2.1.1 Composicion estructural de la pared arterial

La pared arterial se compone de tres capas distintas, desde el interior y hacia el

exterior (Figura 1):

> La tanica intima (compuesta principalmente por las células endoteliales (ECs).
> La tanica media (que se compone de células de musculo liso y el tejido
elastico).

> La tdnica adventicia (compuesta de tejido conectivo hecho por fibras de

colageno).

.
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Figura 1: Anatomia de la pared vascular. Estructura de las capas que forman la pared arterial:
Externa o Adventicia, capa de tejido conectivo (fibrosa). Media, capa gruesa de tejido elastico
con fibras musculares lisas. Interna o Intima, formada por tejido conectivo revestido por una

capa de células endoteliales. Adaptado de Ross et al (22).
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Estas tres capas estan conectadas por el sistema nervioso auténomo y participan en la
modificacion de la funcién arterial después de la propagacion de la onda de pulso
desde el corazon. El endotelio esta en contacto directo con la corriente sanguinea que
circula en el lumen arterial, y participa en la regulacion de la vasodilatacion y la
vasoconstriccion mediante la secrecion de sustancias vasoactivas, tales como el NO y

la endotelina, entre otros (23).

Con el envejecimiento, la funcidn endotelial empieza a deteriorarse, y la produccién de
NO es alterada por la induccion de la Oxido nitrico Sintasa Endotelial (eNOS).
Ademds, se produce un aumento gradual de la resistencia a la insulina endotelial
(23,24).

Esto conducird a una pérdida de la capacidad vasodilatadora inducida por la
resistencia a insulina y, por lo tanto, a la vasoconstriccién y la elevacion de la presion
arterial, otro mecanismo inductor de HTA (25). Ademas, la disfuncién endotelial esta
asociada a la reduccién de propiedades anticoagulantes, al aumento de la expresion

de moléculas de adhesién, la liberaciéon de quimioquinas y citoquinas, y ROS.

Ello conduce a una inflamacion local, migracién y proliferacion de miofibroblastos en el
interior del vaso, a menudo relacionada con la remodelacién vascular. Incluso, la
inflamacién perivascular puede contribuir a la vasoregulacién local. Estos factores
juntos juegan un papel importante en el desarrollo precoz de la aterosclerosis, a partir
de estrias grasas y depositos de lipidos acumulados en la intima (26), por ejemplo,

con la hipercolesterolemia familiar.

El impacto de la disfuncion vascular no solo se limita a las ECs sino también a las
VSMCs, que son el tipo celular predominante en la pared arterial y son esenciales para
la integridad estructural y funcional de la reparacion. La proliferacion y migraciéon
anormal de las VSMCs han demostrado jugar un papel critico en la patogénesis de la
aterosclerosis (27). Se ha demostrado que la disfuncién de las VSMCs desempefia un
papel critico en la patogénesis de ECV, incluyendo la aterosclerosis, el fallo del injerto

de vena, reestenosis post angioplastia, y la HTA de la arteria pulmonar (28).
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1.2.1.2 Remodelacién vascular

La remodelacion vascular, es un proceso de adaptacién en respuesta a los cambios a
largo plazo en el marco hemodindmico, que en Ultima fase puede contribuir a

trastornos vasculares y circulatorios.

Cuatro procesos principales han sido implicados en la remodelacion (29):

El crecimiento celular
La muerte celular

La migracion celular

YV V V VY

La produccion de matriz extracelular o su degradacion

El tipo especifico de remodelacion depende del tipo de enfermedad vascular (29,30).

1.2.1.3 Reparacion vascular

Durante la ultima década, la evidencia apoya la presencia de mecanismos de
reparacion y regeneracion de las ECs dafiadas por células derivadas de la médula
Osea: las células progenitoras endoteliales (EPC) (31). Estas células inmaduras tienen
la capacidad de mantener la integridad y la funcién endotelial mediante la
diferenciacion en ECs maduras, en sustitucion de las ECs dafiadas y el inicio de la

neovascularizacion.

La lesién vascular moviliza a las EPC circulantes, que se localizan en el sitio del dafio
donde se dividen, proliferan y se adhieren al subendotelio para promover el
crecimiento de un nuevo endotelio (32). El deterioro en la capacidad y la eficacia de
los mecanismos de reparacion del endotelio, es consecuencia importante de la

presencia de factores de riesgo de ECV y PE (31-33).

El bajo grado de inflamacion de la pared vascular se reconoce cada vez mas como un
importante contribuyente a la fisiopatologia de las ECV y trastornos relacionados con
el embarazo (34), a la iniciacion y progresion de la aterosclerosis y al desarrollo de la
HTA (35).
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1.3 Enfermedades no transmisibles

Las enfermedades no transmisibles (ENT) matan a 40 millones de personas cada afo,
lo que equivale al 70% de las muertes que se producen en el mundo (36). La
prevalencia global de enfermedades crénicas no transmisibles (ENT) entre ellas, las
enfermedades cardiometabolicas, como las enfermedades cardiocerebrovasculares
(ECCV) incluyendo a la HTA y sus subclases como la PE, la diabetes mellitus (DM) y
el sindrome metabdlico, se han incrementado notablemente durante las décadas
anteriores (36,37) (Figura 2).

Estadistica de defunciones seguin la causa
de muerte

B Enfermedades
cardiovasculares

m Cancer

4% Enfermedades

respiratorias

B Diabetes

m Otros

Figura 2: Las enfermedades no transmisibles (ENT) son la principal causa de mortalidad en
todo el mundo. Las ECVs constituyen la mayoria de las muertes (17,7 millones cada afio),
seguidas del cancer (8,8 millones), las enfermedades respiratorias (3,9 millones), la DM (1,6
millones) y otros factores. Datos adaptados de la Nota descriptiva publicada en el mes de Abril
de 2017 por la OMS (36).

1.3.1 Trastornos hipertensivos durante el embarazo

Los trastornos hipertensivos asociados al embarazo son las principales causas de

mortalidad materna y fetal. Las clasificaciones y caracteristicas de los trastornos

hipertensivos se muestran en la siguiente tabla (38,43).

39



TA = 140/90 mm Hg. Aparece despeues de la semana 20 de
gestacion. Aucencia de proteinuria criterioa de PE. Desaparce antes

de 12 semanas posparto.

Pacientes a las cuales se les diagnostico HTA crénica y luego se
complica con una preeclampsia-eclampsia depues de 20 semana. TA

= 140/90 mm Hg. Presencia de proteinuria con criterioa de PE.

TA = 140/90 mm Hg. Aparece antes de la semana 20 de gestacion.

Aucencia de proteinuria. Persiste despues de 12 semanas posparto.

TA = 140/90 mm Hg, se toma en dos ocasiones separadas, en un
intervalo de cuatro horas.
Proteinuria = 300 mg/24 horas sin criterios de gravedad, 2 + de
proteinas en test labstick en dos ocasiones separadas, en un

intervalo de cuatro horas.

Tension arterial = 160/110 mm Hg.

Alteraciones de funcién renal (Creatinina sérica >0,9 mg /dL, Oliguria

de <50mL/hora).
Alteraciones neurolégicas (hiperreflexia, cefalea, hiperexcitabilidad,
confusion).
Alteraciones visuales (vision borrosa, escotomas centellantes,
diplopia, fotofobia).
Alteraciones hepaticas: Transaminasas elevadas.
Recuento plaquetario < 150.000/I
Edema Agudo pulmonar (no atribuible a otras causas).

Restriccion del crecimiento intrauterino. Desprendimiento de placenta.

Aparicion de convulsiones o coma.
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Tabla 1: Clasificacion y caracteristicas de los trastornos hipertensivos

1.3.2 Preeclampsia

La PE es un trastorno multisistémico que complica el 3% a 5 % de los embarazos en
los paises occidentales, y constituye una fuente importante de morbilidad y mortalidad
en todo el mundo. Es conocida como "sindrome de las teorias”. Varias hipotesis, por
ejemplo, inmunoldgicas, isquemia placentaria, repsuesta inflamatoria y genética, se
han descrito para explicar su patogenia, pero aun siguen siendo poco conocidos los

mecanismos responsables de la PE (39).

El riesgo de PE es de 2 a 5 veces mayor en las mujeres embarazadas con
antecedentes maternos de este trastorno (40). En general, el 10-15% de las muertes
maternas directas son atribuibles a la PE y a la eclampsia. El recién nacido también
corre el riesgo de mortalidad a corto plazo y morbilidad significativa a largo plazo a
partir de la PE, particularmente cuando se requiere un parto prematuro iatrogénico El

aumento de la morbilidad y mortalidad fetal y materna se debe:

> En la madre, la PE puede causar una enfermedad cardiovascular prematura,

HTA crénica, enfermedad isquémica del coraz6n y accidente cerebrovascular (ACV).

> En el feto, los nifios nacidos después de los embarazos con PE, son
relativamente pequefios para su edad gestacional, tienen un mayor riesgo de ACV,
enfermedad de arteria coronaria (CAD) y sindrome metabdlico en la vida adulta
(41,42).

En la actualidad se han planteado varias definiciones de diferentes sociedades, como
la Sociedad Internacional para el Estudio de la HTA en el Embarazo (ISSHP), donde
definen la PE como HTG de nueva aparicion (de novo), que se manifiesta a partir de la
semana 20 de la gestacibn en combinacion con altos niveles de proteinuria (presion

arterial sostenida = 140/90 mmHg y proteinuria = 300 mg /dl durante 24 horas) (43,44).

Esta definicion es consistente con las otras definiciones planteadas por el Instituto
Nacional para la Salud y la Excelencia Clinica (NICE) y por la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) (45,46). En cambio, otras organizaciones, como el Colegio Americano

de Obstetras y Ginecologos (ACOG), han descartado la proteinuria como marcador
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diferencial para el diagndstico de PE al ser un marcador bilégico no estable, variable

segun el método de validacion (47).

Segun la apricion se clasifica en dos formas diferentes en cuanto a a las

complicaciones clinicas y fisiopatolgia:

» PE temprana de aparicion <34 semanas, se asocia con anormalidades
de origen placentario y eventos adversos maternos y fetales.
» PE tardia de aparicion >34 semana, se asocial a factores deorigen

maternos con baja afectacion fetal.

1.3.2.1 Epidemiologia

Las complicaciones relacionadas con el embarazo se han convertido en un problema
de salud materno-fetal grave por su alto indice de mortalidad, de casi el 15% de las
embarazadas que presentan alguna complicacién durante la gestacion, como la
diabetes mellitus gestacional (DMG), la PE y la restriccién del crecimiento intrauterino

(RCIU), en el parto o el postparto (42,48).

Lamentablemente cada dia aproximadamente 830 mujeres pierden la vida a causa de
complicaciones, en su mayoria evitables segin la OMS. Las tasas mas impactantes de
fallecimientos, alrededor de 239 por cada 100.000 recién nacidos, se encuentran en
paises pobres del Africa subsahariana, de un tercio de Asia (49) y de algunos paises
de América Latina (50). El 99% de estas muertes ocurren en paises de bajos y

medianos ingresos econdémicos y por la falta de atencién sanitaria adecuada (51,52).

1.3.2.2 Factores de riesgo relevantes relacionados con PE

Los factores de riesgo documentados en literatura médica, incluyen: historia clinica de
la HTA crénica, enfermedad renal, DM, obesidad, edad =35 afos, y algunas
caracteristicas del embarazo, como embarazo mdltiple, PE previa, o anomalia
congénita fetal (44,48,53) (Tabla 2).
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Intervalo prolongado entre gestaciones
Exposicién limitada a esperma
Nuliparidad o primipaternidad
Embarazos mediante fecundacién in vitro
Pareja masculina cuya madre o pareja anterior tuvo PE
Antecedente de PE en un embarazo anterior
Obesidad materna y resistencia a la insulina
Edades maternas extremas (< 20 o > 35 afios)
Bajo peso materno al nacer
Enfermedad renal cronica
DM pre-gestacional
Raza negra
Sindrome antifosfolipidico
Obesidad
Enfermedad autoinmune
HTA croénica
Infeccion del tracto urinario
Historial familiar de PE en primer grado
Historial familiar de ECV

Gestaciones multiples

Tabla 2: Factores de riesgo comunes de preeclampsia/eclampsia.

1.3.2.3 Fisiopatologia de la PE

La fisiopatologia de la PE es multifactorial, y probablemente estdn implicados tanto
factores maternos-fetales como placentarios (54). El papel fundamental de la placenta
en la fisiopatologia de la PE se respalda en datos epidemiol6gicos y experimentales

que muestran que el tejido placentario es necesario para el desarrollo de esta

43



patologia, de manera que las manifestaciones clinicas no desapareceran hasta que la

placenta sea expulsada de la gestante y se termine el embarazo.

Varios estudios han propuesto mecanismos causantes de PE, de hecho se conoce

como "el trastorno de las teorias" (54,55) (Figura 3 a).

El paradigma predominante en la actualidad se resume en que hay un desequilibrio
fundamental entre los factores proangiogénicos y antiangiogénicos, inducido por un

dafo endotelial placentario (56,57) (Figura 3 b).
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Figura 3 a: Propuesta fisiopatolégica de la PE. Factores genéticos, ambientales e

inmunoldgicos, inflamacion, estrés oxidativo y disfuncion endotelial influencian el desarrollo de
la PE. Modificado de Redman, C et al (54).
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Desequilibrio angiogénico en la
Preeclampsia.

Angiogenesis Antiangiogenesis
-VEGF
-sFlt-1
-sEng
Normal -PIGE
-VEGFR-1

Angiogenesis

-VEGF ¢ Antiangiogenesis

Preeclampsia -PIGF ¢
-VEGFR-1 -sFit-1 4

-sEng *

Figura b: Desbalance entre los factores antiangiogénicos, como el Fltl soluble (sFltl), la
endoglina soluble (sEng) y los factores angiogénicos, como el factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF) y el factor de crecimiento plaquetario (PIGF).

La defectuosa invasién de los trofoblastos de las arterias espirales resultando en
hipoperfusién de la placenta, se cree que es clave en la patologia de la PE (Figura 4).
La hipoperfusién / isquemia / hipoxia estimulan la liberacion de muchos factores en la
circulacion materna, como factores antiangiogénicos (por ejemplo, sFIt, sSEng),
mediadores de la inflamacion (por ejemplo, citoquinas proinflamatorias como TNF-a,
IL-6), presencia de células inmunes (por ejemplo, neutréfilos, monocitos, células NK,
células T), autoanticuerpos angiotensina-1 y lipoproteina de baja densidad oxidada
(oxLDL). Estas moléculas circulantes causan una respuesta inflamatoria excesiva y un

aumento de estrés oxidativo dentro de la vasculatura. (48,58).

La cascada de eventos induce la disfuncion endotelial y activacion caracterizada por
un aumento de la vasoconstriccion, disminucion de la vasodilatacion y angiogénesis
alterada. Un desequilibrio hacia un fenotipo constrictivo aumenta la presién arterial
materna y la resistencia vascular periférica en todos los 6érganos, incluyendo la
placenta. Este aumento de la constriccion de las arterias uterinas (AUt) / placenta

proporciona un sistema de retroalimentacion negativa (48, 55, 58-64).
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Normal pregnancy Pre-eclampsia

Decidua

Decidua-
— myometrium
boundary

Myometrium

Spiral artery

Figura 4: Placentacién en un embarazo normal. Se produce la transformacién fisiologica del
segmento del miometrio de la arteria espiral. Las células del trofoblasto se extienden tanto en el
segmento decidual como en el tercio del segmento del miometrio de la arteria espiral. En los
embarazos afectados de PE, se produce la remodelacién anormal de arterias espirales,
caracteristica clave de la falta de invasién de los trofoblastos en el segmento del miometrio de
la arteria espiral. La consecuencia de la remodelaciébn anormal es el estrechamiento de los
vasos sanguineos en las arterias espirales, la alteracion de la dinamica de flujo sanguineo y la

reduccion de la perfusion Utero-placentaria. Adaptado de Chaiworapongsa, T et al (48).

1.3.2.4 Diagnoéstico de la PE y cribado rutinario

> Por métodos convencionales

La medicion de la presion arterial y las pruebas de proteinuria han sido el pilar de la
deteccion de la PE durante décadas (65). Las mujeres que se consideran de alto
riesgo de desarrollar PE tienen pruebas de presion arterial mas frecuentes (Test de
Gant) y pueden ser referidas para atencién especializada; deben ser conscientes de
los sintomas de la PE y de la necesidad de buscar la atencién apropiada, si presentan

estos sintomas (66).
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> Por métodos de ultrasonido

La evaluacion Doppler de las Resistencias en Arterias Uterinas (Doppler AUt), se
puede realizar con edad gestacional entre 11 y 13 + 0 + 6 semanas a través de un
abordaje transabdominal o transvaginal. El abordaje transabdominal es el método
preferido, ya que es menos invasivo y presenta buena reproducibilidad entre
observadores (67).

Varios estudios de deteccién por ultrasonidos Doppler, tanto en el primer como en el
segundo trimestre del embarazo, han demostrado una asociacion entre el aumento de
la resistencia del flujo (indicado por curvas diastélicas en forma de onda de velocidad
de flujo de la arteria uterina) y el posterior desarrollo de PE y restriccion del
crecimiento intrauterino (RCIU) (67,68).

Un estudio tipo meta-analisis demostré que la deteccién de resultados adversos del
embarazo con el andlisis Doppler AUt en el primer trimestre fue comparable al cribado
basado solamente en los factores de riesgo maternos. A pesar de que se realizaron
los estudios que evaltan la aparicién temprana de la enfermedad en las mujeres que
fueron consideradas de bajo riesgo, los autores no encontraron ningin cambio
significativo en las estimaciones (69-71).

Ademés, una base de datos Cochrane de revision sistematica de la gestacion
mediante Doppler AUt no mostré ninguna mejora predictiva (72). El uso de varios
marcadores bioquimicos, tanto en aislamiento como en combinacion, para la

prediccion de la PE ha sido revisado recientemente (73).

> Por métodos bioquimicos

Entre los marcadores circulantes propuestos para el diagndéstico precoz de la PE en el
primer trimestre del embarazo, muchos de ellos representan manifestaciones de
placentacién inadecuada y del estado de hipoxia. Se destacan sFlt-1, PIGF, sEng,
Inhibina y proteina placentaria 13 (PP13).

Estos marcadores se determinan mediante técnicas analiticas tipo ensayo por
inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA) y electroquimioluminiscencia (ECLIA) tipo
sandwich. Actualmente existen tests comerciales que combinan varias

determinaciones (Tabla 3).
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La sEnd y sFlt-1 se han estudiado ampliamente y son particularmente Utiles para la
prediccion de las mujeres en situacién de riesgo de aparicion temprana de la PE
(74,75). Otros biomarcadores incluyen: Proteina plasmatica A asociada al embarazo
(PAPP-A), PP13, relacion (sFIt-1/PIGF), cistatina C, y hemoglobina fetal libre, aunque
se han estudiado muchos otros marcadores (76,77). En un estudio multicéntrico
prospectivo reciente se han encontrado valores aumentados de sFlt- 1/PIGF en sueros
de madres que desarrollan PE hasta cinco semanas antes de su establecimiento

clinico.

El valor predictivo negativo (0,98 para la PE dentro de 14 dias) superd al de otros
biomarcadores estudiados hasta la fecha como Utiles en el tratamiento de mujeres con
riesgo de PE (78). La combinacién de estas dos variables, sFlt-1: PIGF, se ha

aprobado para el diagnostico clinico con una relacion < 38 (79).

Un estudio ha demostrado que la combinacion de parametros referidos al indice de
masa corporal (IMS) de la paciente, la presion arterial media y la PAPP-A, puede ser
beneficiosa en la selecciéon de individuos para una estrecha supervision y para una

intervencion temprana durante el embarazo (80).

En la siguiente tabla se muestran los marcadores bioquimicos mas relevantes

descritos en la literatura médica (79-84).

Marcador Aumentado/ Disminuido
Soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1) Aumentado
Placentar growth factor (PIGF) Disminuido
Soluble endoglin (sEng) Aumentado
Placental protein 13 (PP13) Aumentado
Plasmatic protein A (PAPP-A) Disminuido
C-reactive protein (CRP) Aumentado
Adrenomedullin (ADM) Aumentado
Inhibin A (Inh-A) Aumentado
Activin-A (Act-A) Aumentado
Leptin Aumentado
Thi-related cytokines Aumentado
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Th2-related cytokines Disminuido

Tregs-related cytokines Disminuido
Thl7-related cytokines Aumentado
M1-related cytokines Aumentado
M2-related cytokines Disminuido

Tabla 3: Caracteristicas de marcadores bioguimicos asociados con la prediccion de PE

> Por modelos combinados

La actividad reciente en este campo ha consistido en modelos multivariables
predictivos. Estos modelos incorporan una gran variedad de pardmetros clinicos,
ecograficos y bioquimicos, que invitan a reflexionar, pero que estan a la altura de los

criterios establecidos, y listos para su uso clinico (76, 82-84).

1.3.3 Proceso inmune-inflamatorio, PE y patologia vascular

Como se mencioné anteriormente, en la fisiopatologia de la PE también incluye
anormalidades en el sistema inmune y la inflamacion (85). Se ha propuesto que los
fragmentos que se desprenden de la superficie de la placenta incluyen proteinas pro-
inflamatorias que pueden contribuir a la respuesta inflamatoria sistémica en el
embarazo normal y a la respuesta inflamatoria exagerada en PE (86,87). Ademas, las
citoquinas proinflamatorias, como IL-6 y TNF-a, se encuentran elevadas en las
mujeres con PE y en modelos murinos de isquemia de la placenta. Por otra parte, la
infusion de citoquinas proinflamatorias en animales gestantes produce elevaciones

significativas en la presion arterial (88).

Los mecanismos de autorregulacion en el sistema inmune materno también estan
implicados en la fisiopatologia de la PE. Esta tolerancia inmune materna implica
interacciones fundamentales entre las células T reguladoras CD4 + y NK uterinas que

reconocen y aceptan los antigenos fetales y facilitan el crecimiento de la placenta (89).
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Una mala placentacion y la perfusion placentaria disfuncional inducen también la
activacion inmune crénica de la placenta. Las mujeres con PE tienen una disminucion
en la circulacion de las células T CD4 + reguladoras. Por otra parte, las ratas con
isquemia placentaria tienen una disminucién del 47% en las células T CD4 +
reguladoras en la circulacion periférica en comparacion con las ratas gestantes

normales (90).

Mientras que estos datos apoyan la hipétesis de que la HTA en respuesta a la
isquemia placentaria representa un cambio desde el estado anti-inflamatorio normal
del embarazo a un estado pro-inflamatorio, la importancia cuantitativa de células T
CD4 + vy, particularmente, Thl7 en la fisiopatologia de la PE queda por determinar
(85). Varios estudios recientes también han indicado que las mujeres con PE producen
una serie de antagonistas de los receptores de la angiotensina Il (ARA-II) (91) o del
receptor AT1 (92).

La teoria que se propone para explicar el riesgo cardiovascular aumentado en mujeres
con antecedentes de PE, es que el embarazo es complicado y el desarrollo de los
trastornos hipertensivos durante el embarazo identifica a una mujer destinada a
desarrollar la ECV. Esto se basa en amplios datos que revelan los factores de riesgo
comunes para PE y ECV. Los trastornos de origen vascular, tanto la ECV como la PE,
han compartido factores de riesgo incluyendo factores genéticos, DM, HTA, aumento
de la resistencia a la insulina y aumento de la concentracion de homocisteina, y
también factores fisiopatolégicos como disfuncion endotelial, respuesta inmune-

inflamatoria y estrés oxidativo (93).

Debido a este aumento importante del riesgo cardiovascular, la American Heart
Association en 2011 reconocié a la PE y a la HTG como factores de riesgo
cardiovascular (94). Los datos obtenidos que confirman la asociacién entre la PE y un
mayor riesgo de enfermedad vascular crénica en forma de HTA, ECVs, y

enfermedades renales son cada vez mayores (37, 95,96).

La evidencia actual sugiere que los factores de riesgo previos al embarazo y la PE en

si, pueden contribuir al incremento del riesgo de ECV a largo plazo (97,98).

La amplia gama de complicaciones macrovasculares maternas de la PE, incluyendo la
HTA, el ACV y la eclampsia, se cree que son secundarias a la disfuncion endotelial
arterial generalizada (64,99). Se sabe que las mujeres que desarrollan PE en el

embarazo presentan un mayor riesgo de ECV a largo plazo (100,101), aunque no
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gqueda claro si ello se debe a una tendencia subyacente de patologia arterial, que
predispone a PE y més tarde a ECV, o si el haber tenido PE es en si mismo un factor

causante de la enfermedad a largo plazo.

Las mujeres que tienen una enfermedad subyacente que predispone a una respuesta
inflamatoria sistémica (por ejemplo, la obesidad, la enfermedad renal crénica o la HTA
esencial) (102) son significativamente mas susceptibles al desarrollo de la PE, e
incluso una placentacion normal o ligeramente anormal en estas mujeres mas

susceptibles puede ser suficiente para desarrollar los sintomas clinicos de la PE (103).

El riesgo posterior de ECV se relaciona con la gravedad de la PE (104). Asimismo, se
ha observado que las mujeres que presentan PE severa asociada con la restriccion del
crecimiento intrauterino experimentan un aumento del riesgo de ECV siete veces por
encima del de la poblacién general (105). Se ha sugerido que el embarazo con PE
tiene efectos duraderos sobre la inflamacién de la pared arterial materna (106). Asi, la
funcion endotelial y los factores angiogénicos circulantes permanecen alterados
durante mas de 5 afios después del parto en mujeres que han tenido PE (64,107).
Algunos cambios en los marcadores circulantes de disfuncion endotelial precoz
podrian ser detectados incluso a los 10 afios siguientes al embarazo (108).

Ademas, el riesgo de ACV después de un embarazo complicado con PE sigue siendo
elevado al afio después del parto (109). La persistencia de la disfuncién arterial
materna de la PE se debe a un aumento en el grosor de la intima de la arteria carétida
en las mujeres con PE varios afios después del embarazo, en comparacion con
embarazos no complicados (110). Sin embargo, los mecanismos por los que persisten
tales cambios siguen sin estar claros, y la capacidad de predecir con exactitud el
subgrupo de mujeres que van a desarrollar ECV a largo plazo, todavia sigue siendo

limitada.

1.3.4 Las enfermedades Cardiovasculares

El término “enfermedad cardiovascular” engloba en general todas las patologias que

afectan al corazon y al sistema circulatorio, entre las que se incluyen (111):

> Enfermedades cerebrovasculares

> Arteriopatias periféricas
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Cardiopatia reumatica
Cardiopatias congénitas

Trombosis venosas profundas y embolias pulmonares

YV V V V

Cardiopatia isquémica

Siguiendo la clasificacién del estudio “Global Burden of Disease” y de la OMS, las dos
mas destacadas son la cardiopatia isquémica, que ha sido responsable de la muerte
de 7,4 millones de personas, y la ECV, que ha causado 6,7 millones de decesos. Por
otra parte, la OMS predice que para el afio 2030, 23,6 millones de personas podrian
morir a causa de ECVs (112,113).

