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DESCRIPCION
Micro-ARN como marcador de actividad de las plaquetas

La presente invencién se refiere a un método para determinar la actividad de las plaquetas. La presente invencion
también se refiere a un método para controlar la eficacia de una terapia anti-plaquetas, a un método de prediccion
y/o diagndstico de un trastorno relacionado con las plaquetas y a un método para determinar la progresion de un
trastorno relacionado con las plaquetas.

Las plaquetas son uno de los elementos clave de la sangre humana. Juegan un papel importante en la
trombogénesis, la aterogénesis y la progresion de las lesiones ateroscleroticas (41-42).

Las plaquetas no solo son un importante contribuyente a las enfermedades relacionadas con la sangre, tales como
las que se caracterizan por un sangrado prolongado, la actividad anormal de plaquetas también se ha asociado con
la patogénesis de otras numerosas enfermedades. Por ejemplo, la interaccion de las plaquetas con la pared del vaso
y su posterior contribucion a la formacion de ateroma y la trombosis tienen una importancia fundamental en la
etiologia y patogénesis de las enfermedades vasculares periféricas, coronarias, cerebrovasculares y ofras
enfermedades vasculares (43-44).

La acumulacién de pruebas también sugiere un papel para la activacion de las plaquetas en la progresion del cancer
y se ha observado un aumento en la actividad de las plaquetas en pacientes con cancer metastasico (45-47).

Mientras que cada vez hay mas conciencia de que la activacion plaquetaria inadecuada juega un papel primordial en
estas enfermedades, aun no existe una medida ideal generalmente aceptada de que la activacion de las plaquetas
indique un estado de "alto riesgo".

Los microARN (miARN) son una clase de pequefios ARN no codificantes que funcionan como represores de la
traduccion. Se unen a través de un emparejamiento de bases canonico a un sitio complementario en la regiéon no
traducida 3' (UTR) de sus ARNm diana y pueden dirigir la degradacién o la represion traduccional de estos
transcritos. (2, 22) Aunque el grado de regulacién a la baja de la diana por los miARN tiende a ser pequefio, los
miARN ejercen un efecto potente sobre los procesos celulares debido a su capacidad de controlar multiples genes
que funcionan en diferentes etapas en las mismas rutas bioldgicas. (4, 12, 18-19) Se ha demostrado que los miARN
desempefian un papel importante en el desarrollo, las respuestas al estrés, la angiogénesis y oncogénesis. (33 a 34)

Recientemente, Mitchell et al. destacaron la presencia de miARN en el plasma. (20) Estos miARN del plasma no
estan asociados a células, sino empaquetados en microvesiculas que los protegen de la actividad ARNasa
enddgena. Curiosamente, los miARN del plasma pueden mostrar perfiles de expresion Unicos: se identificaron
miARN especificos de tumores en pacientes con cancer (38), mientras que los miARN derivados de tejido
constituyen un marcador de lesién (30, 39). Se ha informado de una alteraciéon de los niveles de miARN de plasma
en pacientes con insuficiencia cardiaca, enfermedad de la arteria coronaria y diabetes (1, 5-6, 29-30, 32).

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencién, se proporciona un método de determinaciéon de
actividad de las plaquetas en un individuo que comprende determinar, en una muestra de plasma o suero obtenida
de un individuo, el nivel de al menos un microARN seleccionado del grupo que consiste en miR-126, miR-197, miR-
223, miR-24 y miR-21.

Se ha encontrado que los miR-126, miR-197, miR-223, miR-24 y miR-21 son altamente expresados en plaquetas y
microparticulas de plaquetas. De acuerdo con ello, un mayor nivel de miR-126, miR-197, miR-223, miR-24 y/o miR-
21 es indicativo de un aumento del contenido de miARN de plaquetas y, por lo tanto, del aumento de la actividad
plaquetaria. Un nivel reducido de miR-126, miR-197, miR-223, miR-24 y/o miR-21 es indicativo de una disminucién
del contenido de miARN de plaquetas y, por tanto, de la disminucién de la actividad de las plaquetas.

Dado que los niveles de microARN circulante representan el efecto neto de la liberacion (microparticulas) y
aclaramiento (dimero-D, que es un marcador para la resolucion de trombos), un aumento del nivel de miR-126, miR-
197, miR-223, miR-24 y/o miR-21 también es indicativo de un mayor nivel de liberaciéon de miARN de plaquetas a la
circulacién, una disminucion del aclaramiento de microparticulas de plaquetas y/o un incremento de la resolucion de
trombos.

En respuesta a la lesién por I/R (isquemia /reperfusion) aguda en la que la compensacion de la liberacion de
microARN de plaquetas y el aclaramiento de microparticulas de plaquetas puede no producirse, los niveles de todos
estos microARN aumentan y se correlacionan con las mediciones de microparticulas de plaquetas, que son
marcadores de activacion de las plaquetas.

En las enfermedades, tales como la diabetes y la enfermedad cardiovascular, donde en realidad se puede producir
un aumento compensatorio en el aclaramiento, los niveles de los microARN pueden disminuir. También se ha
encontrado que los niveles de estos microARN en el momento inicial (es decir, sin lesién I/R) se correlacionan con
dimero-D, que es un marcador de la resolucién de trombos.
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La determinacién de un nivel alto o bajo de microARN se basa en un nivel de control, que se determina tipicamente
a partir de una poblacién relevante de individuos que tienen actividades normales de plaquetas. La poblacion
relevante puede ser definida basandose, por ejemplo, en la dieta, estilo de vida, edad, origen étnico o cualquier otra
caracteristica que puede afectar a los niveles normales de los marcadores. Una vez que se conocen los niveles de
control, los niveles medidos se pueden comparar y determinar la significacion de la diferencia utilizando métodos
estadisticos convencionales. Si hay una diferencia sustancial entre el nivel medido y el nivel de control (es decir, una
diferencia estadisticamente significativa), se puede considerar que el individuo del que se han medido los niveles
tiene una actividad anormal de las plaquetas. Al determinar el nivel de actividad de las plaquetas utilizando el
método de la presente invencion, es posible predecir si un individuo esta en riesgo de desarrollar una enfermedad
que puede estar caracterizada por un nivel anormal de actividad de las plaquetas (es decir, un trastorno relacionado
con plaquetas). La actividad plaquetaria anormal se refiere a un nivel de actividad de las plaquetas que es mayor o
menor que el nivel en un individuo sano sin la enfermedad. Ademas, la determinaciéon del nivel de actividad de las
plaquetas permite la evaluacion de la eficacia de una terapia para semejante enfermedad.

De acuerdo con un segundo aspecto de la presente invencion, se proporciona un método de control de la eficacia de
una terapia anti-plaquetas, comprendiendo el método las etapas de determinar el nivel de al menos un microARN
seleccionado del grupo que consiste en miR-126, miR-197, miR-223, miR-24 y miR-21 en una muestra de plasma o
suero obtenida de un individuo antes de la terapia, determinar el nivel de al menos un microARN seleccionado del
grupo que consiste en miR-126, miR-197, miR-223, miR-24 y miR-21 en una muestra de suero o plasma obtenida de
un individuo durante o después de la terapia, y comparar los niveles determinados en el individuo antes y durante o
después de la terapia.

Puesto que se descubrié que miR-126, miR-197, miR-223, miR-24 y miR-21 son altamente expresados en las
plaquetas y que sus niveles se puede utilizar como una indicacién del nivel de actividad de las plaquetas en un
individuo, la realizacién de la determinacién expuesta anteriormente permite determinar la eficacia de una terapia
anti-plaquetas.

Como se menciond en el primer aspecto de la presente invencion, un mayor nivel de miR-126, miR-197, miR-223,
miR-24 y/o miR-21 durante o después de la terapia es indicativo de un aumento del contenido de miARN de las
plaquetas y, por lo tanto, de un aumento de actividad de las plaquetas.

Si la terapia antiplaquetaria reduce la liberacion de microARN de plaquetas, en ese caso, una disminucion del nivel
de miR-126, miR-197, miR-223, miR-24 y/o miR-21 durante o después de la terapia es una indicacion positiva de la
eficacia de la terapia, es decir, una reduccién de la actividad de las plaquetas.

Por otro lado, si la terapia anti-plaquetaria de plaquetas reduce tanto la liberacion de microARN como el
aclaramiento de microparticulas de plaquetas, en ese caso el cambio en los niveles de los microARN depende de la
medida en la que se reduzcan la liberacién y el aclaramiento.

