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RESUMEN

RESUMEN

Después de un infarto agudo de miocardio (IAM) puede aparecer un fenbmeno
denominado remodelado ventricular adverso consistente en un adelgazamiento y
dilatacion ventricular progresiva que aboca a la aparicion de sintomas de insuficiencia
cardiaca (IC). Aunque los tratamientos farmacoldgicos, la terapia de reperfusion
coronaria y la resincronizacion han atenuado la progresion de este fendmeno, su
prevencion sigue siendo un reto para la cardiologia. En la dltima década, la terapia
celular proporcioné resultados prometedores en modelos animales de remodelado
postlAM que no se han confirmado, en gran medida, al trasladarlos a la clinica, por lo
gue era necesaria la busqueda de nuevas estrategias. Teniendo en cuenta que el
tamafo del infarto es el principal predictor de remodelado adverso y que el fendmeno
de cicatrizacion requiere de oxigeno y nutrientes, intentar mejorar la red microvascular
para salvar células y reparar correctamente el area dafiada parece una terapia
plausible. Sin embargo, los ensayos clinicos administrando factores proangiogénicos
aislados para formar nuevos vasos no han obtenido los resultados esperados. La
angiogénesis depende del equilibrio entre multiples factores pro y antiangiogénicos,
por lo que la administracién de un solo factor puede verse contrarrestada por cambios
en otros. La capacidad de los microRNAs para modular multiples proteinas de vias
funcionalmente relacionadas los ha convertido en una nueva diana terapéutica. Los
microRNAs son pequefios oligonucleétidos que reprimen la sintesis de proteinas
regulando procesos fisiolégicos y fisiopatolégicos. Algunos de ellos regulan la
angiogénesis controlando la proliferaciéon, diferenciacién y migracién de las células
endoteliales. Ademas, el descubrimiento de que se puede modificar la expresién de
dichos microRNAS, sobreexpresandolos o bien silenciandolos mediante antagomires,
signific6 el nacimiento de una nueva terapéutica. Estudios experimentales han
demostrado que podemos regular los genes vasculares in vitro e in vivo. Uno de
dichos estudios revelé que el miR-92a juega un rol critico en la neovascularizacion
postnatal y en un modelo de IAM en ratén la administracion de su antagomir
especifico, el antagomir-92a, en inyecciones repetidas por via intravenosa, indujo
crecimiento de nuevos vasos en la cicatriz, mejorando la recuperacién contractil
postinfarto. Sin embargo, el cluster 17-92a, donde se encuentra el miR-92a es ubicuo
y se ha relacionado con la aparicion y progresion de algunos tumores, lo que genera
preocupacion sobre la seguridad de la via intravenosa. La penetracién no selectiva en

células normales a distancia puede generar efectos adversos. Ademas, diferencias



RESUMEN

farmacocinéticas como el volumen de distribucién entre los animales pequefos y el ser
humano representan obstaculos en la translacion de la terapia con antagomires a
situaciones clinicas. El propdsito de nuestro trabajo fue desarrollar un nuevo método
para liberar antagomir-92a directamente en el tejido enfermo por via intracoronaria, asi
como demostrar su efecto biolégico sobre los cambios inherentes al remodelado
ventricular. Ello nos parecié de gran interés porque sus conclusiones podrian
condicionar la futura translacion a pacientes, asi como la posibilidad de extenderlo a
otros antagomires y a otras afecciones patolégicas. Desarrollamos microesferas (ME)
biodegradables de &cido polilactico-co-glicdlico (PLGA) que quedan retenidas en los
microvasos de la region infartada, evitando la biodistribucién sistémica y siendo
seguras localmente. Utilizamos un modelo porcino adulto, superando las limitaciones
asociadas a diferencias de tamafio entre especies, y cronico, para observar los efectos
sobre el remodelado, que acontece semanas después de un infarto. Esta es la primera
vez que se demuestra que la administracién intracoronaria de antagomir-92a
encapsulado en microesferas genera vasos de forma significativa, lo que conduce a la
prevencion de la aparicion de remodelado adverso al mes postlAM. Por tanto,
aportamos las primeras evidencias de que la terapia intracoronaria con antagomir-92a
encapsulado en microesferas es una terapéutica prometedora para aquellos pacientes
que sufren un infarto grande y se encuentran en riesgo de desarrollar remodelado

ventricular adverso.
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REMODELADO VENTRICULAR ADVERSO POSTIAM

El remodelado ventricular adverso es un proceso fisiopatoldégico que ocurre
hasta en el 30% de pacientes que sufren un IAM (Savoye et al., 2006; Parodi et al.,
2007; Lombardo et al., 2012). Consiste en un adelgazamiento y expansion de la pared
infartada que se inicia inmediatamente tras la lesion y se prolonga durante meses,
causando dilatacion y pérdida progresiva y global de las propiedades contractiles del
ventriculo izquierdo (VI) (Fig.1) (McKay et al.,1986; Pfeffer and Braunwald,1990). La
forma eliptica normal del VI se convierte en una forma esférica que perjudica a su
funcidn, conduciendo a la aparicidon de sintomas y signos de IC (Mitchell et al.,1992;
Wong et al.,, 2004; Buckberg et al.,, 2012). A dia de hoy, el remodelado ventricular
adverso constituye la principal causa de IC postlAM (Kirkpatrick and St John Sutton,
2012).

Oclusién del flujo coronario Infarto agudo de miocardio Remodelado ventricular adverso

Horas Dias a meses

2 Isquemia 2 Necrosis S 'Fibrosis

Figural Remodelado ventricular adverso. El remodelado ventricular adverso consiste en un adelgazamiento
y expansion de la region infartada que conduce a una dilatacion y disfuncién ventricular progresiva y
subsecuentemente al desarrollo de insuficiencia cardiaca. La aparicion de este fendmeno se asocia a una mayor
morbimortalidad postinfarto.

Con la finalidad de atenuar la elevada morbimortalidad asociada a este
proceso, se iniciaron, ya hace mas de 5 décadas, estudios para intentar encontrar los
mecanismos que subyacen en su desarrollo y progresion (Braunwald and Chidsey,
1965; Pfeffer and Pfeffer, 1988). Del conocimiento de los factores neurohormonales,
como la activacion sostenida y deletérea del sistema simpatico y del sistema renina-

angiotensina-aldosterona, surgieron los primeros tratamientos efectivos (Hokimoto et
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al.,, 1996; Adams, 2004). Los betabloqueantes, utilizados desde los afios 60 y los
inhibidores del enzima convertidor de la angiotensina, desde principios de los 80,
demostraron poder reducir el tamafio del infarto y la arritmogénesis con un mejor
pronéstico de los pacientes (Hjalmarson et al., 1981; ISIS-1 collaborative group., 1986;
Pfeffer et al., 1992). Posteriormente, nuevos farmacos como los bloqueadores del
receptor de la angiotensina, inhibidores directos de la renina y los antagonistas de la
aldosterona conseguirian, a través de un mecanismo antifibrotico, atenuar el
remodelado adverso y enlentecer la progresion de la IC (Pfeffer et al., 2003; Pitt et al.,
2003; Zannad et al., 2012).

A pesar de los avances farmacolégicos, la verdadera revolucién la constituy6 el
advenimiento de la terapia de reperfusion, a principios de los 80, capaz de salvar
miocardio y cambiar la historia natural del infarto (Popovi¢ et al., 1994; Lamas et al.,
1995; Brodie et al., 1996). Puso en evidencia que la extension de la necrosis es el mas
fuerte predictor de desarrollo de remodelado adverso tras un IAM (Loboz-Grudzieh et
al.,, 2007; Wu et al., 2008; Protti et al., 2012). La progresion del infarto, desde la
oclusion a la necrosis, ocurre rapido y usualmente se completa dentro de las primeras
pocas horas del inicio de los sintomas (Connelly et al., 1982; Garcia-Dorado et al.,
1989). Cualquier intervencién que pretenda limitar el tamafio del infarto y prevenir
eventos adversos debe iniciarse muy precozmente. A pesar de establecer sistemas
asistenciales y planes estratégicos de actuacion precoz, son frecuentes todavia, largos
retrasos hasta la revascularizacion percutanea (Rodriguez-Leor et al., 2011). Los
tiempos medios, desde el inicio de los sintomas hasta la atencidbn médica y aplicacién
del tratamiento, no se acortan mas alla de los 160 min (Andersen et al., 2003; Post et
al., 2012; Frébert et al., 2013) impidiendo limitar la necrosis y prevenir una
cicatrizacion deletérea postlAM. Ademas, en algunos pacientes, a pesar de restaurar
precozmente y eficazmente el flujo coronario epicardico, los microvasos,
probablemente ya basalmente comprometidos, sufren un dafo adicional severo (White
et al., 2012). Esta falta de perfusion microvascular denominada no reflow, puede
aparecer entre un 5 y un 50% de casos, y tiene consecuencias funcionales
desfavorables (Reffelmann et al., 2003; Niccoli et al., 2009; Harrison et al., 2013). Es
obvio, que un fallo de la microcirculacién lleva a una depleccion de oxigeno y
nutrientes en la cicatriz, necesarios para salvar células viables y para reparar
correctamente el miocardio (Reffelmann and Kloner, 2006). Potentes antiagregantes,
como el abciximab, y dispositivos de aspiracién de trombo han logrado reducir la

embolizacion distal y mejorar significativamente la funcién microvascular pero con
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pequefios beneficios sobre el tamafio del infarto (Rakowski et al., 2007; Vlaar et al.,
2008; Eitel et al., 2013).

Sabiendo que es dificil limitar la fase de isquemia, otras estrategias para
reducir el tamafio del infarto se centran en la fase de reperfusién coronaria. Dichas
terapias intentan reducir la muerte adicional de cardiomiocitos, que han sobrevivido al
periodo isquémico (Rodriguez-Sinovas et al., 2007). Una amplia investigacién por
nuestro grupo intenta desentrafiar los mecanismos que subyacen al dafio por
reperfusion, en busca de dianas terapéuticas (Garcia-Dorado and Oliveras, 1993;
Rodriguez-Sinovas et al., 2006; Inserte et al., 2009; Hernando et al.,, 2010; Ruiz-
Meana et al., 2011). Aunque tras cortos periodos de isquemia, y en condiciones
experimentales, se logra reducir muy significativamente el tamafio del infarto (Inserte
et al., 2000; Inserte et al., 2002; Garcia-Dorado et al., 2009), su translaciéon a la
especie humana globalmente fracasa (Fokkema et al., 2009; Desmet et al., 2011;
Kloner, 2013). Ello se atribuye principalmente a la ventana terapéutica en la que se
presentan los pacientes, en la que la gran mayoria de cardiomiocitos no han logrado

sobrevivir al insulto isquémico, sin sustrato para salvar.

Finalmente, del conocimiento de los factores mecanicos, como una mayor
tension de pared y un mayor grado de disincronia ventricular, que acentlan la
dilatacion de un miocardio ya mal cicatrizado, surgio la terapia de resincronizacion
ventricular (Choi et al.,, 2011; Abd-Elmoniem et al., 2012). Repetidos estudios han
demostrado un impacto muy significativo sobre la reduccion de la morbimortalidad y
sobre el enlentecimiento en la progresion de dicho fenédmeno (Ghio et al., 2009; Linde
et al., 2013).

Sin embargo, a pesar de aplicar un tratamiento médico 6ptimo, una estrategia
de reperfusién coronaria con dispositivos de Ultima generacién y resincronizacion
ventricular seguimos visitando pacientes que desarrollan remodelado ventricular
adverso, fruto de una necrosis miocardica extensa (Parodi and Antoniucci, 2010;
Carluccio et al., 2011). Ademas, la mayor supervivencia global de dichos pacientes
junto al progresivo envejecimiento de la poblacién han convertido a su consecuencia,

la IC postlAM, en una epidemia emergente (Yancy et al., 2013).



Seguir investigando y explorar nuevas estrategias terapéuticas capaces de
abolir el fenbmeno de remodelado adverso y sus consecuencias continua siendo un

reto para la cardiologia.
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REMODELADO VENTRICULAR ADVERSO Y ANGIOGENESIS 2

Tras aceptar que los maximos esfuerzos por salvar miocardio no pueden
aplicarse a un porcentaje considerable de pacientes, por la rapidez en la que ocurre la
muerte celular, se iniciaron en la Ultima década investigaciones sobre la posibilidad de
regenerar miocadio (Taylor et al., 1998; Orlic et al., 2001; Anversa and Nadal-Ginard,
2002). Los primeros estudios demostraron que el corazén tiene una capacidad
regenerativa intrinseca a partir de células madre residentes, que se transdiferencian
en cardiomiocitos (Beltrami et al., 2001; Bergmann et al., 2009). También se observo
que tras un IAM y tras un transplante cardiaco se produce una movilizacion de
progenitores extracardiacos hacia el corazén, que se transforman en células cardiacas
(Laflamme et al., 2002; Mduller et al., 2002; Quaini et al., 2002). La capacidad de
regeneracion de estos mecanismos intrinsecos es insuficiente para suplir el miocardio
destruido de una forma funcionalmente adecuada. Sin embargo, estos hallazgos
llevaron a postular que la administracion de progenitores celulares pluripotenciales
conseguiria, a través de la transdiferenciacion y mecanismos paracrinos, regenerar el
tejido dafiado y mejorar su funcién contractil (Kamihata et al., 2001; Kawamoto et al.,
2001; Orlic et al., 2001; Tomita et al., 2002). Un nimero exponencialmente mayor de
investigadores se apresuraron en busca de la mejor célula y la mas idénea via de
administracion (Fernandez-Avilés et al.,, 2004; Wollert et al., 2004; Janssens et al.,
2006; Lunde et al., 2006; Menasché et al., 2008). Los resultados experimentales
iniciales fueron alentadores pero de nuevo, estudios posteriores, mostraron que la
terapia celular tiene escasa capacidad para generar nuevos cardiomiocitos (Tongers et
al., 2011). Consistentemente, los ensayos clinicos randomizados fallaron en demostrar
mejorias clinicamente relevantes de la funcion miocardica y evidenciaron
incompentencia para prevenir, de manera significativa, la dilatacién progresiva del

ventriculo izquierdo (Meyer et al., 2009; Delewi et al., 2013).

Si por el momento la génesis de nuevo miocardio no parece una estrategia
realista para prevenir el remodelado adverso, quizas el intentar salvar cardiomiocitos y
células intersticiales que han permanecido viables, pueda suponer una estrategia

adecuada. Dichos fibroblastos salvados podrian desarrollar propiedades miofibrilares y



INTRODUCCION

generar tejido conectivo suficiente y de calidad para lograr una fibrosis reparativa y
prevenir el adelgazamiento y expansién ventricular progresiva (Sun and Weber, 2000;
van den Borne et al., 2010; Nong et al., 2011; Chen H et al., 2013; Turner and Porter,
2013). Asimismo, las células involucradas en vias de sefalizacion encargadas de
atenuar respuestas inflamatorias excesivas, estrés oxidativo y evitar la degradacion de
la matriz intersticial podrian funcionar correctamente (Hori and Nishida, 2009; Panizzi
et al., 2010; Chen et al., 2012; Weir et al., 2012). Es obvio, que tanto la supervivencia
celular como el proceso de cicatrizacidn requieren del aporte de sangre oxigenada y
nutrientes (Nakagawa et al., 2008; Davis et al., 2012).

Sin embargo, el area dafiada esta desprovista de vasos, algunos necrosados,
otros ocluidos por embolizacién de la microcirculacion, y otros funcionalmente
inhabilitados, como ocurre frecuentemente en el seno de un infarto (Ramaraj and
Movahed, 2008; White et al., 2012). La asociacién entre un peor estado de la
microcirculacion y la aparicion de remodelado adverso ha sido observado de forma
repetida en diferentes estudios (Galiuto et al., 2008; @rn et al., 2009; Weir et al., 2010).

Ademas de un peor estado anatdomico, una peor situacién funcional de los
vasos, ha sido también relacionado con este fendmeno. Estudios experimentales han
evidenciado una relacién directa entre los niveles de angiotensina-(1-7), un péptido
con propiedades vasodilatadoras que incrementa la perfusién coronaria, con una
atenuacion de la disfuncion ventricular postlAM (Crackower et al., 2002; Loot et al.,
2002). La administracion de la enzima convertidora de la angiotensina 2 (ACE-2)
recombinante humana, el enzima que fragmenta la angiotensina-Il en angiotensina-(1-
7), ha logrado atenuar el desarrollo de remodelado adverso en un modelo murino
(Zhong et al., 2004). Asimismo, unos peores niveles de reserva de flujo coronario (Qc)
en la parte mas distal de la arteria descendente anterior (LAD), a las 24 horas
postangioplastia primaria por un IAM anterior, se asocian, de forma independiente, a

remodelado ventricular adverso (Meimoun et al., 2010).

Aunque la angiogénesis es un mecanismo natural, que se estimula por la
isquemia para restaurar la perfusion miocardica en el miocadio afectado, la rapidez e
intensidad en la que se necesita tras un IAM permiten entender que los mecanismos
intrinsecos sean funcionalmente insuficientes. Consecuentemente, intentar generar
nuevos vasos en la zona de lesidn mediante la estimulacion de la neoangiogénesis
podria representar una estrategia potencialmente Gtil y ha sido propuesta para prevenir
el fenébmeno de remodelado (Fig.2) (Kocher et al., 2001; Ohtsuka et al., 2004).
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Desde hace afios se intenta formar vasos y mejorar la funcionalidad de la
microcirculaciéon en el seno de un infarto (Cochain et al., 2013). Diferentes estudios
han demostrado que se puede inducir neoangiogénesis administrando directamente
citoquinas y factores proangiogénicos aislados, como el vascular endothelial growth
factor (VEGF), o incrementando su produccién inyectando sus secuencias génicas
(Hiasa et al., 2004; Ohtsuka et al., 2004; Payne et al.,, 2007; Yu et al., 2009). Sin
embargo, los ensayos clinicos realizados han mostrado que la neoangiogénesis
inducida por factores aislados no es suficiente para acompafiarse de un efecto

biolégico significativo (Stewart et al., 2009).