1.3.4.1 Datos epidemioldgicos

A nivel mundial la OMS, segun su ultima nota informativa en Enero de 2015, ha
indicado que las ECVs siguen siendo una de las principales causas de muerte y
discapacidad fisica en todo el mundo, a pesar de su notable decadencia comparada
con afos anteriores, de manera que cada afio mueren mas personas por ECV que por
cualquier otra causa. Segun el dltimo informe la OMS, calcula que en 2012 murieron
por este motivo 17,5 millones de personas de un total de 38 millones de defunciones a
causa de las ENTs, lo cual representa un 42 9%, aproximadamente, de todas las
muertes registradas en el mundo. Entre ellas, aproximadamente un 82% de las
defunciones por ECV se producen en los paises con ingresos bajos y medios, segun la

misma nota informativa (114).

En Europa, los resultados estadisticos son parecidos al resto del mundo. La ECV
sigue siendo la causa mas comun de muerte en Europa y es responsable del 45% de
todas las muertes, lo que equivale a mas de 4 millones de muertes al afio. La CAD es
la causa mas comun de muerte, lo que resulta en el 19% de las muertes en hombres y
el 20% en las mujeres, mucho mayor que el cancer de mama en las mujeres (2%) y

que el cancer de pulmon en los hombres (6%).

Aunque la proporcion de muertes por CAD es similar entre ambos sexos, una mayor
proporcion de mujeres mueren a causa de accidentes cerebrovasculares (ACV) y otras

enfermedades. Los ACVs representan el 49% de todas las muertes entre las mujeres y
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el 40% de todas las muertes entre los hombres en Europa, considerablemente mayor
que la proporcion de muertes atribuidas al cAncer para ambos sexos (mujeres = 19% y
hombres = 26%) (115).

En Espafia, segun los datos del Instituto Nacional de Estadistica (INE), las
enfermedades del sistema circulatorio se mantuvieron como la primera causa de
muerte (con un tasa de 267,6 fallecidos por cada 100.000 habitantes, seguida de los
tumores (240,0 fallecidos por cada 100.000) y de las enfermedades del sistema
respiratorio (111,7 fallecidos por cada 100.000) para el conjunto de la poblacién
espafola. (Datos del INE 2015). Por su parte, las enfermedades del sistema
circulatorio fueron la primera causa de mortalidad femenina (286,9 fallecidos por cada
100.000) y la segunda entre los varones (247,6 fallecidos por cada 100.000).

A nivel méas detallado, dentro del grupo de enfermedades circulatorias, las ECV
(infarto, angina de pecho...) y las ACV, volvieron a ocupar el primer y segundo lugar
en numero de defunciones. En ambos casos, se produjo un incremento de muertes
respecto al afio anterior (del 3,7% y 3,1%, respectivamente).

Por sexo, las ECV fueron la primera causa de muerte en los hombres, con un aumento
del 2,4% respecto a 2014. Entre las mujeres fueron los ACV (que incrementaron el
namero de defunciones un 2,2%). Ademas, suponen un gasto sociosanitario muy
elevado, que se estima va a incrementarse en los préoximos afios debido al
envejecimiento de la poblacion en Espafia y a que el nUmero de casos de ictus

aumenta con la edad (116).

En Catalufia, a pesar de la disminucién favorable de la tasa de mortalidad por ECV a
niveles inferiores al 27% en el afio 2009 (163 fallecidos por cada 100,000 habitantes)
en comparacién con los datos del afio 2000 (224 fallecidos por cada 100,000
habitantes), sigue siendo la causa de la mitad de las defunciones en los hombres,
siendo la segunda causa mas frecuente (26,9%). En las mujeres, la primera causa son

las enfermedades circulatorias (32,9%).

Por sexo y edad destaca la mortalidad por enfermedades del sistema circulatorio, que

aparece en tercer lugar en las mujeres de 15 a 44 afios, y en los hombres de 35 a 44
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afos. Son la segunda causa de muerte de los 45 a los 84 afios para los hombres, y
hasta los 74 afios, para las mujeres. A partir de estas edades, pasan a ser la primera

causa de muerte en ambos sexos (116,117).

Debido a su magnitud, en 2011 las ECV fueron incluidas en el programa de Objetivos
de Desarrollo del Milenio de las Naciones Unidas, creado para hacer frente a los
mayores desafios de desarrollo global para las ENTs (118). Por otra parte, debido al
envejecimiento de la poblacién, la carga mundial de la aterosclerosis, y por lo tanto sus

consecuencias clinicas, seguiran aumentando en las proximas décadas (119).

1.3.5 Enfermedades Cerebrovasculares

Las enfermedades cerebrovasculares son todas aquellas manifestaciones agudas que
producen alteraciones encefélicas secundarias a un trastorno vascular. La enfermedad
cerebrovascular es un término general que incluye todos los accidentes que causan
dafio al tejido cerebral por anomalias del suministro de sangre (120). Un suministro
insuficiente de sangre al cerebro se define como (isquemia cerebral o ictus isquémico),
el exceso anormal de sangre como (isquemia hemorragica o ictus hemorragico), o el

drenaje venoso inadecuado de sangre cerebral (trombosis venosa cerebral) (120).

El ictus es un ataque de caracter subito y violento. Las dos formas mas predominantes
son: ictus isquémico, que se presenta en un 85%, e ictus hemorragico, en un 14% de
los casos de ACV, respectivamente. El 1% restante se debe a etiologias poco
frecuentes (121,122). El ictus isquémico puede ser resultado de aterotrombosis,
cardioembolismo, hipoperfusiébn sistémica y otras causas desconocidas. La
aterotrombosis es el tipo mas comun de ictus isquémico, y el cardioembolismo sigue

siendo el segundo tipo mas comun (123-125).
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1.3.5.1 Clasificacion de lo ACVs segun su naturaleza

El Grupo de Estudio de Enfermedades Cerebrovasculares de la Sociedad Espafiola de

Neurologia (GEECYV) clasifica la ECV tal y como se expone en la figura 5:

ST

Figura 5: Clasificacion de las ECVs segun su naturaleza. Adaptada de Diez Tejedor E, et al
(121)

1.3.5.2 Epidemiologia de ACV

Segun la OMS, el ACV es la tercera causa mas comun de muerte en los paises
desarrollados, sélo superada por las CADs y el cancer. A nivel mundial, cada afio, 15
millones de personas sufren un ACV. De éstos, 5,5 millones mueren y otros 5 millones
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guedan discapacitados de forma permanente, lo cual supone una carga para la familia

y la comunidad.

Cada afo, aproximadamente 3 millones de mujeres y 2,5 millones de hombres mueren
a causa de ACVs (126) (Figura 6).

a Age-standardized prevalence (per 100,000) of ischaemic stroke in 2013

W 0-170
0 170-339
[J 339-508
[J 508-677
[0 677-846
[ 846-1015
B 1015-1184

Figura 6: Mapa combinado de las muertes isquémicas y cerebrovasculares. Adaptada de
Feigin, V. L. et al). (126)

1.3.5.3 Factores de riesgo del ictus isquémico

Los factores de riesgos relevantes que aparecen en la literatura implicados en el

desarrollo de ictus isquémico (127) (Tabla 4) son:

Edad Obesidad
Sexo DM Sindrome metabdlico
Raza étnica Tabaquismo Alcoholismo y drogas
Antecedentes Estenosis carotidea Apnea obstructiva del suefio
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familiares

Dislipidemia Anticonceptivos orales
Fibrilacién auricular Migrafa
Otras cardiopatias Infecciones
nutricion y estilo de vida Hiperhomaocisteinemia

Terapia hormonal
Ictus isquémico o AIT previo

Infarto miocardico reciente

Tabla 4: Factores de riesgo del ictus isquémico.

1.3.5.4 Diagnéstico y manejo del ictus isquémico

El objetivo general del diagnostico del ictus isquémico agudo es la intervencion precoz,
para evitar o minimizar el dafio cerebral irreversible causado por el déficit neuroldgico
focal que es atribuido a un trastorno en la circulacién del flujo sanguineo en el
encéfalo. Tras confirmar que efectivamente el paciente sufre un ictus, se deberan
tomar las primeras medidas terapéuticas, algunas de ellas generales y otras

especificas para determinadas situaciones.

El tiempo es esencial en la fase aguda del ictus isquémico; tanto para poder adoptar
medidas terapéuticas como la trombolisis, como para aplicar métodos que garantizan
la neuroproteccion, reduciendo lo mas posible los dafios cerebrales. Eso sé6lo sera
eficaz si se aplica la guia de actuacion durante las primeras 3 a 6 horas desde el inicio
de los sintomas (128,129).

Se debe reducir al méximo el tiempo de llegada del paciente al hospital, la duracion del
proceso de diagnostico inicial debe ser rapida. La calidad de actuacion por parte de los
servicios médicos de emergencia reside en confirmar los sintomas de ictus cerebral y
saber diferenciar entre los sintomas del accidente cerebrovascular y otros sintomas
neuroldgicos, descartando hipoglucemia, sincope, vértigo periférico, intoxicacién por
drogas, crisis epiléptica, crisis hipertensiva, encefalopatia hipertensiva, migrafia con

aura, brote de esclerosis multiple, hematoma subdural, paralisis de Bell,
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hiperventilacién, encefalitis focal, tumor o traumatismo craneal, especialmente en los
enfermos en estado comatoso (130,131). Hay que distinguir entre el ictus hemorragico
y el isquémico mediante el uso de tecnologias de diagnostico por imagen, como la
tomografia computerizada (CT) y/o la resonancia magnética (MR), ya que es una
caracteristica crucial para su tratamiento. Hay que buscar el tipo etiopatogénico de
ictus isquémico y la topografia de la lesion arterial, y tomar la decision oportuna
(130,132). El cerebro es un 6rgano sumamente complejo y sensible, que controla

todas las funciones del cuerpo.

La oclusion de la arteria cerebral focal detiene el suministro de la sangre de la region
afectada y conduce a dafos en los tejidos y a una deficiencia funcional. Por eso, un
diagndstico preciso y rapido de la isquemia cerebral es crucial a fin de proporcionar un

tratamiento adecuado lo antes posible.

Ademas, la identificacion precisa de la localizacién del ictus en el cerebro es
igualmente valiosa para facilitar el tratamiento (132). El ictus isquémico, por lo general,

requiere la siguiente informacién (128-132):

> Historia clinica, examen fisico y neuroldgico.

> Andlisis de parametros clinicos de laboratorio.

> Electrocardiograma, electroencefalograma.

> Radiografia simple de térax.

> Tomografia computerizada craneal sin contraste PET/ Resonancia. magnética
craneal.

> Técnicas de Doppler AUL.

“Tiempo es cerebro”. En ictus isquémicos agudos se pierde un gran numero de
neuronas, sinapsis y fibras nerviosas si no se instaura un tratamiento. Tanto para los

pacientes que lo sufren, como para quienes lo tratan, cada segundo cuenta (Tabla 5).
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Por un ictus 1,2 billones 8,3 trillones 38 afos

Por una hora de

120 millones 830 billones 3,6 arios
isguemia
Por un minuto de
1,9 millones 14 billones 3,1 semanas
isguemia
Por un segundo
32.000 230 millones 8,7 horas

de isquemia

Tabla (5): Impacto del dafio neurolégico que podria causar un ictus isquémico. Adaptado de
Saber j (133),

1.3.5.5 Manifestacion clinica

Los sintomas iniciales se presentan de forma subita y sorprendente. Por lo general,
incluyen entumecimiento, debilidad o paralisis de las extremidades contralaterales y la
cara, afasia, confusion, trastornos de la vision en uno o ambos 0jos y mareo o pérdida

del equilibrio y la coordinacién (134).

La causa subyacente en la mayoria de los accidentes isquémicos cerebrales se divide
en: embdlica, debido a untrombo o coagulo procedente de la parte cardiaca, y
tromboembolica, debido a una placa de ateroma inestable procedente de la
aterosclerosis o diseccion arterial, que puede causar la estenosis. Otras causas son
representadas por las enfermedades de vasos pequefios, como los cambios
hemodinamicos en el caso de ictus hemorragicos, debidos a la hipoperfusion, o

causas menos frecuentes, como la inflamacién de los vasos cerebrales.

La enfermedad aterosclerética suele afectar a la arteria carétida interna extracraneal y
también a las arterias vertebrales y basilares. Una vez que se ocluye una arteria
cerebral, la perfusion de esa area cerebral se ve disminuida. La cantidad de déficit de
perfusion esta ligada a la extension del dafio (135,136). Si es leve, el dafio avanza
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lentamente. Por lo tanto, si la perfusion es un 40%, pueden transcurrir 3-6 h antes de
que el tejido cerebral se pierda por completo. Sin embargo, si la isquemia (disminucion
de la perfusion) es grave y persiste mas de 15-30 min, todo el tejido afectado se ve

irreversiblemente dafiado (136).

Si son tejidos isquémicos, pero aln no necréticos, la restauracién inmediata del flujo
de sangre puede reducir o revertir la lesién. La intervencion rapida puede ser capaz de
salvar las areas moderadamente isquémicas (penumbras) que a menudo rodean las
areas de isquemia grave (existen estas areas debido al flujo colateral). Durante la
lesion isquémica, varios mecanismos patogénicos juegan un papel en la pérdida

neuronal.

En primer lugar, el deterioro de energia produce edema citotéxico debido a la pérdida
de la homedstasis idnica (incluyendo la acumulacion de Ca* intracelular). En segundo
lugar, con la inflamacion cerebral tiene lugar la liberacion de mediadores (por ejemplo,
IL-1, TNFa) que contribuyen a la trombosis microvascular y los radicales libres,
causando dafio en la membrana celular. Por otra parte, las neurotoxinas excitadoras
(por ejemplo, glutamato) y la muerte celular programada (apoptosis) contribuyen a la
extension de la lesion cerebral (137).

1.3.6 Aterosclerosis

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria crénica en la que la pared arterial se
endurece como consecuencia de la acumulacién de colesterol, los macréfagos y
VSMC, en ultima instancia, que restringen el flujo de sangre a través de la arteria (22).
Es la principal condicién patolégica subyacente de la arteria coronaria y ECV que
conduce a un ataque cardiaco y ACV, respectivamente. La aterosclerosis se clasifica
como la principal causa de mortalidad y discapacidad en la enfermedad cardiovascular
(ECV) y wuna causa importante de la enfermedad cerebrovascular (138).
Epidemiol6gicamente, la cardiopatia isquémica y la isquemia cerebral representan la

principal causa de muerte y discapacidad prematura en los paises desarrollados (139).
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1.3.6.1 Fisiopatologia de la aterosclerosis

La aterosclerosis es un fendbmeno complejo y el resultado de una combinaciéon de
procesos patoldgicos, incluyendo la inflamacion y el dafio endotelial. Se creia que la
aterosclerosis estaba Unicamente relacionada con el acumulo de lipidos,
particularmente del colesterol. Mas recientemente, un gran numero de estudios han
demostrado la participacion del proceso inmune-inflamatorio: moléculas y células que
han sido implicadas directamente en su fisiopatologia, incluyendo monocitos (140),
macrofagos (141), neutrofilos (142), células dendriticas (143), y quimioquinas,
incluyendo (C-C maoitif) ligando 2 (CCL2) y (C-C motif) ligando 17 (CCL17) (144).

1.3.6.2 Factores de riesgo de la aterosclerosis

La identificacion de los principales factores de riesgo de trastornos arteriales plantea el
objetivo de desarrollar nuevas terapias y estrategias de salud publica para reducir la

mortalidad y morbilidad cardiovascular.

1.3.6.2.1 Obesidad

La obesidad se ha convertido en una importante carga sanitaria global y en un sintoma
de nuestro estilo de vida poco sana. En el contexto del sindrome metabdlico, la
obesidad a menudo coexiste con la HTA, la DM y el colesterol alto. Hay una compleja
interaccion entre los componentes del sindrome metabdlico que es evidente a partir de
datos celulares y epidemioldgicos. Por ejemplo, aquellos con una circunferencia de
cintura elevada son dos veces mas propensos a tener elevada tensiéon arterial (145).
La interaccion entre el tejido adiposo y la vasculatura adyacente se ha estudiado en el
contexto de tejido adiposo perivascular y adipoquinas con propiedades vasoactivas.
Los adipocitos blancos son los principales constituyentes del tejido adiposo
perivascular que rodea una gran proporciéon de los vasos sanguineos en el cuerpo

humano y secreta moléculas conocidas como adipoquinas.

1.3.6.2.2 Tabaquismo

El tabaquismo se cree que causa alrededor del 10% de las enfermedades

cardiovasculares en todo el mundo (146). Dejar de fumar es muy eficaz en la
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reduccion de la mortalidad. En individuos con CAD, conduce a una reduccion del 36%

en el riesgo de mortalidad (147).

1.3.6.2.3 Edad avanzada

El envejecimiento mundial de la poblacion es otro factor de riesgo para la enfermedad
cardiovascular y no tiene tratamiento prescrito. Los paises desarrollados y, en cierta
medida, los paises en desarrollo, han sido victimas de su propio éxito econémico. La
mejor calidad de vida, la reduccién de la natalidad y la mayor esperanza de vida han

dado lugar a poblaciones cada vez mayores en los paises desarrollados.

En 2010, al menos el 20% de las poblaciones de los paises mas industrializados eran
mayores de 65 afos y, en 2050, mil millones de personas serdn mayores de 65 afios
en todo el mundo (148). Los cambios vasculares relacionados con el avance de la
edad han sido bien documentados. Estos incluyen la vasodilatacion luminal con

engrosamiento de la pared, la rigidez arterial y disfuncién endotelial.

La rigidez arterial reduce la capacidad de un vaso sanguineo para dilatarse y
contraerse en respuesta a cambios en la presion. Existe una relacion lineal entre la
edad y la rigidez, particularmente entre las edades de 50 y 60 afios (149). La etiologia
de la disfuncion endotelial en el envejecimiento es relevante e incluye una disminucion
de la actividad endotelial de la enzima oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) que
conduce a una reduccion de la vasodilatacion endotelial, asi como a la disminucion de
la integridad del endotelio como barrera y a la pérdida de la capacidad de las ECs
para proliferar y migrar después de la lesion del tejido (150).

1.3.6.2.4 Hipertension

En 2008, alrededor del 40% de los adultos mostraba una tension arterial elevada,
(151) siendo ésta la responsable de casi el 13% de todas las muertes (7,5 millones) a
nivel mundial (152). La HTA es un factor de riesgo clave para la enfermedad isquémica
cardiaca y el ictus hemorragico. El 54% de los ictus y el 47% de las isquemias
cerebrales son debidas a la HTA (153). Ademas, los niveles de tensién arterial se ha
demostrado que estan relacionados con la CAD y el ACV (154). Esto pone de
manifiesto la importancia de un control eficaz de la tension arterial, que podria
abordarse mediante una combinacion de farmacos antihipertensivos, haciendo

hincapié en la importancia del cumplimiento.
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1.3.6.2.5 Dislipidemia

La dislipidemia es otro factor importante de riesgo cardiovascular. En 2008, el 39% de
los adultos tenia los niveles de colesterol total elevado, y se estima que 2,6 millones
de muertes fueron atribuidas Unicamente a este factor de riesgo (152). Recientemente,
la lipoproteina de baja densidad (LDL) se ha asociado de forma independiente con las
enfermedades del corazén e isquemia cerebral (155).

1.3.6.2.6 Diabetes mellitus

La enfermedad cardiovascular es la principal causa de morbilidad y mortalidad en las
personas con DM y contribuye significativamente al riesgo cardiovascular. En 2012,
casi un 1.5 millones de fallecimientos fueron causados directamente por la DM (156).
La DM aumenta el riesgo de cardiopatia y ACV. Segun un estudio realizado en varios
paises, un 50% de los pacientes diabéticos muere de enfermedad cardiovascular
(principalmente cardiopatia y ACV) (157).

En las dltimas dos décadas, la diferencia en las complicaciones de la ECV entre
personas con y sin DM se ha reducido sustancialmente. En 1990, las tasas de infarto
agudo de miocardio y ACV eran de tres a cuatro veces mayores en las personas con
DM en comparaciéon con la poblacion general. Sin embargo, en el afio 2010, esta
diferencia se habia reducido a menos del doble que la de la poblacion general (158).
Por otra parte, desde la década de 1990, se ha producido un descenso del 3.5% en las
tasas de infarto agudo de miocardio y mortalidad cardiovascular en los pacientes con
DM (159). Esto podria ser el resultado de la deteccion temprana de la DM, asi como
del uso de medicamentos mas eficaces y con menos efectos secundarios, y del apoyo

educativo al paciente.

1.3.6.2.7 Estilo de vida y factores ambientales

La mega-urbanizacion ha sido el factor que mas contribuye a la mortalidad
cardiovascular creciente en todo el mundo. A partir de 2010, mas de la mitad de la
poblacion mundial vive en ciudades. La reduccion de la actividad fisica, el uso del
transporte motorizado, la contaminacién del aire, el trabajo en oficinas, el estrés
laboral, el aumento de las tasas de tabaquismo y el facil acceso a comida insalubre de
alto contenido calérico y de sal, y de alimentos azucarados con bajo valor nutricional,

contribuyen al aumento de la tension arterial, la obesidad y el riesgo cardiovascular
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(160). La contaminacion del aire, en particular, se ha relacionado con una mayor
incidencia de ACV (161).

1.3.6.3 El desarrollo de la lesién aterosclerética

La enfermedad arterial se caracteriza por un desequilibrio en el metabolismo de
lipidos, induciendo una respuesta inmune-inflamatoria desregulada que resulta en la
retencién de lipoproteinas en la capa sub-endotelial y en la activacion endotelial por la
migracion de las VSMC e inmunes hacia la capa de la intima inflamada (162). Ello
conduce a la formacion de ateromas con estenosis vascular cronica e isquemia tisular
que a menudo se complica por eventos aterotrombéticos agudos como infarto de

miocardio o ACV.

Las lesiones aterosclerdticas se desarrollan preferentemente en segmentos vasculares
con un flujo sanguineo ralentizado o perturbado, por ejemplo, bifurcaciones arteriales y
sitios de ramificacion (163,164). Este entorno arterial en combinacion con factores de
riesgo como la HTA, el tabaquismo, la DM u otros elementos patégenos (complejos
inmunes, toxinas, virus y bacterias), favorecen la disfuncion endotelial e incluso la
respuesta inflamatoria a la lesién, con exposicién de los proteoglicanos de la matriz y
activacion plaquetaria (165,166).

Las lesiones aterosclerdticas tempranas, también denominadas estrias grasas, se
componen fundamentalmente de las deposiciones lipidicas, linfocitos T,
monocitos/macrofagos y células espumosas cargadas de lipidos modificados (22). De
hecho, casi cada subpoblacién de leucocitos, desde linfocitos, monocitos y neutréfilos
a células dendriticas o mastocitos, se puede encontrar en un nimero variable dentro
de la lesion durante las diferentes etapas de desarrollo de la misma (167-169). Las
ECs, la infiltracién leucocitaria, la proliferaciéon y la necrosis con acumulacién de
cristales, restos celulares y colesterol dan lugar al crecimiento de la lesion, y las

estrias grasas se transforman gradualmente en placas estenéticas. (170,171).

Los altos niveles de LDL circulantes son otro factor de riesgo principal para el
desarrollo y la progresion de las placas ateroscleréticas. Debido al aumento de la
permeabilidad endotelial, las LDL se acumulan facilmente en el espacio subendotelial

(172). La oxidacién de LDL se produce mediante ROS y/o enzimas tales como la
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mieloperoxidasa o la lipoxigenasa liberada por las células inflamatorias circundantes
(173).

Las oxLDL son captadas por macréfagos, contribuyendo asi a la formacion de células
espumosas. Por otra parte las oxLDL, ademas de inhibir la salida de los macréfagos
de la lesion, inducen la expresibn de moléculas de adhesion o deposicion de
quimioquinas en las ECs activadas que acelera aiin mas el reclutamiento de leucocitos
(a74).

Estas placas fibrosas contienen un nucleo necrotico acelular que esté cubierto por una
capa fibrosa de tejido conectivo denso compuesto por colageno, células del musculo

liso de la intima (VSMC) y macréfagos.

Por otra parte, debido al aumento de volumen de la placa, la monocapa endotelial se
hace mas estirada y permeable, incrementandose su vulnerabilidad e inestabilidad. El
fibroateroma estable avanzado esta cubierto por una capa fibrosa densa, resistente a
la tensién, y contiene pocas células inflamatorias (175). Estas placas normalmente se
asocian con isquemia tisular cronica, que puede ser parcialmente compensada por el
crecimiento de vasos colaterales. Por el contrario, las placas vulnerables tienen una
capa fibrosa fina e incluyen mas células inflamatorias junto a VSMC y un nlcleo
necrotico. Estas placas son mas propensas a la erosion o rotura, con complicaciones

aterotrombaticas oclusivas posteriores.

1.3.6.4 Tipos de lesiones aterosclerodticas

La patogénesis de las lesiones ateroscleroticas se ha observado en diferentes etapas
de la enfermedad y en diferentes grupos de edad. Hay muchas clasificaciones
histolégicas de las lesiones ateroscleréticas. Sin embargo, las documentadas y
reconocidas se relacionan con la morfologia y las manifestaciones clinicas en las
siguientes etapas (176, 177,178) (Figura 7).

A. Engrosamiento adaptativo de la intima: Se caracteriza por la acumulacion de
células de musculo liso en una matriz de proteoglicanos en ausencia de lipidos y
células inflamatorias. Esto puede propiciar el desarrollo de lesiones, inicialmente en los

puntos de ramificacion, pero mas tarde podria extenderse en partes adyacentes.
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B. Xantoma de la intima: también conocido como estria grasa: Se caracteriza por
la acumulacion de LDL en la intima. Posteriormente, las particulas de LDL se
modificardn y someterdn a procesos de oxidacion, y empezaran a actuar como
estimuladores de la respuesta inmune crénica. Inducen a las ECs para expresar las
moléculas de adhesion, que interactian con receptores en la superficie de los
monocitos y estimulan su adhesion y migracion en la intima. Los macréfagos pueden
expresar varios fenotipos diferentes. Algunos de ellos son pro-inflamatorios (fenotipo
M1), y los otros, que tienen un fenotipo M2, favorecen la resolucién de la inflamacion.
Estos tipos de lesiones pueden ser completamente reversibles si los estimulos que los
han motivado se disipan. Estan ya presentes en la aorta de algunos lactantes en los

primeros 6 meses, lo que probablemente refleja los factores de riesgo de las madres.

C. Engrosamiento intimal patoldgico: el engrosamiento patolégico de la intima
es a veces reflejado en la literatura como una verdadera necrosis no aparente "lesion
intermedia". La capa fibrosa que cubre las areas de lipidos es rica en VSMC y
proteoglicanos. Los macréfagos y los linfocitos también pueden estar presentes,
aungue éstos son generalmente escasos.

D. Fibroateroma: corresponde a la formacién del nacleo necrético. Las células
espumosas, macréfagos y VSMC de la intima acumuladas en el tiempo podrian
someterse a apoptosis y necrosis secundaria. La razén por la que la necrosis, pero no
las otras lesiones, ocurre en algunas personas aun se desconoce. En esta etapa de la
enfermedad la neovascularizacién y la hemorragia intraplaca estan a menudo

presentes.