Un aumento o disminucion del nivel de un microARN después o durante la terapia significa que el nivel de microARN
obtenido después o durante la terapia es mayor o menor que el obtenido antes de la terapia, respectivamente.

De acuerdo con un tercer aspecto de la presente invencion, se proporciona un método de prediccion y/o diagndstico
de un trastorno relacionado con plaquetas que comprende la determinacién en una muestra de plasma o suero
obtenida de un individuo del nivel de al menos un microARN seleccionado del grupo que consiste en miR-126, miR-
197, miR-223, miR-24 y miR-21, y la comparacion del nivel determinado en el individuo con un nivel de control.

Puesto que se encontr6 que miR-126, miR-197, miR-223, miR-24 y miR-21 son altamente expresados en las
plaquetas y que sus niveles varian de acuerdo con el estado de activacion de las plaquetas, se puede utilizar el nivel
de estos mircroARN como una indicacién o marcador bioldgico del nivel de actividad de las plaquetas de un
individuo, pronosticando o diagnosticando de este modo un trastorno relacionado con las plaquetas.

El término "un trastorno relacionado con las plaquetas" se refiere a una enfermedad o afecciéon que implica una
actividad plaquetaria anormal, que puede ser mayor o menor que el nivel de actividad de las plaquetas en un
individuo sano sin el trastorno. Los trastornos relacionados con las plaquetas incluyen, pero no se limitan a, la
enfermedad de von Willebrand, el sindrome de Bernard-Soulier, la tromboastenia de Glanzmann, la trombocitopenia,
la purpura de Henoch-Schonlein, la purpura trombocitopénica trombética, el sindrome urémico hemolitico, la anemia
aplasica adquirida, el sindrome de Wiskott-Aldrich, el sindrome de las plaquetas grises, el cancer y la leucemia.
Preferiblemente, un trastorno relacionado con plaquetas no incluye diabetes, enfermedades vasculares o
enfermedades cardiovasculares, aunque se sabe que se produce una funcion plaquetaria anormal.

Al hacer la determinacion establecida anteriormente, es posible determinar con alta especificidad y sensibilidad si un
individuo tiene o es propenso a desarrollar un trastorno relacionado con las plaquetas. La especificidad se define
como la proporcion de verdaderos negativos (individuos que no tienen o no desarrollan un trastorno relacionado con
las plaquetas) identificados como tales en el método. La sensibilidad se define como la proporcion de verdaderos
positivos (individuos que tienen o pueden desarrollar un trastorno de las plaquetas) identificados como tales en el
método. El método proporciona un ensayo de alta precision que se puede realizar con relativa facilidad utilizando
cualquiera de los biomarcadores.
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Basandose en la naturaleza de la actividad de las plaquetas (mencionada anteriormente) en un trastorno relacionado
con las plaquetas concreto, los niveles de microARN en un individuo que tiene, o que puede desarrollar, el trastorno
relacionado con las plaquetas, pueden ser mayores o menores que un nivel de control.

Para un trastorno relacionado con las plaquetas que se caracteriza por un contenido de miARN de plaquetas
anormalmente alto, un aumento de la liberacion de miARN de plaquetas a la circulacion, una disminucion del
aclaramiento de microparticulas de plaquetas y/o una mejor resolucion de trombos (es decir, aumento de la actividad
de las plaquetas), un mayor nivel de miR-126, MIR -197, miR-223 y/o miR-24 es una indicacion positiva del trastorno
o la probabilidad de desarrollar un trastorno de este tipo.

Para un trastorno relacionado con plaquetas que se caracteriza por un contenido anormalmente bajo de miARN de
plaguetas, la disminucién de la liberacién de miARN de plaquetas en la circulacion, el aumento del aclaramiento de
microparticulas de plaquetas y/o el deterioro de la resoluciéon de trombos (es decir, disminucion de la actividad de las
plaquetas), la disminucion del nivel de miR-126, MIR -197, miR-223 y/o miR-24 es una indicacion positiva del
trastorno o la probabilidad de desarrollar un trastorno de este tipo.

El método de acuerdo con el tercer aspecto de la presente invencion permite la identificacion de los individuos con
un trastorno relacionado con plaquetas. El método también permite la identificaciéon de los individuos que son
propensos a desarrollar un trastorno relacionado con plaquetas. Por lo tanto, el método permite adoptar medidas
preventivas, tales como los cambios en la dieta y el estilo de vida del individuo, asi como la intervencion médica.

De acuerdo con un cuarto aspecto de la presente invencion, se proporciona un método de control de la progresion
de un trastorno relacionado con plaquetas que comprende las etapas de determinar el nivel de al menos un
microARN seleccionado del grupo que consiste en miR-126, miR-197 , miR-223, miR-24 y miR-21 en una muestra
de plasma o suero obtenida de un individuo en un primer punto temporal, determinar el nivel de al menos un
microARN seleccionado del grupo que consiste en miR-126, miR-197, miR-223 , miR-24 y miR-21 en una muestra
de plasma o suero obtenida de un individuo en un segundo punto temporal y comparar los niveles determinados en
el individuo en el primer y segundo puntos temporales.

El segundo punto temporal esta después del primer punto temporal y los dos puntos temporales estan
suficientemente espaciados como para permitir que el estado del trastorno cambie de tal manera que se permita
controlar la progresion del trastorno.

Puesto que se ha encontrado que los niveles de miR-126, miR-197, miR-223, miR-24 y miR-21 se pueden utilizar
como una indicaciéon del nivel de actividad de las plaquetas en un individuo, la realizaciéon de la determinacion
expuesta anteriormente permite controlar la progresion de un trastorno relacionado con plaquetas.

Basandose en la naturaleza de la actividad de las plaquetas (mencionada anteriormente) en un trastorno relacionado
con plaquetas concreto, la progresion del trastorno relacionado con plaquetas puede ser indicada por niveles mas
altos o mas bajos de los microARN.

Para un trastorno relacionado con plaquetas caracterizado por un contenido de miARN de plaquetas anormalmente
alto, una mayor liberaciéon de miARN de plaquetas a la circulacién, una disminucion del aclaramiento de
microparticulas de plaquetas y/o una mejor resolucién de trombos (es decir, aumento de la actividad de las
plaquetas), el mayor nivel de miR-126, miR-197, miR-223, miR-24 y/o el miR-21 es una indicacion positiva de la
progresion del trastorno relacionado con plaquetas.

Para un trastorno relacionado con plaquetas caracterizado por un contenido de miARN de plaquetas anormalmente
bajo, una disminucion de la liberacion de miARN de plaquetas a la circulacién, un aumento del aclaramiento de
microparticulas de plaquetas y/o un deterioro en la resolucion de trombos (es decir, disminucion de la actividad de
las plaquetas), la disminuciéon del nivel de miR-126, miR-197, miR-223, miR-24 y/o el miR-21 es una indicacion
positiva de la progresion del trastorno relacionado con plaquetas.

Un aumento o una disminuciéon del nivel de un microARN significan que el nivel del microARN obtenido en el
segundo punto temporal es mayor o menor que el obtenido en el primer punto temporal, respectivamente.

Los métodos de acuerdo con todos los aspectos de la presente invencion se llevan a cabo en una muestra de
plasma o suero obtenida de un individuo. La muestra puede ser cualquier muestra adecuada en la que sea posible
medir los microARN mencionados anteriormente.

miR-21 es un término convencional bien conocido por los expertos en la técnica. En particular, la secuencia de la
forma humana de miR-21 se proporciona en la base de datos de proteinas NCBL con el nimero de acceso NR_
029493.1, version Gl: 262205659.

miR-24 es un término convencional bien conocido por los expertos en la técnica. En particular, la secuencia de la
forma humana de miR-24 se proporciona en la base de datos de proteinas NCBL con el nimero de acceso
NR_029496.1, version GI1262205676.
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miR-126 es un término convencional bien conocido por los expertos en la técnica. En particular, la secuencia de la
forma humana de miR-126 se proporciona en la base de datos de proteinas NCBI con el nimero de acceso NCBI
029695.1, version Gl: 262205369.

miR-197 es un término convencional bien conocido por los expertos en la técnica. En particular, la secuencia de la
forma humana de miR-197 se proporciona en la base de datos de proteinas NCBI con el nimero de acceso
NC_029583.1, version Gl: 262206094.

miR-223 es un término convencional bien conocido por los expertos en la técnica. En particular, la secuencia de la
forma humana de miR-223 se proporciona en la base de datos de proteinas NCBI con el nimero de acceso
NC_029637.1, version Gl: 262206350.

miR-150 es un término convencional bien conocido por los expertos en la técnica. En particular, la secuencia de la
forma humana de miR-150 se proporciona en la base de datos de proteinas NCBI con el nimero de NR_029703.1,
version Gl: 262205410.

miR-93 es un término convencional bien conocido por los expertos en la técnica. En particular, la secuencia de la
forma humana de miR-93 se proporciona en la base de datos de proteinas NCBI con el numero de NR 029510.1,
version Gl: 262205737.