WV Estimulo

- Mejora la funcién
propapoptdtico

de las células
intersticiales
viables

Aneoangiogénesis

N O,
A Nutrientes

A Supervivencia de

cardiomiocitos viables V¥ Estrés
A Supervivencia oxidativo

de fibroblastos

Cicatrizacion favorable

Figura 2 Neoangiogénesis. Restaurar el flujo regional mediante la formacién de nuevos vasos ha sido propuesto como una
modalidad terapéutica para mejorar la reparacién miocardica tras sufrir un infarto agudo de miocardio.

También se ha investigado el potencial de factores estimuladores de colonias,
como el granulocyte colony stimulating factor (G-CSF) y el macrophage colony
stimulating factor (MCSF), para incrementar el lecho microvascular tras un 1AM, sin
embargo, las mejorias en la fraccion de eyeccion (FE) del VI y en los volumenes
ventriculares no han sido significativamente mejor que el grupo control a los 2 afios de
seguimiento postlIAM (Engelmann et al., 2006; Ripa et al., 2006; Kang et al., 2007;
Karimabad et al.,, 2011). Considerando la gran complejidad de las vias moleculares

gue gobiernan la neovascularizacion, parece plausible entender el porqué un factor
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aislado administrado de forma puntual puede no ser un estimulo suficiente para formar

vasos de una forma sostenida y en un nimero funcionalmente suficiente.

Administrar o movilizar células progenitoras endoteliales ha sido otra alternativa
explorada para formar vasos (Jujo et al., 2008; Dong et al., 2011). A dia de hoy, el
namero de células que logran anidar y proliferar o bien, por mecanismos paracrinos,
estimular el crecimiento de los vasos existentes, no ha sido suficiente para prevenir el

desarrollo de remodelado adverso en pacientes (Pearson, 2009).

Paralelamente a los resultados neutros mencionados, Lagos Quintana
descubria que los microRNAs, descritos en el desarrollo de Caenorhabditis elegans,
existen en humanos (Lagos-Quintana et al., 2001). En este nematodo rabditico dos
microRNAs, el lin-4 y let-7 ejercen un papel regulador postranscripcional, con
consecuencias en el proceso de desarrollo (Lee et al., 1993). Ambos estan presentes
en la especie humana con elevado grado de conservacion (Pasquinelli et al., 2000).
Ello sugiri6 que el mecanismo de regulacion postranscripcional, mediado por
microRNAs, podria ser mas general de lo que inicialmente se habia creido (Carrington
and Ambros, 2003; Good, 2003; Lai et al., 2003). Su capacidad de regular procesos
biolégicos, como la proliferacion celular (Bueno et al., 2008), la apoptosis (Xu et al.,
2004; Cimmino et al., 2005), la fibrosis (Jiang et al., 2010) o la vasculogénesis (Suarez
and Sessa, 2009; Santoro and Nicoli, 2013), entre otros, modulando una extensa red
de dianas de un mismo proceso, podria sobreponerse a las limitaciones encontradas
hasta el momento. Nacia asi, una via de investigacién donde los microRNAs
constituyen la base molecular de una nueva estrategia terapéutica para inducir

neoangiogénesis.
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ANGIOGENESIS Y MICRORNAS. MicroRNA-92a

Los microRNAs son pequefios oligonucledtidos de ARN monocatenario que
regulan la expresidn génica a nivel postranscripcional, reprimiendo la formacién de
proteinas (Bartel, 2004). Se trascriben en el ndcleo y tras un procesamiento por los
enzimas Drosha y Dicer se convierten en miRs maduros de 20-22 nucleétidos (Fig.3)
(Kuehbacher et al., 2007).

Transcription
by RNA Pol I

i Pri-miRNA
7TmGpppG v ) PolyA

Microprocessin,
by Drosha-DGCR

; Pre-miR

Exportin 5

“’5’ Pra-miRNA

Dicer 1

RISC (8p=n—2)

(o

Translational Repression Degradation Deadenylation

Figura 3 Biogénesis y funcién de los miRNAs. La transcripcion de los genes que codifican para microRNAs esta mediada
por la RNA polimerasa Il (RNA Pol II). El microRNA inicial transcrito, llamado microRNA primario (pri-miRNA), puede oscilar
entre unos pocos cientos de nucleétidos a muchas kilobases. Dentro del nucleo, el pri-miRNA tiene una estructura
caracteristica de stem-loop que puede ser reconocida y seccionada por una ribonucleasa Il (RNasa lll), la endonucleasa
Drosha. El producto seccionado, un stem-loop pre-miRNA de 70 nucledtidos, es exportado desde el nucleo al citoplasma por
la Exportina 5. En el citoplasma, otra RNasa lll, Dicer, vuelve a seccionar el microRNA precursor (pre-miRNA) en un miRNA
maduro de 22 nucledtidos de doble cadena, el cual es incorporado en el RNA-induced silencing complex (RISC) conduciendo
a la separacidén de sus 2 cadenas convirtiéndose en el miR monocatenario maduro que actuard reprimiendo la translacidn
de su RNA mensajero (RNAm) diana. TF: indica factor de transcripcion. (Extraido y modificado de Cordes and Srivastava,
2009).
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Los miR maduros se unen al &cido ribonucleico mensajero (RNAm) diana con
el que comparten parcial o completamente su secuencia, inhibiendo la translacion y/o
produciendo una degradacién del RNAm transcrito (Fig.4) (Bartel, 2004). Reprimen no
una proteina aislada, sino toda una red de proteinas funcionalmente relacionadas
(Bartel, 2004; Watanabe et al., 2006).

JAP0000A A~ gDNA

I e

Pri-mIRNA

Pasha
Drosha /DGCRS

NUCLEUS

CYTOPLASM @#

miR/miR* +

or siRNA duplex IIEREREENEANEREE)
(21-25 nt long small ANA)

asymmetnic RISC assembly

partial homology perfect homology
>> TRANSLATIONAL >> mRNA CLEAVAGE
REPRESSION
most animal miRNAs most plant miRNAs, and siRNAs

Figura 4 Mecanismo de accién de los microRNAs. El gen del microRNA se transcribe para dar lugar al pri-miRNA. El pri-
miRNA es cortado mediante la RNasa Il Drosha dando lugar al pre-miRNA. El pre-miRNA se transporta al citoplasma
mediante la Exportina-5. La RNasa Il Dicer corta el pre-miRNA formando un microRNA de doble cadena. Este microRNA de
doble cadena inmaduro se separa en un miR maduro de cadena simple. Mediante el complejo RISC se une a los RNAm
diana. Dependiendo de la complementariedad entre el RNAm y el miR, el RNAm serd inhibido en su traduccién o sera
seccionado en fragmentos y destruido. (Extraido y modificado de Saumet and Lecellier, 2006).

Fueron descubiertos en 1993 por Lee, Feinbaum y Ambros (Lee et al., 1993)
durante un estudio del desarrollo del nematodo Caenorhabditis elegans. Desde
entonces se han descrito en mamiferos mas de 1000 microRNAs y se considera que
podrian representar el 3% del genoma humano (Bentwich et al.,, 2005). Su
conservacion entre especies y su deteccion incluso en Archaea y eubacterias revela

que su origen es muy antiguo (Bartel, 2004).
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Debido a que la mayoria de los procesos celulares, homeostaticos y de
desarrollo dependen de un nivel preciso de proteinas, la biogénesis de los miRNAs
juega un rol esencial en la regulacion de los procesos fisioldgicos y fisiopatolégicos
(Ambros, 2004; Catalucci et al., 2008; Thum et al., 2008; Williams et al., 2009). Se ha
observado su papel en procesos fisioldgicos como la morfogénesis y el desarrollo
embrionario (Zhao et al., 2007; Zhao and Srivastava, 2007) o en la respuesta de las
células inmunitarias (Lodish et al., 2008), entre otros. A nivel fisiopatoldgico, se ha
descrito que los miRNAs pueden funcionar como supresores de tumores 0 como
oncogenes (Ma and Weinberg, 2008); se ha estudiado su funcién en la infeccién viral
(Jopling et al., 2005); a nivel cardiovascular se ha observado que determinados
microRNAs, altamente expresados en el corazén, desempefian un papel crucial en la
patogenia de diferentes procesos (Montgomery and van Rooij, 2010) (Fig.5).

Arrhythmia:

Myocyte hypertrophy:

miR-1 miR-133
Apoptosis:

miR-21 miR-150
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miR-133

: Fibrosis:
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Angiogenesis post-MI: : = 0h ‘&a -

- 3

e
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ontractility:
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Figura 5 Funcién de los microRNAs en la patologia cardiaca. Tanto el estrés agudo como el crénico, de cualquier causa,

activan en el corazon respuestas celulares y moleculares comunes, como la hipertrofia de cardiomiocitos, la fibrosis, la
degeneracidn y apoptosis de miocitos, que culminan en la aparicion de IC. Cada vez, se tiene mas evidencia, de que en la
regulacion de cada una de estas respuestas participan miRs especificos. Los miR-21 (Thum et al., 2008), -133 (Care et al.,
2007), -150 (Duan et al., 2013), -195 (van Rooij et al., 2006) y -214 (Yang et al., 2013) regulan la hipertrofia de los
cardiomiocitos; los miR-1 y -133 se han implicado en la arritmogénesis cardiaca (Yang et al., 2007; Belevych et al., 2011) ; el
miR-195 parece controlar la apoptosis regulando la formacién de radicales libres a través de la regulacidn de la sirtuin 1
(Sirt1) y B-cell lymphoma 2(Bcl-2) (Zhu et al., 2011); el miR-208 controla la contraccién cardiaca regulando el contenido de
miosina (Callis et al., 2009). El proceso de fibrosis cardiaca estd regulado por el miR-21 y -29, ambos altamente expresados
en los fibroblastos cardiacos (Thum et al., 2008; van Rooij et al., 2008). La neoangiogénesis postlAM depende del miR-126
(Wang et al, 2008) (Extraido y modificado de van Rooij et al., 2008).
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Estudios experimentales, especialmente en el campo oncolégico, han puesto
de manifiesto que algunas de estas pequefias moléculas de RNA regulan la
vasculogénesis (Urbich et al., 2008; Fish and Srivastava, 2009; Suarez and Sessa,
2009; Anand and Cheresh, 2011; Caporali and Emanueli, 2011; Plummer et al., 2013).
Los microRNAs reguladores de la vasculogénesis se denominan endomiRs o
angiomiRs y pueden exhibir una actividad proangiogénica, aumentando la proliferacion
y migracion de células endoteliales, o bien una actividad antiangiogénica (Fig.6)
(Wang and Olson, 2009; Santoro and Nicoli, 2013).

(+) Pro-angiogenic: EC survival and proliferation
* miR-17-92
. VEGF, CTGF, TPS-1,
e miR-27b % SPROUTY2... b
. miR-126 TN 4
. - - : ﬁ A)—i
* miR-210 -, ‘ PI3K-AKT, RAS-
e miR-378 E=2 B\ MEK-ERK, MAPK..
¢ miR-130a EC migration
* miR-296
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Vasodilatation, (-) Anti-angiogenic:
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* miR-222
eNos ¢ miR-15b
* miR-16
* miR-20
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Figura 6 Los microRNAs regulan la angiogénesis. La angiogénesis es un proceso que consiste en la formacién de vasos
sanguineos a partir de vasos preexistentes. Es un proceso fisioldgico normal durante el desarrollo y crecimiento sin
embargo también ocurre en situaciones patolégicas como el crecimiento tumoral e invasion local. Determinados microRNAs
regulan la expresion de diferentes factores angiogénicos, receptores y vias de sefializacién implicados en la formacién de
nuevos vasos. Algunos microRNAs estimulan la proliferacién, diferenciacién y migracion de las células endoteliales y son
considerados pro-angiogénicos mientras que otros bloquean la respuesta angiogénica.
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Hasta el momento, mdltiples endomiRs asi como las vias especificas y

proteinas diana sobre las que actldan, han sido descritos (Fig.7) (Tablas 1y 2).
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Figura 7 MicroRNAs y regulacién postranscripcional de dianas implicadas en la angiogénesis. Sucesivos estudios van
demostrando la contribucién de microRNAs especificos en la homeostasis vascular. La identificacion de dichos microRNAs y
de sus dianas respectivas ofrecera nuevas estrategias terapéuticas para tratar enfermedades como la arteriosclerosis, para
mejorar la neovascularizacidn tras la isquemia o prevenir la progresion tumoral. (Extraido y modificado de Wang and Olson,
2009).

Tabla 1.- MicroRNAs proangiogénicos:

miR Diana Efectos
Let-7 Trombospondina-1 (TPS-1) Incrementa la migracion de células endoteliales
humanas (Kuehbacher et al., 2007).
Argonaute RISC catalytic Control de la angiogénesis tumoral (Jusufovic¢ et al.,
component 1 (AGO 1) 2012; Chen Z et al., 2013).
VEGF
miR-9 Janus Kinase(JAK)-signal Promueve la migracién de células endoteliales y la
transducer and activator of angiogénesis tumoral (Zhuang et al., 2012).
transcription(STAT)-
suppressor of cytokine
signaling 5 (SOCS5)
miR-21 Akt serine/threonine protein Induce angiogénesis tumoral (Liu et al., 2011).
kinase (AKT)- extracellular
regulated kinases (ERK)1/2 -
hypoxial inducible factor 1 alfa
(HIF-1a) y VEGF
miR-23 Sprouty homolog 2 y Sema6A | Inducen neovascularizaciéon coroidal patoldgica in
miR-27a (semaphorin 6A) Vivo (Zhou et al., 2011).
miR-27b El miR-27a promueve la angiogénesis y la
metastasis tumoral actuando en la diferenciacién de
las células cancerosas stem cells-like (Tang et al.,
2013)
miR-93 Integrina-G8 Promueve la angiogénesis tumoral lo que facilita la
(cluster miR- supervivencia celular y el crecimiento tumoral (Fang
106b-25) L etal., 2011).
Large tumor suppressor Estimula la angiogénesis conduciendo a una mayor
kinase 2 (LATS2) supervivencia celular e invasion tumoral en el
cancer de mama (linea celular MT-1) (Fang et al.,
2012).
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miR-99b Estimula la diferenciacion de células madre
miR-181a embrionarias en células endoteliales (Kane et al.,
miR-181b 2012).
miR-126 Suprime la sintesis de Se encuentra altamente expresado en las células
phosphoinositide-3-kinase endoteliales humanas. Mejora la angiogénesis in
regulatory subunit 2 (PIK3R2), | vitro e in vivo en la placenta y en el seno del 1AM
Stromal cell-derived factor (Huang et al., 2013; Yan et al., 2013).
1(SDF-1), vascular endothelial | Rol en la vasculogénesis tumoral: se encuentra
grow factor A (VEGFA) downregulado en tumores donde la via
(Nikolic et al., 2010; van VEGF/PI3K/AKT se encuentra activada (Zhu N et
Solingen et al., 2011) al., 2011).
Estimula la progresion tumoral, densidad vascular y
metastasis en carcinoma escamoso oral (Sasahira
et al., 2012).
VEGF, insulin-like growth Controla la neovascularizacién de la retina inducida
factor 2 (IGF-2) and HIF-1a por la isquemia (Bai et al., 2011).
miR-130a Growth arrest-specific Regula la angiogénesis tumoral (Chen and Gorski,
homeobox (GAX) y homeobox | 2008).
A5 (HOXA5)
miR-132 P120 RAS GTPase activating Suprime la expresion endotelial de pl120RasGAP
protein (p120RasGAP) llevando a una activaciéon de la Ras induciendo
neovascularizacién. Se encuentra  altamente
expresado en el endotelio de tumores humanos y
hemangiomas (Anand et al., 2010).
miR-146 Platelet-derived growth factor Estimula la actividad de las células endoteliales en
receptor alpha polypeptide el hepatocarcinoma (Zhu et al., 2013).
(PDGFRa)
miR-155 Promueve la invasion  microvascular  del
hepatocarcinoma (Han et al., 2012).
SMAD family member 2 Implicado en la inflamacion, fibrosis y angiogénesis
(SMAD?2)- transforming growth | (Louafi et al., 2010).
factor beta (TGF-beta)
miR-194 TPS-1 Se ha visto incrementada su expresion en el cancer
de colon llevando a un incremento de la densidad
mirovascular y del tamafio vascular (Sundaram et
al., 2011).
miR-210 Ephrin-A3 (Efna 3) y protein Inhibe la apoptosis celular e incrementa la
tyrosine phosphatase non- neovascularizacion mejorando la funcién cardiaca
receptor type 1b (Ptplb) en un modelo murino de IAM (Hu et al., 2010).
Es liberado por células cancerosas metastasicas
induciendo neoangiogénesis tumoral (Kosaka et al.,
2013).
Notchl Estimula la angiogénesis en respuesta a la
isquemia cerebral (Lou et al., 2012).
VEGF y vascular endothelial Promueve la angiogénesis renal tras el dafio por
grow factor 2 (VEGFR2) isquemia-reperfusion (Liu F et al., 2012).
miR-211 Lacz Se asocia en el carcinoma oral a una mayor
invasion vascular, metastasis y a un peor prondstico
(Chang et al., 2008).
miR-296 Hepatocyte growth factor- Se encuentra elevado en las células endoteliales de
regulated tyrosine kinase gliomas estimulando la angiogénesis (Wirdinger et
substrate (HGS)-VEGFR2 y al., 2008).
platelet-derived growth factor
receptor beta polypeptide
(PDGFRbeta)
miR-378 Suppressor of fused homolog Promueve la angiogénesis tumoral, la migracion y la
(Sufu) and fused in sarcoma invasion celular en el cancer de pulmon de células
(Fus-1)( Lee et al., 2007) no-pequefias (Chen LT et al., 2012).
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INTRODUCCION

miR Diana Efectos
miR-9 (matrix metalloproteinase 14) Inhibe la invasién, metastasis y angiogénesis del
MMP-14 neuroblastoma (Zhang et al., 2012).
miR-15ay VEGFA and AKT-3 Controlan, in vitro, la actividad de las células
miR16 circulantes proangiogénicas involucradas en la

(familia miR-16)

neovascularizaciéon postisquémica (Spinetti et al.,
2013).

Inhiben la angiogénesis y el crecimiento tumoral en
el mieloma multiple (Sun et al., 2013).