E. Placas fibrocalcificadas: La calcificacion es comUn en la aterosclerosis
progresiva, y su contenido aumenta con la edad. Los componentes de la placa que se
someten a la calcificacion son: las células apoptéticas, la matriz extracelular (EMC) y
el nicleo necrdtico. A veces, estas estructuras se someten a la calcificacion completa.
Asi, la calcificacién puede constituir la mayor parte del volumen de la placa. Las dos
Ultimas fases de la progresion de la enfermedad (D y E) pueden intercambiarse entre
si bajo diferentes factores internos y externos. Por ejemplo, la terapia con estatinas
podria aumentar la composicion fibrotica dentro de las placas blandas, y en dosis

elevadas puede agravar la calcificacion de la placa.
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Adaptive intimal thickening

Fibrocalcific plaque Fibroatheroma

Figura 7: Tipos de lesiones ateroscleréticas y sus etapas de desarrollo. A) engrosamiento
adaptativo de la intima, caracterizado por la acumulacién de células de musculo liso. B)
xantoma de la intima, correspondiente a la acumulacion de macréfagos y células de
espumosas. C) engrosamiento de la intima por acumulacion de de lipidos. D) fibroateroma con

presencia de un nucleo necroético. E) placa fibrocalcificada. Adaptado de Bentzon et al (177).

1.3.6.5 Estenosis asintomatica de la arteria car6tida

La estenosis asintomatica de la arteria carétida (ACAS) se caracteriza por el
estrechamiento de la arteria carétida, y como tal carece de sintomas. La prevalencia
de un grado grave de estenosis asintomatica de la arteria carotidea 270% en la
poblacién general varia de 0% a 3% (179). La frecuencia anual de isquemia en
pacientes ACAS varia de 1% hasta 3% (180). A pesar de que grandes ensayos
aleatorios han demostrado que la endarterectomia carotidea (CEA) (Figura 8), es
beneficiosa (181) en comparacion con el mejor tratamiento médico, por si sola la
revascularizacion de la ACAS sigue siendo un tema de debate (182).
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Figura 8: Intervencion quirdrgica de endarterectomia carotidea en la estenosis de la arteria
cardtida con grado 270 %. A: incision en la arteria carotidea, B: Se extrae la placa, C: Se cierra

la incision en la arteria suturando un parche venoso o sintético. Adaptado de internet.

1.3.6.6 Estenosis sintomatica de la arteria car6tida

La estenosis sintomatica de la arteria carétida (CAS) se define como la estenosis que
causa sintomas, tales como ataques isquémicos transitorios (AIT), amaurosis fugaz
(AFX) u otros tipos de ACV (179).

Para el grupo de pacientes que sufren de estenosis sintomatica de la arteria carétida,
varios ensayos grandes aleatorios han demostrado que CEA (Figura 8) es el
tratamiento de eleccién en pacientes con una estenosis grave 270% (183). Segun el
meta-andlisis mas reciente, la cirugia sigue siendo la mejor opcién a pesar de varios
estudios que investigan el beneficio de la colocacion de endoprotesis vascular (Stent)
en pacientes de CAS (184). En la literatura se describen varios factores que pueden
influir en la seleccion a favor o en el resultado después de la CEA. Estos incluyen el
grado de estenosis, la composicion de la placa, el momento de la cirugia y los factores
de riesgo anatomicos asumidos. Cada uno de ellos puede ser importante para la toma

de decisiones clinicas (185).
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1.3.6.7 Las placas vulnerables o inestables

Las caracteristicas de las placas vulnerables o inestables son: rotura de capa fibrosa,
nucleo lipidico grande, densa infiltracion de macréfagos, hemorragia intraplaca o
microvasos (179, 186,187). El mayor riesgo para un accidente neuroldgico es que
vuelva a ocurrir dentro de los primeros 7 dias después de la manifestacion inicial y, por
lo tanto, la necesidad de la intervencién quirdrgica tan pronto como sea posible

después del primer sintoma que necesite una atencion especial (188).

La acumulacion de placas de ateroma en las arterias cardtidas afecta
significativamente el suministro de sangre al cerebro, causando a los pacientes
manifestaciones clinicas como desmayos, sincopes y posiblemente un ictus isquémico
(189). Basado en los datos del estudio de cohorte de Framingham, la prevalencia de
aterosclerosis de la arteria carotida, definida como una estenosis > 50% evaluada por
ecografia carotidea en la poblacién estudiada, fue del 7% en las mujeres y del 9% en
los hombres (190,191).

1.3.6.8 Diagnostico de aterosclerosis carotidea mediante técnicas de

imagen

El grado de estenosis de las arterias cardtidas se puede evaluar mediante varios

métodos no invasivos, como los siguientes (192-194):

> Ecografia en modo-B y ecografia doppler (parametros como el grosor de la
intima-media (IMT), la calidad ecogénica y medicion en 3D de caracteristicas de la
placa).

> Doppler transcraneal (deteccion de microembolias utilizado como un marcador
de la inestabilidad de la placa, la deteccion de estenosis de la carétida intracraneal).

> Angiografia por tomografia computerizada (CTA) (evaluacion de la estenosis
arterial y las caracteristicas basicas de la placa).

> Angiografia por resonancia magnética (RM) (evaluacién de la hemorragia
intraplaca y la presencia de una capa fibrosa. Ambos representan marcadores
radiolégicos de la vulnerabilidad de la placa).

> Tomografia por emision de positrones (PET/TC) (Técnica de imagen utilizada

para la evaluacion de la inflamacion de la pared vascular).
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La evaluacion periédica de la placa carotidea representa una herramienta clave para la

monitorizacién de la evolucion y su terapia.

1.3.6.9 Estrategias terapéuticas

La terapia para el ictus isquémico o el TIA se basa en un enfoque con multiples pasos:
(122, 195,196):

> La prevencién primaria. De hecho, el tratamiento médico de los factores de
riesgo modificables como la HTA, DM, dislipidemia, obesidad, tabaquismo, etc.

desempenfa un papel clave para la reduccion de la incidencia del ACV.

> La prevencién secundaria, teniendo en cuenta que la recaida no es rara.
> La rehabilitacién. Otro de los pilares de la terapia de ACV.
> Estrategias de reperfusion (fibrinoliticos por via intravenosa y / 0, en casos

seleccionados, la eliminacion mecanica mediante tromboctomia o endarterectomia)

> El ingreso en una unidad de atencion de ACV conectada con la red de
Teleictus.
> Los agentes antiplaquetarios son una alternativa para los pacientes que no

pueden optar a las estrategias de reperfusion.

1.3.7 Relacion entre ictus y PE

Las anomalias cerebrovasculares desempefian un papel importante en la patogénesis
de PE y la eclampsia (197-199). Los sintomas neurolégicos como dolores de cabeza,
vision borrosa, nauseas, somnolencia y convulsiones son cominmente reportados en
pacientes con pre-eclampsia y eclampsia (200,201). Por otra parte, el riesgo de
desarrollar un ACV durante el embarazo y el afio después del parto se incrementa en
mujeres con PE y eclampsia (202). Aproximadamente el 40% de todas las muertes por
PE y eclampsia se deben a eventos cerebrovasculares con hemorragia cerebral que
contribuye un 35%, edema cerebral un 3%, y la embolia cerebral un 1% de las muertes
relacionadas con PE (203,204).

La hipétesis relaciona la PE con las enfermedades ECV como factor de riesgo, no sélo

por la repercusion en la salud materno-fetal, sino también, por las complicaciones que

70



podrian aparecer después del parto que podria sufrir tanto la madre como su bebé
(205). La PE y los ACVs comparten muchas caracteristicas y factores de riesgo en
comun que han reportado diferentes estudios (CHAMPS), entre otros para el ACV
relacionado con el embarazo que son: Edad materna mayor de 35 afios, raza étnica
Africana, estados hipertensivos, insuficiencia cardiaca y renal, DM 1 y I, tabaquismo,
abuso de alcohol y drogas, lupus, anemia drepanocitica , migrafia, , parto por cesérea,
edemas, retenciones de liquidos y trastornos electroliticos, trombofilia, gestacion
multiple, una mayor paridad y la infeccion posparto. Estos factores, entre otras
complicaciones, podrian elevar las tasas de mortalidad a niveles superiores al 15%, lo

que convierte a este sindrome como un problema grave de la salud (206-209).

Un estudio ha informado sobre la asociacién entre antecedentes de complicaciones en
el embarazo y el accidente miocardico. Entre un grupo de 3909 mujeres de 50 afios,
en total, 199 (5,1%) mujeres manifestaron angina pecho, 79 (2,0%) informaron de un
ataque al corazén, 44 (1,1%) reportaron insuficiencia cardiaca, y 642 (16,4%)
informaron de arritmia cardiaca (210). El riesgo cardiovascular en mujeres con PE y
parto prematuro era 2,71 veces mayor (1,99 a 3,68) al de las mujeres que no tenian
PE y cuyos embarazos fueron normales. En particular, el riesgo de muerte por causas
cardiovasculares entre las mujeres con PE y parto prematuro era 8,12 veces mayor
(4,31-15,33). Ademas como conclusién se llegé a que los factores genéticos que
aumentan el riesgo de enfermedades -cardiovasculares también podrian estar

relacionados con la PE (211).

En una revisiébn de 7 estudios a largo plazo, se demostré que la PE es un fuerte
indicador de enfermedad cardiovascular futura, y una historia clinica de PE aumenta
significativamente el riesgo de HTA en el futuro y, posteriormente, aumenta el riesgo
de otros eventos cardiovasculares, en particular, la enfermedad isquémica del corazén
y los ACVs (212). La insuficiencia cardiaca y la HTA esencial, fueron relacionadas
como consecuencias después de haber sufrido PE a los dos afios del parto, segin
varios estudios (213-215).

Otro estudio de cohorte basado en una poblacion asiética entre los afios 1999 y 2003,
realizado en 1,132,064 de embarazadas, utilizando un conjunto de datos que une los
certificados de nacimiento y datos de alta hospitalaria del Seguro Nacional de Salud,
utilizaron los factores sociodemogréaficos y complicaciones obstétricas en los modelos

de andlisis de regresion logistica multivariante para determinar los coeficientes de
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riesgo ajustados de PE / eclampsia en riesgo de ECV y mortalidad durante el

embarazo hasta el tercer afio después del parto.

Las tasas de incidencia de ECV y la mortalidad materna en mujeres con PE /
eclampsia fueron 16,21 y 40,38 por cada 100.000 pacientes por afio, respectivamente.
Las mujeres con PE /eclampsia tenian 13 veces mayor incidencia de infarto miocardio,
8.3 veces mayor incidencia en insuficiencia cardiaca, 14,5 veces mayor incidencia de
ACV, 12,6 veces mayor incidencia de ECV, y 6,4 veces mayor incidencia de muerte en
general, que las mujeres sin PE /eclampsia. El estudio ha recomendado la importancia
de la supervision de las mujeres con PE / eclampsia que deben ser estrechamente

monitorizadas durante el embarazo y durante un maximo de = 3 afios (216).

Otro estudio de amplia cohorte ha relacionado la vinculacion de la PE con la demencia
en mujeres mayores de 65 afios que habian sufrido complicaciones gestacionales con
eclampsia y PE durante sus embarazos. Se observé que la materia blanca cerebral
habia tenido mas lesiones con respecto a los controles de mujeres normotensas
durante su embarazo (217). Estos resultados fueron reconfirmados en otros estudios
aflos mas tarde por el mismo grupo.Esto propone una posible predisposicién para
desarrollar lesiones cerebrales en la sustancia blanca (WMLS) y se podria

correlacionar con la cognicién deteriorada y la demencia (218).

Un estudio global en los hospitales de EE.UU ha informado de una tasa creciente de
los ingresos hospitalarios prenatales y postnatales a causa de ACVs durante el
embarazo entre 1994 y 2007, quepodria estar vinculada a un aumento de la edad

materna y a una mayor frecuencia de trastornos hipertensivos (219).

Otros estudios anteriores también habian observado la frecuente relacion de ictus
isquémico e ictus hemorragico durante el embarazo (220). Parece que los cambios
fisiol6gicos y el aumento de los factores antitromboéticos en el embarazo favorece la
aparicion del ictus placentario y la coagulopatia debido a la disfuncién placentaria.
También la estasis venosa o reduccion repentina en el volumen de sangre después del
parto, exponen a las mujeres embarazadas a un mayor riesgo para desarrollar un ACV
gue puede ocurrir en cualquier etapa durante el embarazo, las 2 semanas del

postparto tienen riesgo mas alto debido a esta etapa (221).

Otro estudio retrospectivo desde 1984 hasta 2002 evalud los factores de riesgo y las
etiologias de isquemia cerebral en mujeres embarazadas en edad reproductiva. La

trombosis venosa cerebral (TVC) era mas comun en los ictus relacionados con el
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embarazo (39% frente al 7%, P <0,001), y el 73% de estos casos se produjo después
del parto. La PE era una causa importante de hemorragia cerebral periparto (37%), e
isquemia cerebral (4%) (222,223).

Los riesgos multifactoriales durante el embarazo podrian ser una verdadera amenaza,
segun un estudio con 2.850 mujeres embarazadas, que incluy6 un diagnéstico de ACV
con una tasa de 34,2 por cada 100.000 partos. El riesgo de ACV aumenta con la edad,
especialmente en edades de 35 afios 0 mas. Las mujeres afroamericanas tenian un
riesgo mas alto (224).

Otros estudios con nifios que nacieron de madres que padecian PE, reportaron que el
nivel de presion sanguinea estaba alterado en estos nifios en edad escolar
previamente expuestos a la PE, mostrando mayor presion arterial sistélica y diastolica
ya a la edad de 8 afios (225, 226). Ademas, se inform6 de que estos nifios tienen
corazones mas pequefios, aumento del ritmo cardiaco y caracteristicas de disfuncion
diastdlica cardiaca (227). Otros estudios sugirieron, segun historiales clinicos de
madres de mas de 65 afios, que los descendientes con PE no mostraron un mayor
riesgo de CAD, pero informaron una mayor incidencia de ACV como ictus isquémico
(228).

El sistema renal es otro sistema afectado por la PE, dando lugar a altos niveles de
proteinuria. Los niveles de proteinuria y creatinina se consideran directamente
relacionados con el riesgo de complicaciones como PE y mayor riesgo de
microalbuminuria persistente después de PE, y esto puede ser sindrome HELLP (229),
a pesar de que otros estudios no consideran la proteinuria como marcador diferencial
(230). La microalbuminuria es un marcador de la lesion endotelial renal como resultado
del dafio vascular local o sistémico que refleja la presencia de la enfermedad renal
después de la PE (231). Los estudios revelaron que las mujeres con historia de PE
han elevado la presion arterial, la disfuncion endotelial, el aumento de peso y otros
signos de perfil de riesgo cardiovascular adverso, tanto antes como después del

embarazo preeclamptico (232).
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1.4 Biomarcadores para diagndstico/prondstico precoz

1.4.1 Utilidad de los biomarcadores

Durante las ultimas décadas, una de las principales aspiraciones de la investigacion
biomédica, ha constituido el diagnéstico precoz de diferentes enfermedades de alta
tasa de mortalidad (233). La posibilidad de deteccion en fase temprana o, mejor dicho,
en la etapa asintomética del desarrollo de la enfermedad, ha impulsado la busqueda
de nuevos biomarcadores (234,235). Los biomarcadores proporcionan, ademas,
informacién adicional en la comprension de la patogénesis subyacente de las
enfermedades (236-238). Los biomarcadores convencionales, por lo general, se han
identificado a partir de mecanismos de accion ya conocidos. Por otro lado, las nuevas
tecnologias “0micas” emergentes permiten el descubrimiento y caracterizaciéon no
sesgada de las variaciones genéticas y epigenéticas asociadas con predisposicion a la
enfermedad (239). Es evidente que la aplicacion de biomarcadores moleculares
implicados, por ejemplo, en la regulacion génica post-transcripcional, podria facilitar la

prediccion precoz de las patologias (240).

1.4.2 Caracteristicas de un buen biomarcador

Un biomarcador ideal de una enfermedad es un pardmetro o una caracteristica que
puede ser medida y evaluada objetivamente en un paciente como un indicador de
procesos patoldgicos, pero es indetectable o detectable a niveles significativamente
diferentes en una persona sana (241).

Los biomarcadores pueden aplicarse ampliamente para mejorar la gestion de la salud

a través de muchas facetas diferentes, tales como:

La identificacion precoz de los individuos de "alto riesgo”.
Diagnastico precoz de la enfermedad.
Estratificacion de los pacientes en funcion de la gravedad de la enfermedad.

Prondstico de la enfermedad.

YV V V V V

Identificaciébn en pacientes de "alto riesgo" de complicaciones a largo plazo

después de la manifestacién de una particular enfermedad.
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Dicho diagnéstico/pronostico preciso permitiria no sélo la prevencién de muchas
patologias, sino también la optimizaciébn de estrategias terapéuticas en fases mas
avanzadas de la enfermedad. Los biomarcadores se pueden encontrar en cualquier
fluido biolégico tal como suero, plasma, liquido cefélico, saliva, orina, y microvesiculas
circulantes. Pueden ser productos bioldgicos tales como metabolitos o marcadores
genéticos (242-244).

1.4.3 Nuevas tecnologias aplicadas en la deteccion precoz

Los biomarcadores proporcionan un enfoque potente y dinAmico en la comprension de
las patogénesis subyacentes de las enfermedades. El creciente desarrollo de estas
herramientas analiticas facilita el descubrimiento y desarrollo de biomarcadores
moleculares para aplicaciones en medicina, incluyendo su utilidad para la medicina
individualizada, o la utilizacion de los fluidos biolégicos como fuente de RNA para
diagndstico (245).

Aplicaciones importantes como la tecnologia de transcriptasa inversa (RT) y reaccién
en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-gPCR), el desarrollo de las tecnologias
de microarrays de alto rendimiento, la secuenciacion masiva de Ultima generacion y el
desarrollo de la bioinformética han proporcionado la capacidad de evaluar los niveles
relativos de los transcritos individuales con una capacidad y un ritmo que era

inimaginable hace sélo dos décadas (246).

Los microarrays permiten a un investigador acceder al comportamiento de miles de
genes sin un conocimiento a priori acerca de qué genes podrian estar involucrados, lo
cual podria ampliar el conocimiento de otras vias de sefializacion, mecanismos y
dianas involucradas en la patogénesis de la enfermedad. Gracias a la tecnologia de
microarrays es posible identificar un panel de genes, en lugar de un solo gen, que
cuando se usa junto con otros biomarcadores convencionales podria ofrecer un

indicador més preciso y robusto de los resultados en los pacientes (247).

Los microarrays utilizados para examinar el conjunto de las transcripciones a nivel
global, de genoma completo son, por lo tanto, herramientas poderosas para identificar
nuevos biomarcadores que pueden indicar el estado de las distintas vias previamente
desconocidas o previamente no ligadas, asociadas con la enfermedad bajo estudio
(248).
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Los microRNAs (miRNAs) se han convertido en un elemento prometedor para mejorar
nuestra comprension de la patologia de las ECVs a nivel molecular y celular. La
implicacion potencial de microRNAs se ha descrito en la aterosclerosis (248-250), la
funcion de las ECs (251) y la remodelacion arterial (252), asi como en trastornos como
la enfermedad arterial periférica (253) el accidente cerebrovascular (254), la obesidad
(255) y la enfermedad adrtica (256).

Una mejor comprension del papel de los microRNAs en los trastornos
cardiovasculares, sin duda, conducira al desarrollo de futuras terapias (257). También
tienen la capacidad de influir en los procesos tanto fisiolégicos como patoldgicos que
involucran la diferenciacion celular, la proliferacién/crecimiento, la apoptosis, la
angiogénesis y la inflamacion (258-260). Estudios recientes también han propuesto un
papel para miRNAs en comunicacion intercelular (261). Durante el embarazo el cuerpo
sufre cambios dindmicos, en particular en la placenta, que se convierte en escenario
de diferentes acciones fisiol6gicas celulares donde los miRNAs estan involucrados
(262).

1.4.4 El transcriptoma humano

En 2001 se terminé la secuenciacion del genoma humano y se hizo evidente que sélo
habia una pequefia fraccién del genoma codificante para la transcripcién de proteinas
(263,264). El analisis de genoma indica que hay aproximadamente 20.000 genes en el
genoma humano, donde se estima que el 98% del transcriptoma corresponde a RNAs
no codificantes (ncRNA), mientras que sélo el 2 % del genoma humano codifica para
las proteinas (265), ahora se sabe que la gran mayoria >85%, del genoma se
transcribe en ncRNA (266).

La ultima década ha cambiado nuestra opinion sobre la regulacién del genoma, ya que
mas del 50% de los mMRNA celulares son regulados mediante los ncRNAs que, a su
vez, se encuentran alterados en diferentes procesos biol6gicos y patologicos (267-
271).
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1.45 RNASs no codificantes

Muchos ncRNA se transcriben y se reconocen como RNAs funcionales con diversos
tamafios, estructuras y funciones bioldgicas. Basado en su tamafio, el ncRNA se
puede dividir generalmente en dos subgrupos: el ncRNA pequefio (< 200 nucledtidos,
incluyendo microRNAs) y el ncRNA largo (IncRNA >200 nucleétidos). El
procesamiento de los ncRNAs presenta diferencias con respecto a los RNAs

codificantes.

La mayoria son transcritos por la RNA polimerasa Il, aunque hay otros que derivan de
la actividad de la RNA polimerasa lll, entre otras. La mayoria no contienen colas
terminales de poli A, y se calcula que el nUmero de transcritos poli A negativos son el
doble respecto a los poli A positivos (272). En la Tabla 6 se describe los tipos y

funciones de ncRNAs:

rRNA 120-4700 Lyl Nucleo de ribosomas
Adaptadores entre mMRNA y amino&cidos durante la
tRNA 70-90 11
sintesis de proteinas
SnRNA 100-200 Iy Il Corte y empalme de pre-mRNA
Modificacion de nucleotidos de RNA, corte de pre-
SnoRNA 60-300 Il
rRNA, corte y empalme alternativo.
RNA
148-1330 Il Replicacion de telomero
telomerasa
PiRNA 30 Il Controlan actividad de transposones
mMiRNA 20-23 IRYALll Regulacion de la traduccién de mRNAs
INncRNA >200 Iyl Regulacion transcripcional y posttranscripcional

Tabla 6: Tipos y funciones de RNAs no codificantes. piRNA: RNA asociados a Piwi, RNAr:
RNA ribosémicos, IncRNA: RNA largo no codificante, miRNA: microRNA, snoRNA: RNA

nucleolar pequefio, RNA pol: RNA polimerasa.
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1.5 Los microRNAs

Los miRNAs constituyen una de las familias mas abundantes de genes, y se
distribuyen ampliamente en animales, plantas, protistas y virus (273). Segun la Ultima
version de la base de datos de miRNAs (miRBase 21.0) se han catalogado mas de
434 miRNAs en Caenorhabditis elegans, méas de 466 miRNAs en Drosophila
melanogaster y mas de 2.588 miRNAs en los seres humanos. A pesar de la
importancia funcional de muchas de estas anotaciones, queda mucho por determinar
en los miRNAs (274).

Los miRNAs son una nueva clase de RNAs enddgenos de reducido tamafio (19-24
nucleétidos de longitud) y no codificantes, que controlan la expresion génica mediante
inhibicion o degradacion del mMRNA diana (275).

El primer miRNA, lin-4, fue descubierto en 1993 y se encontr6 en los nematodos
Caenorhabditis elegans (C.elegans). Se observdé que el miRNA Lin-4, se une a la
3'UTR del gen lin 14 (276). En su momento, este descubrimiento fue considerado
como un hecho aislado que ocurre en C.elegans, ya que la secuencia de lin-4 no esta
conservada en otras especies. Tuvieron que pasar otros siete afios hasta el
descubrimiento del segundo miRNA let-7, altamente conservado en muchas especies,
gue regula el desarrollo en C.elegans (277). Un miRNA puede regular la expresion de
cientos de genes simultaneamente. Por el contrario varios miRNAs pueden regular un

solo mMRNA cooperativamente (278).

Desde entonces, los miRNAs se convirtieron en un objetivo importante para los
investigadores y un nuevo mundo por descubrir. Desde el afio 2001 hasta Marzo de
2017 mas de 59.813 publicaciones aparecen en buscador de Pubmed sobre miRNAs,
entre ellos 2.838 publicaciones sobre miRNAs circulantes en diferentes biofluidos
biolégicos (Figura 9).
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Cantidad de articulos sobre
MicroRNA publicados

3431 3442

Figura 9: Numero de estudios de miRNAs publicados desde su descubrimiento hasta el primer

trimestre de 2017..

Los miRNAs se encuentran en regiones genoémicas (intrones y exones), asi como en
la regién no traducida 3’ (3’'UTR) de los genes codificantes para proteinas (279.280).
Un estudio realizado en mamiferos identific6 232 miRNAs, y encontré que 161 se
solapan con 123 unidades transcripcionales. Se identificaron miRNAs dentro de
intrones de 90 genes que codifican para proteinas con un amplio espectro de
funciones moleculares, y en intrones y exones de 66 ncRNAs (280). En los dltimos

afios, su biogénesis se ha explorado extensivamente (259, 281,282).

Esto coincide también con los resultados de un estudio sobre la base de predicciones
bioinformaticas. Alrededor del 60% de los genes codificantes para proteinas humanas
son dianas conservadas de miRNAs a través de apareamiento de bases entre la 3’
UTR del mRNA y la region 5’ del miRNA (283). El acoplamiento causa la inhibicién de
la traduccion y / o la degradacién de mRNA diana (259).
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1.5.1 Métodos bioinforméaticos de identificacién de dianas

La version actual de miRBase v 21 (http://www.mirbase.org), contiene 28.645 miRNA

loci de 206 especies (30.424 miRNA maduros), incluyendo 1.872 precursores miRNA
humanos que producen 2.578 miRNAs maduros (284).

Los algoritmos computacionales han sido adaptados para mejorar los enfoques
experimentales dirigidos a la identificacidén y validacion de nuevos miRNAs (285) (312).
Las principales herramientas computacionales utilizadas para la busqueda de genes
diana para miRNAs (286) se describen a continuacion y se muestran en la siguiente
Tabla:

Miranda www.microRNA.org
TargetScan www.targetscan.org
miRTarBase mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/index.php
miRWALK www.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/index.html
PicTar www.pictar.mdc-berlin.de
miRDB www.mirdb.org/miRDB/
Diana-microT www.diana.cslab.ece.ntua.gr/microT/
Mirgen www.diana.pcbi.upenn.edu/miRGen.html
RegRNA.org www.regrna.mbc.nctu.edu.tw/html /prediction.html

Tabla 7: Principales métodos y fuentes para la prediccibn de genes diana de miRNA.
Adaptado de Augustin, R et al (286).

1.5.2 Biogénesisy funciones de los miRNAs

Hay dos vias para generar miRNAs: la via candnica y la via no candnica. La mayoria
de los miRNAs se producen a través de la via candnica (287) y los miRNAs
conservados generados mediante la via no canonica se estiman en un ~1% en

vertebrados (288). Los genes de mIiRNAs se transcriben mediante las RNA

80


http://www.mirbase.org/
http://www.microrna.org/
http://www.targetscan.org/
http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/index.php
http://www.pictar.mdc-berlin.de/
http://www.mirdb.org/miRDB/
http://www.diana.cslab.ece.ntua.gr/microT/
http://www.diana.pcbi.upenn.edu/miRGen.html
http://www.regrna.mbc.nctu.edu.tw/html%20/prediction.html

polimerasas Il y Il en el nicleo, para generar moléculas de un tamafo entre 1 a 3
kilobases llamadas miRNAs primarios (pri-miRNAs) (289-291). Los pri-miRNAs son
procesados por la RNasa nuclear Ill Drosha junto con su cofactor (sindrome de
DiGeorge region critica gen 8) DGCR8 (259,292).

Aproximadamente 70 nucle6tidos (nt) de estructura en horquilla llamados miRNAs
precursores (pre-miRNAS) son liberados después de la transformacion iniciada por
Drosha. La horquilla de pre-miRNA resultante es exportada a continuacion desde el
ndcleo al citoplasma, mediante un complejo formado por exportina 5 y Ran-GTP (293-
295).