Para evitar dudas, las secuencias especificas de los marcadores mencionados anteriormente se definen con
respecto a la version presente en la base de datos en la fecha de prioridad de la presente solicitud. Las secuencias
especificas de los marcadores son ilustrativas. Los expertos en la técnica apreciaran que existen variantes
polimérficas en la poblaciéon humana y que la identificacion de tales variantes polimérficas es una practica
convencional para los expertos en la técnica.

Existen numerosas formas de determinar el nivel de los microARN, incluyendo la transferencia Northern, las matrices
de microARN, los métodos de RT-PCR en tiempo real, la secuenciacion de la siguiente generacion, la presentacion
diferencial, la interferencia de ARN, los métodos de proteccion de ARNasa, etc. Tales métodos son bien conocidos
por los expertos en la técnica (véase por ejemplo Ach et al., BMC Biotechnology, 8, 69, 2008). Preferiblemente, los
niveles de los microARN se miden utilizando métodos de RT-PCR en tiempo real.

En algunas realizaciones, se determinan los niveles de una pluralidad de micro ARN seleccionados del grupo que
consiste en miR-126, miR-197, miR-223, miR-24 y miR-21. Por ejemplo, se determinan los niveles de dos, tres,
cuatro o los cinco microARN.

Dado que estos microARN se expresan en diferentes tipos de células (es decir, no exclusivamente en las plaquetas),
mediante la determinacion de los niveles de mas de un microARN y su relacion entre si, se puede obtener una
informacion mas fiable sobre la actividad de las plaquetas.

En algunas realizaciones, se determinan los niveles de al menos dos microARN seleccionados del grupo que
comprende miR-126, miR-197 y miR-223 o miR-24. Las combinaciones preferidas de tres microARN se muestran en
la Tabla 5 a continuacion.

En realizaciones concretas, se determinan los niveles de i) miR-126, miR-197 y miR-223; ii) miR-126, miR-197 y
miR-24; o iii) miR-126, miR-24 y miR-150; iv) miR-126, miR-223 y miR-93; o v) miR-126, miR-197, miR-223 y miR-
24. Preferiblemente, se determinan los niveles de i) miR-126, miR-197 y miR-223; o ii) miR-126, miR-197 y miR-24.

La presente invencion se describira a continuacion con detalle a modo de ejemplo solamente con referencia a las
siguientes figuras.

La Figura 1A muestra las correlaciones por pares entre los miARN circulantes

La Figura 1B muestra la firma de miARN circulante para un incidente de IM. Analisis de regresién de Cox penalizado
de tipo L1 (método LASSO "least absolute shrinkage and selection operator"). El grafico muestra los coeficientes de
regresion de Cox de los miARN (eje y) para los diferentes niveles de penalizacion (el parametro de ajuste A se
intensifica mas alla de 20). Las variables que resisten la contraccion hasta valores A4 altos son los mas relevantes
para la prediccion de la enfermedad.

La Figura 2 muestra las estimaciones de riesgo para los tres miARN mas consistentemente asociados con IM. Los
tres miARN fueron identificados por los modelos basados en AIC y la técnica de minima contraccion absoluta y
operador de seleccion. Las razones de riesgo (IC 95%) se obtuvieron a partir de los modelos de regresion de Cox
convencionales con un ajuste progresivo. Los niveles de expresion se normalizaron a la expresion U6.

La Figura 3 muestra el estudio de intervencion para identificar grupos de miARN. A. Modelo de lesion I/R en la
extremidad en voluntarios sanos. Las flechas indican los puntos temporales de toma de muestras. B. Grupos de
miARN. La agrupacion temporal por propagacion de afinidad agrupa los 30 miARN en 6 grupos distintos.
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La Figura 4 muestra el grupo de miARN asociados con IM. El grupo 2 contiene todos los miARN asociados con M.
Los cambios temporales fueron evaluados por QPCR. Se utilizé cel-miR-39 afiadido ("spike-in") exégeno como un
control de normalizacion. Las barras de color rojo indican diferencias estadisticamente significativas (p <0,05) en
comparacion con el momento inicial.

La Figura 5 muestra la expresion de miARN en la cohorte de IR en el momento inicial y en diferentes puntos
temporales, segun lo evaluado por medio de QPCR. Se utilizdé cel-miR-39 afiadido exdgeno como un control de
normalizacion. Las barras de color rojo indican diferencias estadisticamente significativas (p <0,05) en comparacion
con el momento inicial.

La figura 6 muestra la contribucidon de las plaquetas a la firma de miARN para IM. (A) Perfii de miARN de las
plaguetas, tal como se determina mediante escrutinio de micromatrices. El valor medio de Ct se utiliz6 como un
control de normalizacién. Los niveles de expresion (2°) fueron transformados en log. (B) Perfii de miARN
correspondiente de microparticulas de plaquetas (MPP). Los miARN asociados con IM son abundantes en las
plaquetas y microparticulas de plaquetas. (C) Expresion de miARN especifico del tipo de célula. Comparacion de la
expresion de miR-126, miR-223, miR-197, miR-21 y miR-24 en células mononucleares de sangre periférica (PBMC),
plaquetas (PLT) y células endoteliales (CE) utilizando QPCR (panel superior). Los valores de Ct sin procesar se
normalizaron a expresion U6 (media + DT, n = 3). La correlacion de los niveles de miARN con los recuentos MPP
(panel inferior) en el momento inicial (puntos negros) y 2 dias después de la lesion I/R (puntos grises). Los valores R
son coeficientes de correlacion de Pearson (N = 11, P<0,05 para R> 0,602).

La Figura 7 muestra las 20 mejores combinaciones de tres miARN trazadas basandose en los valores de AIC
derivada e IDI mostrados en la Tabla 5 a continuacion.

La Figura 8 muestra el nivel de miARN en muestras de plasma obtenidas de pacientes sanos y en pacientes con
estenosis sintomatica de la carétida que estan recibiendo terapia anti-plaquetaria.

Ejemplo
Materiales y métodos

Sujetos del estudio. El estudio de Bruneck es un estudio prospectivo de supervivencia basado en la poblacion
iniciado en 1990 como una muestra aleatoria estratificada por sexo y edad de todos los habitantes de Bruneck de 40
a 79 anos (125 mujeres y 125 hombres en la quinta y octava década) (15). El presente analisis se centra en 820
participantes de la evaluacion de 1995, para los cuales se disponia de ARN extraido de muestras de sangre. El
seguimiento en 2000 y 2005 se completd en 100% para los criterios de valoracion clinica y se completd >90% de
examenes de laboratorio repetidos. Se determinaron los IM fatales y no fatales siguiendo los criterios de la OMS
para estados de enfermedad definidos (11). La diabetes fue codificada como presente si el individuo tenia una
glucosa en ayunas > 140 mg/dL, un nivel de glucosa a las dos horas > 200 mg/dL después de la carga de 75 g de
glucosa o un diagnostico de diabetes confirmado pre-establecido. La presion arterial sistdlica y diastolica fue tomada
con un esfigmomanoémetro de mercurio convencional después de al menos diez minutos de descanso (media de tres
mediciones independientes). El colesterol de LDL se evalué mediante la ecuacion de Friedewald (9). Para explorar el
origen de los miARN circulantes, los voluntarios sanos (n = 11, 19-51 afios) se sometieron a I/R de la extremidad
mediante inflacion del manguito en el muslo. Las muestras de plasma se tomaron en el momento inicial a los 10 min,
1h, 5h, 2 dias y 7 dias después de la lesién. Los protocolos de ambos estudios fueron aprobados por los comités de
ética apropiados y todos los sujetos del estudio dieron su consentimiento informado por escrito antes de entrar en el
estudio.