(familia miR-16)

miR-15a Fibroblast growth factor 2 Inhibe la angiogénesis en la isquemia periférica en
(familia miR-16) | (FGF2) y VEGF ratones (Yin KJ et al., 2012).
miR-15b Mitogen-activated protein Reduce la angiogénesis y la invasién celular en los

kinase (MEK)-ERK-neuropilin-
2 (NRP-2)

gliomas (Zheng et al., 2013).
Actividad antiangiogénica en el IAM (Liu Z et al.,
2012).

miR-15a/b,
miR-16, miR-
424, miR-503
(familia miR-16)

Controlan, in vitro, las células circulantes
proangiogénicas involucradas en la
neovascularizacién postisquémica (Caporali and
Emanueli, 2011).

miR-16
(familia miR-16)

VEGF

Su downregulacién induce la expresion de VEGF y
angiogénesis en el linfoma anaplasico de células
grandes (ALK-positivo) (Dejean et al., 2011).

(cluster-17-92)

Cluster miR- TPS-1y connective tissue Regulan la angiogénesis tumoral en los

19-92 growth factor (CTGF) adenocarcinomas K-Ras and Myc+ (Dews et al.,
20086).

miR-17-3p VEGF receptor-1 Es un regulador negativo del fenotipo angiogénico

de las células endoteliales humanas (Yin R et al.,
2013).

(cluster 17-92a)

mir-17, miR- JAK 1 (miR-17) Disminuyen la formacion de vasos in vitro (Doebele
18a, miR-19a, et al., 2010).

miR-20

(cluster-17-92a)

miR-19b-1 Platelet-derived growth factor Bloquea el paso de la fase S a la fase G(2)/M en el

receptor a polypeptide 2

ciclo celular a nivel de las células endoteliales (Yin
R etal., 2012).

miR-21 Ras homolog family member B | Inhibe la migracién de células endoteliales y la
(RhoB) angiogénesis en un modelo murino de
neovascularizacion coroidal (Sabatel et al., 2011).
Nitric oxide synthase inhibitor Se eleva en pacientes con enfermedad coronaria
asymmetrical dimethylarginine | empeorando la capacidad migratoria de las células
(ADMA) progenitoras angiogénicas (Fleissner et al., 2010).
miR-24 GATA binding protein 2 Induce apoptosis de células endoteliales e inhibe la
(GATA2) y p21protein- proliferacién vascular (Fiedler et al., 2011).
activated kinase 4 (PAK4)
miR-29a HMG-box transcription factor 1 | Regula el ciclo celular y el fenotipo angiogénico de
(HBP1) las células endoteliales (Yang et al., 2013).
miR-29b Matrix metalloproteinase 2 Suprime la formacién de capilares. Su disregulacién
(MMP-2) in vivo contribuye a la angiogénesis, invasion local y
metastasis en el hepatocarcinoma (Fang et al.,
2011).
miR-34a TIMP2 metallopeptidase Proapoptético e inductor de vascularizacion en el
inhibitor 2 (TIMP2) neuroblastoma (Tivhan et al., 2012).
E2F transcription factor 3 Inhibe la funcién de las células endoteliales en el
(E2F3a)- VEGF tumor escamoso de cuello disminuyendo la
angiogénesis y el crecimiento tumoral en ratones
(Kumar et al., 2012).
miR-100 Mechanistic target of Inhibe la proliferacion de células endoteliales y la
rapamycin (nTOR) formacion vascular asi como la migracién de células
musculares de los vasos (Grundmann et al., 2011).
miR-101 Enhancer of zeste homolog 2 Se encuentra downregulado en el glioblastoma
(EZH2) induciendo proliferaciéon, migracién y angiogénesis
tumoral (Smits et al., 2010).
miR-107 HIF-1 beta Inhibe la angiogénesis tumoral y el crecimiento de

células malignas en el cancer de colon (Yamakuchi
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et al., 2010).
miR-125b Myc-associated zinc finger Se encuentra downregulado en el glioblastoma
protein (MAZ)-VEGF resultando en mayor sintesis de VEGF y mayor
angiogénesis (Smits et al., 2012).
Vascular endothelial-cadherin Inhibe la formacion vascular y el crecimiento
(VE-cadherin) tumoral in vitro (Muramatsu et al., 2013).
Placenta growth factor (PIGF) Inhibe la angiogénesis, migracién e invasion celular
en el cancer hepatocelular (Alpini et al., 2011).
miR-128 ribosomal S6 Kinase p 70 Inhibe la angiogénesis y el crecimiento tumoral en
(P70S6K1), HIF-1y VEGF el glioma (Shi et al., 2012).
miR-145 Friend leukemia virus Bloguea la migracion celular en respuesta a
integration 1 (Flil) factores de crecimiento (Larsson et al., 2009).
Neuroblastoma RAS viral Regula la angiogénesis tumoral (Fan et al., 2012;
oncogene homolog (N-RAS)y | Xu et al., 2012; Zou et al., 2012; Yin Y et al., 2013).
insulin receptor substrate 1
(IRS1)- AKT y ERK 1/2-
p70S6K1 (expresion de VEGF
y HIF-1)
miR-150 E-box-binding homeobox 1 Crucial en la diferenciacion de las células
endoteliales (Luo et al., 2013).
miR-152 MEK-ERK-matrix Reducen la angiogénesis y la invasion celular en los
metalloproteinase 3 (MMP-3) gliomas (Zheng et al., 2013)
mir-181a Potencian la diferenciacion de las células madre
mir-181b embrionarias en células endoteliales (Seeger et al.,
2013).
miR-200a TPS-1 Regula la viabilidad celular y la migracién (Li et al.,
2011).
miR-200b ETS-1 and KDR kinase insert Controla la migracién y polaridad celular.
domain receptor (Flk1), Controla la vasculogénesis tanto en el desarrollo
melanization protease 1 (MP1) | embrionario como en el cancer (Choi YC et al.,
y VEGF 2011; Gill et al., 2012).
miR-200c ZEB1 Crucial en la diferenciacion de las células
endoteliales (Luo et al., 2013).
miR-214 Endothelial nitric oxide Reduce la expresion de la eNOS, la migracion
synthase (eNOS) celular y la formacién tubular (Chan et al., 2009).
Hepatoma-derived growth Su downregulacion en el hepatocarcinoma se
factor (HDGF) asocia a mayor microvascularizacion y mayor
recurrencia del tumor (Shih et al., 2012).
miR-221 c-Kit. Modula la migracion de las células vasculares
miR-222 (Poliseno et al., 2006).
miR-222 Signal transducer and Envuelto en el remodelado vascular que ocurre en
activator of transcription 5A las lesiones arteriosclerdticas (Dentelli et al., 2010).
(STAT5A)
miR-320 Insulin-like growth factor-1 Se expresa en las células endoteliales de la red
(IGF-1) e insulin-like growth microvascular cardiaca. Inhibe la angiogénesis en
factor 1 receptor (IGF-1R) ratas diabéticas (Wang XH et al., 2009).
miR-361 VEGF Rol antiangiogénico en las células endoteliales
humanas (Dal Monte et al., 2013).
miR-409-3p Angiogenin (ANG) Inhibe la vascularizacién, proliferacion tumoral y
metastasis en el fibrosarcoma (Weng et al., 2012).
mir-424 (mu- Cullin 2 (CUL2)-HIFa Juega un importante rol en el remodelado vascular
miR-322 postinfarto y angiogénesis (Ghosh et al., 2010).
homodlogo del | MEK1 y Ciclin E1 (CCNE-1) Su downregulacion induce una angiogénesis
mir-424 anormal en el hemangioma senil (Nakashima et al.,
humano) 2010).
miR-483-5p Serum response factor (SRF) La via miR-483-5p-SRF podria ofrecer beneficios
en el tratamiento de la cardiopatia isquémica (Qiao
et al., 2011).
miR-503 CCNE-1y cell divison cycle Inhibe la proliferacion y migracion de células
25A (cdc25A) endoteliales. Contribuye a la disfunciéon endotelial
asociada a la diabetes mellitus. Su expresién
aumenta en la ratas diabéticas con vasculopatia
periférica (Caporali et al., 2011).
miR-519c HIF-1a Reduce la angiogénesis tumoral (Cha et al., 2010).
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En concreto, investigaciones previas por el grupo de la profesora Dimmeler han
revelado que existe un cluster policistronico de microRNAs, el miR-17-92a, compuesto
por 7 microRNAs maduros, el miR-17 y miR-17-5p, miR-18a, miR-19a y b, miR-20a y
miR-92a, que se expresa en alto grado en las células endoteliales (Fig.8) (Bonauer
and Dimmeler, 2009).
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Figura 8 Cluster miR-17-92. El cluster policistrénico miR-17-92 reside en el intron 3 del gen C130rf25, localizado en el
cromosoma humano 13. Codifica para 7 miR maduros, el miR-17, miR-17-5p, miR-18a, miR-19a, miR-19b, miR-20 y
miR-92a, los cuales son transcritos como una transcripcion primaria comun. (Extraido y modificado de Bonauer and
Dimmeler, 2009).

Dicho cluster despert6 inicialmente gran interés por su participacion en la
patogénesis del cancer (He et al.,, 2005; Mendell, 2008). Su expresién se encontrd
aumentada en neoplasias hematolégicas, como la leucemia mieloide crénica (Venturini
et al., 2007) y el linfoma B, y en diversos tumores sdélidos favoreciendo la progresion
de la enfermedad (Fig.9) (Ota et al., 2004; Volinia et al., 2006). Ademas, de acuerdo a
su actividad carcinogénica, la propia transcripcion del cluster se observé estimulada

por los proto-oncogenes c-myc y Ras (O'Donnell et al., 2005; Dews et al., 2006).
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Paralelamente, otras funciones adicionales, como la regulacion de la
hematopoyesis y del sistema inmunolégico, fueron también descritas (Fontana et al.,
2007; Xiao et al., 2008).

Mas recientemente, dicho cluster se ha implicado en el desarrollo del sistema
cardiopulmonar. Un estudio de Ventura puso de manifiesto que los embriones de raton
sin MiR-17-92 mostraban unos pulmones severamente hipoplasicos, incompatibles
con la vida (Ventura et al.,, 2008). Ello ha permitido conocer mas datos sobre los

fendmenos de diferenciacion celular y de vasculogénesis postnatal.

miR-17-92 miR-17 miR-18a miR-19a miR-20a miR-19b-1 miR-19a-1
(13g31.3)
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Figura 9 Funciones del cluster miR-17-92. El cluster miR-17-92 fue inicialmente asociado al cancer y su funcién oncogénica
fue confirmada en estudios experimentales que demostraron que su sobreexpresidn acelera el inicio y la progresién de
determinados linfomas. También se observé sobreexpresion de dicho cluster en tumores sélidos, como el cancer de
pulmén. Posteriormente se le han asignado otras funciones como la regulacion del sistema inmune, controlando la
proliferacidn de los linfocitos B y T, y la regulacidn del desarrollo del corazén y del pulmén. Embriones de ratéon deficientes
para miR-17-92 exhibian unos defectos de desarrollo de pulmdn y corazén severos que causaban la muerte precoz tras el
nacimiento. Recientemente se han conocido funciones especificas de algunos de sus miembros, como el miR-17 y el

miR-92a que controlan la neoangiogénesis postnatal.

Por otra parte, cada vez es mayor la evidencia de que los miembros
individuales del cluster exhiben funciones especificas. Particularmente su uGltimo

miembro, el miR-92a, ha sido foco de interés en los Gltimos afios. Su expresion se ha
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visto incrementada en diferentes tipos de tumores pero hasta el momento, no hay
evidencia directa de que el miR-92a incremente la proliferacién o supervivencia celular
en el contexto del cancer (Matsubara et al., 2007; Northcott et al., 2009). Algunos
estudios sugieren que controla la proliferacion y supervivencia de linfocitos y
monocitos, actuando directamente sobre la via Bim (Ventura et al., 2008).
Recientemente, el mismo grupo de la Universidad de Frankfurt, descubrieron el rol del
miR-92a en el sistema cardiovascular. Demostraron que el miR-92a se encuentra
altamente expresado en las células endoteliales, regulando las funciones angiogénicas
de dichas células. La sobreexpresiéon de miR-92a no s6lo empeora la angiogénesis in
vitro, reduciendo la migracién de células endoteliales y su adhesion a la fibronectina,
sino que también bloquea el crecimiento vascular intersomitico in vivo, en el pez zebra
(Bonauer et al.,, 2009). Mecanisticamente, identificaron que tanto la integrina alfab
(ITGA5S), un regulador crucial endotelial, como factores sefializadores antiapoptoticos y
proteinas involucradas en la migracién celular, eran dianas especificas del miR-92a
(Yang et al., 1993; Francis et al., 2002; Urbich et al., 2002). Adicionalmente observaron
una regulacién miR-92a-dependiente de la endothelial nitric oxide synthase (eNOS),
quien controla el tono vascular y es esencial para la neovascularizacién postnatal
(Palmer et al., 1987; Murohara et al., 1998).
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MODULACION DE LA ANGIOGENESIS CON ANTAGOMIRES

Habiendo conocido que el miR-92a, y en general los microRNAs, pueden
reprimir diferentes mRNA diana funcionalmente relacionados, puede anticiparse que
su modulacion podria impactar sobre las vias moleculares complejas que orquestan la
neovascularizacion (Anand and Cheresh, 2011; Caporali and Emanueli, 2011). En el
2005, Kreutzfel descubrié que podemos modular la accion de los microRNAs. Fabrico
sintéticamente en el laboratorio una secuencia de ARN monocatenario
complementaria a un microRNA, bautizandola con el nombre de antagomir (Fig.10)
(Kritzfeldt et al., 2005).
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Figura 10 Antagomir: definicién y funcién. Un antagomir es una secuencia de nucleétidos quimicamente sintetizada para
silenciar la actividad de los miRs enddgenos. Se une al miR especifico para el cual ha sido disefiado y con el que tiene una
complementariedad perfecta e impide que éste actie sobre su RNAm diana. De esta manera, deja de ejercer su actividad
represora y aumenta la traduccion de los RNAm diana y secundariamente la sintesis de proteinas. Kritzfeld demostro, en
ratones, que la administracion intravenosa de antagomires contra el miR-16, miR-122, miR-192 y el miR194 resultaba en
una reduccion marcada de los niveles del miR en el higado, pulmdn, rifién, corazon, intestino, grasa, piel, médula dsea,
musculo, ovarios y glandulas adrenales (Kritzfeld et al., 2005). La inhibicion fue especifica y eficiente, por lo que los
antagomires representan una nueva estrategia para silenciar aquellos miRs implicados en la fisiopatogenia de
enfermedades.
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Demostrd, in vivo, que el antagomir se une a su miR especifico, que deja de
ejercer su accién sobre sus proteinas diana, silenciando por tanto su actividad
(Kritzfeldt et al., 2005).

Esta capacidad de manipular la expresién de los microRNAs significé el
nacimiento de una nueva herramienta terapéutica de gran valor (van Rooij et al.,
2008). Desde entonces, diversas publicaciones se han ido sucediendo demostrando
gue la terapia con antagomires es capaz de controlar procesos patoldgicos (Stenvang
and Kauppinen, 2008; Zhang and Farwell, 2008) (Tabla 3). La administracion de
dichos oligonucleétidos, generalmente por via intravenosa y en inyecciones repetidas,
ha logrado efectos favorables en distintos tejidos con distintas afecciones
fisiopatologicas. En concreto, en aquellas patologias en las que se genera una
vasculogénesis desadaptativa, como la tumoral, como en aquellas en los que son
necesarios nuevos vasos, como la cardiopatia isquémica, la terapia con antagomires
estd obteniendo beneficios experimentales prometedores (Fig.11) (Wirdinger et al.,
2008; Bonauer et al., 2009; Wang et al., 2009; Anand et al., 2010; Caporalli et al.,
2011; Collison et al., 2011; Fiedler et al., 2011; Grundmann et al., 2011; van Solingen
et al.,, 2011; Zhou et al., 2011; Lin et al., 2012; Wang et al., 2012; Zhuang et al., 2012;
Guessous et al.,, 2013). La capacidad de estimular o inhibir la diferenciacion,
proliferacion, migracion y apoptosis de las células endoteliales constituyen las bases

celulares y moleculares a través de los cuales ejercen su accion y logran sus

beneficios.
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Figura 11 Angiogénesis y terapia con antagomires. La administracién intravenosa de antagomires disefiados

Angiogénesis

especificamente para silenciar miRs implicados en la vasculogénesis esta logrando efectos bioldgicos relevantes en la
formacién de nuevos vasos. Ello se traduce en beneficios clinicos en diversos modelos experimentales representativos de
una amplia variedad de patologias.
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Tabla 3.- Terapia con antagomires in vivo:

MicroRNA
Antagomir-Let7f

Patologia
Accidente vascular
cerebral

Efecto
Reduce significativamente el volumen de infarto cortical y
estriado en un modelo de infarto cerebral en ratas
hembra preservando la funcién sensitivo-motora y la
integracién interhemisférica (Selvamani et al., 2012).

Antagomir-1 Accidente vascular Reduce significativamente el volumen de infarto cortical
cerebral en un modelo de infarto cerebral en ratas (Selvamani et

al., 2012).
Antagomir-9 Cancer Reduce la carga tumoral, inhibiendo la migracién de

células endoteliales y la angiogénesis (Zhuang et al.,
2011).

Antagomir-10b

Glioblastoma
multiforme

Reduce la angiogénesis, invasion y crecimiento tumoral
en ratones (Lin et al., 2012; Guessous et al., 2013).

Cancer de mama

Suprime marcadamente la aparicion de metastasis
pulmonares en un modelo de ratén de cancer de mama
(Ma et al., 2010).

Antagomir-16-2

Policitemia vera

Reduce la eritropoyesis en respuesta a eritropoyetina
exdgena en ratones (Guglielmelli et al., 2011).

Antagomir-17

Hipertension
pulmonar

Evita la muscularizaciéon y remodelado arterial pulmonar,
reduciendo las resistencias vasculares pulmonares y el
tiempo de aceleracién de la arteria pulmonar.
Secundariamente, previene la hipertrofia del ventriculo
derecho y normaliza el gasto cardiaco (Pullamsetti et al.,
2012).

Antagomir-17-5p

Neuroblastoma

Abole el crecimiento tumoral especialmente en
neuroblastomas resistentes al tratamiento (Fontana et al.,
2008).