En el citoplasma, la enzima RNasa Il Dicer complejada con la proteina de TAR RNA
(TRBP) escinde la horquilla pre-miRNA, dando lugar a un miRNA de doble hebra de
~21-nt de longitud (281,296). La cadena con un extremo 5 termodinamicamente
menos estable, por lo general, actia como efectora mientras que la otra cadena se
degrada. En ciertos casos, ambas hebras son viables y se convierten en miRNAs
funcionales.

A partir de entonces, la cadena efectora del miRNA maduro se incorpora a un
complejo multiproteico conocido como Complejo de silenciamiento inducido por RNA
de interferencia (RISC), que también contiene proteinas como Argonaute (AGO), para
formar miRISC (259,297). Una vez que el miRISC est4d ensamblado, la cadena
efectora de miRNA dirige el silenciamiento del mMRNA diana mediante su escision, la

represion de su traduccion o su desadenilacion (268, 297,298) (Figura 10).
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Figura 10: Biogénesis de los miRNAs y mecanismos de regulacion de la expresion génica. Los
miRNAs se generan a partir de un precursor (pre-miRNA), que a su vez se genera a partir de
un transcrito primario (pri-miRNA). Los mecanismos utilizados por los miRNA para silenciar la
expresién génica incluyen: inhibicién al inicio de la traduccién; represion traduccional pos-inicio.
UTR: region no traducida; (RISC): complejo de silenciamiento inducido por RNA; AGO: proteina
argonauta. HDL: lipoproteinas de alto peso molecular. Figura adaptada de Akhtar MM et al
(285).

Los miRNAs pueden tener un efecto regulador negativo o positivo (299). En los seres
humanos, por lo general, se unen mediante complementariedad parcial al extremo 3'
de region no traducida (3'UTRs) de los mRNAs denominadas secuencias “semilla” o

elementos de respuesta a miRNA, causando la represién de la traduccién (300,301).

Un importante mecanismo de silenciamiento de miRNAs en los animales da lugar a la
desestabilizacion del mMRNA diana, lo que afecta a su nivel de transcripcién (302,303).
Un pequefio nimero de miRNAs también se unen directamente a las proteinas, como
las proteinas de unién a RNA, inhibiendo la interaccion con sus correspondientes
RNAs diana (304). En algunos casos los miRNAs también regulan la expresion génica
a nivel transcripcional, uniéndose directamente a elementos reguladores que en

ciertos casos y tipos celulares pueden potenciar la traduccion (305,306).
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1.5.3 miRNAs circulantes (extracelulares)

Los miRNAs encontrados en los fluidos corporales extracelulares humanos, tales
como suero, plasma, saliva y orina se conocen como miRNAs circulantes. Los miRNAs

circulantes son resistentes a las RNAsas (307,308).

Dichos miRNAs se estan considerando como biomarcadores potenciales, ya que se
pueden recoger facilmente mediante métodos no invasivos, son estables bajo
diferentes condiciones de almacenamiento y experimentales, y se pueden detectar
usando ensayos especificos, sensibles y reproducibles (309). Los estudios indican que
los miRNAs intracelulares se liberan en la circulacion y son protegidos de la

degradacién gracias a mecanismos de transporte extracelulares (310) (Figura 11):

> Microvesiculas (MVs), exosomas (311) o cuerpos apoptéticos.
> Formacion de complejos proteina-miRNA (312).
> Asociacion con lipoproteinas de alta densidad (HDL) (313).

ultivesicular Bodies Apoptotic Bodies

o
Membrane ( 1)
B -
Fusion: protein and
Lipid Membrane
Transfer

\\ Exosomes
MFGEST MFGES’@ /‘

Protein-Associated L? b

MicroRNAs

B|olog|cal effects

Endocytos.s.) Recipient Cell

Figura 11: Mecanismos de transporte de los miRNAs al exterior celular, por los exosomas
procedentes de los cuerpos multivesiculares (MVB).); proteina de unién a RNA fosfoproteina
nucleolar B23 (NPM1); proteina Argonauta 2 (Ago2). Una vez liberados, los exosomas,
microparticulas, y cuerpos apoptéticos se dirigen a las células receptoras y son capaces de
transferir informaciéon (microRNAs, proteinas, etc) por fusiéon con la membrana (1), mediante

endocitosis (2), o endocitosis mediada por receptor (3). Adaptado de Loyer X et al (314).
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1.5.4 miRNAs circulantes como biomarcadores

Los biomarcadores convencionales, por lo general, se han identificado como una
extension de vias de sefalizacion conocidas, mientras que las nuevas tecnologias
emergentes permiten el descubrimiento y caracterizacién imparcial de la regulacion
génica y la implicacién de los procesamientos postranscripcionales del RNA asociados
con predisposicién a enfermedad (247,315). Por tanto, los miRNAs circulantes estan
teniendo interés como biomarcadores Utiles para diferentes patologias como el cancer
y las enfermedades inmuno-inflamatorias (316-318). También han demostrado ser

potentes mediadores en respuesta a sefiales metabdlicas y estrés celular (319-321).

1.5.5 miRNAs circulantes y accidentes cerebrovasculares

Estudios recientes han demostrado que algunos miRNAs circulantes podrian llegar a
ser potenciales biomarcadores para el accidente cerebrovascular. Asi, los niveles de
miR-145, son significativamente mayores en los pacientes con accidente

cerebrovascular isquémico en comparacion con los controles (322).

Dos estudios plantearon que el miR-210 podria ser un biomarcador prometedor para el
diagnéstico y el prondstico de los pacientes agudos cerebrales isquémicos (323,324).
En 2009 se report6 en un andlisis de 836 miRNAs circulantes mediante microarrays,
en el que se estudiaron pacientes con accidente cerebrovascular de edades entre 18-
49 afos, 138 miRNAs sobreexpresados y 19 miRNAs infraexpresados, en tres
subtipos de ictus (hemorragia cerebral de las grandes arterias, accidente
cerebrovascular de pequefias arterias; ictus cardioembdlico). Los investigadores
llegaron a la conclusién de que los patrones de expresion de miRNAs (miR-16, miR-
126, miR-144, miR-21, miR-223 y miR-320a) podrian ser Utiles para un prondstico
diferencial (325).

En estudios con animales, el mIRNA circulante miR-290 se incrementa
significativamente, mientras que let-7i se reduce en ratas con accidente
cerebrovascular isquémico inducido por oclusién de la arteria cerebral media (326).
Los niveles circulantes de miR-362-3p, miR-298, y miR-155, estan sobreexpresados o
infraexpresados mas de dos veces después de un accidente cerebrovascular

isquémico y hemorragia intracerebral en ratas, concomitantemente con los niveles
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plasméticos disminuidos de factor de crecimiento insulinico tipol (IGF1), una sustancia

neuroprotectora (327).

El tratamiento con anti-miR-1, a las cuatro horas de un ictus isquémico, reduce
significativamente el volumen del infarto cortical en ratas, mientras que anti-let-7F
reduce significativamente tanto el nimero como el volumen de los infartos corticales y
del cuerpo estriado, y conserva las funciones sensoriales y la integracion neuronal
interhemisférica. Estos resultados indican un enfoque terapéutico basado en la
administracibn de mIRNAs para la neuroproteccion después del accidente

cerebrovascular (328).

1.5.6 miRNAs en aterosclerosis carotidea

La implicacién potencial de los microRNAs en aterosclerosis se ha informado en un
nuevo término: “AteromiRs " (329). Diferentes estudios han demostrado la expresiéon
de miRNAs en placas ateroscleréticas obtenidas de pacientes con estenosis carotidea

durante el proceso de endarterectomia (330,331).

La comparacién entre los miRNAs obtenidos en placas carotideas y los miRNAs
presentes en arterias cardtidas de personas sanas reveld un conjunto de miRNAs
expresados diferencialmente y dentro de este conjunto se identificaron
sobreexpresados los siguientes:miRNAs: miR-21, miR-34a, miR-146a, miR-146b-5p y
miR-210 (332). Otro estudio mostré que cinco MiRNAs (miR-100, miR-127, miR-145,
miR-133a y miR-133b) fueron sobreexpresados después de un accidente
cerebrovascular, en comparacion con pacientes con placas pero sin accidente
cerebrovascular. La prediccion, por tanto, se asoci6 a placas inestables (331).
Ademas, la expresioén de miR-145 ha demostrado ser superior en las placas carotideas

de los pacientes con HTA, que son mas propensos a desarrollar ictus hemorragico.

Los niveles circulantes elevados de miR-21 y miR-221, se mostraron mayoritariamente
en pacientes con aterosclerosis carotidea y, ademas, miR-29b fue sobreexpresado en
pacientes con DM2. Los tres miRNAs pueden ser Utiles conjuntamente como posibles
marcadores de aterosclerosis carotidea, reflejando la gravedad de la enfermedad
(333,334).
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1.5.7 Los miRNAs como biomarcadores en PE

Para identificar los miRNAs que se correlacionan con las complicaciones asociadas al
embarazo en general, y a la PE en particular, los investigadores se centraron en la
comparacion de las concentraciones de miRNAs aisladas de placentas entre pacientes
afectadas y pacientes sanas. Los estudios han demostrado que los miRNAs se
producen en las células de la placenta humana y su expresion esta regulada por
factores ambientales como la hipoxia, vias de sefalizacién, y modificaciones
epigenéticas (335,336).

Los miRNAs candidatos con diferencias relacionadas con la enfermedad se pueden
identificar en las placentas mediante microarrays de miRNA (337) o secuenciacion de
segunda generacion (338) y luego son validados mediante RT-qPCR. La placenta
humana es un érgano complejo compuesto por trofoblastos, células inmunes, células
mesenquimales, ECs, y células madre hematopoyéticas (339). Como tal, la placenta
tiene un transcriptoma particular, incluyendo muchas especies de mMRNA y miRNAs no

presentes en cualquier otro 6rgano humano.

Un estudio realizado en 24 mujeres embarazadas con PE ha demostrado una
asociacion entre los niveles elevados de sFlt-1 y miR-195-5p (340). En otro estudio
realizado en muestras de plasma obtenidas de 9 mujeres gestantes con PE severa, se
identificaron los siguientes 7 microRNAs expresados significativamente: miR-24, miR-
26a, miR-103, miR-130b, miR-181a, miR-342-3p, miR-574-5p (341).

En un estudio realizado en 19 embarazadas con PE tardia se encontr6 que, en las
muestras de plasma obtenidas, el miR-885-5p estaba expresado significativamente
(FC=5,0; p <0,05), lo que fue confirmado en el posterior estudio de validacién (FC=
4,5; p <0,05).

El miR-885-5p se libera en la circulacién principalmente en el interior de exosomas
(342). Recientemente se realiz6 un estudio de muestras de plasma obtenidas de
mujeres embarazadas con PE a las 16 y 28 semanas de gestacion. La cohorte se
componia de 19 mujeres que desarrollaron posteriormente PE (Casos) y 19
embarazos normotensos (Controles).Se encontré que el miR-206 mostraba niveles de
variacion ligeramente significativos (FC=1.4) en el plasma. Posteriormente este

miRNA fue confirmado mediante analisis en muestras de placenta.
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Muestras de placenta se obtuvieron de una cohorte independiente de 19 mujeres con
PE, comparada con 19 mujeres con embarazos normotensos (343). El miR-885-5p
extracelular circulante en plasma se ha mostrado aumentado en las 19 gestantes con
PE en comparacion con 14 mujeres embarazadas sanas. Ademds, se libera

principalmente dentro de los exosomas (344).

Otro estudio de un grupo chino ha encontrado niveles elevados de miR-520g circulante
en suero, obtenidos durante los controles rutinarios en el primer trimestre, de 19
gestantes que posteriormente fueron diagnosticadas con PE severa. Ademas se ha
visto que el miR-520g podria desempefar un papel en la remodelacion defectuosa de
la arteria espiral y, por lo tanto, contribuye a la fisiopatologia de la PE mediante la
supresion de la migracion e invasion del trofoblasto por inhibicién de la traduccién de

la metaloproteinasa de la matriz extracelular (MMP2) (345).

Otro estudio analiz6 el suero de mujeres embarazadas (12-14 semanas de gestacion),
que posteriormente desarrollaron PE severa en el tercer trimestre del embarazo
(n=24), en comparaciéon con mujeres presentando un embarazo normal (n = 24). MiR-
1233 fue el mas sobreexpresado (FC=5.4) en el suero de las mujeres que
posteriormente desarrollaron PE severa (346).

Los miRNAs identificados mediante biopsia de la placenta presentan desventajas para
el diagnéstico clinico rutinario, debido a la obtencién invasiva de la muestra, mediante
una metodologia complicada. Ademas, no son necesariamente especificos, ya que el
perfil de expresion diferencial de estos miRNAs puede reflejar los estados generales
fisiologicos o patolégicos relacionados tanto con el embarazo de la madre como con el

mismo feto.

En la siguiente tabla se presentan los miRNAs mas relevantes mencionados por varias
publicaciones (346-349) (Tabla 8).
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miR-17, miR-
VEGA,EFNB2,
202, Angiogénesis, diferenciacién de trofoblasto
EPHB4,MMP2, HIF1A
miR-20b
miR-34a PAI-1, Notchl, Jaggedl Inhibicion de la invasion trofoblastica
miR-152 HLA-G Induce a células NK
miR-155 Cyclin D1 Inhibe la proliferacion celular
miR-195 Acvr2a, Promueve la invasion trofoblastica
ISCU, EFNAS,
miR-210 Inhibe la migracién e invasion trofoblastica
homeobox-A9
miR-205 MED1 desconocido
Induce la proliferacion celular, la migracién y la
miR-376¢ ALK5
invasion
Mejora la supervivencia celular, la proliferacién, la
miR-378a-5p Noda
migracion y la invasion
miR-517b,
Desconocido Inhibe la proliferacion celular
miR- 519a

Tabla 8: miRNAs relevantes descritos en la literatura médica, identificados mediante biopsia de

la placenta (381-384).
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2. Objetivos

2.1 Objetivo General

El objetivo principal del presente estudio ha sido la evaluacién de los miRNAs
circulantes como biomarcadores no-invasivos para el diagndéstico/pronéstico de dos

patologias inflamatorias de origen vascular: preeclampsia e ictus.

2.2 Objetivos especificos

1. En preeclampsia se pretende analizar comparativamente, de manera no
sesgada, el valor predictivo de los miRNAs presentes en suero materno extraido en el
primer trimestre del embarazo de pacientes con preeclampsia y de embarazos no

complicados utilizando arrays microfluidicos.

2. En accidente cerebrovascular se confirmara la asociacion del miR-638 con
patologia aterosclerética mediante analisis bioinformaticos y funcionales, y se
examinara su potencial utilidad como biomarcador no-invasivo de placa aterosclerdtica

inestable para el diagndstico/prondstico del ictus isquémico.
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3. Material y métodos

3.1 Estudio 1: preeclampsia temprana (PEt)

3.1.1 Disefio y poblacion de estudio

El primer estudio fué realizado con 75 muestras de suero facilitadas por el Dr. Eduard
Gratacos, del Departamento Materno-Fetal del Hospital Clinico de Barcelona. Las
muestras obtenidas forman parte de un estudio de cohorte prospectiva formado por
5.759 mujeres gestantes que controlaron su embarazo en dicha clinica y que
acudieron a realizar los cribados correspondientes rutinarios para el primer trimestre
entre los meses de Mayo de 2009 y Octubre de 2011.

Durante el progreso del embarazo, un grupo de mujeres cursaron con complicaciones
en el embarazo, entre ellas la PE, objetivo del presente estudio. Se seleccionaron dos
grupos:Casos (PEt) vs Controles (mujeres gestantes normotensas). A las
embarazadas de los dos grupos se les realizé la ecografia del primer trimestre
(semana 11-14 de gestacién). Ademas, se determinaron los valores en suero materno
(en el primer trimestre de gestacion) de marcadores bioquimicos: PAAP-A,
gonadotropina coridnica (B-HCG), CRP, péptido natriurético tipo B, acido Urico,

creatinina, cistatina C, colesterol y calcio, entre otras pruebas rutinarias.

3.1.2 Pacientes y recogida de muestras de sangre

El Departamento de Medicina Materno-fetal del Hospital Clinico nos proporcioné las
muestras de suero congelado de pacientes embarazadas con PEt. La mayoria de
dichas pacientes se han caracterizado previamente en cuanto al analisis de los
factores de riesgo mas comunes (edad, raza, altura, peso, tabaquismo, historia
obstétrica,...) y otros parametros relevantes (diabetes, hipertension cronica,...). En

todos los casos se les practicé también una ecografia Doppler AUt.
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3.1.3 Criterios deinclusiodn

Con el objetivo de trabajar con una muestra poblacional lo mas homogénea posible y
precisar las variables que pudieran influir en los resultados, se seleccionaron los
pacientes que cumplieran con los criterios de inclusion relacionados a continuacion.
Dichos criterios de inclusion se ha definido, de acuerdo con la Sociedad Internacional
para el estudio de la Hipertensién en el Embarazo, como una presion sanguinea en
reposo de > 140/90 mmHg en dos periodos separados al menos por 4 h, y la
presencia de proteinuria (> 0,3 g/dl), posterior a las 20 semanas de embarazo en

mujeres previamente normotensas (351).

3.1.4 Criterios de exclusioén

Los criterios de exclusidbn en ambos grupos fueron embarazos con aneuploidias,
anomalias fetales importantes que condujeron a la terminacién del embarazo, aborto
espontaneo o muerte fetal antes de las 24 semanas de gestacion. La edad gestacional
en todos los embarazos se calculd sobre la base de la longitud de la corona-nalga en
el primer trimestre mediante ultrasonido (352). Se utilizaron registros médicos para
obtener informacion sobre factores de riesgo, antecedentes de embarazo y resultados
perinatales. También se registraron los datos de la presion arterial media (MAP) y el
indice de pulsatilidad Doppler (IP) de la resistencia de la arteria uterina media (UtA),
medidos en el cribado del primer trimestre, y se definieron los recién nacidos
pequefios para la edad gestacional (SGA) con peso al nacer por debajo del 10°

percentil.

3.2 Estudio 2: Aterosclerosis carotidea avanzada.
3.2.1 Poblacion de Estudio

Las muestras de suero fueron facilitadas por el Dr. Jurek Krupinski y su grupo de la

Unidad de Patologia cerebrovascular del HUMT.

En este estudio piloto se reunieron prospectivamente muestras de suero de pacientes
de raza blanca que sufrieron estenosis carotidea sintomatica de alto grado y que
fueron intervenidos mediante endarterectomia de la arteria carétida (CEA) (n=31)

debido a una estenosis sintomética (ataque isquémico transitorio (TIA), amaurosis
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fugaz o ictus ipsilateral) (n=22) o asintomética (ausencia de eventos

cerebrovasculares) (n=9).

Estos pacientes mostraban un alto grado de estenosis carotidea (> 60% diagnosticado
mediante tecnologia de imagenes EcoDoppler vascular y confirmado por angiografia
por resonancia magnetica (angio-RM) o angiografia por tomografia computarizada
(angio-TAC), de acuerdo con los criterios NASCET) (353).

A todos los pacientes sintomaticos se les practicé la CEA en un plazo de tres semanas
desde el evento sintomatico. De acuerdo con criterios morfolégicos e histoldgicos,
todas las placas extraidas mediante la CEA mostraron caracteristicas de placas
inestables (capa fibrosa fina, actividad inflamatoria, nucleo lipidico grande, ulceracion

visible, hemorragia intraplaca y/o ruptura).

Las muestras del grupo control (n= 36) pertenecian a pacientes emparejados por edad
y sexo, que visitaron la unidad de emergencia del Hospital de Terrassa y no
presentaban cuadros clinicos de accidente cerebrovascular o aterosclerosis carotidea
(todos los pacientes presentaron <30% de estenosis carotidea, identificados mediante
EcoDoppler). Todos aquellos pacientes que presentaron un historial conocido de
trombosis arterial aguda o tromboembolismo venoso, infecciones activas, insuficiencia
renal, enfermedad hepética, neoplasias, traumas o fueron sometidos a cirugia reciente

fueron excluidos del estudio.

3.2.2 Seguimiento de aterosclerosis carotidea avanzada

El estudio de seguimiento fue realizado mediante muestras obtenidas de 9 pacientes

antes de la intervencion de CEA, y a los 5 afios de la intervencion.

3.2.3 Herramientas de prediccion bioinformatica de genes diana de hsa-

miR-638, asociados con accidente cerebrovascular.

Se realiz6 un analisis bioinformatico para predecir los genes potencialmente regulados

por hsa-miR-638, utilizando diferentes algoritmos disponibles publicamente (354):
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MIRWALK (http://www.umm.uniheidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/index.html).
DIANA MicroT v5.0 (http://diana.cslab.ece.ntua.gr/microT).

miRDB (http://mirdb.org/miRDB).

miRanda-mirSVR (http://www.microrna.org).

TargetScan 6.2 (http://www.targetscan.org).

TargetMiner (http://www.isical.ac.in/~bioinfo_miu/targetminer20.htm).

YV V.V V VYV V V

miRTarBase (http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/index.php).

Finalmente, empleamos el programa FatiGO (http://v4.babelomics.org/), una
herramienta web para encontrar asociaciones significativas de términos de ontologia
génica con grupos de genes, para desvelar posibles vias, procesos y funciones para

analizar la implicaciébn de miR-638 con el accidente cerebrovascular (355).

3.2.4 Recogida de muestras de sangre

Las fracciones de suero de pacientes de CEA y de controles se obtuvieron de acuerdo
con protocolos estandar. Brevemente, se recogieron muestras de sangre en tubos que
contienen EDTA justo antes de la CEA vy, selectivamente en 9 pacientes adicionales, 5
afos después de la CEA. Los pacientes control se les realiz6 la extraccion de sangre
en el momento del ingreso hospitalario. Todas las muestras de los individuos
pacientes y controles fueron caracterizadas previamente en cuanto al andlisis de los
factores de riesgo, de acuerdo con el modelo Europeo Systematic Coronary Risk
Evaluation (SCORE) y segun la tabla de prediccion calibrada para la poblacién
espafiola (356) y otros parametros analiticos relevantes (colesterol, fibrindgeno,

recuento leucocitario, CRP).

3.3 Aislamiento de RNA total de suero

Todas las extracciones del RNA total fueron realizadas mediante el kit comercial
miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Venlo, The Netherlands). Se siguieron las instrucciones

del fabricante con alguna modificacion, segun la naturaleza de la muestra.

Para las muestras de suero humano, tanto para la identificacion de miRNAs mediante

la técnica OpenArray como para la validacion individual de miRNAs utilizando ensayos
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de TagMan MicroRNA en el caso de PE, asi como para el analisis de miR-638 en el
suero de pacientes con aterosclerosis carotidea, y en sobrenadantes de cultivos
primarios se realiz6 una centrifugacion a 1.000 xg a 4°C durante 5 min para
sedimentar los fragmentos y restos celulares. Las extracciones se iniciaron partiendo

de 200 ul de muestra.

Para las muestras procedentes de cultivo primario de células endoteliales de la vena
de cordén umbilical humano (HUVEC) con nimero aproximadamente de 7x10° células
por muestra, se afiaden 700 ul de QIAZOL al pellet, 140 pl de cloroformo libre de
RNasas y se precipita con 525 pl de Etanol absoluto libre de RNasa.

3.3.1 Cel-miR-54 (spiked-in) como normalizador

En el proceso de extraccion de las muestras utilizadas para la validacion individual se
utilizé el miRNA sintético de C.Elegans cel-miR-54 (Integrated DNA Technologies,
Coralville, 1A, USA), que se introdujo como control al inicio del proceso de aislamiento
del RNA (spiked-in) en la fase de extraccion organica, para evitar su degradacion.
Dicho cel-miR-54 se emplea como referencia interna para normalizar las variaciones
técnicas entre muestras en nuestro estudio. La cantidad introducida fue 5 pl en cada

muestra, a una concentracion de 5 fmol (307).

3.3.2 Cuantificacién y determinacién de la pureza por espectrofotometria.

Después de seguir las instrucciones del fabricante en ambas extracciones, el RNA
total fue diluido en 50 pl de H,O libre de nucleasas y guardado a - 80 °C. La
cuantificacién y determinaciéon de la pureza del RNA total extraido de muestras
procedentes de HUVEC fue realizado mediante espectrofotometria "Espectrofotometro
NanoDrop® ND-1000" (NanoDropTechnologies, Wilmington, EE.UU.).
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3.4 Caracterizacion del perfil global de expresion de microRNAs
circulantes en suero humano mediante la técnica
TagMan®OpenArray®Human MicroRNA.

La plataforma TagMan OpenArray Human MicroRNA (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) permite la amplificacion masiva de miRNAs combinando la técnica de
TagMan® y la nanofluidica en un soporte o array dividido en 48 sub-arrays
compuestos por 64 orificios. La innovadora técnica de paneles de nanolitros (nL)
constituye una plataforma flexible, adaptable y se puede disefiar para realizar de forma
simultdnea 3.072 ensayos por muestra, hasta 16 ensayos para 144 muestras, segun el
objetivo. La capacidad de cuantificacién de esta técnica, equivalente a 8 placas de 384
pocillos, en un corto periodo de tiempo de hasta 8 horas, la convierte en una
tecnologia de alto rendimiento, sensibilidad y especificidad, utilizando volimenes de
33 nL por reaccion. Aprovechando del amplio rango de miRNAs (Sanger miRBase
v14) disponibles en el panel, permite una identificacién global y un potente analisis

cuantitativo de la expresion de 754 miRNAs (Figura 12).
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Figura 12: La tecnologia OpenArray ™ utiliza un chip de nanofluidica con 3.072 orificios. Cada
placa contiene 48 subarrays, cada uno con 64 orificios. Cada orificio tiene un diametro de 300
pum y una profundidad de 300 ym y se trata con recubrimientos hidrofilicos e hidréfébicos. Los
reactivos se mantienen en los orificios a través de la tension superficial. Una placa OpenArray
puede contener tantas muestras como las incluidas en ocho placas tradicionales de 384

pocillos.

En nuestro estudio se utilizaron 3 paneles, cada panel se dividié en 3 arrays, y en cada
array se incluyé un pool de muestras (Figura 13). De esta manera, en cada panel se
analizaron 2 pools de casos y uno de control (Paneles 1y 3); o 2 pools controles y uno

de casos (Panel 2). Casos = 5 pools, Controles = 4 pools.
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Figura 13: Distribucién de los pools de muestras en las placas nanofluidicas. Cada color

corresponde a un pool.
3.4.1 Transcripcion reversa (RT) y Pre-aplificacion de cDNA (pre-amp)

Se utilizé el kit MegaplexTM RT Primers, que contiene dos conjuntos de primers:
Human Pool A v2.1 y Human Pool B v3.0 (Applied Biosystems). Siguiendo las
instrucciones del fabricante, se utilizé una cantidad de 3 pl de RNA total para cada
pool A y B. Debido a la baja cantidad de RNA presente en suero, para incrementar el
namero de copias de cDNA a fin de poder detectar los miRNAs analizados, se realizé
una etapa adicional de pre-amplificacion del producto de RT para cada pool A y B,
utilizando TagMan PreAmp Master Mix. Una vez acabada la pre-amplificacion, los
productos fueron diluidos (1:40) en 0,1x TE Buffer pH 8,0.

3411 Condiciones de RT

En tubos de 0.2 ml, se prepar6 para cada muestra 2 mezclas RT: una para el pool Ay

otra para el pool B.