Aislamiento de ARN, transcripcion inversa y pre-amplificacion. Se extrajeron los miARN circulantes utilizando el
kit miRNeasy (Quiagen) como se ha descrito previamente (32). Se utilizé un volumen establezido de 3 pl de los 25 pl
de producto eluido de ARN como entrada en cada reaccion de transcripcion inversa. Se llevaron a cabo una reaccion
de RT y una etapa de pre-amplificacion como se ha descrito anteriormente (32). En resumen, los miARN fueron
sometidos a transcripcion inversa utilizando Megaplex Primer Pools (Human Pools A v2.1, Applied Biosystems). Los
productos de reaccion de RT se amplificaron adicionalmente utilizando Megaplex PreAmp Primers (Primers A v2.1)
como recomienda el fabricante. Los productos tanto de la RT como de la PreAmp se almacenaron a -20°C.

Analisis gqPCR de TagMan. Se utilizaron analisis de miARN de Tagman para evaluar la expresién de los miARN
individuales. Se combinaron 0,5 yl de producto de pre-amplificacion diluido con 0,25 ul de Analisis de miARN de
Tagman (20x) (Applied Biosystems) y 2,5 yl de Mezcla Maestra para PCR Universal de Tagman No AmpErase UNG
(2x) a un volumen final de 5 pl. La gPCR se realiz6 en un termociclador Applied Biosystems 7900HT a 95°C durante
10 min, seguido de 40 ciclos a 95°C durante 15 segundos y 60°C durante 1 min. Todas las muestras se realizaron
por duplicado. La cuantificacion relativa se realizé usando el soporte I6gico SDS2.2 (Applied Biosystems). Se utilizd
la expresion de U6 con fines de normalizacion. En una segunda ronda, el valor medio de Ct de todos los miARN se
aplicé como un control de normalizacion adicional. Se espera que este enfoque utilizado cominmente de como
resultado asociaciones mas débiles porque los niveles de miARN individuales y sus agrupaciones contribuyen al
promedio de Ct.
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Escrutinio de miARN en plaquetas y microparticulas de plaquetas. Se aislaron plaquetas de sujetos sanos (23). En
resumen, se extrajo sangre utilizando dextrosa con citrato acido como anticoagulante (ACD: 120 mmoles/L de citrato
de sodio, 110 mmoles/L de glucosa, 80 mmoles/L de acido citrico, 1:7 vol/vol) y se centrifugdé durante 17 minutos a
200 g y 30°C en presencia de indometacina (10 pmoles/L; Sigma-Aldrich). A continuacion, el plasma rico en
plaquetas se centrifugd durante otros 10 minutos en 1000g en presencia de prostaciclina (0,1 pg/ml; Sigma-Aldrich).
Las plaquetas resultantes se resuspendieron en solucion de Tyrode tamponada con HEPES (145 mmoles/L de NaCl,
2,9 mmoles/L de KCI, 10 mmoles/L de HEPES, 1 mmol/L de MgCl,, 5 mmoles/L de glucosa, pH 7,3) a una
concentracion de 4 x 10%/mL. Se aislaron las microparticulas de plaquetas después de la activacion de las plaquetas
con trombina (0,1 U/ml; Sigma-Aldrich). La agregacion de plaquetas se controld con un método turbidimétrico
(Chronolog 490; Chronolog). Las microparticulas de plaquetas se recogieron por ultracentrifugacion a 100000g
durante 90 minutos a 4°C. El sedimento se lis6 en reactivo Qiazol y el ARN se extrajo como se ha descrito
anteriormente. EI ARN total se eluyd en 25 pl de H;O libre de nucleasa. EI ARN se cuantificé utilizando el
espectrofotometro NanoDrop y se utilizaron 20 ng de ARN total para la transcripcion inversa. El perfil de expresion
de las plaquetas y microparticulas de plaquetas se evalud utilizando Human Tagman miRNA Array Card A (Applied
Biosystems) como se ha descrito anteriormente (32).

Otros tipos de células. Se aislaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de acuerdo con el protocolo
convencional. La sangre entera heparinizada (5 a 8 mL) se diluyé a 10 mL con solucién salina tamponada con
fosfato (PBS) (pH 7,4), se dispuso en capas en la parte superior de 5 mL de Histopaque 1083, y se centrifugd
durante 30 minutos a 400 g. Las PBMC se lavaron dos veces, se resuspendieron en PBS, y se contaron con un
hemocitometro. Las células endoteliales (CE) de vena umbilical humana se adquirieron de Cambrex y se cultivaron
en matraces recubiertos de gelatina en medio M199 con un suplemento de 1 ng/mL de factor de crecimiento de
células endoteliales (Sigma), 3 ug/mL de suplemento de crecimiento endotelial de tejido neural bovino (Sigma), 10
U/mL de heparina, 1,25 pg/mL de timidina, suero bovino fetal al 10%, 100 ug/mL de penicilina y estreptomicina. Las
células se subcultivaron cada 3 dias a una razon 1:4.

Andlisis estadistico. Los datos fueron analizados mediante los paquetes estadisticos SPSS version 15.0 y STATA
version 10.1. Las variables continuas con distribucion normal se presentaron como la media + desviacion tipica (DT),
las variables con una distribucion asimétrica como medias geométricas + DT geométrica, y las variables dicotémicas
como numeros y porcentajes. Se utilizaron la prueba de la T y la prueba exacta de Fisher para analizar las
diferencias en las caracteristicas de los participantes entre aquellos que desarrollaron IM durante el seguimiento y
aquellos que no lo hicieron. Se utilizaron transformaciones Loge de los miARN para todos los calculos para
aproximarse a una distribucion de Gauss. Las correlaciones entre los miARN se evaluaron utilizando los coeficientes
de correlacion de Pearson con valores de P ajustados de Bonferroni. Los modelos de regresion de riesgos
proporcionales de Cox se ajustaron para evaluar la asociacion entre los niveles de transformaciones Loge de los
miARN vy el IM. Para identificar el subconjunto o patron de miARN con la capacidad de prondstico mas alta para el
futuro IM, se utilizaron dos enfoques diferentes: (1) El primero era un procedimiento de dos etapas. Con el fin de
reducir el numero de miARN candidatos y los subsiguientes requisitos computacionales, se ajustaron los analisis de
regresion de Cox hacia delante y hacia atras, por etapas, con criterios de inclusion y exclusion relajados (Pentrada =
0,15 y Peiiminacisn = 0,20; ajustado por edad, sexo y enfermedad cardiovascular previa). Se seleccionaron siete miARN
constantemente detectables en la circulacion en uno o ambos de los analisis (miR-24, miR-126, miR-140, miR-150,
miR-197, miR-223, y miR-486) y se consideraron elegibles para la segunda etapa del "mejor subconjunto”. Los
modelos de regresion de Cox de todas las combinaciones de miARN elegibles se calcularon y se compararon de
acuerdo el criterio de informacion de Akaike (AIC) de los modelos que se basa en la probabilidad logaritmica
maximizada e impone una penalizaciéon para aumentar el nUmero de parametros en el modelo. Los valores mas
bajos de AIC indican el modelo preferido, que es el que tiene menor nimero de parametros que todavia
proporcionan un ajuste adecuado (solucion de compromiso entre la precision y la complejidad). (2) El segundo
enfoque utilizé la técnica denominada penalizacion L1 que implementa el "algoritmo de contraccion absoluta minima
y operador de la seleccion [lasso]" para los 19 miARN. Los métodos de penalizacion L1 contraen las estimaciones
de los coeficientes de regresion hacia cero en relacion con las estimaciones de maxima verosimilitud. La técnica se
ha empleado para generar firmas de genes de datos de micromatrices y evita el sobreajuste derivado tanto de la co-
linealidad como de la alta dimensionalidad. La cantidad de contraccion se determina ajustando el parametro A4, que
se incrementa progresivamente hasta el valor que contrae todos los coeficientes de regresion a cero. Los graficos de
los coeficientes de regresion ajustados (eje y) frente a A1 (eje X) se generaron utilizando el paquete 'penalizado’ de
soporte logico estadistico R (10). EI método lasso permite evaluar la relevancia y la robustez de las variables
explicativas individuales, pero produce una estimacion sesgada para los coeficientes de regresion. En consecuencia,
las estimaciones de riesgo para los tres miARN finalmente seleccionados (ambos enfoques identificaron la misma
firma de miARN) se calcularon mediante analisis de regresion de Cox convencional y se ajustaron por edad y sexo,
condiciéon de fumador (fumador vs no fumador), presion arterial sistolica, colesterol de LDL, diabetes e historial de
enfermedad cardiovascular (modelo multivariable 1), ademas de otros miARN (modelo multivariable 2), mas el indice
de masa corporal, relacion cintura-cadera, colesterol de HDL, loge de proteina C reactiva y fibrindgeno (modelo
multivariable 3). En el estudio de intervencion, los perfiles de expresion de miARN se agruparon utilizando el
algoritmo de Temporal Clustering by Affinity Propagation (14). Este es un enfoque eficaz y libre de parametros para
la identificacion de las caracteristicas temporales en los conjuntos de datos de expresion, y se ha demostrado
anteriormente que produce agrupaciones biolégicamente significativas.
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Los valores P bilaterales inferiores a 0,05 se consideraron significativos.
Estadisticas de las 20 mejores combinaciones de miARN sometidas a ensayo