Antagomir-20a

Carcinoma de
vesicula biliar

La inhibicién del miR-20a restaura la expresion de SMAD
family member 7 (SMAD7) y atenGa las metdastasis
inducidas por TGF-beta (Chang et al., 2013).

Hipertension

El tto con antagomir-20a reduce el grosor de la pared y

pulmonar evita la oclusién luminal de las arterias pulmonares de
pequefio tamafio reduciendo, secundariamente, la
hipertrofia del ventriculo derecho en un modelo de raton
de hipertensién pulmonar (Brock et al., 2012).
Antagomir-21 Melanoma Reduce las metastasis y mejora la supervivencia de

ratones con melanoma (Yang et al., 2011).

Cancer de préstata

El tratamiento con antagomir-21 reprime el crecimiento
del tumor en ratones (Li et al., 2012).

Nefropatia diabética

Atenta la fibrosis renal que ocurre en la nefropatia
diabética (Wang et al., 2013).

Fibrilacién auricular

El tto con antagomir-21 previene la fibrosis de la auricula
(Adam et al., 2012).

Antagomir-22

Hipertensién arterial

Reducciones significativas de las cifras de presion
arterial (Friese et al., 2013).

Antagomir-23 Retinopatia Reprimen la angiogénesis postnatal patolégica a nivel de
Antagomir-27 diabética la retina pudiendo tener un papel en el tto de la
degeneracion macular y otros desoérdenes vasculares
oculares (Zhou et al., 2011).
Antagomir-24 IAM Reduce el tamafio del infarto en ratones previniendo la
apoptosis endotelial y mejorando la vascularizacion
conduciendo a una mejor funciéon ventricular y
supervivencia (Fiedler et al., 2011).
Hipertrofia Previene la transicion de la hipertrofia ventricular
ventricular compensatoria  a una hipertrofia desadaptativa vy

desarrollo de insuficiencia cardiaca en un modelo de
ratdon de sobrecarga mediante constriccién aodrtica (Li et
al., 2013).

Antagomir-27a

Glioblastoma

Suprime la capacidad invasiva y la proliferaciéon de las

(FOX03a) células del glioblastoma inhibiendo el crecimiento tumoral
(Ge et al., 2013).
Antagomir-27b IC Atenua la hipertrofia cardiaca y la disfuncion contractil en

un modelo de raton de sobrecarga de presion (Wang et
al., 2012).
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Antagomir-34

Remodelado
postiIAM

y remodelado
secundario a
sobrecarga de

Atenta el remodelado cardiaco y la dilatacién auricular
estimulando la angiogénesis, reduciendo la fibrosis a
partir del aumento de la actividad de la AKT, reduciendo
la expresién del péptido natriurético atrial y manteniendo
la expresién génica de la ATPasa Ca2+ del reticulo

presién sacroplasmico (Bernardo et al., 2012).
Epilepsia Inhibe la expresiéon de caspasa-3 contribuyendo a un
incremento de la supervivencia neuronal, reduciendo su
muerte y su apoptosis (Hu et al., 2012).
Antagomir-92a IAM Induce angiogénesis y mejora la funcién contractil

postlAM (Bonauer et al., 2009).

Vasculopatia

Induce angiogénesis en un modelo de ratén de isquemia

periférica en extremidades inferiores (Bonauer et al., 2009).
Dafio vascular y Mejora la reendotelizacion evitando la hiperplasia intimal
restenosis en ratones con lesién en las arterias carétidas (laconetti

et al., 2012).

Antagomir-100

Vasculopatia
periférica

Mejora la perfusion distal y la recuperacion funcional tras
oclusion de la arteria femoral en ratones (Grundmann et
al., 2011).

Antagomir-122

Hepatitis por virus C

Inhibe la replicacién del virus C en primates (Lanford et
al., 2010).

Antagomir-126

Isquemia periférica

Movilizacién de células progenitoras Sca-1(+)/Lin(-) hacia
la circulacion periférica en el seno de la isquemia
periférica en un modelo de ratéon (van Solingen et al.,
2011).

Asma bronquial

Reduce el reclutamiento de eosinoéfilos a nivel del epitelio
en un modelo de raton de asma bronquial cronica
(Collison et al., 2011).

Antagomir-132

Cancer de mama

Suprime la angiogénesis tumoral y reduce la carga
tumoral en un modelo de raton de cancer de mama
(Anand et al., 2010).

Infeccion ocular por
herpes simple

Es upregulado tras la infecciéon ocular por herpes virus
simple. Su inhibiciébn, mediante  antagomir-132
administrado a ratones con infeccién ocular por herpes
virus simple, reduce la neoangiogénesis corneal y la
queratitis estromal (Mulik et al., 2012).

IC

Evita la hipertrofia ventricular y la IC en ratones
sometidos a sobrecarga de presion (Ucar et al., 2012).

Status epiléptico

Induce neuroproteccién reduciendo la muerte neuronal
secundaria a status epiléptico en ratones (Jimenez-
Mateos et al., 2011).

Antagomir-148

Osteoporosis

Inhibe la reabsorcion 6sea e incrementa la masa 6sea en
ratones ovariectomizados (Cheng et al., 2013).

Antagomir-155

Carcinoma
escamoso oral

Reduce la viabilidad celular, incrementa la apoptosis lo
que lleva a una marcada regresion del tumor en ratones
(Rather et al., 2013).

Glioma y tumores
del sistema
nervioso central

Suprime el miR-155, un miR con funciones oncogénicas
que promueve el crecimiento de células malignas y su
resistencia a la quimioterapia (Poltronieri et al., 2013).

Antagomir-181

Isquemia cerebral

Reduce el dafio cerebral inducido por la isquemia y
protege el cerebro de accidentes vasculares cerebrales
(Ouyang et al., 2012).

Antagomir-199b

IC

Inhibe, e incluso revierte, la hipertrofia y fibrosis en un
modelo de raton de IC (da Costa Martins et al., 2010).

Antagomir-203

Heridas cutaneas

Favorece la reepitelizacién y la cicatrizacion tras una
herida cutanea (Viticchié et al., 2012).

Antagomir-206

Alhzeimer

Mejora la funcién de memoria en un modelo de alzheimer
en ratones (Lee et al., 2012).

Antagomir-214

Osteoporosis

Induce la actividad de los osteoblastos induciendo la
formacion de hueso y la mineralizacién de la matriz
(Wang et al., 2013).

Antagomir-215

Nefropatia diabética

Inhibe significativamente la transicién fenotipica a células
mesangiales inducida por TGF-betal lo que es crucial
para evitar la progresion de la nefropatia diabética (Mu et
al., 2013).
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Antagomir-221y
222

Melanoma

Evitan la progresion del melanoma humano (Felicetti et
al., 2008).

Cancer de préstata

Impiden el crecimiento tumoral en un modelo de raton de
cancer de proéstata (Mercatelli et al., 2008).

Antagomir-296

Gliomas

Reduccion de la angiogénesis tumoral (Wirdinger et al.,
2008).

Antagomir-320

Diabetes mellitus

Tratamiento de la vasculopatia diabética (Wang et al.,
2009).

Antagomir-328

Fibrilacién auricular

Reduce la vulnerabilidad a presentar fibrilacién auricular
(Lu et al., 2010).

Antagomir-342-5p

Arteriosclerosis

Reduce la progresion de la arteriosclerosis en la aorta en
ratones Apoe(-/-) (Wei et al., 2013).

Antagomir-350 Hipertrofia Reduce el tamafio de los cardiomiocitos y la apoptosis en
miocardica ratas (Ge et al., 2013).
Antagomir-365 Carcinoma Inhibe la formacion tumoral in vivo, induciendo apoptosis

escamoso cutaneo

de las células cancerosas y deteniendo su ciclo celular
en la fase G1 (Zhou et al., 2013).

Antagomir-503

Vasculopatia
periférica en
pacientes
diabéticos

Mejora la capacidad funcional de las células endoteliales
(Caporali et al., 2011).

Un estudio experimental previo demostré que la administracion de antagomir-

92a, disefiado especificamente para silenciar el miR-92a, en inyecciones repetidas por

via intravenosa en un modelo murino de IAM, induce crecimiento de nuevos vasos y

mejora y la recuperacion contractil postlAM (Fig.12 y 13) (Bonauer et al., 2009).

Antagomir-92a

‘eNOS.
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Efectos bioldgicos del antagomir-92a. La inhibicion del miR-92a en células
endoteliales humanas con su antagomir-92a especifico llevé a la formacién de nuevos vasos

in vitro. In vivo, la administracion intravenosa de dicho antagomir-92a aumenté la invasion
celular y el nimero de vasos en un soporte de Matrigel implantado en ratones. Para

caracterizar mejor el rol del miR-92a in vivo se utilizaron un modelo murino de isquemia
periférica y de IAM. En ambos casos se observé una reduccién de la necrosis debida a una
mayor neovascularizacion con una mayor recuperacion funcional. (Extraido y modificado de
Bonauer and Dimmeler, 2009).
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A C Falricte Border i Figura 13 La inhibicion del miR-92a mejora la
= 12000 - petl. 0 40 - recuperacion tras un IAM en ratones. (A y B) n=8
‘g 1 B0 08 g 35 - ratones recibieron inyecciones intravenosas de 8
b a 307 mg/Kg de antagomir-92a los dias 0,2,4,7 y 9 tras la
E % i 4 induccién del |IAM. n=6 recibieron un antagomir

—  BOO0 4 = 20 1 I . . .
E g_ 15 4 control (antagomir-Co) y n=7 tampdn fosfato salino
__E 10 T (PBS). A los 14 dias postlAM se realizd un
E & 5 - | cateterismo cardiaco y se midié el valor maximo de
= 0- la integral de presiéon/tiempo (dp/dT max) y la

Nid Wi =]
‘}\fq@‘?{\ﬂﬁf’ qﬂ" 5}\{" “-"Cb presion telediastdlica (Ped). n=5 ratones fueron
?& ﬁ:{;ﬁf controles sham. (U de Mann-Whitney). (C) Se
Lo v e cuantific6 automdticamente la densidad capilar
B D mediante la infusién de lectina conjugada con
s Nl B jgp . MR mR2e isotiocianato de fluoresceina (FITC) en la cicatriz, en
18 .85 Ey 140 los bordes del infarto y en zonas remotas (pixeles
=] :f y T\, S 120 lectina-positivos x 10%). Se cuantificaron n=6 campos
:E 12 - 5 E 100 por regién por grupo. # p< 0.05 versus antagomir-Co
E 10 RO 60 (T-test). (D) se midid la expresién de miR-92a en
7 8- 24 60- . , .
s 8 8> 40 corazones a los 6 dias después del tratamiento con
;' ;fﬂ 20 antagomir-92a (n=8) y se compard con aquellos
0 E o tratados con antagomir-Co (n=3). La expresién de
e < q,"t? \;P & miR-24 fue evaluada como control. # P< 0.05 versus
@‘éﬁi&g@f antagomir-Co (U de Mann-Whitney). (Extraido y
e = e
v e modificado de Bonauer et al., 2009).

Sin embargo, el cluster 17-92a donde se encuentra el miR-92a es ubicuo y se
ha relacionado con la aparicion y progresion de algunos tumores, lo que genera
preocupacion y dudas sobre la seguridad de la via intravenosa (Hong, 2010). Ademas,
los microRNAS tienen baja organoespecificidad por lo que la penetracién de
antagomires no selectiva, en células normales a distancia, puede generar efectos
adversos no deseados. Por otro lado, diferencias farmacocinéticas como el volumen
de distribucion entre los animales pequefios y el humano implican administrar mayores
dosis para alcanzar concentraciones funcionalmente adecuadas, asi como inyecciones

repetidas para obtener un efecto molecular sostenido (Munroe and Zhu, 2006).

Consecuentemente, seria deseable que los antagomires pudieran actuar
Unicamente en el tejido diana. Por tanto, auque estos descubrimientos son de vital
importancia, la translacion a situaciones clinicas de una terapia que implica modificar
la expresion del material genético humano pasa necesariamente por el desarrollo de
un sistema de liberacién local, eficiente y seguro que evite su biodistribucion sistémica.
El conseguir liberar el antagomir exclusiva y sostenidamente en las células enfermas

es todavia una mision pendiente.
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SISTEMAS Y VIAS DE LIBERACION DE ANTAGOMIRES

Para solventar los obstaculos mencionados, la tecnologia farmacéutica ha
centrado su interés en desarrollar vehiculos que permitan una liberaciéon selectiva en el
tejido diana, de una forma altamente especifica y con una actividad controlada en el
lugar de aplicacion. Existen diversos tipos de vehiculos para administrar moléculas con
actividad biolégica de una forma controlada, agrupandose principalmente en vectores

no virales y virales.

Los vectores no virales se dividen, a su vez, en sistemas no lipidicos, como las
particulas poliméricas, y en sistemas lipidicos, entre los que se encuentran las
emulsiones, micelas, arqueosomas y liposomas, siendo éstos Ultimos los mas

ampliamente utilizados (Allen and Cullis, 2013).

Las particulas poliméricas pueden ser, segun su tamafo, micro o
nanoparticulas (Marty et al., 1978). Las microparticulas son particulas poliméricas
esféricas con tamafios que oscilan entre 1 y 250 um. Dentro de este grupo se incluyen
las microcapsulas, que son sistemas vesiculares en los que el farmaco esta confinado
en una cavidad rodeada de una Unica membrana polimérica (Ogawa, 1997); y las
microesferas, que son sistemas matrices en los que el farmaco esta disperso en la
particula, sin una distincion entre cubierta y ndcleo (Freiberg and Zhu, 2004). Las
nanoparticulas son sistemas poliméricos submicrénicos (< 1 um) y también pueden ser
nanocapsulas o nanoesferas, con las mismas caracteristicas descritas (Lu et al., 2011;
Mishra et al., 2013) (Fig.14).

Figura 14 Particulas poliméricas. (a) Microcapsula. (b) Microesfera. La unica diferencia

entre micro y nanoparticulas es el tamafio, manteniendo nanocapsulas y nanoesferas la
misma estructura mostrada. (Extraido y modificado de la pagina web
www.monografias.com/trabajos94/inyectables-liberacion-controlada/inyectables-
liberacion-controlada2.shtml).
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Los procesos para obtener micro y nanoparticulas son diversos y entre ellos se
encuentran la evaporacion del disolvente, separacion de fases, polimerizacion
interfacial, polimerizacion en emulsion y secado por spray (Sato et al., 1988). Para su
fabricacion se han utilizado materiales biocompatibles, naturales o sintéticos, con un
gran espectro de velocidades de cesién y propiedades degradativas (Park et al., 2005;
Nair and Laurencin, 2006). Los polimeros naturales ofrecen ventajas como su bajo
coste, su biocompatibilidad y su buena solubilidad en medios acuosos. Sin embargo,
su baja reproducibilidad con respecto a la relacion de monémero y peso molecular
impide predecir las cinéticas de degradacion de los polimeros (Muzykantov, 2013). Ello
ha sido solventado por los polimeros sintéticos, como el PLGA o el poli e-caprolactona,
gue a parte de su biocompatibilidad y su biodegradacién en componentes no téxicos,
tanto quimica como fisicamente, presentan elevada reproducibilidad y alto grado de
control de sus propiedades fisicoquimicas (Singh and O"Hagan, 1998; Muzykantov,
2013). La liberacion del farmaco tiene lugar a través de varias rutas entre las que se
encuentran la erosion de la superficie de la particula, difusion, su desintegracién y
degradacién. Fruto de estos mecanismos, las particulas se transforman en productos
de degradacion biocompatibles que se transforman en CO, y H,O por las vias
metabdlicas usuales. Variables fisicoquimicas de las particulas, como su tamafio y
masa molecular, tipo y cantidad de polimero, porosidad de la matriz, asi como del

farmaco encapsulado, determinaran el perfil y velocidad de liberacion.

Los liposomas y nanoliposomas fueron descritos por primera vez por Bangham
en 1961 (Bangham, 1961; Bangham, 1972). Son vesiculas esféricas con una
membrana compuesta de una 0 mas bicapas lipidicas y un nicleo de solucién acuosa
(Johnson and Bangham, 1971). Su tamafio puede oscilar entre pocos nanémetros y
varias decenas de um (Puri et al., 2009). Para su elaboracion se utilizan fosfolipidos,
de origen natural o sintético, con o sin colesterol, que se recubren con polimeros
biodegradables, con segmentos hidrofilicos e hidrofébicos, que los protegen del
reconocimiento y destruccidn por el sistema inmune. Diversos tipos de polimeros han
sido utilizados para recubrir liposomas, y de ellos, y de los propios fosfolipidos,
depende el tamairio, rigidez de la membrana, permeabilidad, estabilidad y grado de
agregacion de dichas vesiculas (Diakowski et al., 2006). La técnica para producir
liposomas incluye: hidratacién, dispersibn en medios no polares, eliminacién del
detergente, infusién en éter y la evaporacién e inversiébn de fase (Szoka and

Papahadjopoulos,1980; Jones, 1995). Pueden transportar moléculas de formas
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diferentes en funcién de su caracter hidro, liposoluble o anfifilico, unidas a su

membrana, intercaladas o disueltas en la bicapa, encapsuladas en su interior (Fig.15).

Figura 15 Liposomas. Los liposomas son esferas huecas donde la pared que separa el
medio interno es una bicapa lipidica. Al estar compuestos tanto por una fraccion lipidica
como por una fraccidn acuosa, los liposomas pueden alojar sustancias hidrofilicas (a) y/o
lipofilicas (b). (Extraido y modificado de la pagina web www.lipomize.com/es/liposomas-
que-son).

Existen diversos métodos para cargar el farmaco en liposomas. Uno de ellos
consiste en afadir el farmaco y el copolimero en un disolvente miscible con el agua y
dializar la disolucién con agua. Otro consiste en introducir el farmaco en el polimero
por un método de emulsion aceite en agua, siendo éste el mas eficiente. Los
liposomas liberan el farmaco principalmente por difusion o por endocitosis. Algunas de
las ventajas de determinadas formulaciones de este vehiculo son su elevada
solubilidad en agua y estabilidad, pudiendo permanecer intactas durante un periodo
muy prolongado en sangre, después de una Unica inyeccion (Papahadjopoulos et al.,
1991). Ademas, su nucleo hidréfobo permite proteger al farmaco de su desactivacion
por parte de enzimas u otras especies bioactivas del medio acuoso, asi como también
reducir su velocidad de liberacién (Hood et al., 2011). Ello las hace dutiles para el
tratamiento de tumores sdlidos donde pueden conservar su estructura y acumularse.
Sin embargo, el incremento en estabilidad se acomparfia de un aumento de la rigidez y
una disminucién de la permeabilidad lo que puede dificultar la llegada a los tejidos
diana (Decker et al., 2012).