Nuclease-free water 0.36

10X RT Buffer 0.75

MultiScribe RT 50 U/pL 1.50

RNase Inhibitor, 20 U/pL 0.09

100mM dNTPs (with dTTP) 0.15
Megaplex RT Primer(10X) Pool A o Pool B 0.75
MgCl2(25 mM) 0.90

Volumen final 45

Tabla 9: Componentes de la mezcla de reaccién RT.
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Se utiliz6 la placa de 96 pocillos MicroAmp® Reaction Plate 96 well (Applied
Biosystems) en un Termociclador GeneAMP 9700 (Applied Biosystems) y las
siguientes condiciones de reaccion:

o]

16 °C 2 min

42 °C 1 min
40 ciclos

50°C 1 seg

Hold 85°C 5 min

Hold 4 °C 0

Tablal0: Condiciones programadas en el termociclador para la RT

3.4.1.2 Condiciones de Pre-amplificacion
TagMan PreAmp Master Mix (2x) ' 20 ul
Megaplex Preamp Primers (10x) pool Ao B 4 ul
Agua libre de nucleasas 8.5 ul
cDNA 7.5 ul

Tabla 11: Componentes de la reacciéns de pre-amplificacion

—

Hold 95°C 10 min

Hold 55°C 2 min

Hold 72 °C 2min

95°C 15 seg
16 ciclos

60 °C 4 min

Hold 99,9°C 10 min

Hold 4°C 0
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Tabla 12: Condiciones programadas en el termociclador para la reaccién de pre-amplificacion

El producto pre-amplificado se diluyé en proporcion 1:40 en una solucién tampon de
0.1x TE.

3.4.2 qPCR TagMan® OpenArray® MicroRNA Panels

En placa de 96 pocillos se afiadi6 en uno de los pocillos 22,5 ul de TagMan®
OpenArray® Real-Time PCR Master Mix y 22,5 ul de cDNA pre-amplificado de Pool A
y, en otro pocillo, 22,5 ul de TagMan® OpenArray® Real-Time PCR Master Mix y 22,5
ul de cDNA pre-amplificado de Pool B. Para la amplificacién y posterior andlisis se
prepararon las reacciones incluyendo TagMan OpenArray Real-Time PCR Master Mix,
y se cargd la mezcla en una placa de 384 pocillos. Un robot deposito las reacciones en
los orificios del panel, colocando 33nL/orificio. Una vez acabado el proceso el panel se
sell6 en una camara de plastico y se introdujo en el termociclador. Esta avanzada
técnica fue procesada en el servicio técnico de gendémica de la Universidad Pompeu
Fabra.

3.5 Anadlisis de expresion

Los datos obtenidos fueron analizados mediante el programa DataAssistTM Software
3.1V (Applied Biosystems). El Ct (threshold cycle) de cada miRNA se determiné segln
el nimero de ciclos en los que la emision de la intensidad del marcador fluorescente
FAM se eleva por encima del umbral minimo de deteccién, relativo al ruido de fondo
asignado previamente, en la fase exponencial de la amplificacién. Los valores de Ct

obtenidos son inversamente proporcionales a la expresion de los mi-RNAs.

3.6 Validacion individual de miRNAs expresados diferencialmente

en muestras de suero humano mediante RT-gPCR TagMan.

> Casos: 31 Muestras de suero de mujeres con embarazo complicado con PE

temprana.
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> Controles: 44 Muestras de suero de mujeres con embarazo no complicado.

Los resultados de expresion diferencial de los posibles 8 miRNA candidatos
seleccionados anteriormente (Tabla 13) mediante la técnica OpenArray se validaron
de manera individual mediante el uso de la plataforma 7900HT Fast Real-Time PCR
empleando la tecnologia TagMan (Applied BioSystems), que permite la deteccidn
cuantitativa de secuencias de miRNAs especificos usando un andlisis de fluorescencia

a tiempo real durante la PCR (Figura 14).
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Figura 14: Representacién esquematica de un ensayo de RT-PCR Tagman®, que utiliza
sondas especificas con un fluorocromo en cada extremo (Reporter y Quencher). Cuando la Taq
empieza a amplificar a partir del primer acoplado al cDNA diana, desplaza el extremo 5’ de la
sonda que es degradado por la actividad exonucleasa 5’ - 3’ de la Taq. Este proceso libera el
fluoréforo al medio separandolo del quencher, lo que ocasiona un aumento irreversible de la

fluorescencia detectada.

3.6.1 Aislamiento de RNA total de suero

Como se menciond anteriormente, las extracciones del RNA total fueron realizadas
mediante el kit comercial miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Venlo, The Netherlands). Se
siguieron las instrucciones del fabricante con alguna modificacion, segun la naturaleza

de la muestra.
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En estas muestras se incluy6 en cada extraccion, en la fase organica, el normalizador
cel-miR-54.

has-miR-221 AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC 000524 Target
has-miR-126* CAUUAUUACUUUUGGUACGCG 000451 Target
has-miR-942 UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA 002187 Target
has-miR-125b UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA 000449 Target
has-miR-143 UGAGAUGAAGCACUGUAGCUCA 002249 Target
has-miR-127 UCGGAUCCGUCUGAGCUUGGCU 000452 Target
has-miR-192 CUGACCUAUGAAUUGACAGCC 000491 Target
has-miR-484 UCAGGCUCAGUCCCCUCCCGAU 001821 Control enddgeno
cel-mir-54 UACCCGUAAUCUUCAUAAUCCGAG 001361 Control spiked-in

Tabla 13: Secuencias de los cebadores (steem-loop) y sonda TagMan utilizados en RT-gPCR.

3.6.2 Transcripcion reversa TagMan (RT-TagMan)

La transcripcion reversa se llevé a cabo mediante el TagMan® MicroRNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Este kit contiene los
cebadores especificos (mMiRNA-specific stem-loop primers, Applied BioSystems) para
cada miRNA maduro. Dichos cebadores contienen un bucle (stem-loop) altamente
especifico que facilita la unién selectiva a los miRNAs maduros y, por lo tanto, evita la

transcripcion reversa de los pre-miRNAs.

Al no poder cuantificar las concentraciones de RNA total obtenidas en las muestras de
suero se establecio el criterio de usar un volumen fijo de RNA total (5 ul) para cada
reaccion de RT siguiendo las instrucciones del fabricante con algunas modificaciones
en cuanto al volumen de productos y volimenes finales de mezclas adaptados a una

escala pequefia. Cada reaccion RT contiene 5 pl de master mix, y 5 pl de RNA total.
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3.6.2.1 Condiciones de RT

Agua libre de nucleasas 1.10
10X RT Buffer 1

MultiScribe RT 50 U/uL 0.67

Inhibidor RNase, 20 U/uL 0.13

100mM dNTPs (with dTTP) 0.10
Primer mi-RNA especifico 2
RNA total 5

Tabla 14: Componentes de la mezcla de reaccion.

Temp 16°C 42°C 85°C 4°C

Tiempo 30min 30 min 5 min o0

Tabla 15: Condiciones programadas en el termociclador para la transcripcion reversa.

3.6.3 Pre-amplificacion (Pre-amp)

Para aumentar proporcionalmente el numero de copias del cDNA original se aplicé un
proceso de pre-amplificacién utilizando TagMan Universal PCR Master Mix with no
AmpErase UNG (Applied Biosystems). Cada 10 pl de reaccién de pre-amplificacion
contienen 7.5 pyl de Preamp master mix, y 2.5 pl de producto RT (cDNA) no diluido.
Para la pre-amplificacién se utilizaron las mismas sondas especificas para cada mi-
RNA, diluidas a una proporcién 1:99 en solucion TE.
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3.6.3.1 Condiciones de Pre-amp

TagMan PreAmp Master Mix (2x) 5ul
0.2x TagMan miRNA assay (diluido en TE; 1:99) 2.5ul
2.5 pyl de producto RT no diluido 2.5 ul

Tabla 16: Componentes de la reaccion de Pre-amp.

Ciclos (10x)

Denature Anneal / Extend

Temp 95 °C 95 °C 60 °C

Tiempo 10 min 15 sec 4 min

Tabla 17: Condiciones programadas en el termocilador para la pre-amplificacion.

Una vez acabado el proceso, el producto pre-amplificado se diluyé en agua a una
proporcién 1:5.

3.6.4 Amplificacién gPCR-TagMan

La cuantificacion relativa de las muestras se realizd por triplicado para cada miRNA,
en un volumen final de 10 pl para cada reaccién, en placas de 384 pocillos (Applied
Biosystems). Se utilizaron 7 placas, y en cada placa se cuantificaron 13 muestras
divididas entre controles y casos.
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TagMan MicroRNA Assay (20X) 0.5 ul

TagMan Universal PCR Master Mix with no AmpErase

5ul
UNG
Agua libre de nucleasas 2
Producto RT (cDNA diluido 1:5) 2.5ul

Tabla 18: Componentes de la mezcla de reaccién.

3.64.1 Condiciones de Amplificacion

Temp 50C 95C 95 C 60 C

Tiempo 2min 10min 15seg 1 min

Tabla 19: Condiciones programadas en el termociclador para la amplificacion (Termociclador
7900HT Fast Real-Time PCR;Applied Biosystems).

Figura 15: Los instrumentos que componen la plataforma 7900HT Fast Real-Time PCR.
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3.7 Andlisis de expresion

Una vez finalizada la PCR, se analizaron los datos mediante el programa SDS 2.4
(Applied Biosystems). Los ajustes del Ciclo Umbral (Threshold Cycle o Ct), para cada
muestra se realizaron en modo automético. La cuantificacién relativa de los niveles de

miRNA fue calculada usando la férmula 274 ©* (357):

> Primero se normalizaron los valores Ct entre placas.
> Luego se calcul6 la formula ACt considerando el cel-miR-54 (spiked-in) como

normalizador.
ACt= Ct miRNA - Ct cel-miR-54.

AACt = (A Ct (Caso) — A Ct (control))

3.8 Analisis estadisticos

Para el estudio de PE, las comparaciones de los parametros clinico-patolégicos entre
los grupos de casos y controles se analizaron mediante el test ANOVA one-way para
los datos numeéricos, y para los datos categoricos se utilizé el test Chi-Square. Por otro
lado, las comparaciones caso-control en la etapa de validacion se analizaron utilizando

el U-test de Mann-Whitney para datos no apareados.

Las correlaciones de los miRNAs con las caracteristicas clinicas de los pacientes de
PE se analizaron mediante los tests Spearman’s Rank correlation o Point-Biserial

correlation.

Los parametros clinico-patolégicos del grupo CEA y del grupo control (no CEA) se
describieron como promedio y desviacion estandard para las variables continuas, y
como frecuencias para las variables categoéricas, y se compararon mediante el T-test

para muestras independientes o el test de Chi-cuadrado, respectivamente.

La distribucion normal de miR-638 en suero fue evaluada mediante el Q-Q plot y el test
de Shapiro-Wilks. El test de Wilcoxon-Mann-Whitney o el T-test, dependiendo de la
normalidad de la distribucion, se aplicaron para inferir las diferencias significativas
entre los grupos CEA y control, o entre el grupo de pacientes CEA a los 0 y 5 afios

después de la intervencion.

110



La relacidon entre miR-638 con los factores de riesgo vascular y los tratamientos se
estimé mediante los tests Spearman’s Rank correlation o Point-Biserial correlation. La
capacidad discriminatoria de los niveles de miR-638 sérico entre el grupo control y el
grupo de pacientes CEA, o los subgrupos de pacientes CEA con diferentes etiologias;
o el grupo de pacientes CEA ente los 0 y los 5 afios después de la intervencién se

evaluaron mediante curvas ROC.

Finalmente, para analizar la asociacion entre placa aterosclerética de alto riesgo (CEA)
y niveles séricos de miR-638 se estimd un modelo de regresion logistica. CEA / control
se utiliz6 como variable dependiente y se calcularon las “odds ratio” (OR) crudas y
ajustadas. Las variables de ajuste incluyeron factores clasicos de riesgo vascular
(hipertensién, CAD, fibrindbgeno y colesterol) con una asociacion estadisticamente

significativa entre individuos CEA y control.

Todos los datos estadisticos se analizaron mediante el programa SPSS version 15.0
(SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA). Se consideraron estadisticamente significativos

aguellos resultados que tuvieran valores de p < 0.05).

3.9 Cultivo primario celular

El cultivo primario de HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells;Advancell,
Barcelona, Espafa) se realiz6 en frascos de cultivo Corning T75 rectangulares (Cultek)
utilizando el kit de cultivo “EGM bullet kit” (Lonza Ibérica, Espafia) (500 ml), que
contiene el medio EGM (Endothelial Growth Medium), 10 ml FBS (suero fetal bovino),
0.5 ml rhEGF (human Epidermal Growth Factor), 0.5 ml hidrocortisona, 0.5 ml GA-
1000 (Gentamicin/Amphotericin-B), y 2 ml BBE (Bovine Brain Extract). Dicho medio
se suplemento6 con 50 ml de FBS (Linus), 5 ml L-Glutamina 2mM (Invitrogen) y 5 ml de
Penicillin 200u/ml / Streptomycin 100 pg/ml (Invitrogen).

Para incrementar la adhesion de las ECs, las superficies de crecimiento se cubrieron
con Gelatina al 2% durante una hora y media. Para realizar los pases, las células
fueron levantadas mediante la utilizacion de Tripsina al 0,05% durante un minuto. Una
vez contadas las células vivas por microscopia mediante la cAmara de Neubauer, las
células se cultivaron en placas dependiendo del estudio a realizar. Las réplicas
siempre fueron por triplicado para cada condicién. La incubacién de los cultivos en

todo momento se realizé6 mediante estufa a 37° C con una atmésfera hUmeda al 5% de
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CO2, reemplazando el medio de cultivo cada dos dias hasta alcanzar una confluencia
del 80-95%.

3.9.1 Estimulacion de HUVEC con estimulos pro-inflamatorios

Para estudiar in vitro la respuesta inflamatoria en ECs y su posible implicacion en la
expresion de miR-638, las células HUVEC se cultivaron en placas de 6 pocillos por
triplicado, con el medio de cultivo “EGM bullet kit” + 10% FCS, a razén de 4 x 10°
células/pocillo. Al alcanzar una confluencia del 70%, las células se estimularon con las
citoquinas pro-inflamatorias TNF-a (100 U/ml) + IFN-y (1000 U/ml) (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA) o se dejaron sin estimular. A las 48 h de estimulacién se

recogieron tanto los sobrenadantes como las células y se guardaron a -80 °C.
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4. Resultados

Los resultados de la presente Tesis Doctoral fueron estructurados en dos estudios:

> El primero, sobre la utilidad de los miRNAs circulantes como biomarcadores
para la prediccion precoz en fase asintomética para PE temprana. El articulo
correspondiente fue publicado en la revista Scientific Reports, con factor de impacto de
5.228: “Usefulness of circulating microRNAs for the prediction of early

preeclampsia at first-trimester of pregnancy” (Anexol).

> El segundo, sobre el potencial diagnostico / pronostico del miR-638 como
biomarcador en el ictus isquémico. El articulo ha sido enviado para su publicacién a la
revista Journal of Neurosurgery con factor de impacto de 4.059 y actualmente se
encuentra en fase de revision. “Low levels of serum miR-638 are associated with
atherosclerotic plaque vulnerability in patients with high-grade carotid stenosis”
(Anexo 2)
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4.1 Estudio 1: Potencial de los miRNAs circulantes como

biomarcadores de preeclampsia temprana.

4.1.1 Estudio descriptivo de preeclampsia temprana (PEt):

Este estudio analitico retrospectivo de casos y controles se realizé en el Departamento
de Medicina Materno-Fetal (Hospital Clinico de Barcelona) y en el Laboratorio de
Genética Molecular (IDIBELL). Las muestras de suero materno se obtuvieron de una
cohorte prospectiva compuesta por 5.759 embarazos Unicos no seleccionados en los
gue se realizaron los controles rutinarios para el primer trimestre del embarazo (11+0-

13+6 semanas de gestacion) entre mayo de 2009 y octubre de 2011.

> Grupo Casos: formado por 31 embarazadas que desarrollaron PE vy

requirieron parto antes de las 34 semanas de gestacion (definida como PE temprana).

> Grupo Control: formado por 44 controles embarazadas en el mismo periodo
de estudio que presentaron embarazos normotensos sin complicaciones por

proteinuria.

En la tabla (20) se describen las caracteristicas basales de todas las gestantes que
participaron en el estudio. Todos los valores que mostraron p< 0,005, fueron

considerados estadisticamente significativos.

4.1.2 Caracterizacion y descripcién de los grupos del estudio

4.1.2.1 Edad

Las 31 pacientes presentaban una media de edad de 32.6 + 6.6 afos, y las 44

embarazadas controles tenian una media de edad de 32.3+ 5.6.
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4.1.2.2 Razay etnia

Se observé que la raza no caucdsica y, en particular, la etnia sudamericana,

representaba el 22% del total de las pacientes con PE (p <0.001).

Edad materna al inicio de la gestacién
31 326+6.6 44 32.3t5.6 0.822
(afios)

Raza (%) Caucasica 16 52% 33 81 %
Total No Caucasicas: 15 48.4% 8 182 % <0.001

Sudamericana 7 22% 6 14 %

Magrebi 3 10 % 0 0%

Asiética 4 13% 1 25%

Africana 1 3% 1 25%
indice masa corporal (kg/m*) 31 245144 44 22.8+3.2 0.060
Fumadoras (%) 31 2(6.5%) 44 5 (11.4%) 0.384

18
Nuliparidad (%) 31 44 24 (54.5%) 0.474
(58.1%)

Tabla 20: Caracteristicas generales de los grupos PE y Control. Los datos se presentan en

(xSD) o n (%). Texto en negrita: valores estadisticamente significativos (p < 0.05).

4.1.2.3 indice de Masa Corporal (IMC)

El IMC es un factor de alta importancia relacionado con la PE, que se ha informado en

varios estudios. EI IMC medio fue de 24.5 + 4.4 para los casos, y 22.8 + 3.2 para los

controles (p < 0.060).
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4.1.3 Antecedentes epidemioldgicos

Al estudiar los antecedentes y las complicaciones clinicas previas, observamos que el
41.9% de las actuales pacientes habia sufrido anteriormente PE (p <0.001). También
se encontraron valores significativos (p<0.002) en cuanto a pérdidas de fetos o
neonatales durante las anteriores gestaciones en dicho grupo.

Muerte fetal 31 10(32.3%) 42 2 (4.8%) <0.002

PE previa 31 13(41.9%) 42 0 (0.0%) <0.001
Hipertensién Cronica 31 9(29%) 42 2 (4.55) <0.004
Diabetes pre-gestacional 31 2 (6%) 42 2 (5%) 0.755
Enfermedades autoinmunes 31 2 (6,5%) 42 1 (2.4%) 0.390
Nefropatia 31 3(9.7%) 42 0 (0.0%) <0.041

Tabla 21: Antecedentes epidemiolégicos de las pacientes objeto de estudio. Los datos se

presentan en (£SD) o n (%). Texto en negrita: valores estadisticamente significativos (p < 0.05).
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40,0%
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0,0%
Aportes o PE previa Hipertension Diabetes Enfermedades  Nefropatia
muerte fetal Cronica pregestacional autoinmune

B Preeclampsia H Control

Figura 16: Distribucion de las pacientes objeto de estudio segln los antecedentes patolégicos

maternos
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4.1.4 Variables clinicas materno-fetales

Los parametros clinicos correspondientes a las gestaciones estan representados en la

siguiente tabla:

MAP (mmHg, mediana (RIQ)) 31 90(79-98) 37 71 (69-77) <0.001
2.4 (1.8-

Doppler AUt 31 37 16(1.0-24) <0.001
2.9)

Edad gestacional al momento del parto.
31 31.4+25 44 37.5+6.3 <0.001

(semanas)
Cesarea 30 25(80.6%) 42 7 (15.9%) <0.001
Peso de nacimiento (gr) 30 1374+512 42 3232726 <0.001
Feto pequefio para edad gestacional 31 24 (77.4%) 44 4 (9.1%) <0.001
Muerte fetal o neonatal 31 4(12.9%) 44 0 (0.0%) <0.026

Restriccion del crecimiento intrauterino 31 20(64.5%) 44 0 (0.0%) <0.001

HELLP 31 3(9,7%) 44  0(0.0%)  <0.041

Tabla 22: Variables clinicas, maternas y neonatales de las pacientes objeto de estudio. Los
datos se presentan en (£SD) o n (%). Texto en negrita: valores estadisticamente significativos
(p <0.05).
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Figura 17: Distribucién de las pacientes objeto de estudio segin las complicaciones feto-

neonatales

La media de edad gestacional en el momento del parto fue de 31,4 £ 2,5 en las
pacientes PE y de 37,5 + 6,3 en los embarazos no complicados (p <0.001). Se
registraron 3 casos de sindrome HELLP entre las pacientes con PE (9,68 %). También
mostraron diferencias significativas los valores obtenidos por Doppler AUt: 2,4 (1,8-
2,9) para en grupo PE y 1,6 (1,0-2,4) para el grupo control (p <0.001).

Entre las pacientes PE, hubo 4 casos de muerte fetal o neonatal (12,9 %) (p < 0.026).
En cuanto a las variables de evaluacién del estado de feto, como la restriccion del
crecimiento intrauterino, feto pequefio para edad gestacional y peso de nacimiento, los

valores fueron significativos, como se esperaba, en el grupo PE (p <0.001).

La intervencion quirdrgica (ceséarea) fue mayoritaria para las pacientes con PE, ya que
el 80,6% del total del grupo fue sometido a esta cirugia. Por el contrario, en el grupo

control sdlo el 15,9% fueron intervenidas (p <0.001).
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4.1.5 Perfilado global diferencial de miRNAs circulantes en pacientes PE
(primer trimestre) versus embarazos no complicados mediante la técnica

OpenArray

Para determinar e identificar de forma global los miRNAs circulantes diferencialmente
expresados entre pacientes PE y mujeres con embarazos no complicados, la cohorte
de estudio descrita en el apartado de “Materiales y Métodos” se distribuy6 en un total
de 9 pools de muestras de suero de 75 gestantes (grupo “Control”; n= 44, repartidas
en 5 pools; grupo “PE”; n= 31, repartidas en 4 pools). Dichos pools fueron depositados
en 3 paneles de OpenArray. Cada panel contenia 3 pools, distribuidos segun la

siguiente tabla:

OA 1 Caso (n=6 muestras) Caso (n=6 muestras) Control (n=12 muestras)
OA 2 Caso (n=11 muestras)  Control (n=6 muestras) Control (n=6 muestras)

OA 3 Caso (n=8 muestras) Control (n=10 muestras) Control (n=10 muestras)

Tabla 23: Distribucion de los pools de muestras de suero en los paneles de OpenArray.

Se amplificaron un total de 63 MiRNAs (8%) del total de 754 miRNAs que contienen
los paneles. Los criterios de seleccion de los miRNAs candidatos se establecieron

segun el siguiente procedimiento:

Se ajusté el umbral de deteccion de ciclos a Ct <31 aplicando la opcién de la
normalizacion global. Todos los miRNAs que no fueron amplificados de forma correcta

y fiable en todas las muestras, es decir, en los 9 pools, fueron descartados (Figura 18).
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Figura 18: Curvas de amplificacion correspondientes a 63 miRNAs amplificados de suero
humano de una cohorte de 75 gestantes (4 pools de 31 pacientes con PE y 5 pools de

pacientes con embarazos no complicados) en su primer trimestre de gestacion.

Los que cumplieron esta condicién estricta fueron 63 miRNAs. En la segunda etapa de
seleccién se calcularon los 222 de los 63 miRNAs para los 4 pools de PE respecto a
los 5 pools de controles, donde se admitieron todos los valores de FC 21.3 y < 0.7
(Figura 19 a), y siempre que tuvieran la misma tendencia (hacia una mayor o una
menor abundancia) en un minimo en 3 pools de los 4 pools del grupo de PE respecto

a los pools control (Figura 19 b).
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Figura 19: El perfilado global diferencial de miRNAs circulantes en pacientes PE (primer
trimestre) versus embarazos no complicados mediante la técnica OpenArray. (Figura 19 a) la
dispersion volcan de los valores de FC de los 63 miRNAs muestra cambios en la abundancia
miRNA entre los pacientes PE y los embarazos control. Los 7 miRNAs seleccionados para su
posterior validacion (3 sobre expresados y 4 sub expresados). (Figura 19 b) Las tendencias

de los 4 pools de pacientes de pre-eclampsia respecto a los 5 pools de gestantes controles se
obtuvieron mediante la técnica OpenArray.

En la Tabla 24 se muestran los resultados del analisis de 7 miRNAs seleccionados
como candidatos, que cumplieron los criterios preliminares. Se observaron valores de
FC ligeramente sobreexpresados (miR-192, miR-125b y miR-143) y sub-expresados
(miR- 221, miR-126* miR-942 y miR-127) en los pacientes con PE. Sin embargo, no
se evidenciaron diferencias significativas excepto para el miR-127, que mostrd un valor
al limite de la significacién (p = 0.041).
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4.1.6

41.6.1

Ensayo FC OpenArray p Value

hsa-miR-221 0.599 | 0.214
hsa-miR-126* 0.624 | 0.267
hsa-miR-942 0.467 | 0.322
hsa-miR-127 0.437 | 0.041
hsa-miR-143 1.387 1 0.228
hsa-miR-125b 1.391 1 0.433
hsa-miR-192 1.407 1 0.208

Tabla 24: Seleccibn de miRNAs diferencialmente expresados. Los 7 miRNAs se ajustaron
segun los criterios establecidos para la seleccibn de miRNAs candidatos a biomarcadores de
PE.

Validaciéon de la abundancia de los miRNA circulantes candidatos a
biomarcadores de PE

Se realiz6 un analisis de validacion individual mediante la técnica RT-gPCR TagMan
para cada muestra en esta cohorte, para determinar la expresion diferencial de los
MiRNAs seleccionados (miR-127, miR-942, miR-221, miR-126*, miR-125b, miR-192,

mMiR-143 junto con el normalizador cel-miR-54).

Validaciéon del normalizador cel-miR-54

La introduccion de un miRNA normalizador exdgeno al estudio, aparte de permitirnos
detectar incidencias técnicas del proceso de RT-gPCR, también nos confirma la
sensibilidad, precision y exactitud del método de cuantificacion, puesto que por el
momento no ha sido fiable establecer un miRNA como control endégeno. Asi, se
relativizaron las cuantificaciones de los miRNAs respecto a la del control exdgeno, y se

determiné la 2"*2“ de cada miRNA Figura 20.
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Figura 20: Diagrama de cajas. Expresion del normalizador Cel-miR-54 entre el grupo PE y el

grupo Control.

La expresion de cel-miR-54 es consistentemente estable y no ha mostrado ninguna
variacion significativa entre los grupos Casos y Controles, como se esperaba (PE n=
44) y (Controles n=31) (p =0.493).