Todas las combinaciones de miARN elegibles se calcularon y se compararon de acuerdo con el criterio de
informacién de Akaike (AIC) de los modelos que se basa en la probabilidad log maximizada e impone una
penalizacion para aumentar el nimero de parametros en el modelo. Véase la Tabla 5. Los valores inferiores de AIC
indican el modelo preferido, que es el que tiene menor nimero de parametros proporcionando todavia un ajuste
adecuado (solucion de compromiso entre la precision y la complejidad). Por otra parte, el autor de la presente
invencion examind la discriminacion de los modelos con y sin miARN utilizando el indice C de Harrell (Harrell et al.,
Evaluating the yield of medical tests. JAMA 1982, 247: 2543-6; Pencina MJ et al., Stat Med . 2004, 23: 2109-23; Liu L
et al., Fitting Cox model using PROC PHREG y mas alla en SAS. Presentado en SAS Global Forum 2009,
Washington, DC, 22-25 de marzo de 2009. Documento num. 236-2009). Se utilizé la formula de Mejora neta de la
reclasificacion (NRI) (Pencina MJ et al., Stat Med 2008, 27: 17-72; Steyerberg EW et al., Ann Intern Med 2010, 152:
195-6,5, 6) para evaluar la medida en que la adicién de informaciéon sobre los miARN vuelve a asignar a los
participantes a categorias de riesgo que reflejan mejor su evolucion de la enfermedad cardiovascular (categorias de
riesgo a 10 afios <10%, 10% y 20%, y >20%). Se calcularon los IC de 95% aproximados para el NRI mediante el uso
de los mismos términos de la varianza que en la prueba de significacion (Armitage P. Statistical Methods in Medical
Research. Oxford: Blackwell Scientific, 1977). A diferencia de NRI, el céalculo de la mejora de la discriminacion
integrada (IDI) no se basa en valores de corte elegidos arbitrariamente para las categorias de riesgo a 10 afios.

Las combinaciones de todos los miARN se representaron en funcion de su mejora de la AIC y el IDI para demostrar
que las combinaciones de miR-126, miR-197 y miR-223 o miR-24, son las mejores de entre todas las combinaciones
de miARN sometidas a ensayo. Obsérvese que miR-223 y miR-24 estan altamente correlacionados y por lo tanto
son generalmente intercambiables. VVéase la Figura 7.

Estudio de intervencion farmacoldgica en voluntarios sanos.

Se administraron 10 mg de prasugrel (metabolito activo de clopidogrel, semana 1) a varones jovenes sanos (<30
afos), seguido de una terapia combinada con dosis bajas de aspirina (75 mg, semana 2) y dosis alta de aspirina
(300 mg, semana 3). Este aumento de la dosis de aspirina combinada con prasugrel (terapia dual antiplaquetaria) da
como resultado el aumento de la inhibicién plaquetaria. Se obtuvieron muestras de plasma en cada visita del estudio.
Se midieron miR-223, miR-197, miR-126, miR-24 y miR-21 por medio de qPCR. Se observé una reduccion en estos
miARN de plaquetas con un aumento de la inhibicién de plaquetas. Véase la Figura 8.

Estos hallazgos en voluntarios sanos fueron corroborados por las mediciones de miARN en pacientes con estenosis
sintomatica de la carétida que participaban en una prueba aleatorizada para determinar si el tratamiento con
dipiridamol o clopidogrel, ademas de la aspirina, era mas eficaz en la reduccion de la embolizacion. La eficiencia del
tratamiento se evalud utilizando la deteccion Doppler transcraneal de sefiales embdlicas y la agregometria de
plaquetas en el momento inicial del estudio y a las 48 horas. Ambos regimenes de tratamiento tuvieron una eficacia
similar en la reduccion de la embolizacion. Los niveles de miARN de plaquetas se midieron antes y después de la
terapia antiplaquetaria. VVéase la Figura 8.

Resultados

miARN circulantes en el Estudio de Bruneck. Las caracteristicas demograficas, clinicas y de laboratorio en el
momento inicial de los 820 participantes en la evaluacion de 1995 se muestran en la Tabla 1. Todos los sujetos eran
de origen caucasico. Un total de 47 participantes experimentaron un infarto de miocardio durante el periodo de
seguimiento de 10 afios, que corresponde a una tasa de incidencia de 6,5 [IC de 95%: 4,9 a 8,6] por 1000 personas-
afo. Para el escrutinio inicial, se aplicaron matrices de miARN Human Tagman (CardA v2.1 y cardB v2.0, Applied
Biosystems) que cubrian 754 ARN no codificantes pequefios a 8 muestras reunidas, que consistian en sujetos con y
sin enfermedad vascular aterosclerdtica emparejados por diferentes factores de riesgo cardiovascular
(hipercolesterolemia, tabaquismo, hipertension, diabetes) como se ha descrito previamente (32). De los 148 miARN
con valores Ct <36, 130 miARN fueron detectados utilizando fluidos CardA y, por tanto, todos los analisis posteriores
se centraron en este conjunto de datos. El andlisis de redes reveld siete miARN como dianas prometedoras que eran
detectables de forma fiable en la circulacion (32). Estos fueron seleccionados y medidos en toda la cohorte Bruneck
(n = 820). Se cuantificaron otros doce miARN como parte de un proyecto en curso sobre la osteoartritis (n = 820).
Los niveles de miRNA estaban fuertemente correlacionados entre si, alcanzando algunos una correlacion casi
perfecta, p. ej. miR-24 y miR-223, r = 0,939. La dependencia compleja de los miARN en los participantes que
padecieron y no padecieron IM fue escrutada adicionalmente como perfiles de correlacion miARN-miARN.

Asociacion con incidentes de IM. Los miARN asociados con incidentes de IM fueron seleccionados utilizando dos
enfoques diferentes: (1) La regresion de Cox por etapas con comparacion de AIC, un criterio que tiene en cuenta
tanto la bondad de ajuste como el nimero de parametros en el modelo, identificdé dos combinaciones preferidas de
miARN: miR-126/-197/-223 y miR-126/-197/-24 (AIC ~ 563 cada una con 6 grados de libertad). (2) En el analisis de
regresion de Cox penalizado L1, miR-126, miR-197 y miR-223 mostraron la asociacion mas fuerte con incidentes de
IM en cualquier nivel de penalizaciéon (A1) y emergieron como los miARN que requerian As mas alto para que sus
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coeficientes de regresion se redujeran a cero (Figura 1B), mientras que miR-24 se comport6 peor. En consecuencia,
los autores de la presente invencion dieron preferencia a la combinacion de miR-126/-197/-223 excluyendo el miR-
24. MiR-126 mostr6 una asociacion positiva con el IM, mientras que miR-197 y miR-223 se relacionaron
inversamente con el riesgo de enfermedad (Figura 2). También se obtuvieron resultados similares después de la
normalizacion al valor medio de Ct de todos los miARN evaluados. No hubo ninguna modificaciéon del efecto por
sexo, diabetes o enfermedad cardiovascular preexistente (Tabla 2A y 2B (Tabla 2B es una versién mejorada de la
Tabla 2A en donde la normalizacion de los datos ha sido corregida). Cuando los otros miARN se afiadieron
individualmente al modelo multivariable que ya incluia miR-126/-197/-223, ninguno alcanzo6 significacion estadistica.
En un subanalisis, miR-223 mostré una asociacion mas fuerte con el IM fatal que con el no fatal pero fue igualmente
predictivo para los eventos tempranos (1995-2000) y tardios (2000- 2005) (datos no mostrados). En contraste, miR-
126 y miR-197 fueron sélo predictivos de eventos tempranos (datos no mostrados). Estos resultados fueron similares
para la normalizacion a U6 o el valor Ct promedio de todos los miARN.