Aunque inicialmente estos vehiculos no virales se aplicaron a un grupo
restringido de moléculas, el desarrollo de nuevos derivados poliméricos y nuevas
metodologias para su elaboracion ha extendido su aplicacion a una gran diversidad de

principios activos, entre ellos los compuestos de acidos nucleicos (Fenske and Cullis,
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2005; Shim and Kwon, 2010; Gupta et al., 2012). El uso de nanoparticulas poliméricas
para administrar un antagomir ha permitido que el antagomir alcance unos niveles
elevados y duraderos en el tejido diana, potenciando su efecto tras su inyeccion
intravenosa, pero no evitan el paso al sistema circulatorio (Liu et al., 2013). Los
liposomas han sido utilizados para transferir DNA (Fenske and Cullis, 2008) pero su
gran tamafio y su escasa habilidad de alcanzar los tejidos diana no han permitido
extender su aplicacion (Pedroso de Lima et al., 2001). Las microesferas no han sido

aplicadas a la terapia con antagomires.

Por otro lado, la falta de especificidad estd siendo corregida por la
incorporacion de epitopos o0 pequefios polipéptidos en el revestimiento de las
particulas, que permitan fusionarse so6lo con las células diana que presenten
receptores para estos polipéptidos (Voinea and Simionescu, 2002). Avances
biotecnoldgicos han permitido desarrollar nuevas técnicas basadas en transportadores
lipidicos y nanoparticulas acoplados a péptidos disefiados especificamente para ser
reconocidos por receptores tumorales, resultando Gtiles para aumentar el grado de
internalizacion del antagomir dentro de las células malignas (Chang et al.,, 2008;
Anand et al., 2010; Sawant and Torchilin, 2012). Con ello, se ha logrado minimizar los
efectos adversos no deseados sobre células normales o tejidos no deseados, pero con
ninguno de los transportadores mencionados se evita la biodistribucién sistémica y la

potencial accidn a distancia.

Los virus constituyen también excelentes “transportadores” de informacion
genética, permitido reemplazar genes andmalos por genes correctos (Walther and
Stein, 2000). Dentro de los transportadores virales, adenovirus, lentivirus o retrovirus,
han sido utilizados para transferir antagomires en el ambito oncolégico vy
cardiovascular, demostrando gran eficacia (Scherr et al., 2007; Yang et al., 2010). Sin
embargo, aunque su afinidad por tejidos especificos, como el miocardio, puede ser
alta, es incompleta, lo que obliga a utilizar dosis significativamente mas elevadas y no
impide su potencial accién a distancia. Ademas, aunque se trata de virus modificados
no patdgenos disefiados exclusivamente para entregar genes terapéuticos, los riesgos
inherentes a un agente infeccioso siempre subyacen a este tipo de vehiculo. Estos
pueden activarse y multiplicarse dentro de las células. Por otra parte, la potencial
recombinacion viral y la inmunogenicidad inducida por los antigenos virales son otros

de los riesgos potenciales.
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Por tanto, el sistema de liberacién ideal para administrar antagomires no ha

sido desarrollado.

Respecto a la via de administracién, la intravenosa ha sido la mas
extensamente utilizada en los trabajos realizados. En terapias para el sistema nervioso
central, la puncién directa del tercer ventriculo para liberar antagomir-206 y prevenir la
neurodegeneracion es un método invasivo que se ha utilizado en roedores pero es
dificilmente translacionable a la clinica (Lee et al., 2012). Su alternativa, la via
intranasal, ya utilizada con otros farmacos para tratar el Alzheimer, logra una difusion
rapida hacia el cerebro, a través del nervio olfactorio, pero no evita la biodistribucion
sistémica (Lee et al., 2012). En patologias oculares, las vias subconjuntival e
intraocular han sido utilizadas para administrar nanoparticulas conteniendo antagomir-
132, Gtil para el tratamiento de la infeccidn ocular por herpes virus simple (Mulik et al.,
2012). En el ambito cardiovascular, la via intramiocardica se ha utilizado con éxito para
aplicar la terapia con antagomires en experimentacién animal (lekushi et al., 2012). Sin
embargo, esta via requiere minitoracotomias o técnicas endovasculares complejas y
costosas, asumibles en modelos experimentales controlados, pero dificilmente
transladables a situaciones clinicas. Hasta el momento, no se ha demostrado la
eficacia y seguridad de la via percutanea intracoronaria para aplicar la terapia con
antagomires. Revisando literatura de la terapia de transferencia génica, a finales de
los afios 90, observamos como las vias intracoronaria, intracavitaria e intraadrtica
fueron utilizadas en el ambito experimental (Agah et al., 1997; Christensen et al.,
2000). Experiencias previas con la via intraadrtica para administrar adenovirus
portadores del gen LacZ, a través de un catéter posicionado justo en el plano valvular,
observaron que a pesar de clampar la aorta y la pulmonar, se produjo expresion
génica en el higado por perfusion hepatica retrégrada, secundaria al incremento de la
presién venosa durante el clamplaje (lwatate et al., 2003). La via intracoronaria,
utilizada para administrar adenovirus en un modelo de conejo, detect6 mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) acido desoxirribonucleico (DNA) de los
adenovirus en el higado, rifiones, pulmén, cerebro y testes hasta cinco dias después

de la infusién intracoronaria (Barr et al., 1994).

Por tanto, ninguna buena combinacion de via y sistema de liberacién ha
eludido los potenciales inconvenientes asociados a la administracién sistémica de

antagomires.
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ANTAGOMIR-92a Y REMODELADO ADVERSO POSTIAM 6

Considerando que dos de los mas importantes predictores de remodelado
adverso son el tamafio del infarto y la disfuncion de la microcirculacién, parece
plausible que la terapia con antagomir-92a sea potencialmente Gtil en este fenémeno.
Por un lado, su capacidad para reducir el tamafio del infarto, y por otro, la repoblacion
vascular a nivel de la cicatriz, han sido demostradas in vivo e in vitro. Sin embargo,
hasta el momento la capacidad del antagomir-92a para prevenir el desarrollo de
remodelado adverso postlAM no ha sido investigada. Tampoco otros antagomires han
sido explorados en este contexto. La implicacion de determinados miRs en el
remodelado ventricular de otras causas, como el dependiente de estrés por
sobrecarga, junto a experiencias positivas previas cuando éstos sén modulados, como
la inhibicién del miR-21 (Patrick et al., 2010) o del miR-22 (Huang ZP et al., 2013), dan
aliento para esperar resultados favorables de la terapia con antagomir-92a aplicada al
remodelado de origen isquémico. Su control global sobre mudltiples dianas parece
solventar los obstaculos encontrados hasta el momento con otras terapias
antiremodelado.

No obstante, la translacion de esta nueva terapia a situaciones clinicas hace
necesario que su administracién pueda ser facil y segura. La encapsulacion de
antagomir-92a en ME disefiadas especificamente para quedar retenidas en el tejido
miocardico, tras su administracién intracoronaria, podria cumplir las premisas
mencionadas. Ademas, la difusién sostenida del antagomir-92a a medida que se
degrada el polimero hasta su desaparicién completa y la capacidad de adaptar sus
caracteristicas a las necesidades temporales de liberacion, las hace atractivas para
una terapia que implica modular el material genético. Este sistema de liberacion para

antagomires no ha sido investigado hasta el momento.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El objetivo general del estudio fue investigar si en un modelo porcino de 1AM
reperfundido la administracion intracoronaria de antagomir-92a encapsulado induce la
formacion de nuevos vasos en la cicatriz, y si ello previene la aparicion de remodelado

ventricular adverso un mes después del IAM.

Hipotesis:

En un modelo porcino adulto de IAM la administracion de antagomir-92a
encapsulado por via intracoronaria en la arteria responsable del infarto induce
neovascularizacion, lo que conduce a una mejor cicatrizacion del tejido dafiado y

previene la aparicién de remodelado adverso al mes postIAM.

Objetivos principales:
Valorar el efecto de la administracion intracoronaria y postreperfusiéon de
antagomir-92a encapsulado sobre:
- Ladensidad vascular en el area infartada.
- Ladiscinesia septoapical en la ecocardiografia intravascular (EIV).
- Los parametros de remodelado: indice de deformidad ventricular y
adelgazamiento miocardico del area infartada medido en la resonancia

magnética cardiaca (RMN).

Objetivos secundarios:

- Analizar si el tratamiento con antagomir-92a reduce las resistencias
microvasculares.

- Analizar si el tratamiento con antagomir-92a se asocia a eventos arritmicos
durante la administracion del tratamiento o en el mes de seguimiento.

- Determinar si el tratamiento aplicado se asocia a la apariciébn de tumores
vasculares o neoformaciones mediante necropsia.

- Analizar la contractilidad del ventriculo izquierdo mediante cuantificacion de la
FE del VI.
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Para alcanzar el objetivo principal del estudio, la investigacion se dividié en 5

fases, cada una de ellas con una tarea experimental concreta:

FASE 1.- Puesta a punto del modelo porcino de IAM percutaneo reperfundido.

» En esta fase se defini6é la metodologia para inducir, de forma percutanea,
un IAM reperfundido que reproduzca, con la maxima aproximacion posible,

el escenario clinico.

FASE 2.- Desarrollo in vitro del sistema de liberacién del antagomir-92a:

microesferas.

» La tarea de esta fase fue definir, in vitro, las caracteristicas y propiedades
del vehiculo que sera utilizado para liberar antagomir-92a localmente, a

nivel de la regién del IAM.
FASE 3.- Estudio in vivo de la eficaciay seguridad de las microesferas

« Una vez disefladas y fabricadas las microesferas in vitro, estudiamos si
dichas microparticulas cumplen, in vivo, las premisas requeridas: poder ser
administradas por via intracoronaria y quedar retenidas en el corazon, sin

producir toxicidad miocardica.
FASE 4.- Estudio del efecto molecular del antagomir-92a encapsulado in vivo

» La tarea de esta fase fue investigar si una administracién intracoronaria
aislada de antagomir-92a encapsulado en microesferas, retenidas en la

region del IAM, inhibe el miR-92a de una forma selectiva y sostenida.

FASE 5.- Estudio del efecto biolégico del antagomir-92a encapsulado sobre

el remodelado ventricular adverso.

* En esta fase comprobamos si la inhibiciéon sostenida del miR-92a induce
crecimiento de nuevos vasos a nivel de la cicatriz conduciendo a una
reparacion postlAM favorable y previniendo el desarrollo de remodelado

adverso postlIAM.
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FASES DEL ESTUDIO

FASE 1.- PUESTA A PUNTO DEL MODELO PORCINO DE
IAM PERCUTANEO REPERFUNDIDO.

FASE 2.- DESARROLLO IN VITRO DEL SISTEMA DE
LIBERACION DEL ANTAGOMIR-92a: MICROESFERAS.

FASE 3.- ESTUDIO IN VIVO DE LA EFICACIAY
SEGURIDAD DE LAS MICROESFERAS.

FASE 4.- ESTUDIO DEL EFECTO MOLECULAR DEL
ANTAGOMIR-92a ENCAPSULADO IN VIVO.

FASE 5.- ESTUDIO DEL EFECTO BIOLOGICO DEL
ANTAGOMIR-92a ENCAPSULADO SOBRE EL
REMODELADO VENTRICULAR ADVERSO.
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FASE 1.- PUESTA A PUNTO DEL MODELO PORCINO DE
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FASE 1- MATERIAL Y METODOS

FASE 1. A.- TAREA EXPERIMENTAL DE LA FASE 1

Puesta a punto de un modelo porcino de IAM reperfundido inducido

percutaneamente.

FASE 1. B.- MATERIAL

f1B.1. Animales

Adquirimos 3 cerdos (100518, 100519, 100608) Large-White de 3-4 meses de
edad, hembras y de 30-35 Kg de peso de la granja Aulinas de la Garrotxa,
Catalufia. Los animales pasaron un periodo de 7 dias de cuarentena en el
estabulario del Institut de Recerca hasta el inicio de los experimentos. Se
realizaron los controles sanitarios habituales y fueron alimentados con el

pienso comun (Porcs Engreix Murri, Piensos Vifias de Llagostera, S.L.).

f1B.2. Instrumentos y aparatos

f1B.2.1. Anestesia, intubaciéon y monitorizacion

Aguija intramuscular 21 gauges (G) BD Microlance™ 3 (Becton Dickinson S.A.,
Fraga, Espana).

Abbocath 20G Venisystems (Abbott, Slingo, Ireland).

Jeringas 5, 10 y 20 ml BD Plastipak™ (Drogheda, Irlanda).

Alargaderas macho-macho y macho-hembra (Sendal, Caceres, Espafia).
Bombas de perfusién Lifecare® Micro Macro (Abbott vascular, Santa Clara,
USA).

Laringoscopio Truphatek® (Netanya, Israel).

Tubo endotraqueal de 7.5 mm (Mallinckrodt pharmaceuticals, St.Louis,
Missouri).

Respirador Bennett 7200 Series (Mallinckroudt pharmaceuticals, St.Louis,
Missouri).

Electrodos Ambu Blue Sensor VL (Ambu, Denmark).

AP-Transducer Coupler Type A (Strain Gage bridge) S72-25 (Coulbourn
instruments, Whitehall, Pennsylvania).

Carrier amplifier AP-601G.

Powerlab/16 sp (ADInstruments Pty Ltd, Castle Hill, Australia).

f1B.2.2. Induccién percutanea de un IAM reperfundido

Abbocath 24G Venisystems (Abbott, Slingo, Ireland).
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Radifocus Introducer Il: introductor 7 French (F) 10cm, mini guide wire 0.035”
de 45 cm recta (Terumo® corporation, Tokyo, Japan).

Percutaneous sheath introducer set: introductor 5F 7.5 cm, spring-wire guide
0.021” de 45 cm curva Arrow® (Teleflex medial iberia S.A., Madrid, Espafia).
Starter guidewire, “J” curved fixed core 0.035’7/0.89mm de 150 cm (Boston
Scientific International S.A., Nanterre Cedex, France).

Catéter guia de arteria mamaria interna (AMI) 6F (Medtronic, Inc. Minneapoalis,
USA).

Basix Compak™:

indeflator, valvula hemostatica MBA y torque (Meritmedical
Galway, Ireland).

Guia Balance Middleweight Universal Il (BMW) 0.014” (Abbott vascular, Santa
Clara, USA).

Balén coaxial Sprinter® de 2.5/12 mm (Medtronic, Medtronic Ireland, Galway,
Ireland).

Kit manifold: sistema de inyeccion de contraste (Meritmedical, Galway, Ireland).
Arco de rayos X (Rx) en C Arco si (IRE Rayos X, S.A. Madrid, Espana).

Desfibrilador Codemasterl (Hewlett Packard, Palo Alto, California).

f1B.2.3. Diseccién femoral, toracotomia y pericardiectomia

Bisturi carbon steel 24 (Swann-Morton Penn works sheffield S6 2BJ, England).
Electrobisturi Kis Martin ME 102 (KLS Martin Group, Alemania).

Sierra eléctrica.

Separador esternal.

Tijeras, mosquitos, suturas de seda 2/0.

f1B.2.4. Célculo del area en riesgo (AR) y del area de necrosis (Al)

Bascula Precisa 180A (Precisa Gravimetrics AG, Suiza).

Stainless steel surgical skin graft knife blade (Swann-Morton®, Penn works
sheffield S6 2BJ, England).

Camara fotografica Olympus Digital Camara C-1400L.

Software Image Pro Plus 4.5.0.29 (Media Cybernetics, Estados Unidos).

f1B.3. FArmacos

f1B.3.1. Sedacién e induccién anestésica
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o Tiletamina-zolazepam 4 mg/Kg (Zoletil® 100, Virbac).

0 Xilacina 2 mg/Kg (Xilagesic® 20%, Laboratorios Calier).

o Fentanilo 0.15 mg/3ml (Fentanest®, Kern Pharma) (5 ug/Kg bolus + infusién a

3-6 ug/Kg/h).
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o Propofol 10 mg/ml (Propofol Lipuro 1%°®, BBraun) (1.5-2.5 mg/Kg bolus +
infusion a 11 mg/Kg/h).
f1B.3.2. Induccién percutanea de un IAM reperfundido
o Povidona yodada (Betadine®, MEDA, Spain).
Heparina sédica (Heparina® sédica Chiesi 1000 Ul/ml, Chiesi Espafia S.A.).
Acetilsalicilato de lisina (Inyesprin® 0.9 g, Griinenthal Pharma S.A.).

Contraste iomerol 370, 0.755 g/ml (lopamiro®, Bracco).

© O O o

Suero fisioldgico 0,9% 500 ml (Grifols International S.A).

0 Suero glucosado 5% 500 ml (Grifols International S.A).
f1B.3.3. Célculo del AR y del Al

o Fluoresceina s6dica 10%, 500 mg/5 ml (Fluoresceina Oculos®, Laboratorios

Théa S.A)).

o 2,3,5-Cloruro de trifeniltetrazolio 1% (Sigma Life Science, Germany).

0 Suero fisioldgico frio 4°C (Solucidn salina 0,9%, Fresenius Kabi Espafia S.A.).
f1B.3.4. Sacrificio

o0 Tiopental sédico (Tiobarbital Braun 1g, Braun Medical S.A., Barcelona).