4.1.6.2 Validacién de los miRNAs candidatos

A continuacion mostramos mediante diagramas de cajas los niveles individuales de
expresion de los miRNAs en suero (Figura 21). Los miRNAs candidatos pertenecen a
la cohorte de validacion del estudio de PE en el primer trimestre de gestacion, que
comprende el grupo de PE (31 gestantes) y el grupo control (42 gestantes). Los
niveles de ACt miRNAs se normalizaron mediante el control exdégeno cel-miR-54. Los

valores de FC de cada miRNA se muestran en la Tabla 25.
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Figura 21: Diagramas de cajas. La expresiéon de los miRNAs candidatos no mostré6 ninguna
variacion significativa entre los dos grupos estudiados (PE, n= 44 y Controles, n= 31). a)
Diagrama de cajas segun la expresién de miR-127, b) Diagrama de cajas segun la expresion
de miR-126#, c) Diagrama de cajas segun la expresion de miR-942, d) Diagrama de cajas
segun la expresion de miR-143, e) Diagrama de cajas segun la expresion de miR-125b, f)
Diagrama de cajas segun la expresion de miR-221, g) Diagrama de cajas segun la expresion
de miR-192.
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hsa-miR-221 0.999 | 0.846
hsa-miR-126* 0.952 | 0.918
hsa-miR-942 0.896 | 0.530
hsa-miR-127 0.720 | 0.404
hsa-miR-143 0.993 | 0.797
hsa-miR-125b 1.101 1 0.472
hsa-miR-192 1.043 1 0.749

Tabla25: Valores de expresion, presentados en FC, de los 7 miRNAs validados mediante la
técnica RT-qPCR TagMan.

4.1.7 Comparacion de la abundancia diferencial de los miRNAs séricos
candidatos a biomarcadores de PE determinados mediante las

plataformas OpenArray y RT-gPCR TagMan

Las tendencias de expresion diferencial de los miRNAs seleccionados, validados por
RT-gPCR TagMan, son coherentes con los resultados obtenidos mediante la
tecnologia OpenArray. Sin embargo, ninguno de los miRNAs validados mostré
diferencias de abundancia significativas entre el grupo de PE y el grupo control no PE.
Por tanto, el andlisis de la abundancia de miRNAs en el suero materno en el primer

trimestre del embarazo parece carecer de valor predictivo en PE temprana (Figura 23).
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Fifura 23: Comparacion de la expresién diferencial (FC) de los 7 miRNAs expresados en
sueros de gestantes de primer trimestre, obtenida mediante las técnicas de OpenArray vs
gPCR- TagMan. Las barras de color azul representan la expresién diferencial mediante la
técnica OpenArray. Las barras de color rojo representan los valores de expresion diferencial

validados mediante la técnica de RT-qPCR TagMan.

4.1.8 Correlacion entre la expresiéon de los miRNAs y las variables
clinicas de PE.

Mediante el andlisis del coeficiente de correlacibon Spearman para variables no
paramétricas numéricas, se encontraron dos asociaciones estadisticamente
significativas entre de las variables analizadas y la expresién diferencial de los
miRNAs. Los miRNAs que presentaron algunas correlaciones negativas
estadisticamente significativas fueron: miR-942, con la tensiéon arterial (MAP), con
moderada correlacion Rho= -0.418 (p< 0.019); miR-143, con el indice de pulsaciones
de las AUt realizadas mediante Ecografia Doppler (UtA PI), con baja correlacién Rho=
-0.373 (p< 0.043) (Tablas 26 y27).
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Rho Rho Rho
p value p value p value
Spearman Spearman Spearman
hsa-miR-126# -0.243 0.195 -0.148 0.443 -0.233 0.215
hsa-miR-127 -0.208 0.260 -0.185 0.327 -0.238 0.198
hsa-miR-221 -0.087 0.648 -0.093 0.631 -0.163 0.389
hsa-miR-942 -0.267 0.146 -0.192 0.308 -0.418 0.019
hsa-miR-143 0.022 0.909 0.274 0.150 0.032 0.866
hsa-miR-125b -0.087 0.647 0.003 0.988 0.053 0.782
hsa-miR-192 -0.154 0.415 0.121 0.533 -0.130 0.494

Tabla 26: Analisis de correlacién entre los miRNAs y las variables clinicas de las gestantes con

PE. Texto en negrita: valores estadisticamente significativos (p < 0.05).

Spearman Spearman Spearman

hsa-miR-126# 0.275 0.141 -0.089 0.639 0.063 0.739

hsa-miR-127 0.082 0.660 -0.089 0.633 -0.005 0.978

hsa-miR-221 0.079 0.680 -0.309 0.096 0.096 0.612

hsa-miR-942 0.108 0.561 0.010 0.957 0.220 0.235

hsa-miR-143 -0.045 0.813 -0.121 0.524 -0.373 0.043

hsa-miR-125b 0.058 0.762 0.052 0.785 -0.124 0.514

hsa-miR-192 0.232 0.217 0.104 0.585 -0.036 0.851

Tabla 27: Andlisis de correlacién entre los miRNAs y las variables clinicas de las gestantes con
PE. UtA PI: indice de pulsatilidad de la arteria uterina, IMC: indice de masa corporal. Texto en
negrita: valores estadisticamente significativos (p < 0.05).

Por otra parte, se realizd el andlisis del coeficiente de correlacion Pearson para
variables categoéricas, y se encontraron solamente dos asociaciones estadisticamente
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significativas entre las variables analizadas y la expresion del miR-143, que presentd
una correlacion negativa estadisticamente significativa con la etnia, con moderada
correlacion Rbs= -0.401 (p <0.028), y una baja correlaciéon positiva con la paridad
(Rbs=-0.385; (p <0.036) (Tablas 28 y 29).

Ibs Ibs Mos
Ensayo p value p value p value
Pearson Pearson Pearson
hsa-miR-126#  0.336 0.070 0.234 0.212 0.046 0.809
hsa-miR-127 0.350 0.053 0.295 0.107 0.013 0.945
hsa-miR-221 0.179 0.345 0.326 0.079 -0.016 0.931
hsa-miR-942 0.139 0.456 0.127 0.496 -0.149 0.422
hsa-miR-143  -0.401 0.028 0.385 0.036 0.319 0.086
hsa-miR-125b  0.141 0.458 0.049 0.797 0.237 0.208

hsa-miR-192  -0.112 0.554 0.154 0.415 0.029 0.878

Tabla 28: Andlisis de correlacion entre los miRNAs y las variables clinicas categéricas de las

gestantes con PE. Texto en negrita: valores estadisticamente significativos (p < 0.05).

Ibs lbs Ibs
Ensayo p value p value p value
Pearson Pearson Pearson
hsa-miR-126#  0.121 0.524 0.162 0.402 0.076 0.691
hsa-miR-127 -0.160 0.391 0.247 0.187 -0.031 0.869
hsa-miR-221 -0.166 0.381 0.151 0.433 0.107 0.573
hsa-miR-942 0.265 0.150 0.026 0.891 -0.159 0.392
hsa-miR-143 -0.287 0.124 -0.004 0.983 -0.213 0.259
hsa-miR-125b  -0.128  0.501 0.300 0.114 0.102 0.593

hsa-miR-192 0.076 0.691 0.035 0.857 -0.323 0.081

Tabla 29: Analisis de correlacion entre los miRNAs y las variables clinicas categoricas de las

gestantes con PE (ll). Texto en negrita: valores estadisticamente significativos (p < 0.05).
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4.2 Estudio 2: miR-638 como biomarcador diagnostico/prondstico

de placa aterosclerodtica carotidea vulnerable

4.2.1 Caracterizaciéon de la poblacién total del estudio

En este estudio piloto se recogieron prospectivamente muestras de suero de 67

individuos caucdasicos, que fueron divididos en dos grupos principales:

1- Grupo de Casos de aterosclerosis carotidea avanzada sintomatica, formado por 31

pacientes sometidos a la intervencion quirdrgica de endarterectomia carotidea (CEA),
presentaron sintomas(ictus isquémico, ataque isquémico transitorio (TIA), amaurosis

fugax o ipsilateral) o fueron asintomaticos (ausencia de eventos cerebrovasculares).

Estos pacientes tenian un grado alto de estenosis carotidea >60%, segun se
diagnosticO mediante Eco Doppler vascular confirmada por Angio-RM o Angio-TC,
segun los criterios de NASCET (North American Symptomatic Carotid Endarterectomy
Trial).

Todos los pacientes sintomaticos se sometieron a CEA dentro de las tres semanas del
evento sintomatico. De acuerdo con los criterios morfol6gicos e histolégicos, todas las
placas extraidas por CEA presentaban caracteristicas de inestabilidad tales como
actividad inflamatoria, tapa fibrosa delgada, nucleo lipidico grande, ulceracién visible,

hemorragia intraplaca y ruptura.

Dentro el grupo de casos CEA se clasificaron los pacientes, segun la manifestacion

clinica, en dos subgrupos:

> Subgrupo aterosclerosis carotidea avanzada sintomatica (n=22).
> Subgrupo ictus isquémico (n=11).

> Subgrupo aterosclerosis carotidea avanzada asintoméatica (n=9).

2- El grupo control, formado por 36 pacientes, que visitaron la unidad de urgencias,

sin antecedentes de accidente cerebrovascular ni aterosclerosis carotidea, todos los
pacientes presentaron estenosis carotidea baja <30% segun el diagndstico por imagen

Eco Doppler vascular.
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Los pacientes con antecedentes conocidos de tromboembolismo arterial o venoso
agudo, infecciones activas, insuficiencia renal, enfermedad hepética, neoplasias,

trauma reciente o cirugia fueron excluidos del estudio.

El riesgo cardiovascular para los grupos CEA y control se estimé segun el modelo de
prediccion SCORE (Evaluacion del riesgo coronario) calibrado para uso en Espafia
(362). Los analisis hematoldgicos y bioquimicos estandar se realizaron rutinariamente
en el laboratorio del hospital. Los datos clinicos basicos de los pacientes y los factores

de riesgo vascular, incluyendo tratamiento farmacolégico con antihipertensivos,

estatinas y tratamiento antiplaquetario, se resumen en la Tabla 30:

Edad 31 650 104 36  67.7 134 037
Sexo (% maculino) 31 24 774 36 21 58.3 0.08
Fumadores 31 13 419 36 10 27.8 0.17
Dislipidemia 31 21 67.7 36 16 44.4 0.05
HTA 31 28 90.3 36 21 58.3 0.00
Diabetes 31 12 38.7 36 8 22.2 0.12
EVP 31 8 25.8 36 5 13.9 0.18
CAD 31 7 226 36 1 2.8 0.02
Ictus isquémico 31 22 71.0 36 0 0.0 0.00

Grado de estenosis de la arteria
29 11 355 36 6.0 16.7 0.05
cardtida contralateral > 50%

Fibrindgeno (g/l) 31 5.2 1.4 36 4.3 1.2 0.01
Colesterol total(mmol/l) 31 45 14 36 3.7 1.2 0.01
LDL-C (mmol/l) 31 26 1.3 36 2.2 0.7 0.08
HDL-C (mmol/l) 31 1.3 0.5 36 1.2 0.3 0.56
TG (mmol/l) 31 15 0.7 36 1.9 1.0 0.05
ESR (mm/h) 30 15.7 10.6 35 14.7 10.9 0.71
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WBC x 106/I 31 6744 2483 30 7744 2597 0.11

Creatinina (mg/dl) 31 0.9 0.1 34 1.0 1.0 0.45

SBP (mm Hg) 31 1516 29.0 36 139.2 36.8 0.14
Tratamiento antiplaquetario 29 26 83.9 36 11 30.6 0.00
Tratamiento de SBP 31 28 90.3 36 18 50.0 0.00
Tratamiento hipolipemiante 30 20 64.2 36 14 38.9 0.02

Tabla 30: Principales caracteristicas clinicas de los pacientes sujetos a CEA. CAD: enfermedad
de las arterias coronarias; HDL-C: lipoproteinas de alta densidad; HTA: hipertensién arterial;
LDL-C: lipoproteinas de baja densidad; EVP: enfermedad vascular periférica; TG: triglicéridos;
WBC: recuento de leucocitos; ESR: tasa de sedimentacién eritrocitica; SBP: presion
arterial sistélica. Los datos se presentan en (xSD) o n (%). Texto en negrita: valores
estadisticamente significativos (p <0.05). La poblacion general del estudio mostré
caracteristicas similares, excepto una incidencia significativamente mas alta de accidente
cerebrovascular, CAD e HTA, y un incremento significativo de fibrindgeno y colesterol total en
pacientes CEA. Ademds, el nimero de pacientes que recibieron tratamiento anti-plaquetario
para reducir el colesterol y/o tratamientos para reducir la tensién también fue significativamente
mayor en el grupo CEA.

4.2.2 Aterosclerosis carotidea avanzada sintomatica.

El grupo “CEA sintomaticos”, estaba compuesto por 22 pacientes que cumplian los
criterios de inclusion, habiendo sufrido estenosis carotidea sintomatica de alto grado (=
60%, segun se diagnostic6 mediante Eco Doppler vascular) ingresados en la unidad
de neurologia con diagnéstico de accidente cerebrovascular. A dichos pacientes se les
practicoO una endarterectomia carotidea. La incidencia de ictus isquémico se presenté
en 11 pacientes, la incidencia de accidente isquémico transitorio (AlT) se present6 en
8 pacientes, y la incidencia de amaurosis fugaz bilateral se presenté en 3 pacientes
(Figura 24).
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Distribucion
segun la etiologia

H Antecedentes de
evento isquémico

H Accidentes isquémicos
transitorios (AIT)

i Amaurosis fugaz.

Figura 24: Distribucion los pacientes objeto de estudio segin la causa etiologica del grupo

“CEA sintomaticos”

Segun los resultados mostrados en la Tabla 31, entre los factores de riesgo, la
incidencia de HTA en los pacientes CEA sintoméaticos (n= 22) resultd significativa (p
<0.02), en comparacién con el grupo control (n= 36). En cuanto a los pardmetros
clinicos, mostraron niveles significativamente altos para las concentraciones
plasméticas de fibrindgeno activado y colesterol total (p <0.03 y p <0.02,
respectivamente). En cuanto al tratamiento farmacol6gico, se destaca que los
individuos CEA sintomaticos se encuentran bajo tratamiento con medicamentos anti-

agregantes plaquetarios, anti-hipertensivos e hipolipemiantes (p <0.01, p <0.01y p

<0.02, respectivamente).

Edad 22 638 110 36 67.7 13.4 0.25
Sexo 22 17 77.3 36 21 58.3 0.12
Fumadores 22 10 455 36 10 27.8 0.14
Dislipidemia 22 14 63.6 36 16 44.4 0.13
HTA 22 19 86.4 36 21 58.3 0.02
Diabetes 22 7 31.8 36 8 22.2 0.31
EVP 22 5 22.7 36 5 13.9 0.30

135




CAD 22 3 13.6 36 1 2.8 0.15

Ictus isquémico 22 22 100.0 36 0 0.0 0.00
Grado de estenosis de la arteria

20 8 40.0 36 6.0 16.7 0.06

cardtida contralateral > 50%
Fibrinégeno (g/l) 22 51 15 36 4.3 1.2 0.03
Colesterol total(mmol/l) 22 45 1.2 36 3.7 1.2 0.02
LDL-C (mmol/l) 22 24 1.1 36 2.2 0.7 0.30
HDL-C (mmol/l) 22 13 0.5 36 1.2 0.3 0.81
TG (mmol/l) 22 14 0.5 36 1.9 1.0 0.05
ESR (mm/h) 21 151 108 35 14.7 109  0.89
WBC x 106/| 22 7065 2407 30 7744 2597 0.33
Creatinina (mg/dl) 22 0.8 0.2 34 1.0 1.0 0.52
SBP (mm Hg) 22 156.0 323 36 139.2 36.8 0.09
Tratamiento antiplaquetario 20 19 95.0 36 11 30.6 0.00
Tratamiento de SBP 22 19 86.4 36 18 50.0 0.01
Tratamiento hipolipemiante 21 15 71.4 36 14 38.9 0.02

Tabla 31: Principales caracteristicas clinicas de los pacientes sintomaticos sujetos a CEA.
CAD: enfermedad de las arterias coronarias; HDL-C: lipoproteinas de alta densidad; HTA:
hipertension arterial; LDL-C: lipoproteinas de baja densidad; EVP: enfermedad vascular
periférica; TG: triglicéridos; WBC: recuento de leucocitos; ESR: tasa de sedimentacién
eritrocitica; SBP: presion arterial sistélica. Los datos se presentan en (£SD) o n (%). Texto en

negrita: valores estadisticamente significativos (p < 0.05).

4.2.2.1 Ictus isquémico.

Dichos pacientes mostraron factores de riesgo significativamente elevados, como el
consumo de tabaco (p <0.01), los niveles de colesterol total (p <0.02) y la presion
arterial sistolica (p <0.02) en comparacion con el grupo control no-CEA. En cuanto a
tratamiento farmacolégico, la mayoria recibian tratamiento anti-plaquetario (p <0.01) y
anti-hipertensivo (p <0.02) (Tabla 32).
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Edad 11 64.7 13.6 36 67.7 13.4 0.52
Sexo 11 11 100.0 36 21 58.3 0.00
Fumadores 11 8 72.7 36 10 27.8 0.01
Dislipidemia 11 6.0 545 36 16 44.4 0.40
HTA 11 10 909 36 21 58.3 0.05
Diabetes 11 4 364 36 8 22.2 0.28
EVP 11 2 18.2 36 5 13.9 0.53
CAD 11 2 18.2 36 1 2.8 0.13
Ictus isquémico 11 11 100.0 36 0 0.0 0.00

Grado de estenosis de la arteria
11 5 455 36 6.0 16.7 0.06

cardtida contralateral > 50%

Fibrinogeno (g/l) 11 5.0 1.8 36 4.3 1.2 0.12
Colesterol total(mmol/l) 11 4.7 15 36 3.7 1.2 0.02
LDL-C (mmol/l) 11 25 1.4 36 2.2 0.7 0.25
HDL-C (mmol/l) 11 1.3 07 36 1.2 0.3 0.83
TG (mmol/l) 11 16 0.5 36 1.9 1.0 0.30
ESR (mm/h) 11 155 142 35 14.7 10.9 0.85
WBC x 106/I 11 7065 1387 30 7744 2597 0.41
Creatinina (mg/dl) 11 0.8 0.2 34 1.0 1.0 0.52
SBP (mm Hg) 11 1695 279 36 139.2 36.8 0.02
Tratamiento antiplaquetario 9 8 889 36 11 30.6 0.00
Tratamiento de SBP 11 10 909 36 18 50.0 0.02
Tratamiento hipolipemiante 10 7 700 36 14 38.9 0.08

Tabla 32: Principales caracteristicas clinicas de los pacientes con ictus isquémico sujetos a

CEA. CAD: enfermedad de las arterias coronarias; HDL-C: lipoproteinas de alta densidad; HTA:
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hipertension arterial; LDL-C: lipoproteinas de baja densidad; EVP: enfermedad vascular
periférica; TG: triglicéridos; WBC: recuento de leucocitos; ESR: tasa de sedimentacién
eritrocitica; SBP: presion arterial sistdlica. Los datos se presentan en (xSD) o n (%). Texto en

negrita: valores estadisticamente significativos (p < 0.05).

4.2.3 Aterosclerosis carotidea avanzada asintomatica.

Al analizar el grupo de pacientes CEA asintomaticos (n =9) respecto a los controles de
la poblacion de estudio, se evidenciaron diferencias significativas en algunos factores
de riesgo, como hipertension arterial (p <0.02), enfermedad de las arterias coronarias
(p <0.01), y en algunos parametros clinicos, como los niveles de fibrinégeno (p <0.02)
y la lipoproteina de baja densidad (LDL-C) (p <0.01) en comparacion con el grupo
control no CEA (Tabla 33).

138



Edad 9 681 86 36 67.7 13.4 0.93

Sexo 9 7 778 36 21 58.3 0.25
Fumadores 9 3 333 36 10 27.8 0.52
Dislipidemia 9 7 778 36 16 44.4 0.08

HTA 9 9 100.0 36 21 58.3 0.02

Diabetes 9 5 55.6 36 8 22.2 0.06

EVP 9 3 333 36 5 13.9 0.19

CAD 9 4 444 36 1 2.8 0.00

Grado de estenosis de la arteria
9 3 333 36 6.0 16.7 0.25
carétida contralateral > 50%

Fibrindgeno (g/l) 9 54 1.3 36 4.3 1.2 0.02
Colesterol total 9 45 1.7 36 3.7 1.2 0.10
LDL-C (mmol/l) 9 31 1.7 36 2.2 0.7 0.01
HDL-C (mmol/l) 9 14 0.6 36 1.2 0.3 0.30

TG (mmol/l) 9 16 09 36 1.9 1.0 0.37

ESR (mm/h) 9 171 10.5 35 14.7 10.9 0.56

WBC x 106/l 9 5960 2633 30 7744 2597 0.07
Creatinina (mg/dl) 9 09 0.1 34 1.0 1.0 0.70

SBP (mm Hg) 9 1411 154 36 139.2 36.8 0.88
Tratamiento antiplaquetario 9 7 77.8 36 11 30.6 0.01
Tratamiento de SBP 9 9 100.0 36 18 50.0 0.01
Tratamiento hipolipemiante 9 5 55.6 36 14 38.9 0.30

Tabla 33: Principales caracteristicas clinicas de los pacientes asintoméaticos sujetos a CEA.
CAD: enfermedad de las arterias coronarias; HDL-C: lipoproteinas de alta densidad; HTA:

hipertension arterial; LDL-C: lipoproteinas de baja densidad; EVP: enfermedad vascular
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periférica; TG: triglicéridos; WBC: recuento de leucocitos; ESR: tasa de sedimentacién
eritrocitica; SBP: presion arterial sistélica. Los datos se presentan en (+SD) o n (%). Texto en

negrita: valores estadisticamente significativos (p < 0.05).

4.2.4 Seguimiento a largo plazo de pacientes CEA con aterosclerosis

carotidea avanzada.

Este grupo de seguimiento, formado por 9 pacientes sometidos a CEA, fue analizado
antes y 5 afios después de la intervencién quirdrgica. Las caracteristicas clinicas de

estos pacientes se indican en la Tabla 34.

Edad (afios) 9 64 8.0 9 69 8.0 -

Sexo (% Masculino) 9 9 100.0 9 9 100.0 -
Fumadores 9 4 44.4 9 0 0.0 0.04
Dislipidemia 9 4 44 .4 9 5 55.6 0.50
HTA 9 8 88.9 9 8 88.9 0.77
EVP 9 7 77.8 9 7 77.8 0.71
CAD 9 1 11.1 9 2 22.2 0.50
Colesterol total (mmol/l) 9 52 0.7 9 4.7 11 0.26
LDL-C (mmol/l) 9 34 0.7 9 2.6 1.0 0.07
HDL-C (mmol/l) 9 11 0.2 9 13 0.3 0.12
TG (mmol/l) 9 15 0.5 9 1.8 1.3 0.46
WBC x 10°/I 9 6679 1267 9 7460 2285 0.38
Tratamiento antiplaquetario 9 8 88.9 9 7 77.8 0.50
Tratamiento hipolipemiante 9 3 33.3 9 6 66.7 0.17

Tabla 34: Principales caracteristicas clinicas de los pacientes con CEA a los 0 y 5 afios
después de la intervencion. EAC: enfermedad de las arterias coronarias; HDL-C: lipoproteinas
de alta densidad; HTA: hipertensién arterial; LDL-C: lipoproteinas de baja densidad; EVP:

enfermedad vascular periférica; TG: triglicéridos; WBC: recuento de leucocitos; ESR: tasa de
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sedimentacion eritrocitica; SBP: presion arterial sistélica. Los datos se presentan en (xSD) o n

(%). Texto en negrita: valores estadisticamente significativos (p < 0.05).

4.2.5 Implicacién de miR-638 en patologia vascular: modelo celular.

Los principales tipos de células constitutivas que participan en la enfermedad vascular
aterosclerética y contribuyen a la aterogénesis y a la formacion de las placas
vulnerables son las ECs y las VSMCs. En condiciones pro-inflamatorias, la induccion

de las ECs activa la iniciacion de la transcripcién génica.

Se determind la expresion del miR-638 en ECs y su implicacibn en el proceso
inflamatorio mediante la activacionde las HUVEC por estimulos pro-inflamatorios
(TNFa+IFNy).Ello conlleva la expresion/secrecion de una serie de moléculas que
constituyen la respuesta inmune-inflamatoria, controladas en parte mediante la
expresion de los miRNAs, que a su vez regulan las vias de sefalizacién pro-
inflamatorias, modificando la permeabilidad vascular, el estado protrombotico,
hemodinamico, la lesion vascular y la supervivencia endotelial. Se ha comprobado que
el miR-638 esta sustancialmente sobre-expresado en VSMCs humanas proliferativas
después de la estimulacién por factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF)
(358).

4.2.5.1 Estimulacién pro-inflamatoria de ECs

Tras la incubacion de las HUVEC inducidas mediante TNFa +INFy durante 48h, los
resultados muestran una reduccion de los niveles de miR-638, particularmente del
mMiR-638 liberado en el sobrenadante (extracelular), en condiciones pro-inflamatorias.
Por otro lado, tanto los niveles de miR-638 intracelulares como los extracelulares
(circulantes en el sobrenadante) se encontraron infraregulados en comparaciéon con
los encontrados en células HUVEC no estimuladas. Por el contrario, las citoquinas pro-
inflamatorias incrementaron la expresion endotelial y la liberaciébn de miR-155, como

se ha descrito en la literatura (359) (Figura 25).
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Figura 25: Expresion de miR-638 y miR-155 en HUVEC estimuladas (TNFa 200 pg/ml, INFy
100 pg/ml) durante 48h. La grafica de color negro representa la expresion intracelular de miR-
638 y miR-155, mientras que la grafica blanca representa la expresion de miR-638 y miR-155

en el sobrenadante extracelular.

4.2.6 Herramientas de predicciéon bioinformatica de genes diana del hsa-

miR-638 asociados con accidente cerebrovascular.

Se realizé un analisis de hsa-miR-638 utilizando siete diferentes algoritmos bioinformaticos

(detallados en el apartado de Materiales y Métodos).

Por lo tanto, se obtuvieron 3.516 genes potenciales dianas para miR-638. Para revelar los
posibles genes diana de miR-638 relevantes en patologia cerebrovascular, comparamos
nuestra lista de genes con la base de datos “SigCS”, un recurso web de informacién genética
integrada para el accidente cerebrovascular cerebral humano, con 1.943 genes no redundantes
(360). Teniendo en cuenta todas las etiologias de la base SigCS, se obtuvieron 358 posibles
genes diana para miR-638. Al limitar la blsqueda a las etiologias de "accidente
cerebrovascular" y "aterosclerosis" (que incluyen a 302 genes), encontramos 61 genes como
dianas potenciales de miR-638 (Tabla 35).