Estudio de intervencion. Para explorar el origen celular de los miARN circulantes, se sometieron voluntarios sanos (n
= 11) a I/R de la extremidad generada por el inflacion del manguito. Las muestras de plasma se recogieron en el
momento inicial y a los 10 min, 1h, 5h, 2 dias y 7 dias después de la lesién (Figura 3A). Las caracteristicas clinicas
de la poblacién del estudio se muestran en la Tabla 3. Treinta miARN, incluidos los miARN asociados con IM en el
estudio de Bruneck, fueron evaluados por medio de QPCR. El analisis computacional utilizando el algoritmo de
Agrupacion Temporal por Propagacion de Afinidad basado en la expresion promedio de miARN en el momento
inicial y con el tiempo identificé 6 grupos de miARN distintos (Figura 3B). El Grupo 2 fue de particular interés: todos
los miARN asociados con un futuro IM (miR-126, miR-223, miR-197 y miR-24) fueron parte de este grupo
caracterizado por un aumento temprano en 1h y una en la elevacion sostenida hasta 7 dias después de la lesion por
I/R (Figura 4). También se incluyd miR-21. Los resultados fueron consistentes con los diferentes métodos de
normalizacion (control de cel-miR-39 afiadido exdgeno y valores de Ct sin ajustar). La respuesta de otros miARN a la
lesion por I/R se muestra en la Figura 5. Las correlaciones significativas de los niveles en plasma de microARN en el
momento inicial con el dimero D, un producto de degradacién de la fibrina y el marcador de la fibrindlisis endégena,
se ponen de relieve en la Tabla 4.

Contribucién de las plaquetas. La lesion por I/R induce la activacion de plaquetas (33, 34) y recientemente se ha
demostrado que las plaquetas contienen miARN. (2, 22) Para someter a ensayo una posible contribuciéon de las
plaguetas a los cambios de miARN observado después de la I/R, se llevé a cabo el escrutinio de los miARN en
preparaciones de plaquetas y microparticulas de plaquetas derivadas de plaquetas activadas por trombina. Los
miARN que constituyen grupo de interés de los autores de la presente invencion (miR-223, -126, -24, -21 y -197)
fueron algunos de los miIARN mas abundantes en plaquetas (Figura 6A) y microparticulas de plaquetas (Figura 6B).
Una comparacion con las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y las células endoteliales (CE)
confirmoé que miR-223 y miR-24 se encontraban predominantemente en las plaquetas (PLT), mientras que miR-197
también estaba presente en las PBMC. Por el contrario, las células endoteliales estaban fuertemente enriquecidas
con miR-126 y miR-21, pero eran detectable en las plaquetas, aunque a concentraciones mucho mas bajas (Figura
6¢, panel superior). El origen plaquetario de estos miARN circulantes fue apoyado ademas por una correlacion
significativa (excepto el miR-21) con el recuento de MPP a los 2 dias de la lesién por I/R (Figura 6C, panel inferior).
En comparacion, no se obtuvo ninguna asociacion para microparticulas endoteliales y de eritrocitos (datos no
mostrados). Por lo tanto, el ajuste de los miARN derivados de plaquetas puede refinar la contribucion endotelial al
contenido de miR-126 en la circulacién. Esto concuerda con los resultados de los autores de la presente invencion a
partir del estudio de Bruneck, donde el ajuste de miR-197 y miR-223 expone la direccionalidad opuesta de los
cambios en el miR-126 de los participantes con IM posterior (Figura 2).

Los datos de la Tabla 5 de las 3 mejores combinaciones de miARN demuestran que diversas combinaciones de los
marcadores son Utiles para determinar el nivel de activacion de las plaquetas. En particular, los datos de la Figura 7
muestran que las mejores combinaciones son: i) miR-126, miR-197 y miR-223; y ii) el miR-126, miR-197 y miR-24.

Los datos proporcionados también demuestran que los niveles de los miARN disminuyen cuando los voluntarios
sanos o los pacientes reciben terapia anti-plaquetas. Por consiguiente, los niveles de los miARN se pueden utilizar
para controlar la eficacia de la terapia anti-plaquetas.

Discusion

miARN como biomarcadores para el IM. En el analisis, los autores de la presente invencién tienen en cuenta siete
miARN que surgieron como dianas prometedoras para la enfermedad cardiovascular en el escrutinio previo y
mostraron una topologia de red uUnica (32). Tres de estos miARN formaron parte de una firma para el IM: miR-126,
miR-197 y miR-223. Los resultados fueron independientes de los factores de riesgo vascular clasicos, estables en
subgrupos (hombres y mujeres, diabéticos y no diabéticos, participantes con y sin enfermedad cardiovascular previa)
y robustos cuando se utilizaron enfoques estadisticos distintos. Otros doce miARN no estaban relacionados con la
enfermedad vascular aterosclerética en el escrutinio previo y no alcanzaron significacion en el analisis principal. Se
considera que MiR-223 es un miARN especifico mieloide que actia como un fino sintonizador de la produccién de
granulocitos y de la respuesta inflamatoria (13, 24, 27). El MiR-197 se ha descrito como diferencialmente expresado
en los tumores (17, 26). Por el contrario, las células endoteliales estan muy enriquecidas con miR-126 que facilita la
sefalizacion de VEGF (8). Sin embargo, poco se sabe sobre el origen celular de estos miARN en la circulacion.
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Respuesta de miARN después de la lesion por IR. Basandose en los perfiles de expresion después de la lesion por
IR, miR-126, miR-197 y miR-223 eran parte de un grupo que también incluia miR-21 y miR-24. Todos estos miARN
son altamente expresados en las plaquetas y microparticulas de plaquetas. Esta es, segun el conocimiento de los
autores de la presente invencion, la primera vez que se ha definido la contribuciéon de un tipo celular especifico a los
miARN circulantes por una intervencion controlada. Los presentes hallazgos amplian las observaciones anteriores
de los autores de la presente invencién a pacientes con diabetes (32) y plantean la posibilidad de que la pérdida
observada de varios miARN, incluyendo miR-126, miR-197, miR-223, miR-24 y miR-21, pueda reflejar una funcion
plaquetaria anormal en pacientes diabéticos. Una reduccion de miARN de plaquetas podria reflejar una disminucion
en el contenido de miARN de plaquetas, un aumento del aclaramiento de microparticulas de plaquetas por las
células inflamatorias o un deterioro de la resolucién de trombos. Por el contrario, los cambios de miR-126 en
participantes con futuro IM no siguieron la misma direccionalidad que miR-197 y miR-223, argumentando en contra
de un origen plaquetario comun. Los mayores niveles de miR-126 circulante podrian estar en consonancia con los
informes anteriores que implicaban las microparticulas endoteliales como biomarcadores del dafio vascular y el
aumento del riesgo cardiovascular (25). En cualquier caso, los descubrimientos de los autores de la presente
invencion recomiendan precaucion en la interpretacion de los cambios de miARN individuales aislados. Debido a que
los miARN circulantes estan altamente correlacionados, los patrones globales de expresion deben ser estudiados
mediante la representacion de los datos de miARN como redes de co-expresion. Las firmas de miARN en lugar de
los miARN individuales pueden ser biomarcadores mas fiables para los eventos cardiovasculares.