FASE 1. C.- METODOS

Todos los experimentos del estudio se llevaron a cabo siguiendo los protocolos
aprobados por el Comité de Cuidado animal del Institut de Recerca (N. Registro: 19/10
CEEA- Departament de Medi Ambient i Habitatge: B9900062) y segun las guias para
el cuidado y uso de animals de laboratorio publicados en la Directiva 2010/63/EU del
Parlamento Europeo y por el Consejo de la proteccién de animales usados para

propésitos cientificos del 22 de Septiembre del 2010.

f1C.1. Induccidén percutdnea de un IAM reperfundido

Tras sedacion intramuscular con tiletamina-zolazepam y xilacina, y anestesia
intravenosa con bolus de propofol-lipuro y fentanest administrados a través de una
vena auricular, los animales fueron intubados y monitorizados. Se registraron todos los
pardmetros hemodinamicos basales y temperatura. La induccion del infarto se llevo a
cabo de forma percutanea segun la técnica de Seldinger, a través de un acceso
femoral arterial obtenido por diseccién inguinal por planos. Tras exponer los vasos
femorales, la arteria fue canulada con un abbocath 24G, a través del cual avanzamos
una guia de 0.021” y posicionamos un introductor 7F y siguiendo la misma

metodologia uno 5F en la vena femoral. Las perfusiones de propofol y fentanilo y un
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suero glucosado de mantenimiento se infundieron a través de dicho introductor
venoso. Administramos 150UI/Kg de heparina y 450 mg de acetilsalicilato de lisina por
via intravenosa, antes de iniciar el procedimiento. Bajo control radiolégico avanzamos
un catéter guia AMI 6F sobre una guia de teflon 0.035” desde la arteria femoral hasta
el tronco comudn, canulandolo selectivamente. Obtuvimos un registro del arbol
coronario en la proyeccién anteroposterior (0°0°) utilizando contraste iomerol.
Tomando dicha proyecciéon como referencia, avanzamos una guia BMW 0.014” hasta
la parte mas distal de la arteria descendente anterior (LAD). Sobre dicha guia
posicionamos un balén coaxial de 2,5/12 mm en el segmento medio de la LAD, justo
tras la emergencia de la primera diagonal. En aquellos casos en que la primera
diagonal era muy precoz situamos el bal6én justo en la mitad del recorrido de la LAD.
El balén se infl6 hasta confirmar angiograficamente la oclusion de la arteria, que se
logro generalmente a bajas atmésferas (4-6 atm).

Cada uno de los 3 animales de esta fase fue sometido a un tiempo diferente de
isquemia: 49, 60 y 90 minutos (min). Se corrobor6 la presencia de un ascenso del
segmento ST sostenido durante la oclusiébn coronaria, mediante monitorizacion
continua. Tras completar la fase de isquemia, se reperfundié la arteria desinflando el
balén (Fig.16).

Figura 16 Induccién percutianea de un IAM reperfundido. (a) Quiréfano experimental donde se llevaron a cabo los
procedimientos bajo condiciones de asepsia. (b) Introductores 5 y 7F en vena y arteria femorales respectivamente tras
diseccion inguinal por planos. (c) Realizacion de la coronariografia guiada por Rx. (d) Angiografia del sistema izquierdo.
Proyeccion 02 02. (e) Catéter guia AMI 6F conectado al sistema de inyeccidén de contraste y al indeflator. (f) Balon coaxial
2.5/12mm inflado en la LAD media, justo tras la emergencia de la primera diagonal.
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f1C.2. Célculo del area en riesgo y del drea de necrosis

Una vez completada la induccién del infarto y reperfundida la LAD, se efectu6
la toracotomia media y pericardiectomia en los 3 animales para obtener el corazon.
Justo antes del sacrificio administramos, por via intravenosa, 10 ml de fluoresceina
sédica a la vez que se reocluia el balén coaxial para evitar la llegada de fluoresceina al
territorio irrigado por la LAD y asi poder calcular el AR. Tras el sacrificio, el corazon fue
seccionado, enfriado con suero frio a 4°C y cortado en lonchas de 5-7 mm sagitales y
paralelas al surco auriculoventricular, desde el apex hasta la base del corazén. Cada
una de estas lonchas fue pesada en la bascula y sumando dichos pesos calculamos la
masa ventricular total. A continuacion, cada loncha fue fotografiada bajo luz ultravioleta
lo que permiti6 delimitar el AR, que se diferencia claramente de los territorios
dependientes del flujo de otras coronarias. Dichas lonchas se incubaron a 37°C,
durante 10 min, en 2,3,5-cloruro de trifeniltetrazolio y de nuevo fotografiadas bajo luz
blanca junto a una escala de referencia (control del grado de magnificacién 1:1 de la

camara) para definir el Al (Fig.17).

Figura 17 Visualizacién del drea en riesgo y del drea de necrosis. (a) Imagen representativa de una loncha (L2) del

cerdo 100608 visualizada con luz ultravioleta. El drea en riesgo se visualiza de color lila que se diferencia bien del drea
miocardica bien perfundida que aparece de color verde. (b) Imagen representativa de una loncha (L3) del cerdo
100519 visualizada con luz blanca. El area de necrosis corresponde a la zona de color blanco mientras que el drea
miocdrdica viva aparece de color rojo.

Tanto las imagenes del AR como del Al de cada loncha fueron digitalizadas y
cuantificadas utilizando el programa Image Pro Plus. La masa total de miocardio
necrotico y de miocardio en riesgo fueron calculadas a partir de las medidas
individuales de cada loncha y expresadas respecto al porcentaje total de la masa

ventricular (Garcia-Dorado et al., 1992; Garcia-Dorado et al., 1997).
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FASE 1. D.- RESULTADOS

f1D.1. Puesta a punto del modelo porcino de IAM percutaneo vy reperfundido

La primera fase del estudio, que iniciamos en Mayo del 2010, consté de 3
experimentos que permitieron poner a punto el modelo porcino de IAM percutaneo y
reperfundido. En esta fase determinamos el tiempo de isquemia necesario para
obtener un infarto del tamafio deseado. Los 3 tiempos diferentes de oclusion coronaria
aplicados, 90, 60 y 49 min, generaron un Al respecto al AR del 63.6, 48.9 y 40%
respectivamente (Fig.18). Elegimos el tiempo de isquemia de 49 minutos por

reproducir la extension media de los infartos que vemos habitualmente en la practica

clinica.

Figura 18 Determinacion de la duracién de la fase de isquemia. La imagen muestra lonchas de corazén de los 3 animales
a partir de los cuales se preciso el tiempo apropiado de isquemia para obtener un IAM del tamafio deseado. (ay d) loncha
representativa del corazén sometido a 90 min de isquemia observada bajo luz ultravioleta (AR: area lila) y bajo luz blanca
(Al: area blanca) respectivamente. La relacion Al/AR fue de 63.61% (b y e) loncha representativa del animal sometido a 60
min de isquemia mostrando respectivamente el AR y el Al. La relacion Al/AR fue de 48.9%. (c y f) AR y Al en una loncha
representativa del animal sometido a 49 min de isquemia con una relacién Al/AR del 40%.
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FASE 2.- DESARROLLO IN VITRO DEL SISTEMA DE
LIBERACION DEL ANTAGOMIR-92a: MICROESFERAS.






FASE 2- MATERIAL Y METODOS

FASE 2. A.- TAREA EXPERIMENTAL DE LA FASE 2

Definir, in vitro, las caracteristicas y propiedades de las microesferas como

vehiculo para liberar antagomir-92a.

FASE 2. B.- MATERIAL

f2B.1. Instrumentos y aparatos

f2B.1.1. Preparacion de las microesferas (ME) vacias

Dispersor Ultra-Turrax T-25 (IKA®-Werke GmbH and Co. KG, Germany).
Sonificador 250 (Branson® ICT S.L, Espafia).

Magnetic stirrer MR2002 (Heildoph Instruments GmbH and Co. KG, Germany).
Centrifuga Labofuge Ae (Heraeus S.A., Espaia).

Liofilizador Lioalfa-6 (Telstar S.L., Terrassa, Espafia).

Congelador —80°C.

f2B.2. Reactivos

f2B.2.1. Preparacion de las ME vacias

(o}
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Poli-d-I-lactico-coglicélico (PLGA) (Evonik industries, Essen, Germany).
Cloruro de metileno.

Alcohol polivinilico 1%.

Cloruro de sodio 1%.

Agua purificada.

FASE 2. C.- METODOS

Esta fase fue llevada a cabo en los laboratorios de [+D de Pierre-Fabre,

empresa con la que contactamos por estar especializada en el desarrollo de sistemas

de liberacién de farmacos. Todos los procedimientos para manufacturar las ME se

llevaron a cabo cumpliendo las normas de buenas practicas de laboratorio.

Era necesario preparar unas ME de un material adecuado para poder ser

administradas por via intracoronaria y con una granulometria apropiada para permitir

su distribucion y retencion en la red microvascular cardiaca. Idealmente, ademas,

deberian liberar el agente terapéutico de una forma controlada, durante 2-3 semanas,

periodo en el que ocurre principalmente la reparaciéon miocardica postIAM.
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f2C.1. Preparacién de las ME vacias

Las ME fueron preparadas en condiciones asépticas, siguiendo el método de
emulsién y evaporacién del solvente w/o/w (método de la emulsion mdltiple) usando un
copolimero de PLGA en una relacidon 50:50 con grupos terminales carboxilo (Wu,
2004; Li et al., 2008). Por cada 0.2 g de PLGA se afiadié 1 ml de cloruro de metileno.
A la solucién 6rganica de PLGA obtenida, se le afiadieron 0.3 ml de agua purificada y
la mezcla fue emulsificada por sonificacién durante 20 segundos (seg).

La emulsién primaria fue afiadida a una fase externa, que consistia en una solucion
acuosa (w/v) de alcohol polivinilico al 1% y de cloruro de sodio al 1%, y todo ello
homogeneizado durante 60 seg a 10.300 revoluciones por minuto (rpm).

La emulsion secundaria (w/o/w) obtenida fue afadida a un volumen de agua purificada
y se dej6 evaporar el cloruro de metileno por agitacién. Las microesferas obtenidas se
recogieron por centrifugacion, fueron lavadas dos veces con agua purificada y a

continuacion, congeladas en seco (Fig.19).

Fase acuosa interna Fase organica
(fdrmaco-agua) (polimero-solvente)

L |
v

‘ Emulsién w/o ‘

Y

Fase acuosa externa
(emulsificante-agua)

Y

‘ Emulsion w/o/w ‘

!

Endurecimiento de
las ME

Y

Centrifugar, filtrar,
lavar y secar

Y

L ome |

Figura 19 Flujo para la obtencién de las ME por el método de emulsién multiple w/o/w. Se utiliza para encapsular
principios activos solubles en agua. En este método el principio activo se disuelve en agua (fase acuosa) y el polimero se
disuelve en un solvente organico (fase orgénica). Ambas fases se mezclan obteniéndose la emulsion w/o, la cual se adiciona
lentamente sobre un medio acuoso que contiene un emulsificante como el alcohol polivinilico. Después el solvente
organico es eliminado y se obtienen las ME.
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FASE 2. D.- RESULTADOS

f2D.1. Obtenciéon de las ME vacias apropiadas

En esta segunda fase definimos la composicion apropiada, morfologia vy
caracteristicas granulométricas del sistema de liberacién. Mediante el método de
emulsion y evaporacion del solvente obtuvimos unas microparticulas esféricas de
PLGA. (Fig. 20). La viscosidad inherente del polimero oscilé entre 0.16 y 0.24. Por
microcopia electronica se observé una porosidad adecuada de las particulas.

Se eligi6 como polimero el PLGA teniendo en cuenta su disponibilidad y
biocompatibilidad. Ademas su masa molecular y su biodegradabilidad intrinseca, que
determina en gran medida la velocidad de liberacién del principio activo, lo hacia

adecuado y adaptado a las necesidades de nuestro estudio.

Figura 20 Microesferas. La figura muestra ME in vitro observadas mediante microscopia electrénica. Las microesferas
tienen una superficie porosa. Escala de la barra: 200 pm y 10 pm respectivamente.

Teniendo en cuenta el diametro de la red microvascular cardiaca consideramos
que 10 ym seria un tamafo de particula apropiado para asegurar la retencion de las
ME en los capilares del area infartada, minimizando el riesgo de obstruccion de las
arteriolas. Mediante el método de microencapsulacion antes descrito obtuvimos una
distribucion de tamanos de particulas adecuado, con un tamafio medio de 9.04 um,
82.13% de ellas entre 5 y 25 pym, sin particulas de un tamafio superior a 25 ym
(Fig.21).
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Figura 21 Distribucién del tamaiio de las microesferas. Mediante el método de emulsién y evaporacién del solvente
obtuvimos ME con un tamafio medio de 9.04 um, sin particulas de un tamafio superior a 25 um. El volumen representa el
porcentaje de ME de cada tamafio.

Los estudios del perfil de liberacion in vitro y en condiciones estaticas demastraron la
liberacion bifasica tipica de las ME. La liberacién inicial durante las primeras 24 horas,
conocida como efecto burst, es inmediata y rapida y se debe a la erosion de la
superficie de la microparticula que permite un rapido inicio del efecto molecular.
Después de este efecto inicial, se observa una liberacion sostenida y a una velocidad
mas lenta secundaria a un mecanismo de difusion y de degradacién progresiva de la
microparticula. Este perfil de liberaciéon se consider6 adecuado en nuestro estudio
teniendo en cuenta que las reacciones de reparacién miocardica empiezan muy rapido
tras el insulto isquémico y se prolongan durante al menos 3-4 semanas postlIAM. Se
realizaron experimentos in vitro ajustando el tamafio de la particula, la cantidad de
polimero y de alcohol polivinilico, asi como su masa molecular, obteniendo una
formulacion adecuada capaz de liberar el principio activo durante un periodo de 3
semanas, que consideramos apropiado para poder modular dichas reacciones de

reparacion y observar un efecto bioldgico.
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FASE 3- MATERIAL Y METODOS

FASE 3. A.- TAREA EXPERIMENTAL DE LA FASE 3

Estudiar si las ME fabricadas pueden ser administradas por via intracoronaria y

si quedan retenidas en el corazon, sin producir dafio miocardico in vivo.

FASE 3. B.- MATERIAL

f3B.1. Animales:
- 6 cerdos (100921, 100923, 101025, 101026, 110125, 110131) Large-White de
3-4 meses de edad, hembras y 30-35 Kg de peso de la granja Aulinas de la

Garrotxa, Catalufia. Los animales pasaron un periodo de 7 dias de cuarentena
en el estabulario del Institut de Recerca hasta el inicio de los experimentos.
Fueron alimentados con el pienso comin (Porcs Engreix Murri, Piensos Vifias

de Llagostera, SL)

f3B.2. Instrumentos y aparatos:

f3B.2.1. Preparacion de las ME marcadas con albumina de suero bovino marcada
con isotiocianato de fluoresceina (FITC-BSA)
= Ver material descrito en la fase 2 (f2B.1.1.).
f3B.2.2. Anestesia, intubacidon y monitorizacion
= Material descrito en la fase 1 (f1B.2.1.).
f3B.2.3. Induccién de un IAM percutaneo reperfundido
= Material descrito en la fase 1 (f1B.2.2.).
f3B.2.4. Diseccién femoral, toracotomia y esternotomia
= Material descrito en la fase 1 (f1B.2.3.).
f3B.2.5. Obtencion y conservacién de muestras
= Punch (Kai, Japan).
= Eppendorfs.
= Congelador a —80°C.
f3B.2.6. Visualizacion de muestras
= Microscopio optico de fluorescencia (Olympus IX 71, Tokyo, Japan).
f3B.2.7. Experimentos con cristales piezoléctricos
= AP-Transducer coupler Type A (Strain Gage bridge) S72.25 (Coulbourn
instruments, Whitehall, Pennsylvania).
= 2 pares de cristales piezoeléctricos (System 6, Triton Technology, San Diego,
California).

= Osciloscopio Hameg HM 205-3 (Hameg instruments S.L., Barcelona, Espafia).
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= Carrier Amplifier AP-601G.

= Flowmeter T206 (Transonic systems Inc.).

= Lazos de goma Neo-LAC (Davis + Geck).

= Powerlab/16 sp (ADInstruments Pty Ltd, Castle Hill, Australia).

= Catéter Millar SPC-350 1.4F (Millar Instruments Inc, Houston, TX).

= Software SigmaPlot (Systat Software Inc., UK).

= Software Chart 5 for Windows ((ADInstruments, Colorado Springs, CO, USA).

f3B.3. Farmacos:
f3B.3.1. Preparacion de las ME marcadas con FITC-BSA

o0 FITC-BSA al 1% ademas de los componentes descritos en el punto f2B.2.1.

f3B.3.2. Sedacion e induccion anestésica
o0 Farmacos descritos en la fase 1 (f1B.3.1.).
f3B.3.3. Induccién percutanea de un IAM reperfundido
o0 Farmacos descritos en la fase 1 (f1B.3.2.).
f3B.3.4. Disolucién de las microesferas para su administracién
0 Tampo6n fosfato salino (PBS) 0.15 molar (M) y polisorbato-80 0.01%.
f3B.3.5. Sacrificio

o Tiopental sédico (Tiobarbital Braun 1g, Braun Medical S.A., Barcelona).