Por tanto, utilizando la base SigCS como referencia, el analisis bioinformatico mostré 61
potenciales genes diana de miR-638. Asi, de acuerdo a diferentes algoritmos de prediccion de
genes diana para miRNAs, el miR-638 podria estar vinculado con lesiones ateroscleréticas e

ictus.
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ACCN2

ACVRL1

ADD1

ASS1

BCKDHB

CACNA1A

CACNA1C

CHD5

CNR1

CX3CR1

CYP11B1

CYP19A1

DBT

DLG4

DMPK

ECE1l

EPHX2

ESR1

F13A1

GAA

GHR

GRIN1

GRIN2B

HABP2

HFE

NM_001040467
NM_000020
NM_001119

NM_000050

NM_000056

NM_001252059

NM_000719
NM_015557
NM_001160226
NM_001171171
NM_000497
NM_000103
XM_005270545
XM_005256489
NM_001081560
NM_001113347
NM_001256482
NM_000125
NM_000129
NM_000152
NM_000163
NM_000832
NM_000834
NM_001177660

NM_000410

amiloride-sensitive cation channel 2, neuronal
activin A receptor type ll-like 1
adducin 1 (alpha)
argininosuccinate synthase 1
branched chain keto acid dehydrogenase E1, beta
polypeptide
calcium channel, voltage-dependent, P/Q type, alpha 1A
subunit
calcium channel, voltage-dependent, L type, alpha 1C subunit
chromodomain helicase DNA binding protein 5
cannabinoid receptor 1 (brain)
chemokine (C-X3-C motif) receptor 1
cytochrome P450, family 11, subfamily B, polypeptide 1
cytochrome P450, family 19, subfamily A, polypeptide 1
dihydrolipoamide branched chain transacylase E2
discs, large homolog 4 (Drosophila)
dystrophia myotonica-protein kinase
endothelin converting enzyme 1
epoxide hydrolase 2, cytoplasmic
estrogen receptor 1
coagulation factor Xlll, A1 polypeptide
glucosidase, alpha; acid
growth hormone receptor
glutamate receptor, ionotropic, N-methyl D-aspartate 1
glutamate receptor, ionotropic, N-methyl D-aspartate 2B
hyaluronan binding protein 2

Hemochromatosis
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HMCN1

HNF1A

HSD11B2

ITGA2

JAK?2

KALRN

KRT14

LDLR

LEP

LPIN1

LPIN2

MTHFR

MYO7A

NF1

NLRP3

NOS1

NOTCHS3

PCNT

PDGFRA

PLAU

PRKAR1A

PTGIS

SCN5A

SERPINA3

SLC1A2

NM_031935
NM_000545
NM_000196
NM_002203
NM_004972

NM_001024660
NM_000526
NM_000527
NM_000230

NM_001261427
NM_014646
NM_005957
NM_000260
NM_000267

NM_001079821
NM_000620
NM_000435
NM_006031

XM_006714041

NM_001145031

NM_001276289
NM_000961

NM_000335

NM_001085

NM_001195728

hemicentin 1
HNF1 homeobox A
hydroxysteroid (11-beta) dehydrogenase 2
integrin, alpha 2 (CD49B, alpha 2 subunit of VLA-2 receptor)
Janus kinase 2
kalirin, RhoGEF kinase
keratin 14
low density lipoprotein receptor
Leptin
lipin 1
lipin 2
methylenetetrahydrofolate reductase (NAD(P)H)
myosin VIIA
neurofibromin 1
NLR family, pyrin domain containing 3
nitric oxide synthase 1 (neuronal)
notch 3
Pericentrin
platelet-derived growth factor receptor, alpha polypeptide
plasminogen activator, urokinase
protein kinase, CAMP-dependent, regulatory, type I, alpha
prostaglandin 12 (prostacyclin) synthase
sodium channel, voltage-gated, type V, alpha subunit
serpin peptidase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase,
antitrypsin),
member 3
solute carrier family 1 (glial high affinity glutamate
transporter),

member 2
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SRR NM_001304803 serine racemase

TBXAZR NM_001060 thromboxane A2 receptor
TLR4 NM_003266 toll-like receptor 4
TNF NM_000594 tumor necrosis factor
TNFRSF11B NM_002546 tumor necrosis factor receptor superfamily, member 11b
TNFRSF1B NM_001066 tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1B
TNXB NM_019105 tenascin XB
TRAK1 NM_001042646 trafficking protein, kinesin binding 1
UCP2 NM_003355 uncoupling protein 2 (mitochondrial, proton carrier)
WNK4 NM_032387 WNK lysine deficient protein kinase 4
XYLT1 NM_022166 xylosyltransferase |

Tabla 35: Potenciales genes diana para miR-638 encontrados en la base de datos SigCS y

relacionados con ictus y aterosclerosis

4.2.7 Analisis de asociacion (FatiGO) para genes diana de miR-638

En el programa bioinformético FatiGO, los genes se clasificaron en 6 niveles de
categorias funcionales relevantes, tanto a nivel de proceso biolégico como de funcion
molecular o de componente celular, de niveles mas generales hacia niveles més
especificos. Cuanto mas especifico sea el nivel, mas informativo, pero no todos los
genes pueden ser clasificados hasta los niveles minimos. Se realiz6 un analisis de
enriguecimiento de aquellas categorias funcionales segun la clasificacion de GO (361),
de los 61 genes potenciales diana de miR-638, relacionados con accidente
cerebrovascular sobrerrepresentadas o infrarrepresentadas de forma significativa (p
<0,05) en cada uno de los grupos, utilizando para ello el algoritmo implementado por el

programa FatiGO.
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(hsa04060)

Mafb 24.165 ~ 0.00003059 0.001897
Odds ratio
mMiRNA target Term Pvalue Adj_pvalue
(loge)
hsa-miR-638 1.948 0.000005946 0.00418
Odds ratio
Biocarta Term Pvalue Adj_pvalue
(loge)
Nitric Oxide Signaling Pathway 48.444 9.36E-05 0.00002547
Chaperones modulate interferon Signaling
50.251 0.000002669  0.000363
Pathway
Eicosanoid Metabolism 43.316 0.00001545 0.0014
Growth Hormone Signaling Pathway 41.083 0.00002802 0.001906
SODD/TNFR1 Signaling Pathway 47.361 0.0002337 0.01271
Acetylation and Deacetylation of RelA in the
46.025 0.0002917 0.01322
nucleus
Fibrinolysis Pathway 44.847 0.0003559 0.01383
Regulation of transcriptional activity by PML 42.839 0.000503 0.0171
NF-kB Signaling Pathway 41.168 0.0006749 0.0204
Odds ratio
Reactome Term Pvalue Adj_pvalue
(loge)
Synaptic Transmission (REACT_13685) 29.923 0.00000969 0.0006395
Hormone biosynthesis (REACT_15314) 31.514 0.0003914 0.01292
Odds ratio
KEGG Term Pvalue Adj pvalue
(loge)
Amyotrophic lateral sclerosis (ALS)
39.171 7.58E-06 0.00000147
(hsa05014)
Cytokine-cytokine receptor interaction
25.584 6.06E-04 0.00005877
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Calcium signaling pathway (hsa04020) 27.081 0.000006234 0.0004031
Adipocytokine signaling pathway
32.024 0.00003444 0.00167
(hsa04920)
Alzheimer’s disease (hsa05010) 25.878 0.00006242 0.002422
Neuroactive ligand-receptor interaction
21.481 0.0001283 0.004148
(hsa04080)
Type Il diabetes mellitus (hsa04930) 33.418 0.0002303 0.006381
C21-Steroid hormone metabolism
30.079 0.0005838 0.01416
(hsa00140)
MAPK signaling pathway (hsa04010) 20.113 0.0008219 0.01595
Long-term potentiation (hsa04720) 28.973 0.0007945 0.01595
Odds ratio
InterPro Term Pvalue Adj_pvalue
(loge)
Voltage-dependent calcium channel, alpha-1
42.137 0.00002112 0.02281
subunit
EGF-like, type 3 25.243 0.00001705 0.02281

Tabla 36: Perfilado funcional (FatiGO) de 61 posibles genes diana de miR-638 relevantes
implicados en accidentes cerebrovasculares y la aterosclerosis de acuerdo con la base de
datos SigCS.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos de estas fuentes, el miR-638 parece
constituir un miRNA vascular relevante, que participa en la fisiopatologia del ictus vy,
por tanto, bajo la mencionada hipé6tesis, miR-638 podria ser susceptible de

consideracién como posible potencial biomarcador de patologia cerebrovascular.

4.2.8 Expresion de miR-638 circulante en pacientes CEA sintomaéticos.

En toda la poblacién de pacientes (n=31) con estenosis carotidea sometidos a CEA, el

nivel sérico relativo de miR-638 se encontrd significativamente reducido comparado
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con el de los individuos del grupo control no-CEA (n=36) (p <0.007) (Fig 26a). Como
se observa en la Fig 26b, la habilidad de miR-638 de diferenciar el grupo CEA del
grupo control no CEA se estim6 mediante el andlisis de curvas ROC para el calculo del
area bajo la curva (AUC = 0,68; IC (95%) = 0,55-0,81; p< 0.01).

Se realiz6é un analisis similar para el subgrupo sintomatico CEA (n=22), revelando que
los niveles de miR-638 circulante también fueron significativamente inferiores (p
<0.009) (Fig 26c¢), y la capacidad discriminatoria de miR-638 mejoré al comparar los
pacientes CEA sintomaticos respecto a los individuos control no-CEA (AUC = 0,66; IC
(95%) = 0,52-0,81; p < 0,04) (Fig 26d).

Ademas, la diferencia entre los niveles circulantes relativos de miR-638 en el subgrupo
de pacientes con accidente cerebrovascular (n=11) sometidos a CEA en comparaciéon
con los del grupo de control no CEA alcanzé el mayor nivel de significacion estadistica
(p <0.0006) (Fig 26¢).

En consecuencia, la capacidad discriminatoria de miR-638 sérico entre el subgrupo de
pacientes CEA con accidente cerebrovascular y el grupo control no CEA se
increment6 (AUC = 0.76; IC (95%) = 0,59-0,96; p <0.01) (Fig 26f).

= 0.5

In24Ct
S A N
Sensitivity

AUC = 0.68
p=0.01

0t5 1.0
1 - Specificity

Control CEA 0:0

In2-ACt
S AN
Sensitivity

- AUC = 0.66
p=004

L
L 0.0

Cor;trol CéA 0.0 0‘5, L) 1.0
1 - Specificity

In2 -ACt
» &N
Sensitivity

AUC =076
8 p=0.01

0.0 0.5 1.0
1 - Specificity

Control CEA

148



Figura 26: Diagramas de cajas y curva ROC, donde se muestra la expresion sérica relativa del
marcador miR-638 en pacientes CEA, CEA sintomaticos y CEA con ictus, en comparacién con
el grupo control. AACt= (Ct mir-63s~Ct mir-54) pacientes™ (Ct mir-638~Ct mir-54) conrol: LOS niveles
circulantes de miR-638, evaluados por RT-gPCR, estan infraexpresados en pacientes con CEA
(n = 31) (Fig 26a), y también en los subgrupos de pacientes CEA sintomaticos (n=22) (Fig
26c¢), y en los pacientes CEA con accidente cerebrovascular (n = 11) (Fig 26e), comparados
con individuos no CEA control (n=36) (p <0,01; p <0,001). Ln2”“ los valores de miR-638

fueron normalizaos con cel-miR-54, transformados en forma lineal usando la férmula o8¢t L

a
linea negra gruesa dentro de las cajas indica la mediana. Las partes superiores e inferiores de
las cajas indican el percentil 25 y el percentil 75, respectivamente. Se utiliz6 el analisis de
caracteristicas (ROC) para determinar la precision diagnéstica del miR-638 sérico que predice
la intervencién de CEA para el ictus isquémico de alto riesgo. (Fig 26b) Discriminacién de
pacientes con CEA respecto a individuos control no CEA, &rea bajo la curva (AUC) 0,68 (0,55 a
0,81). (Fig 26d) Discriminacion de pacientes CEA sintomaticos respecto a sujetos control no
CEA, AUC 0,66 (0,52 a 0,81). (Fig 26f) Discriminacion de pacientes con CEA debido a ictus
isquémico respecto a individuos control no CEA, AUC 0,76 (0,59 a 0,96). En todos los casos,

las lineas discontinuas indican la linea de referencia (AUC =0.5).

4.3 Expresion de mir-638 circulante en pacientes CEA asintomaticos.

Por otro lado, la expresion relativa del miR-638 circulante en el subgrupo de pacientes
con estenosis carotidea asintomatica sometidos a CEA se encontré reducida respecto
al grupo control no-CEA, aunque la diferencia no fue significativa debido al limitado
tamafio de la muestra del subgrupo asintomatico CEA (n=9). Curiosamente, los niveles
séricos de miR-638 mostraron una distribucion bifasica entre los pacientes

asintomaticos CEA, que resulto ser estadisticamente significativa (p <0,016).
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Figura 27: Diagrama de cajas y curva ROC donde se muestra la expresion sérica relativa del
marcador miR-638 en subgrupo de pacientes CEA asintomaticos, en comparacion con el grupo
control. AACt= (Ct mir-63s—Ct mir-54) pacientes™ (Ct mir-638—Ct mir-54) control- Niveles séricos y precision
diagndstica de miR-638 en el subgrupo de pacientes CEA asintomaticos en comparacion con el
grupo control no CEA. Los niveles séricos de miR638 evaluados por RT-gPCR muestran
niveles infra-expresados en pacientes asintomaticos con CEA (n=9) en comparacién con los
controles no CEA (n=36) (Fig 27a) y en pacientes asintométicos con CEA con alto riesgo
cardiovascular (SCORE> 5) (n = 4) en comparacion con los individuos no CEA control con alto

ACt

riesgo cardiovascular (n=14) (Fig 27c). Ln2™", niveles de miR-638 en relaciéon con los de cel

ACt

miR-54, transformados en forma lineal usando la féormula 2™~ La linea negra gruesa dentro de

las cajas indica la mediana. Las partes superiores e inferiores de las cajas indican el percentil
25 y el percentil 75, respectivamente. En todos los casos, las lineas discontinuas indican la
linea de referencia (AUC = 0.5).

Encontramos también una correlacién inversa significativa entre los niveles de miR-
638 circulantes y los pacientes asintométicos que presentan al menos dos de los tres
tradicionales factores de riesgo vascular: el tabaquismo, la diabetes y la enfermedad
vascular periférica (rps = -0,693; p <0.039). Ademas, el miR-638 circulante demuestra
gue existe una buena eficacia discriminatoria entre el subgrupo CEA asintomatico y el
grupo de control no-CEA (AUC =0,71; IC (95%) = 0,53 — 0,89; p =0,05).
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Por otra parte, el miR-638 sérico correlacion6 negativamente con la aparicion del ictus,
tabaquismo, presencia de patologia bilateral isquémica, enfermedad de las arterias
coronarias y el tratamiento del colesterol. Por el contrario, el miR-638 sérico
correlacioné positivamente con los niveles de triglicéridos séricos, aunque la
correlacion se perdi6 cuando los pacientes con ictus hemorragico (n=6) fueron

excluidos del andlisis (Tabla 37).

Por dltimo, mediante regresion logistica, se confirmé el miR-638 circulante como
biomarcador potencial predictivo independiente de placas vulnerables y, por tanto, del
riesgo de accidente cerebrovascular en el grupo de pacientes CEA y en los
correspondientes subgrupos sintomaticos e ictus isquémico, excepto en el reducido

subgrupo de pacientes asintomaticos (Tabla 38).

Cabe sefalar que los valores representados en la Tabla no incluyen a los datos de
enfermedad de las arterias coronarias y fibrinégeno, no utilizados en el modelo debido

a problemas de estimacion de los errores estandar.

hsa-miR-638

Variable P P value
Edad (afos) 0.040 0.746
Fibrinogeno (g/l) 0.000 0.998
Colesterol total 0.029 0.818

(mmol/l)

LDL-C (mmol/l) 0.068 0.583
HDL-C (mmol/l) 0.224 0.068
TG (mmol/l) 0.339 0.005
ESR (mm/h) 0.030 0.812
WBC x 10°/ 0.058 0.641
Creatinina (mg/dl) 0.024 0.851
SBP (mm Hg) 0.038 0.759
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hsa-miR-638
Variable Ibs P value
Sexo 0.147 0.234
Fumadores -0.299 0.014
Dislipidemia -0.156 0.207
HTA -0.115 0.352
Diabetes 0.066 0.595
EVP -0.087 0.484
CAD -0.242 0.049
Ictus -0.292 0.016
Grado de estenosis de -0.313 0.011
la arteria carétida
contralateral > 50%
Tratamiento -0.205 0.101
antiplaguetario
Tratamiento de SBP -0.236 0.054
Tratamiento -0.331 0.007
hipolipemiante

Tabla 37: Correlacién de los niveles séricos de miR-638 con pardmetros clinicos y factores de
riesgo vascular en la poblacién de estudio, CAD: enfermedad de las arterias coronarias; HDL-
C: lipoproteinas de alta densidad; HTA: hipertensién arterial; LDL-C: lipoproteinas de baja
densidad; EVP: enfermedad vascular periférica; TG: triglicéridos; WBC: recuento de leucocitos;
ESR: tasa de sedimentacion eritrocitica; SBP: presion arterial sistolica. Texto en negrita:

valores estadisticamente significativos (p < 0.05).
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Todos los pacientes 0.64 0.45-0.89 0.011 0.62 0.41-0.88 0.013
Pacientes sintomaticos 0.65 0.45-0.90 0.015 0.63 0.42-090 0.016
Pacientes Ictus 0.50 0.29-0.77 0.004 0.44 0.23-0.71  0.003
Pacientes asintomaticos 0.60 0.32-1.07 0.097 0.61 0.32-1.08 0.102
Pacientes con SCORE >5 0.51 0.26-0.84 0.020 0.51 0.24-0.87 0.032

Tabla 38: Asociacion entre el miR-638 sérico de pacientes CEA por regresion logistica
multivariada OR: Odds ratio; IC (95%): intervalo de confianza del 95% para la odds ratio; p:
significacién estadistica. (p <0.05).

4.3.1 La evaluacion sistematica del riesgo coronario (SCORE) aumenta la
precision de miR-638 circulante para la prediccion vulnerable de la placa

carotidea en individuos de alto riesgo cardiovascular.

Dado que el CAD se correlacion6 significativamente con la disminuciéon de los niveles
séricos de miR-638, se evaluaron los niveles en suero de miR-638 en los individuos de
alto riesgo cardiovascular utilizando el modelo de prediccion SCORE. Se ha aplicado
el modelo en dos grupos con un SCORE> 5; n = 12 del grupo CEA, y n = 14 del grupo

de control no-CEA) para observar si mejoraria su precision diagndstica.

Un aumento de la incidencia de ictus esquematico en pacientes con CEA fue el Gnico
parametro clinico significativamente diferente entre subgrupos CEA de alto riesgo
cardiovascular en comparacién con el grupo control no CEA. Confirmamos que los
niveles séricos de miR-638 fueron significativamente menores en el subgrupo CEA +
SCORE> 5 (n=12) (Fig 28A), en el subgrupo sintomatico CEA + SCORE> 5 (n=8) (Fig
28C) y en el subgrupo CEA + SCORE> 5 (n=7) (Fig 28E), comparado con el grupo sin
CEA + SCORE> 5 (n=14) (p <0.008, p <0.009 y p <0.003 respectivamente). Una vez
mas, la diferencia en los niveles de miR-638 en el suero entre el subgrupo
asintomatico CEA + SCORE> 5 (n=4) y el subgrupo no CEA control + SCORE> 5 no
fue significativa, probablemente debido al tamafio reducido del CEA + SCORE
asintoméatico> 5 (Fig. 27C). También se estratificd el analisis ROC de los niveles de

MiR-638 circulante para evaluar la sensibilidad y especificidad de la placa vulnerable y
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la prediccion del riesgo de accidente cerebrovascular entre los subgrupos descritos
anteriormente con SCORE> 5 y se obtuvo una mejor precision diagnoéstica (CEA +
SCORE> 5 subgrupo vs no CEA control + SCORE> 5 subgrupo: AUC = 0,79; IC95% =
0,61-0,97, p <0,01 (Fig. 28B), sintomatico CEA + SCORE> 5 subgrupo frente a no
CEA control + SCORE> 5 subgrupo: AUC = 0,79; 1C95% = 0,59-1,00; p <0,02 (Fig.
28D), ACV CEA + SCORE> 5 subgrupo frente a noCEA + SCORE> 5 subgrupo: AUC
= 0,85, CI95% = 0,66-1,04; p <0,01 Fig. 28F). Subgrupo asintomaticos CEA +
SCORE> 5 subgrupo vs no CEA control + SCORE> 5 subgrupo: AUC = 0,79, CI95% =
0,53-1,04; p =0,09) (Fig. 27D).
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Figura 28: Diagrama de cajas y curva ROC donde se muestra la expresion sérica relativa del
marcador miR-638 en pacientes CEA, CEA sintomaticos y CEA con ictus, en comparacién con
el grupo control en pacientes con elevado riesgo cardiovascular (SCORE>5). AACt= (Ct .

3s—Ct miR-54) pacientes™ (Ct mir-638~Ct miR-54) control-
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4.3.2 Validacion del miR-638 circulante como biomarcador prondstico en

pacientes CEA de seguimiento a largo plazo

Con el fin de analizar la capacidad predictiva del miR-638 en cuanto a la eficacia de la
intervencion CEA y posterior tratamiento farmacolégico a largo plazo, se verificd si la
concentracion sérica del miR-638 se habia incrementado en sujetos intervenidos con
aterosclerosis carotidea elevada (n=9). Asi, se analizé la evolucion de dichos
pacientes antes de la intervencién (tiempo 0) y a los 5 afios de la intervencion. Los
analisis del miR-638 fueron realizados también mediante la técnica RT-gPCR TagMan,
y los valores Ct de amplificacién se normalizaron evaluando el miRNA exdgeno cel-
miR-54. Los resultados demuestran una sobre-expresion significativa de miR-638 en
los individuos tratados después de 5 afios con respecto a los valores obtenidos antes
de someterse a la intervencion CEA (p <0.04), con una buena capacidad
discriminatoria (AUC = 0.79; IC (95%) = 0,57 — 1,01, p <0.04) (Figura 29). Por lo tanto,
los niveles circulantes de miR-638 podrian tener valor pronéstico de progresion de la
enfermedad aterosclerética en pacientes CEA y, en consecuencia, para la prevencion
secundaria del ictus. Ademas, el miR-638 podria constituir un biomarcador potencial

para el prondstico de placa carotidea asintomatica en progresion.
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Figura 29: Potencial prondstico de miR-638 circulante en el seguimiento a largo plazo de
pacientes CEA. Expresion del miR-638 circulante en sueros de pacientes post CEA con
aterosclerosis carotidea avanzada. (Fig. 29A) Comparacion de los niveles séricos de miR-638
entre los 0 y los 5 afios después de la intervencion en pacientes CEA (n = 9) (p < 0.05).
(Fig.29B) Andlisis (ROC) de miR-638 en suero. Area bajo la curva (AUC) 0,79 (Clesy,= 0,57 —
1,01).
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5. Discusion

Nuestro objetivo principal fue evaluar el potencial de los miRNAs circulantes como
biomarcadores sensibles y especificos para el diagnéstico precoz de enfermedades y
trastornos de origen vascular como PE y el ictus, ya sea por si mismos o, en modelos
predictivos, si se pueden combinar con otras variables biométricas como los

marcadores ecograficos, en algoritmos multivariados.

5.1 Discusion del estudio 1:

La prediccion precoz de la PE es uno de los objetivos mas importantes en la medicina
materno-fetal debido a la falta de una terapia especifica para este trastorno severo,
gue afecta a la madre y, consecuentemente, al feto, requiriendo frecuentemente parto

prematuro (363).

El equilibrio angiogénico alterado, la inflamaciéon sistémica y la hipoxia e isquemia
placentaria, entre otros, contribuyen a la patogénesis de la PE (364). Los esfuerzos
actuales pretenden combinar las caracteristicas maternas y los marcadores biofisicos
y biogquimicos, evaluados en el primer trimestre, en algoritmos multivariados para
poder estimar el riesgo de PE con niveles de fiabilidad de utilidad clinica (365-367)

En la actualidad, no existen técnicas fiables reconocidas para identificar en mujeres
gestantes aquellas susceptibles de presentar durante el curso del embarazo trastornos
gue podrian poner en peligro tanto su vida como la del feto. La mayoria de las mujeres
de segundo o tercer trimestre de gestacion que estan controladas en las unidades
obstétricas no presentan signos o sintomas clinicos emergentes durante el primer

trimestre de gestacion.

La deteccion precoz y la seleccion de las mujeres gestantes que podrian desarrollar
una situacion de riesgo o complicaciones a lo largo del embarazo representarian una
oportunidad para evaluar nuevas estrategias de intervencion para limitar los efectos

adversos de la PE y la eclampsia.
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La razon fundamental para el desarrollo de los biomarcadores de deteccion precoz de
las complicaciones asintométicas en el embarazo no es soélo para la gestion
contemporanea del embarazo, sino también para garantizar la calidad de vida tanto de
la madre como de su feto, tanto durante el curso de la gestacion como durante la vida
post-gestacional. Estudios recientes ponen de manifiesto la utilidad putativa de los
miRNAs de fluidos biol6égicos en el diagnéstico de las fases asintomaticas de la
enfermedad y en la monitorizacion del tratamiento. Sin embargo, se desconoce el perfil
de miRNAs diferencialmente regulados en el primer trimestre de gestacion (es decir,

de las 6 a las 12 semanas).

Uno de los objetivos generales de esta Tesis fue caracterizar los miRNAs como
biomarcadores potenciales en la fase precoz gestacional y sus variaciones asociadas
a pardmetros clinicos y factores de riesgo. Asi, se analiz6 la abundancia de los
MiRNASs circulantes en el suero materno durante el primer trimestre del embarazo en
mujeres con gestaciones normales (sin ningun tipo de complicacion) y en mujeres pre-
sintométicas que posteriormente desarrollaron PE, diagnosticadas en el segundo

trimestre del embarazo.

Los trastornos hipertensivos del embarazo afectan al 2-7% de todas las gestaciones a
nivel mundial. Estos trastornos incluyen la hipertensién inducida por el embarazo
(PIH), la PE y el sindrome HELLP.

La PE se subdivide habitualmente en fase temprana (parto antes de las 34 semanas
de gestacion) y tardia (parto después de las 34 semanas de gestacion). En un gran
estudio poblacional, la tasa general de PE fue del 3,1%, y las tasas de PE temprana y
de aparicion tardia fueron de 0,4% y 2,7%, respectivamente (368). Dichos resultados
se confirmaron en un estudio muy reciente del grupo colaborador, donde a partir de
4.203 mujeres gestantes analizadas, 169 (4%) desarrollaron PE, y 141 mujeres
gestantes fueron diagnosticadas de PE tardia (3.4%), mientras que 28 mujeres fueron
diagnosticadas de PE temprana (0.7%) (368).

Uno de los objetivos mas importantes en la medicina materno-fetal es la prediccion de
la PE en la etapa asintomatica, ya que debido a la falta de un tratamiento especifico
para este trastorno, que afecta a la madre y, en consecuencia, al feto, a menudo se

requiere un parto prematuro (65).

El desafio radica en el diagnostico precoz cuando no hay signos clinicos aparentes.

Asi, podria iniciarse una intervencion temprana y la mortalidad y morbilidad maternas
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podrian reducirse significativamente, incluso en los paises en desarrollo. Hasta la
fecha, se han propuesto varios biomarcadores prometedores, que podria utilizarse

para realizar un diagnostico precoz (369).

Por tanto la obtencion de una prueba de deteccion fiable, podria diagnosticar la PE en
las mujeres durante sus primeras etapas de embarazo, lo cual facilitaria un mejor
control de las mujeres en riesgo, asi como la identificacion de aquellas mujeres cuyo
tratamiento profilactico les convendria y beneficiaria (363). De hecho, una terapia muy
econdmica y simple podria salvar vidas si la PE pudiera identificarse en las primeras
fases de la gestacién. Por ejemplo, una dosis baja de acido acetil salicilico (AAS)
administrada antes o en la semana 16 de la gestacion, puede reducir en un 89% la

incidencia de parto pre-término (menor de 37 semanas completas) (370).

Recientes lineas de evidencia sugieren la existencia de dos formas de PE basandose
en diferencias relacionadas con insuficiencia placentaria, manifestaciones clinicas, y
participacion fetal, (39, 371-373).