Plaquetas - un miARN-oma poco explorado. Es de destacar que varios de los miARN de plaquetas mas abundantes
han sido implicados previamente en patologias cardiovasculares: miR-126 como maestro regulador de la
homeostasis endotelial y la integridad vascular, miR-21 como mediador de la fibrosis cardiaca (28), aunque esto es
discutido por otros (21) - y miR-24 como inductor de la apoptosis endotelial después de un infarto de miocardio (7).
La presencia de estos miARN dentro de las plaquetas, sin embargo, no se tuvo en cuenta a la hora de interpretar
estos estudios. A pesar de la importancia funcional de que los miARN de plaquetas son actualmente desconocidos,
es concebible que la inhibicidn sistémica de los miARN, que también son abundantes en las plaquetas, pueda alterar
la funcion plaquetaria y contribuir a los fenotipos cardiovasculares observados. Ademas, se debe tener cuidado en el
disefio de los estudios de control de casos para el analisis de biomarcadores. Las comparaciones de los miARN
circulantes entre los pacientes con enfermedad cardiovascular manifiesta y controles sanos, por ejemplo, son
susceptibles de ser confundidas por la medicacioén, en particular, por la terapia anti-plaquetas.

miARN de plaquetas como biomarcadores. La terapia combinada (aspirina + inhibidores de P2Yq;) se utiliza
comunmente para el tratamiento de sindromes coronarios agudos y la prevencion de eventos coronarios después de
la colocacion de un dispositivo intraluminal, pero todavia no hay una medida ideal generalmente aceptada de la
activacion de las plaquetas que se utiliza ampliamente como co-diagnostico. La aspirina inhibe la produccion de
tromboxanos. Los inhibidores de P2Y;, tales como el clopidogrel, prasugrel, ticagrelor actiuan inhibiendo los
receptores de adenosina. Por lo tanto, sus mecanismos son complementarios y la inhibicion reiterativa de las
plaquetas aumenta la probabilidad de sangrado, que se convierte en un peligro para la vida en algunos pacientes.
Por el contrario, los sujetos con variantes genéticas de la enzima hepatica CYP2C19 no estan protegidos porque el
clopidogrel no se convierte de manera eficaz en un metabolito activo (Mega JL et al., N Engl J Med 2009, 360: 354-
362; Mega JL et al., Jama. 2012, 307:1482-1483). Después de la activacion de las plaquetas, comienza la liberacion
de las microparticulas de plaquetas (MPP), en el plazo de minutos, a la circulacién (Tans G, et al., Blood. 1991, 77:
2641-2648; Heijnen HF et al., Blood 1999, 94:3791-3799). Debido a su pequefio tamario e inestabilidad, las MPP son
dificiles de medir y no son adecuados para los ensayos clinicos de rutina. Por el contrario, los miARN son estables y
facilmente determinados por medio de gPCR. Por lo tanto, los miARN de plaquetas pueden ser Utiles como prueba
de punto de atencién para la adaptacion de las terapias anti-plaquetas. Esto ofreceria una necesidad clinica
insatisfecha de biomarcadores mas fiables de la activacion de las plaquetas para reducir el riesgo de complicaciones
hemorragicas que ponen en riesgo la vida al tiempo que garantizaria la eficacia del tratamiento. Otras aplicaciones
clinicas de un analisis de miARN de plaquetas incluyen el diagndstico de trastornos relacionados con las plaquetas,
el control de la resolucion o recurrencia de trombos, y la exploracion del cumplimiento del paciente con la terapia
antiplaquetaria prescrita.
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Tabla 1. Caracteristicas en el momento inicial de la poblacién del Estudio de Bruneck.

Los valores son las medias (DT) o los numeros (porcentajes) a menos que se indique de otro modo.
* Las variables fueron transformadas en loge para su andlisis y se presentan como la media geométrica (DT

geomeétrica).

cardiovasculares, n (%)

14

Variables Todos los Incidente de infarto de |Valor P
participantes miocardio
(n=820) Si No
(n=47) (n=773)
Demografia y estilo de vida
Edad, afos 62,9(11,1) | 70,0 (9,6) 62,4(11,1) | <0,001
Sexo fememino, 409 (49,9) 17(36,2) 392 (50,7)| 0,070
n (%)
Fumador/ex- 372 (45,4) | 23 (48,9) 349 (45,2)| 0,652
fumador, n (%)
Consumo alcohol, 23,8 (31,2) | 25,0(34,1) 23,7 (31,0) 0,781
g/d
Examen fisico
indice Masa 25,7(3,9) | 26,4 (4,9) 25,6 (3,8)| 0,165
Corporal,
kg/m2
Razon cintura- 0,9(0,1) 1,0 (0,1) 0,9(0,1)| 0,012
cadera, cm/cm
Presion arterial 148,2 (20,6) 155,9| 147,7 (20,4)| 0,008
sistolica, mmHg (22,9)
Presion arterial 87,1(9,1)| 87,7(8,9) 87,0(9,2)| 0,646
diastolica, mmHg
Marcadores lipidicos
Colesterol total, mmoles/L 6,0 (1,1) 6,4 (1,4) 59(1,1)| 0,003
Colesterol HDL, mmoles/L 1,5 (0,4) 1,5 (0,5) 1,5(0,4)| 0,762
Colesterol LDL, mmoles/L 3,8(1,0) 4,1 (1,3) 3,7(1,0) | 0,033
Triglicéridos, mmoles/L* 1,3 (1,7) 1,4 (1,7) 1,3(1,7)| 0,223
Apolipoproteina A-l, g/L 1,7 (0,3) 1,7 (0,3) 1,7 (0,3) | 0,926
Apolipoproteina B, g/L 1,2 (0,3) 1,3 (0,4) 1,2 (0,3) | 0,004
Marcadores Inflamatorios
Leucocitos, x 10%/L 6,5 (1,7) 6,9 (1,5) 6,5(1,7)| 0,111
Proteina C reactiva, nmoles/L* 17,1 (2,8) | 22,2 (2,5) 16,8 (2,8) | 0,070
Fibrinégeno, g/L 2,9 (0,8) 3,1(0,6) 2,9(0,8) 0,023
Diabetes
Diabetes tipo 2, n (%) 82 (10,0) 6(12,8) 76 (9,8) | 0,457
HbA1c, % 5,8(3,7) 6,7 (7,5) 5,7(3,4) | 0,074
Enfermedades previas
Enfermedades 57 (7,0)| 12 (25,5) 45 (5,8) | <0,001
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Tabla 2A. Analisis de interaccion de la asociacion entre miARN selectivos e infarto de miocardio (IM).

Subgrupos Razon de riesgo (IC 95%) para infarto de miocardio por 1 incremento DT de
loge miRNA*
MiR-126 | MiR-197 | MiR-223

Diagnéstico de diabetes

Si 0,23 (0,09-0,67) 1,06 (0,363 ,14) 1,46 (0,613 51)

No 0,43 (0,23-0,79) 1.86 (1,043 ,34) 2 31(1,31-4,07)
Pinteraccion=0 ,131 Pinteraccion=0 ,268 Pinteraccion=0 ,286

Sexo

Varén 0,39 (0,21-0,73) 1,57 (0,86-2.89) 1,95 (1,053 .63)

Mujer 0,42 (0,20-0,90) 2 50 (1,145 51) 2 68 (1,305 53)

Pinteraccion= 0,814

Pinteraccion=0 ,209

Pinteraccion=0- 392

Historial de enfermedad cardiovascular

Si

0,41(0,22-0,76)

2,02 (1,10-3,70)

2,29 (1,284 ,08)

No

0,30 (0,12-0,79)

1,19 (0,53-2,70)

1,83 (0,74-4 54)

Pinteraccion=0 ,486

Pinteraccion=0 , 189

Pinteraccion=0 ,624

* Todos los modelos de Cox incluian un término de interaccion de diabetes, sexo o historial de
enfermedad cardiovascular con el miRNA de interés, mas las variables de edad, sexo, condiciéon de
fumador (fumador vs , no fumador), presion arterial sistélica, colesterol LDL, diabetes, historial de
enfermedad cardiovascular, miR-126, miR-197 y miR-223.

Tabla 2B. Analisis de interaccidn de la asociacion entre los miARN seleccionados e incidentes de infarto de
miocardio (IM).