FASE 3. C.- METODOS

Para estudiar la eficacia y seguridad de las ME era preciso poderlas visualizar
in vivo. Para ello fueron marcadas con una proteina fluorescente, la FITC-BSA
(Wischke and Borchert, 2006).
f3C.1. Preparacién de las ME marcadas con FITC-BSA

Las ME marcadas con FITC-BSA fueron preparadas siguiendo el método de
emulsién y evaporacion del solvente w/o/w, usando un copolimero 50:50 de PLGA
conteniendo grupos terminales carboxilo. Por cada 0.2 g de PLGA, se afiadié 1 ml de
cloruro de metileno. A continuacién, 0.1 ml de solucién acuosa de FITC-BSA (20
mg/ml) fue afiadida a la solucién organica de PLGA y emulsificado por sonificacion
durante 15 seg. Esta emulsién primaria fue afiadida a una fase externa consistente en
una solucion acuosa de alcohol polivinilo al 1% (w/v) y de cloruro de sodio al 1% (w/v)
y todo ello homogeneizado durante 60 seg a 10.300 rpm. La emulsién secundaria
(w/o/w) obtenida fue afiadida a un volumen de agua purificada y cloruro de metileno y
se dej6 evaporar por agitacién. Las ME obtenidas se recogieron por centrifugacion,

fueron lavadas dos veces con agua purificada y después congeladas en seco.
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f3C.2. Inducciéon percutdnea de un IAM reperfundido y administracion

intracoronaria de ME marcadas con FITC-BSA

Para estudiar la biodistribucion de las ME FITC-BSA in vivo indujimos un IAM a
4 animales (100921, 100923, 101025, 101026) siguiendo la metodologia descrita en la
fase 1. A los 5 minutos tras la reperfusion de la LAD, se administraron por via
intracoronaria 30 mg de ME marcadas con FITC-BSA. Las ME fueron resuspendidas in
situ en PBS 0.15M vy polisorbato-80 0.01% justo antes de su administracion, que se
realizé a través del balén coaxial desinflado situado en la misma posicién en la LAD.
La aparicion de arritmias, alteraciones de las constantes hemodinamicas o cambios en
el electrocardiograma (ECG) fueron registrados durante las inyecciones. Quince
minutos después, realizamos una toracotomia media y pericardiectomia exponiendo el
corazon. Finalmente, los animales fueron sacrificados, mediante sobredosis de
tiopental por via intravenosa y tras ello, se obtuvieron 5 muestras de tejido miocardico
infartado, 5 muestras de tejido control posterolateral y 5 muestras de pulmon.
Mediante laparotomia se obtuvieron otras muestras de tejido extracardiaco (5 de bazo
y 5 de higado). Todas las muestras fueron colocadas en eppendorfs y congeladas a —

80°C hasta su analisis.

f3C.3. Deteccion de ME marcadas con FITC-BSA en el tejido cardiaco vy

extracardiaco

Las muestras obtenidas fueron descongeladas y mediante un microtomo
obtuvimos, de cada una, 5 secciones de 5 um que se colocaron individualmente en
portaobjetos. Todas las muestras fueron visualizadas mediante microscopia 6ptica de

fluorescencia, con longitud de onda de luz B, que permite detectar fluorescencia.

f3C.4. Deteccidén de toxicidad cardiaca por isquemia: experimentos con cristales

piezoeléctricos

Para investigar la posible toxicidad miocardica desdencadenada por las ME, asi
como también el margen de seguridad terapéutico, se realizaron 2 experimentos con
los 2 cerdos sanos restantes (110125, 110131). Se utilizd el sistema de cristales
piezoeléctricos, altamente sensible para la deteccién de isquemia, junto a la mediciéon
simultanea del Qc.

Se empezé sedando y anestesiando a los animales siguiendo la misma pauta descrita.
A continuacion, los animales fueron intubados y monitorizados. Se efectu6 la
toracotomia y pericardiectomia. Los margenes libres del pericardio fueron suturados a

los bordes esternales suspendiendo ligeramente el corazén.
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Con un bisturi se efectuaron 4 microcortes, 2 en la regién anterior, donde se colocé un
par de microcristales ( I: par de cristales de la zona IAM) y 2 en la pared posterolateral
para el par de microcristales control (C: par de controles en la zona control) (Fig. 22).

La distancia entre los 2 cristales de cada par fue de aproximadamente 1.5 cm.

Figura 22 Sensor de flujo, catéter Millar y cristales piezoeléctricos implantados en el corazén in vivo. Se muestra una

imagen representativa del corazén de un animal tras toracotomia y pericardiectomia. Cuatro microcristales fueron
insertados en el miocardio, un par en la zona anterior irrigada por la LAD (flechas azules) y otro par en la zona control
posterolateral (flechas blancas). A continuacidn, un sensor de flujo (flecha negra) fue implantado en el segmento medio de
la LAD tras una diseccion focal a dicho nivel. Tanto las sefiales mecénicas producidas por cada par de microcristales como
las oscilaciones del flujo coronario durante la infusién intracoronaria de ME fueron registradas de forma continua y
analizadas. Un catéter Millar (flecha amarilla) en la cavidad ventricular izquierda midid las presiones intraventriculares.

La sefial mecéanica de la contraccién miocardica es captada por los cristales y
transformada en una sefial eléctrica, que es recogida por un oscilémetro y transmitida
de forma continua a un computador. Ello nos permite realizar mediciones de la
distancia maxima (Max L), minima (Min L), telediastolica (EDL) vy telesistélica (ESL)
entre los dos cristales de cada par. A la diferencia entre la EDL y la ESL se le llama
acortamiento sistolico (SS) y se calcula con la férmula (EDL — ESL) / EDL. Es el
parametro que mejor refleja la contraccion miocardica de la region donde se
encuentran implantados los microcristales. Los valores normales de SS oscilan entre
0.2 + 0.1 (Rodriguez-Sinovas et al., 2003). Cuando el musculo cardiaco se afecta por
un estimulo isquémico la contraccion rapidamente se pierde, por lo que la distancia
ESL se iguala a la EDL y el SS se iguala a 0. Ademas, ambas distancias, ESL y EDL,
aumentan tanto por el abombamiento por discinesia del tejido afectado como por el
arrastre del tejido sano colindante hipercontractil. El sistema de cristales

piezoeléctricos detecta, con elevada sensibilidad, la presencia de isquemia miocardica.
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El Qc se analizé mediante un sistema electromagnético. Para ello, se colocé un
sensor de flujo en la porcion media de la LAD, donde se efectué una pequefia
diseccion de 5-10 mm (Cinca et al., 1996) (Fig.20). Se efectuaron también medidas
de la presion intraventricular telediastélica (LVEDP) y telesistélica del VI (LVESP) con
un catéter Millar colocado en la cavidad ventricular izquierda, a través de una
microperforacién miocardica por puncién directa (Fig.20) A partir de ella, se calcularon
los cambios de presién en el tiempo (el pico + y — de la integral presion-tiempo
(dP/dT).

Todos estos parametros fueron simultaneamente registrados y grabados

mediante el software Chart 5 program for Windows.

Una vez obtenido un buen registro de todas las sefiales a través del poligrafo,
donde quedaron digitalmente almacenadas para su posterior analisis, se realizd la
coronariografia. En este caso se siguid la misma metodologia que la usada para
inducir el 1AM, s6lo que en este caso el balén coaxial no fue inflado. La administracion
de ME FITC-BSA se realizé a través del balén coaxial mediante inyecciones repetidas

sucesivas hasta alcanzar 120 y 240 mg en cada animal, respectivamente (Fig.23).

* n=1 =120 mg de ME en inyecciones
repetidas de 5 ml (15 mg) y de 10 ml (30 mg)

* n=1 = 240 mg de ME en inyecciones
repetidas de 5 ml (15 mg) y de 10 ml (30 mg)

Figura 23 Experimentos para estudiar la seguridad local y el margen de seguridad terapéutica. A dos animales se les
administré respectivamente 120 y 240 mg de ME disueltas en PBS mediante inyecciones sucesivas de 5 o 10 ml conteniendo
15y 30 mg de ME respectivamente. La administracidn se realizo a través del baldn coaxial desinflado en la LAD media.
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FASE 3. D.- RESULTADOS

f3D.1. Las ME pueden ser liberadas seletivamente en el miocardio reperfundido

donde quedan retenidas

Con nuestros experimentos demostramos que las ME marcadas con FITC-BSA
guedan retenidas en los capilares del area dafiada después de ser administradas por
via intracoronaria, a través de la arteria responsable del IAM, a los 5 min
postreperfusion (Fig.24).

Zona control Zona infarto Zona infarto

Cerdo 1

Cerdo 2

Figura 24 Deteccién de las ME de PLGA marcadas con FITC-BSA en las muestras de miocardio. La figura
muestra imagenes representativas de secciones de tejido control y tejido infartado visualizadas mediante
microscopio Optico de fluorescencia. Las muestras fueron obtenidas de 2 cerdos sometidos a 49 min de
isquemia y tratados, a los 5 min postreperfusion, con 2 inyecciones conteniendo 30 mg de ME marcadas. Las
ME estuvieron exclusivamente presentes en la zona infartada en ambos animales. Escala de la barra: 50 um.

f3D.2. Las ME pueden ser liberadas seletivamente en el miocardio reperfundido

sin ser detectadas en otros 6rganos a distancia

Para descartar biodistribucion sistémica de las ME, examinamos su posible
presencia a distancia, en tejidos extracardiacos. En los 2 animales estudiados
(101025,101026), a parte de confirmar retencion de ME FITC-BSA en el tejido
infartado anterior, se descart6é presencia de fluorescencia en el tejido cardiaco control
y también a distancia, en otros 6rganos como el higado, pulmén y bazo (Fig.25 y
Fig.26).
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Figura 25 Deteccion de las ME de
PLGA marcadas con FITC-BSA en las
muestras de miocardio de los
animales 101025 y 101026. La figura
muestra imagenes representativas de

101025 secciones de tejido infartado y tejido
control visualizadas mediante
microscopio Optico de fluorescencia.
Tras una fase de isquemia de 49 min
la LAD fue reperfundida y a los 5 min
postreperfusidn se administraron por
via intracoronaria 2 inyecciones que
contenian 30 mg de ME fluorescentes.

101026 Se visualizé fluorescencia en el tejido
infartado pero no en el miocardio
control.

Zona infarto Zona control

Zona infarto Bazo Higado Pulmén

Tejido
fresco

Figura 26 Deteccion de las ME de PLGA marcadas con FITC-BSA en el corazén y tejidos extracardiacos. Se
obtuvieron 5 pg de tejido pulmonar, hepatico y esplénico de los animales 101025 y 101026 tratados con 30
mg de ME administradas por via intracoronaria mediante 2 inyecciones. Las muestras fueron analizadas con

microscopia déptica de fluorescencia con luz B. Se detectd fluorescencia exclusivamente en los capilares del
miocardio infartado. Escala de la barra: 50 um.

Por tanto demostramos que las ME quedan retenidas en el corazén por lo que podran

evitar la biodistribucion sistémica del antagomir-92a.
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f3D.3. Las ME pueden ser liberadas con seguridad en el tejido miocardico

reperfundido sin producir efectos adversos locales

En ambos animales (110125, 110131) se confirmé de nuevo, por microscopia
Optica de fluorescencia, que las ME habian quedado retenidas en el tejido miocardico.
A pesar de la retencion de ME en los capilares miocardicos, los cristales
piezoeléctricos mostraron Unicamente oscilaciones menores y de corta duracién. Las
distancias ESL y EDL del par | aumentaron con las inyecciones intracoronarias de ME,
volviendo a su situacion basal en pocos segundos. El SS, que no varié durante la
primera inyeccidn, descendié hasta 0.1 tras la segunda. En menos de un minuto el
valor del SS se normaliz6. Todo ello globalmente reflej6é que la inyeccidn intracoronaria
de ME produce un estimulo isquémico transitorio y rapidamente reversible. (Fig.27 y
Fig.28). El Qc no sufri6 cambios durante los experimentos. No se produjeron arritmias,

cambios ECG ni alteraciones de los parametros hemodinamicos durante las

Inyecciones.
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Figura 27 Primera inyeccién intracoronaria de 15 mg de ME marcadas con FITC-BSA en el animal 110131: efectos sobre
la contractilidad, flujo coronario y parametros hemodinamicos. La grafica muestra un aumento en la distancia EDL y ESL
entre el par de cristales de la zona infartada en relacién a la inyeccién intracoronaria de ME. Este cambio dura segundos
revirtiendo de nuevo al valor basal lo que refleja que el estimulo isquémico fue transitorio y rapidamente reversible. El Qc
en la LAD y los pardmetros hemodindmicos no sufrieron cambios (Max L, Min L, EDL y ESL: distancia maxima, minima,
telediastodlica y telesistdlica respectivamente entre cada par de cristales a lo largo del ciclo cardiaco; I: par de cristales
implantado en el area infartada; C: par de cristales en la zona control; SS: acortamiento sistélico; Qc: flujo coronario; Ao
pressure: presion aortica; HR: frecuencia cardiaca; LV pressure: presion del VI y su derivada LV dP/dT del VI; LVESP: presion
telesistdlica del VI; LVEDP: presion telediastdlica del VI).
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Figura 28 Segunda inyeccién intracoronaria de 15 mg de ME marcadas con FITC-BSA en el animal 100131: efectos sobre
la contractilidad, flujo coronario y parametros hemodinamicos. Los mismos parametros descritos en la figura previa
fueron analizados durante la segunda inyeccién de 15 mg de ME. La grafica muestra de nuevo incrementos de la ESL y EDL,
ahora de intensidad mas marcada pero de una duracidn similar a la observada durante la primera inyeccién. EI SS desciende
pero sin llegar a 0 y se normaliza en un minuto, indicando que la contraccién no se abole por completo y se restaura por
completo rdpidamente. Por tanto, el estimulo isquémico generado por las 2 inyecciones es rapidamente reversible. No
aparecieron arritmias. La oscilacion del flujo se produce durante los 30 segundos en que se esta efectuando la inyeccion, sin
oscilaciones posteriores y con valores similares al basal. (Max L, Min L, EDL y ESL: distancia maxima, minima, telediastdlica y
telesistdlica respectivamente entre cada par de cristales a lo largo del ciclo cardiaco; I: par de cristales implantado en el
area infartada; C: par de cristales en la zona control; SS: acortamiento sistélico; Qc: flujo coronario; Ao pressure: presion
adrtica; HR: frecuencia cardiaca; LV pressure: presion del VI y su derivada LV dP/dT del VI); LVESP: presion telesistdlica del
VI, LVEDP: presion telediastélica del VI).

En cuanto al margen terapéutico, se comprobd que éste era amplio, sin detectar una
dosis a partir de la cual el dafio isquémico era irreversible (Fig.29 y Fig.30) Se
observé también, que las inyecciones de 30 mg producian oscilaciones isquémicas
gue, aunque también eran transitorias, eran mas intensas y algo mas duraderas. Por
este motivo se decidié que en el estudio biolégico final (fase 5) se realizaria una

administracion en 2 inyecciones de 5 ml por separado y no una Gnica de 10 ml.
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Figura 29 Evaluacién del margen de seguridad terapéutico. Otro experimento (100125) fue llevado a cabo para reevaluar
el potencial dafio isquémico local de las ME sobre el propio miocardio o sobre el flujo coronario. En este caso la siguiente
pauta de inyecciones (l) intracoronarias de 15 mg (barras grises estrechas) o de 30 mg (barras grises anchas) fue
administrada: 10 ml de suero fisiolégico(SF) + 6 | x 15 mg ME + 1 | x 30 mg ME + 10 ml de SF +20 ml de SF + 10 min de
isquemia + 8 min de reperfusién. Administramos una dosis total de 120 mg. No se observé una dosis a partir de la cual los
efectos isquémicos se tornan irreversibles, reflejando un amplio margen de seguridad. Algunos extrasistoles ventriculares
fueron observados durante las inyecciones y ellos explican la reduccion momentanea y brusca de la frecuencia cardiaca con
oscilaciones simultaneas de las presiones en el ventriculo izquierdo, adrtica y flujo coronario. Se decidié ocluir el baldn
durante 10 minutos para comparar los cambios inducidos por las ME con los cambios inducidos por la oclusién del flujo
epicardico. 10 minutos de isquemia por oclusion de un vaso epicardico no generan necrosis lo que concuerda con la
recuperacion de los cambios en el acortamiento sistélico hasta normalizarse. (Max L, Min L, EDL y ESL: distancia maxima,
minima, telediastdlica y telesistélica respectivamente entre cada par de cristales a lo largo del ciclo cardiaco; I: par de
cristales implantado en el area infartada; C: par de cristales en la zona control; SS: acortamiento sistdlico; Qc: flujo
coronario; Ao pressure: presion adrtica; HR: frecuencia cardiaca; LV pressure: presién del VI y su derivada LV dP/dT del VI;
LVESP: presidn telesistolica del VI; LVEDP: presidn telediastdlica del VI).
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Figura 30 Evaluacién del margen de seguridad terapéutico. Para evaluar el margen de seguridad se administraron de
forma sucesiva inyecciones intracoronarias de ME (11,12, 13...) de 15 mg (barras grises estrechas) o de 30 mg (barras grises
anchas). Concretamente la pauta de administracidn que se siguié en el animal 110131 fue la siguiente: 10 ml de suero
fisioldgico (S1) + 6 | x 15 mg de ME + 2 | x 30 mg ME+ 4 | x 15 mg de ME + 1l x 30 mg de ME. La separacidn entre el par de
cristales situado en el miocardio que recibe las ME es progresivamente mayor y mas prolongada pero retorna al estado
basal después de unos pocos minutos. El acortamiento sistélico llegd al valor nulo en la séptima inyeccién, indicando
pérdida de contraccidon miocardica pero con recuperaciéon completa en pocos minutos. No se objetivé dafo isquémico
irreversible con una dosis total de 240 mg de ME administrada a través del balon coaxial desinflado y situado en el
segmento medio de la DA. El flujo coronario oscil6 coincidiendo con cada inyeccidn pero rapidamente volvia al valor basal
sin quedar reducido al finalizar todas las I. Algunos extrasistoles ventriculares fueron observados durante las inyecciones y
ellos explican la reduccion momentanea y brusca de la frecuencia cardiaca vy las caidas simultaneas de las presiones en el
ventriculo izquierdo y adrtica. (Max L, Min L, EDL y ESL: distancia maxima, minima, telediastdlica y telesistélica
respectivamente entre cada par de cristales a lo largo del ciclo cardiaco; I: par de cristales implantado en el area infartada;
C: par de cristales en la zona control; SS: acortamiento sistélico; Qc: flujo coronario; Ao pressure: presidon aodrtica; HR:
frecuencia cardiaca; LV pressure: presion del VI y su derivada LV dP/dT del VI; LVESP: presion telesistélica del VI; LVEDP:
presion telediastélica del VI).

Los analisis histolégicos no mostraron areas de necrosis miocardica descartando dafio
irreversible con una dosis de microesferas 8 veces superior a la prevista para

administrar en nuestro estudio.
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f4

FASE 4.- ESTUDIO DEL EFECTO MOLECULAR DEL
ANTAGOMIR-92a ENCAPSULADO IN VIVO.






FASE 4- MATERIAL Y METODOS

FASE 4. A.- TAREA EXPERIMENTAL DE LA FASE 4

Estudiar si el miR-92a es inhibido de forma selectiva y sostenida, tras una Unica

administracion de antagomir-92a encapsulado por via intracoronaria.