La primera forma, de aparicibn temprana, se presenta y detecta antes de las 34
semanas de gestacién, y es la forma mas estudiada, por lo que mediante pruebas de
deteccidn en el primer trimestre se puede lograr una mayor sensibilidad de deteccion
(365-367,374). Sin embargo, es poco probable que la PE se detecte en una fase
temprana a partir de un Gnico parametro predictivo y con precision suficiente para ser
clinicamente dtil, debido a su heterogeneidad, fisiopatologia multifactorial y a la falta

de marcadores especificos.

Por lo tanto, estudios actuales proponen combinar caracteristicas maternas, biofisicas
y marcadores bioquimicos en el primer trimestre, en algoritmos multivariados, de modo
gue el riesgo de PE pueda ser detectado con una eficacia de utilidad clinica (365-367,
375). Ya se han presentado varios estudios que constatan la importancia de los
parametros biofisicos, como la presidon sanguinea materna y el Dopper de las AUt
(365, 366, 376,377).

Por otra parte, se han evaluado una gran cantidad de diferentes marcadores
bioquimicos: productos de origen fetal y placentario, marcadores de insuficiencia renal
o dafio endotelial, marcadores de estrés oxidativo, angiogénicos y anti-angiogénicos,
entre otros (387). Sin embargo, las pruebas no son coherentes, y los estudios que

evallan nuevos biomarcadores, como los miRNAs, son altamente recomendables para
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clarificar mejor la compleja etiopatogenia de la enfermedad y, por consiguiente, la

mejor manera de predecir (379).

Por lo tanto, en el caso de los miRNAs circulantes como biomarcadores, para un uso
clinico rutinario, la estandarizacion técnica de la preparacion de las muestras y los
métodos de perfilado son importantes. El primer factor que puede afectar a la
reproducibilidad de los resultados es la calidad del RNA aislado de muestras de

sangre humana.

En un ensayo comparativo preliminar confirmamos la superior eficacia del kit de
extraccion de miRNA “Qiagen miRNeasy® Mini Kit” respecto al kit “mirVana™
PARIS™” para muestras de sangre humana (datos no mostrados). El suero contiene
MiRNAs estables, pequefios RNAs no codificantes con importantes funciones de
regulacion de la proliferacion celular, la apoptosis y la comunicacion celular, los cuales
pueden ser identificados y cuantificados. Ello los convierte en biomarcadores ideales

como candidatos no invasivos para el diagnéstico y pronéstico precoz (316,309).

Por otra parte, una expresion desregulada de miRNAs ha sido recientemente
vinculada a complicaciones en el embarazo, tales como la PE (335). Por lo tanto, el
objetivo fue evaluar el potencial de los miRNAs circulantes como biomarcadores
sensibles y especificos para el diagnéstico precoz de PE, ya sea por si mismos o en
modelos de prediccién cuando se combinan con otras variables biométricas, como

marcadores ecograficos, en algoritmos multivariados (335,380).

En este contexto, para la prediccion precoz de la PE temprana, ninguno de los
MiRNAs planteados como potenciales biomarcadores fue de ayuda para confirmar o
excluir el desarrollo posterior de una PE. No obstante, este estudio sugiere que los
MiRNASs circulantes en suero materno no son Utiles para la prediccion de PE en fase
temprana. De hecho, los niveles circulantes de mMIRNAs no se distinguen
significativamente entre las mujeres que desarrollaron PE temprana, y los embarazos
sin complicaciones cuando son evaluados en el primer trimestre de gestacion
mediante la tecnologia de OpenArray, de alto rendimiento y fiable, que permite
analizar una gran cantidad de miRNAs con una capacidad comparable a un
microarray, y con la precision y especificidad de la gPCR. La tecnologia de OpenArray
integra una alta densidad de ensayos de PCR con volumenes de nl, permitiendo hasta

3.072 ensayos en PCRs en tiempo real en un solo experimento (381).

161



Por el contrario, tres estudios de alto rendimiento realizados recientemente también
han evaluado los perfiles de expresion de miRNAs circulantes en muestras de suero
de mujeres embarazadas con y sin PE, y revel6 los miRNAs que se desregulaban en
el suero/plasma de embarazos con PE (341, 350,382). Sin embargo, estos estudios se
realizaron utilizando muestras de suero/plasma extraidas en una etapa avanzada de
gestacion (tercer trimestre). Por otra parte, Yang et al y Li et al, que pertenecen al
mismo grupo de investigacion, establecieron una prueba de concepto sobre la
viabilidad, exhaustividad y sensibilidad de la secuenciacién de ultima generacion,
aunque el escaso numero de muestras analizadas en ambos estudios (Estudio 1:
grupo control, n = 1; grupo PE leve, n = 2; grupo PE severa, n = 2; Estudio 2: grupo
control, n = 4; grupo PE leve, n = 4; grupo PE severa, n = 4) plantea dudas sobre la

fiabilidad global de sus datos para el diagnéstico/prondstico de la PE.

Alternativamente, un articulo utilizando microarrays (341), inform6 que entre 821
miRNAs humanos detectados por microarrays, solo 15 miRNAs se encontraron
expresados diferencialmente y presentaron FC > 2 (y solamente dos de ellos con FC >

4)) en el plasma de mujeres con PE severa.

Por lo tanto, dichos estudios respaldan nuestros resultados. Por tanto, la carencia de
poder discriminador de los miRNAs séricos como biomarcadores potenciales durante
la fase temprana de la PE o, mejor dicho, durante la fase preclinica de la PE no se
debe a una sensibilidad limitada de las tecnologias de analisis de miRNA empleadas,

sino que podria ser el resultado de la propia etiologia de la PE.

De hecho, los sintomas clinicos ostensibles de la PE no se desarrollan hasta la
semana 20 de gestacion. En consecuencia, nuestro estudio sugiere que los miRNAs
circulantes pueden ser un evento relativamente tardio en el desarrollo de la PE.
Aunque el remodelado vascular uterino anormal es una caracteristica de la
patogénesis de la PE, lo que lleva a una reduccion de la perfusién placentaria durante
el embarazo temprano. Tal vez el grado de estrés y los dafos infligidos a los
trofoblastos y a las ECs por una respuesta inflamatoria incrementada debido a las
caracteristicas del ambiente materno, la predisposicion genética y/o la mala
autorregulacion inmunoldgica sean todavia escasos para inducir niveles anormales

diferenciales de los miRNAs circulantes durante el primer trimestre del embarazo.

Por lo tanto, el aumento de la disfuncion placentaria puede estimular la liberacién

gradual de los mediadores de la placenta (incluyendo miRNAs) en la circulacién
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materna, lo que daria lugar a una lesién vascular materna generalizada y a un mayor
incremento en los perfiles diferenciales de miRNAs circulantes solamente en etapas

mas avanzadas de la gestacion.

Curiosamente, aunque la abundancia diferencial de 7 miRNAs circulantes,
descubiertos en el analisis OpenArray y escogidos para la posterior validacion entre
PE y embarazos sin complicaciones, resulté bastante reducido. La mayoria de ellos
son miRNAs polivalentes que han sido implicados claramente en el proceso de
angiogénesis (miR-125b, miR-143, miR-942) (382-385), la inflamacion (miR-126 #,
miR-127, miR-192, miR-221), la hipoxia/isquemia (miR-127) (386) y la migracién
celular asociada a la remodelacién vascular (miR-125b, miR-143, miR-127) ( 387-389),
y algunos de ellos se han encontrado alterados en placentas de embarazas con PE
(MiR-126#,miR-192) (335). Estos dos miRNAs circulantes (miR-221, miR-125b) se han
encontrado diferencialmente regulados en muestras de PE mediante secuenciacion de
alto rendimiento (SOLID del inglés Sequencing by Oligonucleotide Ligation and
Detection), (338,350) y en andlisis de perfiles de microarrays (341).

Por otra parte, se ha encontrado en pacientes con PE una correlacion negativa entre
los niveles de miR-942 y la presion arterial materna, y entre los niveles miR-143 y el
IPm-AULt, de acuerdo a sus funciones, reveladas recientemente, en la regulacion de la
presion arterial y la funcién vascular (385, 390), lo cual podria ser sugestivo de utilidad
como marcadores pronésticos. De hecho, el equilibrio angiogénico alterado, (391,392),
la inflamacién sistémica y la hipoxia (393) e isquemia placentarias, entre otros,

contribuyen a la patogénesis de la PE (394,395).

Sin embargo, no hemos podido confirmar la expresion diferencial de estos 7 miRNAs
en muestras individuales mediante RT-gPCR TagMan, un ensayo disefiado para
detectar y cuantificar miRNAs maduros de manera rapida, especifica, precisa y
robusta (396).

Para la cuantificacion de miRNAs, hay informes contradictorios con respecto a la
reproducibilidad de las diferentes tecnologias de perfiles de alto rendimiento. Sin
embargo, los resultados obtenidos en nuestro estudio sugieren una correlaciéon entre
ambas técnicas, OpenArray y TagMan RT-gPCR. De hecho, las tendencias (hacia una
mayor 0 menor expresion) de los 7 miRNAs coinciden comparando los resultados

obtenidos mediante OpenArray (realizado con muestras agrupadas) con los resultados
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obtenidos en los ensayos RT-qPCR TagMan (realizado con muestras individuales)
(397-399).

Después de todo, las pequefias diferencias en los cambios entre ambas plataformas
podrian deberse a variaciones menores en la etapa de la pre-amplificacion de cDNA
de ambas tecnologias para mejorar la sensibilidad, o podria atribuirse simplemente a
los diferentes métodos de normalizacibn empleados, ya que se realizd una
normalizacion global en la etapa de RT-gPCR en la plataforma OpenArray, a diferencia
de la plataforma RT-gPCR TagMan, cuyo normalizador (cel-mir-54) se introdujo en la

fase de extraccion del RNA total.

De hecho, un reciente analisis de los perfiles de expresion de miRNAs en plasma
materno de embarazos con PE en comparacion con embarazos normales mediante la
plataforma SOLID, identific6 51 miRNAs expresados diferencialmente, y 4 de ellos
fueron validados mediante RT-qPCR TagMan (350). Por lo tanto, una comparaciéon de
las dos plataformas empleadas en el estudio mencionado (secuenciaciéon SOLID frente
a RT-gPCR TagMan) revel6 que la expresion diferencial de estos 4 miRNAs validados
se redujo significativamente en la plataforma RT-gPCR TagMan respecto a la obtenida
en la plataforma de secuenciacion SOLID, de forma paralela a la reduccion observada

en nuestro estudio entre el OpenArray y la plataforma TagMan RT-gqPCR.

Entre las limitaciones del andlisis actual reconocemos que este fue un estudio de
casos Yy controles anidados incluyendo un pequefio nUmero de pacientes con PE. Sin
embargo, creemos que es poco probable que el aumento del tamafio de la muestra
hubiera dado lugar a diferencias notables en los resultados. Ademas, se realiz6 el
estudio con una poblacién mediterranea de bajo riesgo. Todavia no podemos excluir
que en los estudios de otras poblaciones se puedan obtener diferentes resultados.
Finalmente, en contraste con las tecnologias de NGS, el numero fijo de miRNAs
representado en plataformas basadas en matrices tales como el sistema OpenArray
de alto rendimiento, podria pasar por alto miRNAs circulantes no representados (por
ejemplo, isomirs) o miRNAs inconsistentemente hibridados / amplificados, aunque
estuvieran diferencialmente abundantes de manera genuina, influyendo el resultado

del presente estudio.

En resumen, el desarrollo de un procedimiento de deteccién no invasiva y eficiente
para identificar a mujeres con riesgo de PE seria beneficioso para intervenciones

profilacticas/preventivas. Utilizando microarrays de miRNA y andlisis de RT-gPCR en
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tiempo real, nuestro estudio demuestra que el perfii de miRNAs circulantes en
muestras de suero de los embarazos tempranos con PE no es significativamente
diferente en comparacion con el de los embarazos normales. Esto sugiere una limitada

relevancia fisiopatologica funcional y predictiva de los miRNAs circulantes durante la
fase precoz de la enfermedad.
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5.2 Discusion del estudio 2:

El segundo objetivo de esta Tesis doctoral fue analizar la utilidad de miRNAs
circulantes como biomarcadores de diagndstico/pronéstico de otra complicacion
vascular de gran impacto a nivel de la salud publica: la enfermedad cerebrovascular
(Ictus).

La aterosclerosis, principal causa del ictus, es un proceso inmune-inflamatorio crénico.
La inflamacién juega un papel clave en la generacion de la isquemia cerebral y de las

serias complicaciones que ésta conlleva en los pacientes con ictus (400,401).

Existen varios tipos de ictus, que, segun la naturaleza de la lesién producida, cursan
con isquemia cerebral o hemorragia cerebral, siendo la primera la forma dominante,

que representa el 85% de todos los accidentes cerebrovasculares (121).

Asi, la identificacién de biomarcadores inflamatorios fiables capaces de prevenir el
desarrollo de esta enfermedad en individuos asintomaticos, o su prognosis en
pacientes que ya la han sufrido, representa un objetivo clinico primordial. Por otra
parte, muy recientemente se ha demostrado que tanto el suero como otros fluidos
corporales contienen cantidades apreciables de miRNAs estables derivados de
diferentes tejidos / 6érganos (402,403). Ademas, se ha constatado que los niveles de

MiRNA en suero son estables, reproducibles, y consistentes entre individuos.

Aqui analizamos las caracteristicas clinicas y el prondstico de los pacientes que se
sometieron a la terapia de endarterctomia carotidea (CEA) en la unidad de ictus. Los
pacientes seleccionados para CEA mostraban una estenosis severa. Los factores de
riesgo fueron en su mayoria similares entre los grupos, a excepcion del tabaquismo,
mas frecuente en la poblacién del subgrupo de ictus isquémico, y la enfermedad de las
arterias coronarias, mas frecuente en el subgrupo de aterosclerosis carotidea
avanzada asintomatica. Sin embargo, los pacientes CEA sintomaticos y los CEA
asintomaticos, no mostraron ninguna diferencia estadisticamente significativa en

cuanto a dislipidemia.

Tras la ruptura de una placa aterosclerética se desencadena una respuesta
hemostética que podria conducir a ictus isquémico. La evaluacion del riesgo de las
enfermedades cardiovasculares basadas en el analisis de biomarcadores es un
requisito primordial para estratificar a los individuos de alto riesgo y para el tratamiento

optimo de los pacientes.
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Las concentraciones plasmaticas de fibrinbgeno activado y colesterol total en
pacientes CEA debido a la estenosis carotidea, respecto al grupo control no CEA,
fueron similarmente significativos. El fibrinbgeno es un potente predictor de accidente
cerebrovascular. (404-406).

En la literatura existen muchos estudios meta-analisis de eventos cardiovasculares en
poblaciones sin enfermedad cardiovascular preexistente (407). En dichas poblaciones,
se asoci® un mayor riesgo de enfermedad cardiovascular a los marcadores
relacionados con hemostasia, inflamacién y lipidos. Estos incluyen: fibrindégeno (HR:
2,33, IC del 95%: 1,91 a 2,84) (405), colesterol (HR: 0,44; IC del 95%: 0,42-0,48), y
lipoproteinas de alta densidad (HDL) (HR: 1,83; IC del 95%: 1,65 a 2,03) (408).

El 30% de los ictus isquémicos son causados por el desarrollo de una placa
aterosclerética en las arterias carétidas. La evidencia para el tratamiento mediante la
intervencion quirargica endarterectomia carotidea (CEA) en pacientes sintomaticos
con estenosis carotidea superior al 70% es convincente, como se ha demostrado en
varios estudios (409,410).

La aterosclerosis carotidea es comln en pacientes con accidente cerebrovascular
isquémico y accidente isquémico transitorio (TIA), y representa el 4-12% de los casos.
La prevalencia de la estenosis carotidea asintomatica en los paises desarrollados fue
2-8% en personas con factores de riesgo, y éstos eran dos veces mas propensos a

desarrollar accidente cerebrovascular isquémico agudo. (411).

Muchos cirujanos vasculares y neurélogos prefieren practicar seguimiento a sus
pacientes después de la CEA porqué asumen que un numero considerable de
pacientes desarrollard la reestenosis (412), y la reestenosis aumenta el riesgo de

accidente cerebrovascular (413).

Los miRNAs circulantes son estables y se han revelado como reguladores vitales en
muchos procesos fisiologicos y patoldgicos. Numerosos estudios sugieren que los
miRNAs podrian convertirse en excelentes biomarcadores de diferentes enfermedades
humanas (414).

En este estudio proponemos que la expresion alterada de miR-638 puede modular la
cascada de expresion de diferentes genes diana que desempefian un papel importante

en la respuesta inflamatoria aterosclerética. Asi, hemos tratado de examinar los genes
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relevantes en patologia cerebrovascular regulados por miR-638 a partir de la base de
datos SigCS y el analisis FatiGO (Tabla 36).

Recientes estudios han demostrado que el miR-638 podria desempefiar un papel
relevante en la regulacién de varios genes diana (por ejemplo, PLD1, CDK2, p53,
PTEN, BRCAL, Sox2, SP2, SMCA1l, TSPAN1l y VEGF) implicados en diversos
procesos celulares, incluyendo la proliferacién celular, la detencion del ciclo celular, la
apoptosis, la diferenciacion, la reparacion del DNA, la tumorigénesis y la neurogénesis
(415-425).

Es importante destacar que, en el presente trabajo, se ha observado mediante el
andlisis FatiGo que la apoptosis es una de las via mas significativamente
enriquecidas, lo que sugiere que la activacion de cascadas de sefializacion de
apoptosis desempefia un papel importante en los pacientes con accidente
cerebrovascular isquémico. Un ataque isquémico en el cerebro induce dafio celular a
causa de la obstruccién parcial o total del flujo sanguineo, que puede progresar a
muerte celular (426-428).

Por tanto, la lesion cerebral induciria varios genes, activando cascadas moleculares a
causa de la muerte celular necrética en el ndcleo anodxico, que a su vez provocaria

apoptosis en la zona de penumbra (429).

Por otra parte, se observd que los genes diana de miR-638 estarian implicados en
diferentes vias, como la via de sefializacién de calcio, sinapsis glutaminérgica, y
guiado de los axones, entre otros sefialados en la Tabla 36. Ademas, nuestro andlisis
bioinformatico ha revelado importantes objetivos de miR-638, como el factor de
transcripcion MAFB, un nuevo regulador de la inflamacién del tejido adiposo humano
cuyos polimorfismos se han asociado con un mayor riesgo de enfermedad coronaria y
accidente cerebrovascular isquémico (430) y con las vias de transduccion de sefiales
implicadas en el accidente cerebrovascular, como la sefializacion NF-kB, la
sefializacién de NO, la sefializacion SODD / TNFR1, y las vias del metabolismo de los

eicosanoides.

Nuestros estudios describen por primera vez la asociacion de miR-638 circulante en

suero con la enfermedad aterosclerética de la arteria caroétida.

Por lo tanto, utilizando el procedimiento de CEA como criterio indirecto de valoracion,

hemos demostrado que los niveles de expresion de miR-638 circulantes en suero se
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correlacionan inversamente con el grado de estenosis de la arteria carétida en la

enfermedad ateroscleraética.

Hay una necesidad de identificar los parametros de prondstico y diagndstico clinico
analiticos y de imégenes asociadas con un mayor riesgo de accidente cerebrovascular

en fase temprana / tardia en estos pacientes (431).

Por el contrario, el tratamiento de la enfermedad carotidea asintomatica para la
prevencién primaria de accidentes cerebrovasculares es muy controvertido (432,433) y
aunque la CEA es considerada aceptable en pacientes con estenosis asintomatica de
alto grado, una esperanza de vida razonable, y riesgo perioperatorio de menos del 3%
(435,436), un biomarcador eficaz, no invasivo, seria muy valioso para informar las

mejores practicas médicas para la enfermedad de la arteria car6tida asintomatica.

El miR-638, se encuentra robustamente expresado en VSMCs, aunque el papel
conciso de miR-638 en la fisiopatologia vascular es en gran parte desconocido. Se ha
demostrado que este miRNA inhibe la proliferacién de VSMCs humanas inducidas por
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-BB) y la migracion a través de la
sefalizacién ciclina D/NOR1 (358). Dicha via esta implicada en la regulacion de
diferentes procesos, como proliferacion, diferenciacién, metabolismo (437,438)y
apoptosis. (428,439).

Se ha demostrado también la transferencia mediada por vesiculas extracelulares que
contienen MiRNAs ateroprotectores, como miR-143/145, entre las ECs y las VSMCs,
proporcionando evidencia convincente de que el transporte intercelular de miRNAs
puede influir en la aterosclerosis (440). La disminucion de la expresion de miR-638
también se ha asociado con la hipertensién (441). Por otra parte, miR-638 podria
regular la expresion de genes relacionados con las vias de la respuesta al estrés

oxidativo y el envejecimiento (442), de relevancia en el proceso de aterogénesis.

Hemos demostrado en este estudio la presencia de miR-638 en las ECs y su
infrarregulacién por estimulos pro-inflamatorios, a diferencia de miR-155, un regulador
de retroalimentacién negativa en la inflamacion endotelial (359) que fue sobreregulado
en estas condiciones. Conjuntamente, los hallazgos anteriores predicen un papel
relevante del miR-638 en la fisiopatologia del ictus y apoyan el analisis del miR-638
circulante como biomarcador no invasivo para la enfermedad de la arteria carétida que

conduce a un accidente cerebrovascular.
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Encontramos también niveles reducidos de miR-638 sérico en pacientes con estenosis
de alto grado sometidos a CEA, que se mantuvieron después de estratificar éstos en
sintomaticos y asintomaticos, en base a los sintomas neuroldgicos. Por otra parte, los
niveles séricos de miR-638 correlacionaron inversamente con varios factores de riesgo
vascular, incluyendo la ocurrencia de accidente cerebrovascular, CAD, el tabaquismo y
la presencia de patologia bilateral (>50% de estenosis contralateral), y con el
tratamiento del colesterol. Ictus isquémico y CAD comparten varios factores de riesgo

y muchos aspectos de su fisiopatologia subyacente (443).

Por lo tanto, nuestro estudio indica que los niveles circulantes de miR-638 podrian
constituir un biomarcador util para la identificacion de la placa aterotrombotica
vulnerable y la prediccién del riesgo de ictus isquémico en pacientes con estenosis de
alto grado y alto riesgo de enfermedad cardiovascular, logrando su mayor precision

diagnostica en esta cohorte.

La normalizacién de los datos es un reto importante para el analisis de los miRNA
circulantes porqué aun no se han descrito genes control endégenos fiables en fluidos
bilogicos que puedan ser utilizados para la normalizacién. En nuestro estudio hemos
usado el miRNA exdégeno cel-miR-54 como normalizador. El uso de un normalizador
“spiked-in”, como cel-miR-54, se ha popularizado no so6lo para comprobar la
purificacién del RNA y la calidad de la RT, sino también como control de normalizacién
(307,357, 444-447).

La determinacion sérica de miR-638 también podria ser Gtil para el manejo a largo
plazo la monitorizacion y / o la prediccion de resultados después de procedimientos de
revascularizacién carotidea. El subgrupo de pacientes incluidos en nuestro estudio, el
cual fue sometido a CEA y se le realiz6 un seguimiento hasta 5 afios después de la
intervencion, no experimentd ninguna variacion significativa en todos los factores de

riesgo vascular clasicos analizados excepto para tabaquismo.

Se ha reportado que el dejar de fumar, por si solo, disminuye sustancialmente el
riesgo de apoplejia durante un periodo de 5 afios, en comparacion con los fumadores
continuados (448,449). Por lo tanto, la determinacién del miR-638 sérico fue capaz de

discriminar de manera fiable pre-CEA y post-CEA en estos pacientes.

La determinacion del miR-638 circulante puede ser menos exigente técnicamente, mas
rentable y, por lo tanto, ser mas susceptible a un cribado rutinario a gran escala de la

enfermedad de la arteria carétida que la ecografia duplex (450). La determinacion
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conjunta de miR-638, ya sea con factores de riesgo vascular clasicos o con otros
potenciales biomarcadores séricos recientemente descritos, tales como otros miRNAs
(451) proteinas (452) o microparticulas derivadas de células (453), pueden
incrementar aln mas la fiabilidad y la precisién de la diagnosis y/o prognosis de
accidente cerebrovascular isquémico (454).
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6. Conclusiones

1- El perfilado molecular diferencial utilizando la plataforma OpenArray es una
herramienta util para identificar miRNAs circulantes como potenciales biomarcadores

no invasivos en patologias agudas o crénicas.

2- El cribado de 754 miRNAs ha confirmado la presencia de 63 de ellos (8%) en el
suero de mujeres gestantes de primer trimestre, aunque sélo 15 miRNAs (2%) parecen
estar diferencialmente, aunque modestamente (rango FC: 0,4-1,4), presentes cuando

se comparan gestantes con preeclampsia y gestantes con embarazos no complicados.

3- La validacién individual de 7 miRNAs, seleccionados a partir del perfilado
molecular, mediante RT-gPCR TagMan (miR-127, miR-942, miR-221, miR-126#, miR-
192, miR-143, miR-125b) ha confirmado que ninguno de ellos se encuentra
diferencialmente expresado en el suero de gestantes con preeclampsia respecto al

suero de gestantes con embarazos no complicados.

4- En gestantes con preeclampsia, las correlaciones negativas encontradas entre
el miR-942 sérico y la presion arterial materna, y entre el miR-143 sérico y el indice de
pulsatiidad Doppler de la arteria uterina sugieren su utilidad potencial como

biomarcadores pronésticos.

5- Los miRNAs del suero materno analizados durante el primer trimestre de la

gestacion no parecen tener ningun valor diagndéstico para preeclampsia temprana.

6- Andlisis bioinformaticos y evidencias experimentales sugieren un papel

destacado de miR-638 en inflamacién vy fisiopatologia cerebrovascular.

7- Utilizando la revascularizacion de la arteria carétida (CEA) como punto final
sustituto se ha revelado que los niveles séricos de miR-638 se correlacionan

inversamente con aterosclerosis de la arteria car6tida y estenosis de alto grado.

8- Los niveles séricos de miR-638 son significativamente menores en pacientes
CEA vy, particularmente, en pacientes CEA que han sufrido un ictus, comparado con

individuos control con baja o nula estenosis.
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9- Los andlisis de regresion logistica multivariada indican que el miR-638 sérico
constituye un predictor independiente de inestabilidad de la placa carotidea.

10- Los niveles séricos de miR-638 pueden constituir un biomarcador no invasivo
prometedor asociado con placa aterosclerética carotidea vulnerable e ictus isquémico,

particularmente en individuos con elevado riesgo cardiovascular.
11-  Asimismo, el miR-638 sérico podria resultar Gtil como biomarcador prondstico,

para monitorizar la efectividad del tratamiento médico y/o la aparicion de restenosis en
pacientes CEA.
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8. Anexos

8.1 Anexo 1:

Este estudio trata sobre la prediccion precoz de la PE temprana, ha sido publicado en
la revista Scientific Reports,_con factor de impacto de 5.228:

“Usefulness of circulating microRNAs for the prediction of early preeclampsia at

first-trimester of pregnancy”.
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8.2 Anexo 2:

El segundo estudio trata sobre la prediccion precoz del ictus, ha sido enviado a
la revista Journal of Neurosurgery con factor de impacto de 4.059 y esta en
proceso de revision: “Low levels of serum miR-638 are associated with
atherosclerotic plague vulnerability in patients with high-grade carotid

stenosis”.
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