Subgrupos Razon de riesgo (IC 95%) para infarto de miocardio
por 1 incremento DT de loge miRNA*
Num. de Tasa de MiR-126 MiR-197 MiR-223
eventos de IM incidencia (por
1000 personas
afo)
Diagnostico de diabetes
Si 6 7,9 (3,6-17,6) 4,07(1,63-10,13) | 0,85 (0,32-2,25) | 0,70(0,26-1,85)
No 41 5,2 (3,8-7,0) 2,35 (1,28-4,30) | 0,55 (0,32-0,94) | 0,47(0,29-0,75)
Pinteraccion=0,174 Pinteraccion=0,337 Pinteraccion=0,405
Sexo
Varén 30 7,2 (5,0-10,3) 2,61 (1,40-4,88) | 0,64 (0,36-1,12) | 0,52(0,31-0,88)
Mujer 17 3,7 (2,3-6,0) 2,36 (1,12-4,96) | 0,42(0,21-0,85) 0,42(0,23-0,77)
Pinteraccion=0, 755 Pinteraccisn=0,206 Pinteraccion=0,491
Historial de enfermedad cardiovascular
Si 12 25,0 (14,2-440) | 2,45(1,34-447) | 0,81(0,37-1,80) 0,47(0,29-0,76)
No 35 4,3 (3,1-5,9) 3,25 (1,28-8,25) | 0,52 (0,30-0,90) | 0,55(0,24-1,23)
Pinteraccisn=0,490 Pinteraccion=0,252 Pinteraccion=0,711

* Todos los modelos de Cox incluian un término de interaccion de diabetes, sexo o historial de enfermedad
cardiovascular con el miRNA de interés, mas las variables de edad, sexo, condicion de fumador (fumador vs. no
fumador), presion arterial sistdlica, colesterol LDL, diabetes, historial de enfermedad cardiovascular, miR-126, miR-
197 y miR-223. (modelo multivariable 2).
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas de los voluntarios sanos (n=11).

Varén, n (%) 9 (82%)
Edad, aios 30+12,2
Sodio, mmoles/L 141,36 + 2,06
Potasio, mmoles/L 4,65+ 0,35
Urea, mmoles/L 5,58 +0,73
Creatinina, pmoles/L 76,28 + 29,43
Calcio, mmoles/L 2,23 +0,08
Albumina, g/dL 42,83 + 13,66
Fosfatasa alcalina Ul/L 56 + 21,82
Bilirrubina, mg/dL 10,81 + 9,67
Alanina transaminasa, UI/L 25,72 17,77
Gamma-glutamil 24,27 + 13,61
transpeptidasa, Ul/L

Glucosa, mg/dL 5,12 + 0,81
INR 1,02 £ 0,06
Colesterol total, mg/L 4,43 +1,27
HDL, mmoles/L 1,56+ 0,6
LDL, mmoles/L 2,5+0,98
Triglicéridos, mmoles/L 0,83 +0,53
Proteina C reactiva, mg/dL <0,5

INR indica la Razén
Normalizada Internacional
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Combinaciones MiR

MiR-24, -126, -197

MiR-24, -126, -150

MiR-126, -197, -223

MiR-3423p, -24, - 126

MiR-24, -126, -146b

MiR-320, -24, -126

MiR-191, -24, -126

MiR-283p, -24, -126
MiR-25, -24, -126

let7e, miR-24, -126

MiR-486, -24, -126

MiR-24, -126, -454

MiR-140, -24, -126

MiR-24, -126, -223

MiR-122, -24, -126

MiR-93, -24, -126

let7b, miR-24, -126
MiR-21, -126, -197

MiR-93, -126, -197

MiR-320, -126, -223

AIC

564,9772949

566,5112915

565,0547485

567,0376587

566,605957

565,9118652

567,0245972

566,0445557
567,6636963

566,3652344

566,9111938

567,1853027

567,2825928

567,4731445

567,4348755

567,1271362

567,6226196
565,9361572

564,0219116

567,2560425
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Tabla 5

Cambio indice C

0,0308
(-0,0290, 0,0907)

0,0217
(-0,0424, 0,0857)

0,0366
(-0,0158, 0,0889)

0,0238
(-0,0326, 0,0802)

0,0188
(-0,0381, 0,0757)

0,0226
(-0,0325, 0,0777)

0,0195
(-0,0357, 0,0747)

0,0213
(-0,0333, 0,0760)

0,0212
(-0,0327, 0,0752)

0,0209
(-0,0324, 0,0741)

0,0197
(-0,0354, 0,0749)

0,0202
(-0,0346, 0,0750)

0,0188
(-0,0355, 0,0732)

0,0199
(-0,0350, 0,0748)

0,0198
(-0,0348, 0,0744)

0,0215
(-0,0332, 0,0763)

0,0448
(-0,0055, 0,0951)

0,0211
(-0,0220, 0,0642)
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NRI

16,54
(-2,32, 35,40)

17,24
(-2,05, 36,53)

16,86
(-1,99, 35,71)

19,37 (0,54, 38,19)

16,70
(-1,18, 34,58)

17,08
(-1,29, 35,45)

14,26
(-3,13, 31,64)

13,78
(-3,59, 31,15)

0,0182 (-0,0381, 0,0746) | 13,14 (-4,25, 30,54)

11,81
(-5,07, 28,69)

11,33
(-5,54, 28,21)

13,62
(-3,77, 31,01)

13,78
(-3,60, 31,16)

16,07
(-1,81, 33,94)

13,46
(-3,92, 30,84)

13,62
(-3,77, 31,01)

13,94
(-3,44, 31,32)

16,54
(-1,34, 34,43)

20,32 (2,44, 38,21)

IDI

0,0555 (0,0076, 0,1034)

0,0515 (0,0089, 0,0941)

0,0473 (0,0050, 0,0896)

0,0470 (0,0094, 0,0845)

0,0447 (0,0073, 0,0822)

0,0434 (0,0095, 0,0773)

0,0430 (0,0075, 0,0785)

0,0427 (0,0077, 0,0778)
0,0419 (0,0050, 0,0788)

0,0415 (0,0075, 0,0756)

0,0410 (0,0055, 0,0766)

0,0407 (0,0058, 0,0755)

0,0406 (0,0060, 0,0752)

0,0404 (0,0059, 0,0749)

0,0402 (0,0055, 0,0749)

0,0401 (0,0058, 0,0745)

0,0398 (0,0062, 0,0734)

0,0373 (-0,0160, 0,0905) | 15,37 (-2,03, 32,77) |0,0394 (-0,0003, 0,0791)

0,0392 (0,0020, 0,0764)

0,0310 (0,0069, 0,0551)
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar la actividad de las plaquetas en un individuo que comprende determinar en
una muestra de plasma o suero obtenida de un individuo el nivel de al menos un microARN seleccionado
del grupo que consiste en miR-126, miR-197, miR-223, miR-24 y miR -21.

2. Un método de control de la eficacia de una terapia anti-plaguetas, comprendiendo el método las etapas
de determinar el nivel de al menos un microARN seleccionado del grupo que consiste en miR-126, miR-
197, miR-223, miR-24 y miR-21 en una muestra de plasma o suero obtenida de un individuo antes de la
terapia, determinar el nivel de al menos un microARN seleccionado del grupo que consiste en miR-126,
miR-197, miR-223, miR-24 y miR-21 en una muestra de plasma o suero obtenida de un individuo durante
o después de la terapia, y comparar los niveles determinados en el individuo antes y durante o después
de la terapia.

3. Un método de prediccion y/o diagnostico de un trastorno relacionado con plaquetas que comprende
determinar en una muestra de plasma o suero obtenida de un individuo el nivel de al menos un microARN
seleccionado del grupo que consiste en miR-126, miR-197, miR-223, MIR-24 y miR-21, y comparar el
nivel determinado en el individuo con un nivel de control.

4. Un método de control de la progresion de un trastorno relacionado con plaquetas que comprende las
etapas de determinar el nivel de al menos un microARN seleccionado del grupo que consiste en miR-126,
miR-197, miR-223, miR-24 y miR-21 en una muestra de plasma o suero obtenida de un individuo en un
primer punto temporal, determinar el nivel de al menos un microARN seleccionado del grupo que consiste
en miR-126, miR-197, miR-223, miR-24 y miR-21 en una muestra de plasma o suero obtenida de un
individuo en un segundo punto temporal, y comparar los niveles determinados del individuo en los puntos
temporales primero y segundo.

5. Un método de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, en donde se determinan los niveles de
una pluralidad de microARN seleccionados del grupo que consiste en miR-126, miR-197, miR-223, miR-
24 y miR-21.

6. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde se determina el nivel
de al menos dos microARN seleccionados del grupo que comprende miR-126, miR-197 y miR-223 o miR-
24.

7. Un método de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde se determinan los niveles de:
i) miR-126, miR-197 y miR-223;
i) miR-126, miR-197 y miR-24;
i) miR-126, miR-24 y miR-150;
iv) miR-223, miR-126 y miR-93; o
v) miR-126, miR-197, miR-223 y miR-24

8. Un método de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde se determinan los niveles de i) miR-126, miR-
197 y miR-223; 0 i) miR-126, miR-197 y miR-24.
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