FASE 4. B.- MATERIAL

f4B.1. Animales:

3 cerdos (110530, 110606, 110607) Large-White de 3-4 meses de edad,
hembras y 30-35 Kg de peso de la granja Aulinas de la Garrotxa, Catalufia. Los
animales pasaron un periodo de 7 dias de cuarentena en el estabulario del
Institut de Recerca hasta el inicio de los experimentos. Se realizaron los
controles sanitarios habituales y examenes diarios por parte de un veterinario.
Fueron alimentados con el pienso comin (Porcs Engreix Murri, Piensos Vifas

de Llagostera, SL).

f4B.2. Instrumentos y aparatos:

f4B.2.1. Preparacion de las ME cargadas de antagomir-92a

Las ME cargadas de antagomir-92a fueron fabricadas por Pierre-Fabre

utilizando el material descrito en la fase 2 (f2B.1.1.).

f4B.2.2. Determinacién del RNA encapsulado

Espectrofotdmetro.

f4B.2.3. Anestesia, intubacidon y monitorizacion

Al tratarse de unos experimentos donde el animal sobrevive unos dias después
del procedimiento, las intervenciones fueron llevadas a cabo en el quir6fano del
estabulario con los siguientes equipos:

Respirador Aespire (Datex-Ohmeda).

Monitor Cardiocap/5 (Datex-Ohmeda).

Ordenador portatil con Software Collect 55 (GE®) conectado al monitor
Cardiocap/5 (Datex-Ohmeda).

Las alargaderas, bombas de perfusién, tubo endotraqueal y laringoscopio

fueron idénticos a los descritos en la fase 1 (f1B.2.1).

f4B.2.4. Induccién percutanea de un IAM reperfundido

Se utilizé el mismo material descrito en la fase 1 (f1B.2.2) con la excepcion de
gue los accesos vasculares se obtuvieron por puncién directa con aguja de
puncion femoral 24G (Argon Medical Devices, Oxfordshire, UK) en lugar de

diseccion y uso de abbocath.

77



FASE 4- MIATERIAL Y METODOS

f4B2.5. Toracotomia, pericardiectomia, obtencidon y conservacion de muestras
= Se utilizé el mismo material descrito en la fase 1 (f1B.2.3).
f4B2.6. Aislamiento del acido ribonucleico (RNA) total de las muestras cardiacas
= Gradilla, mortero, pinzas, vOrtex, 3 pipetas sin enzimas desoxirribonucleasas
(RNAsa free) (P20, P200 y P1000), pote de precipitado, parafilm, rotulador,
microcentrifuga, horno, eppendorfs, betamercaptoetanol, nitrégeno liquido,
etanol 95-100%, etanol 70%, incubadora, hielo.
= Espacio RNAsa free, guantes, mascarilla, gorro y polainas.
= Disponible en el Kit de Exigon: solucién de lisis (40ml), agua RNAsa free
(40ml), proteinasa K (2 viales), solucién de lavado (22ml), elution Buffer (6ml),
mini spin columns (50), collection tubes (100), elution tubes 1.7 ml (50).
f4B2.7. Cuantificacion y control de calidad del RNA aislado
e 2100 Bioanalyzer Instrument (Agilent Technologies, Santa Clara, USA).
* Placa de 96 pocillos (7000 SDS).
f4B2.8. Sintesis de acido desoxirribonucleico complementario (cDNA) a partir del
RNA aislado
= Agua RNAsa free, hielo seco a —20 grados, vortex, centrifuga, elution tubes 1.7
ml, incubadora, congelador —80°C.
= Disponible en el Kit de Exigon product n° 203300: 5x reaction buffer, nuclease
free water, enzime mix, RNA-spine-in (no lo usamos en nuestros experimentos
sustituyéndolo por un volumen equivalente de agua RNAsa free).
f4B2.9. PCR cuantitativa en tiempo real (RT-PCR) con la técnica de SYBR Green
= Hielo seco a —20 grados, papel de plata, vortex, agua RNAsa free, centrifuga,
elution tubes 1.7 ml, incubadora.
= Disponible en el kit de Exiqon product n°® 203450: nuclease free water, SYBR
mix master mix, control primer set.
= Disponible en el kit de Exiqgon LNA™: Fwd primer (dried down) y LNA™ Rev
Primer (dried down) de los siguientes primers:
-Target gene primer set:
% Referencia 204258: hsa-miR-92a, LNA™ PCR primer set, UniRT,
MiIRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR, reference gene primer
set, 100 rxns.
-Reference genes primers sets recomendados por Exigon especificamente
para nuestro experimento:
% Referencia 204102: hsa-miR-499-5p, LNA™ PCR primer set, UniRT,
MIRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR, reference gene primer

set, 100 rxns.
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% Referencia 205501: hsa-miR-133a, LNA™ PCR primer set, UniRT,
miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR, reference gene primer
set, 100 rxns.

% Referencia 204063: hsa-miR-103, LNA™ PCR primer set, UniRT,
miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR, reference gene primer
set, 100 rxns.

% Referencia 204227. hsa-miR-126, LNA™ PCR primer set, UniRT,
miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR, reference gene primer
set, 100 rxns.

Como control negativo se utilizé el SnoU6 y se realizé el control RT negative
(no RT control: para descartar la contaminacion por DNA genémico)
Software Applied Biosystems (ABI) 7900 HT Version 2.4.1. Applied biosystems.

Placa de 384 pocillos con tapa.

f4B.3. FArmacos:

f4B.3.1. Antagomir-92a

El antagomir-92a consiste en una cadena de 16 oligonucleotidos de 5366 g/mol
de masa molecular disefiada y fabricada por Exiqon especificamente para
inhibir el miR-92a (Cdédigo 00220-Inhibitor-Ssc-miR-92a). Su secuencia,
CCGGGACAAGTGCAAT, contiene 9 bases DNA y 7 bases locked nucleic acid
(LNA) y su formula molecular es C154H197083Ne6P15S15 .

Los LNA son analogos de RNA sintetizados quimicamente en los que se

modifican algunos nucleétidos de RNA (Fig.31).

Figura 31 Estructura del LNA™, E|
anillo de ribosa es conectado
mediante un puente metileno
(naranja) entre los dtomos 2’-0O y 4’-
C. Ello bloquea el anillo de ribosa en
la conformacién ideal de las uniones
de Watson—Crick. Cuando los
LNAs™ son incorporados en una
cadena de oligonucledtidos de DNA
o RNA hacen que el emparejamiento
con una cadena de nucleétidos
complementaria sea mdas rapida y

mas estable.
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En concreto, el anillo de ribosa esta bloqueado en la conformacién ideal para
Watson-Crick. Como resultado, los LNA presentan una mayor estabilidad

térmica cuando se hibridan con un RNA de cadena complementaria.

f4B.3.2. Determinacién del RNA encapsulado
0 Cloroformo.
f4B.3.3. Sedacion e induccion anestésica
o Farmacos descritos en la fase 1 (f1B.3.1).
f4B.3.4. Induccién percutanea de un IAM reperfundido
o Farmacos descritos en la fase 1 (f1B.3.2).
f4B.3.5. Estabulacion de los animales
0 Manta térmica Warmtouch® (Mallinckrodt medical).
o Oxigeno (Oy).
o Acido acetilsalicilico 100 mg (Adiro® ,Bayer S.A., Bayer Bitterteld GmbH).
o Fentanilo transdérmico 75 microg/h (Matrifen®, Nycomed).
f4B.3.6. Sacrificio

o Tiopental sédico (Tiobarbital Braun 1 g, Braun Medical S.A., Barcelona).
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FASE 4. C.- METODOS

f4C.1. Sintesis del antagomir-92a

La sintesis del antagomir-92a fue llevada a cabo por Exigon, siguiendo la
metodologia descrita en su web (Exigon.com). Brevemente, la sintesis de antagomir-
92a se realiza en soportes sélidos basandose en la quimica 3'- 5’ de la fosforamidita,
gue consiste en una adicién secuencial de monémeros de amidita (Fig.32). La adicion
secuencial de dichos monémeros se produce mediante reacciones de acoplamiento
espontaneos entre el grupo 3'-fosforamidita de los mondémeros en solucién con el

grupo 5’-hidroxilo del monémero unido al soporte sélido.
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Figura 32 Sintesis de un oligonucleétido. La sintesis de un oligonucleétido se completa mediante un ciclo de reacciones
que se repiten hasta que se alcanza la longitud deseada del oligo. Este ciclo consta de cuatro reacciones principales: 1-
Destritilacion que consiste en eliminar mediante un tratamiento ligeramente acido al grupo dimetoxitritilo. Este grupo
protege al hidroxilo 5’ terminal de la base (nucleétido) correspondiente. 2- Acoplamiento: una vez libre el grupo hidroxilo se
adiciona el siguiente nucledtido correspondiente a la secuencia deseada en forma de beta-cianoetilfosforamidita. 3-
Bloqueo: concluido el paso de acoplamiento, se bloquean todos los hidroxilos que no reaccionaron (<2% del total) con la
nueva base mediante una reaccién de acetilacién. 4- Oxidacion: finalmente el grupo fosfito internucleotidico se oxida a un
grupo fostato estable.
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Cada ciclo de sintesis requerido para la adiciéon de una nueva base a la cadena
de oligonucleétidos consiste en 4 pasos: 1 destritilacion, 2 acoplamiento de
forforamidita, 3 bloqueo y 4 tiolacién/oxidacion. Al completarse la sintesis, los grupos
protectores betacianoetilo son eliminados mediante lavado de la columna de sintesis
con reactivos dedicados. Después de esto, el soporte sélido debe ser secado hacia
abajo e incubado en bafio de agua, con el fin de lograr la escisién del oligonucleétido
crudo de dicho soporte, asi como también, para lograr la escision de los grupos
protectores de la nucleobase. A continuacién, los oligonucleétidos son purificados
empleando buffers de sodio y finalmente los tampones residuales son eliminados por
desalinizacion. Por Gltimo, se evalua la pureza del material final midiendo la densidad
Optica mediante un espectrofotdmetro de luz ultravioleta a una longitud de onda de 260

nm. El antagomir-92a es lifilizado y congelado a — 80 °C hasta su utilizacion.

f4C.2. Preparacion de las ME cargadas de antagomir-92a

Las ME cargadas de antagomir-92a fueron preparadas en condiciones
asépticas siguiendo el método de emulsién y evaporacion del solvente w/o/w usando
un copolimero 50:50 de PLGA conteniendo grupos terminales carboxilo. Por cada 0,6
g de PLGA se afadieron 3 ml de cloruro de metileno. A continuacién, 0.3 ml de una
solucion concentrada (222 mg/dL) de antagomir-92a en agua purificada fue afiadida a

la solucion de PLGA organico y emusionado por sonificacion durante 20 seg.

Esta emulsion primaria fue afiadida a una fase externa consistente en una
solucion acuosa de alcohol polivinilico al 1% (w/v) y de cloruro de sodio al 1% (w/v) y

todo ello homogeneizado durante 60 seg a 10.300 rpm.

La emulsién secundaria (w/o/w) obtenida fue afiadida a un volumen de agua
purificada y cloruro de metileno y se dejé evaporar por agitacion. Las ME obtenidas se
recogieron por centrifugacion, lavadas dos veces con agua purificada y después

congeladas en seco.

f4C.3. Determinacién del RNA encapsulado

La concentracion del RNA encapsulado se estimé por espectrofotometria de luz
ultravioleta a una longitud de onda de 260 nm. La determinacion de la pureza del RNA
se establece mediante la relacion de las lecturas de las absorbancias a 260 y 280, que
debe encontrarse entre 1.8-2.0. Para determinar el RNA encapsulado fue necesario

disolver las ME con cloroformo.
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f4C.4. Induccidén percutdnea de un IAM reperfundido

La anestesia e induccion del IAM se realizé siguiendo la misma metodologia
gue la descrita en las fases 1 y 3, con la Unica diferencia que en este caso se efectu6
puncién percutanea de los vasos femorales, para refinar el modelo y evitar las
complicaciones posibles derivadas de la disecciéon, en una fase que requiere la

supervivencia del animal.

f4C.5. Administracién intracoronaria del antagomir-92a encapsulado

Para estudiar el efecto molecular del antagomir-92a encapsulado en ME in
vivo, se administraron por via intracoronaria 2 inyecciones de ME, cinco minutos
después de haber reperfundido la LAD. La administracion se realiz6 a través del bal6n
coaxial desinflado, situado en la misma posicién en la LAD. Cada inyeccién contenia
un total de 3 mg de antagomir-92a. La dosis de 3 mg de antagomir fue calculada
aplicando la relacion de 8 mg/Kg de peso utilizada en el trabajo de Bonauer (Bonauer
et al., 2009), considerando el peso estimado del area en riesgo (20g) y multiplicando
x5 inyecciones realizadas en dicho estudio y x3 como margen de seguridad. Cada
inyeccion fue arrastrada por 5 ml de suero fisiolégico.

La aparicidon de arritmias, alteraciones de las constantes hemodinamicas o
cambios en el ECG fueron registrados durante las inyecciones.

Al finalizar el tratamiento, se evalu6 el flujo con la escala TIMI en la LAD
mediante una inyeccién de contraste (Hackworthy et al., 1988). Tras ello, retiramos los
introductores sellando las punciones con compresion manual y suspendimos la

anestesia.

f4C.6. Estabulacién de los animales

Los animales fueron trasladados a la corralina, una vez despiertos y tras
confirmarse su estabilidad clinica y hemodindmica. Se mantuvieron con una
temperatura de 20-22°C, una humedad relativa del 40-70%. Ciclo luz-oscuridad: 12
horas. EIl primer dia tras el IAM se les proporciond O, y un parche de fentanilo, y
fueron examinados por 2 veterinarias anotando la frecuencia cardiaca (FC), saturacién

de oxigeno (SatO,) y temperatura (T?).

f4C.7. Toracotomia, obtencién de muestras y sacrificio de los animales

Con la finalidad de evaluar si el antagomir-92a encapsulado consigue un efecto
molecular y si éste es sostenido, los animales fueron programados para ser
sacrificados de forma escalonada, a las 24 horas (110530), 3 dias (110607) y 10 dias
postlAM y tratamiento (110607).
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Antes de su sacrificio, los animales fueron nuevamente anestesiados,
intubados y monitorizados. Se efectué una toracotomia media y pericardiectomia
suturando los margenes libres del pericardio a los bordes esternales. Se pudo delimitar
macroscépicamente la zona infartada y diferenciarla del tejido sano. Se obtuvieron 5
muestras de tejido infartado y 5 de tejido control, que se congelaron a -80°C hasta su

posterior analisis.

f4C.8. Extraccion del RNA total de las muestras

Para poder cuantificar el miR-92a en las muestras fue necesario aislar el RNA
total. Se seleccionaron, una muestra de tejido infartado y una de tejido control de cada
animal, y de cada una de ellas se obtuvo una porcién de un peso como maximo de 4g.
Para verificar la calidad de la RT-PCR y realizar el control negativo RT sin enzima para
descartar la contaminacion por DNA gendmico, obtuvimos también una muestra de
una animal control que no habia recibido tratamiento con antagomir-92a. También se
analizé una muestra de tejido infartado de una animal no tratado con antagomir-92a.

El aislamiento del RNA se realiz6 adquiriendo el Kit mMiRCURY™ RNA lIsolation
Kit-Tissue y siguiendo las instrucciones del fabricante (Version 1.1-March 2011 for
product #300111. Exigon).

f4C.9. Andlisis de la calidad y cuantificacién de la concentracion del RNA aislado

de cada muestra

Para verificar la calidad del RNA aislado y conocer su concentracion en cada
una de las 6 muestras, se realiz6 un analisis por electroforesis obteniendo un
electroferograma para cada muestra (Fleige and Pfaffl, 2006). El analisis se realizé en
la unidad cientifico-técnica de soporte del Institut de recerca donde se utiliz6 un
sistema de electroforesis capilar automatizado Bioanalyzer 2100 y se siguieron las
instrucciones del fabricante.

Aquellas muestras con una calidad insuficiente fueron repetidas hasta obtener
una buena calidad de todas las muestras. Conociendo la concentraciéon de RNA en
cada muestra afiadimos después, la cantidad de agua RNAsa free necesaria para
tener el volumen que se requiere (minimo 4 pl) para poder aislar el cDNA y realizar la
RT-PCR.

f4C.10. Sintesis de cDNA a partir del RNA aislado

De cada muestra de RNA obtuvimos 4 pl para llevar a cabo la transcripcion

reversa a cDNA. Para asegurar la calidad de las mediciones, se obtuvieron de cada

muestra de RNA otros 4 pl y se realizaron las reacciones por duplicado.
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Para obtener el cDNA a partir del RNA aislado utilizamos el Kit Universal cDNA
Synthesis Kit, 16-32 rxns (product n® 203300) de Exiqon y seguimos las instrucciones

del fabricante. Congelamos las muestras de cDNA a -80 grados.

f4C.11. Amplificacién del cDNA mediante RT-PCR utilizando la técnica de SYBR

Green

Al dia siguiente de haber sintetizado el cDNA, continuamos con la amplificacion
de la primera cadena de cDNA mediante RT-PCR (Nolan et al., 2006) con la técnica
de SYBR green (Zipper et al. 2004) utilizando el Kit SyBR Green master mix, Universal
RT 2,5 ml (product # 230450) de Exigon. Para la reaccion, seguimos las instrucciones
del manual miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR Version 4.1 #203300
(August 2011) de Exigon. Los primers especificos para la amplificacion fueron el miR
diana, miR-92a, y otros utilizados como genes de referencia recomendados por
Exiqon, especificamente para nuestro experimento: miR-103, miR-133, miR-203, miR-
126 y miR-499. Como control negativo se utilizé el SnoU6. Para la RT-PCT se aplicé la

siguiente pauta: un ciclo: 3 min a 95 °C, 20 ciclos; 15 seg a 95°C, 30 seg a 60°C.

f4C.12. Andlisis estadistico

Los datos estan expresados como media £ s.e.m. Las comparaciones entre los
multiples grupos se realizaron utilizando el estadistico ANOVA. Los resultados fueron

considerados estadisticamente significativos cuando la p<0.05.

FASE 4. D.- RESULTADOS

f4.D.1. El antagomir-92a puede ser encapsulado preservando su integridad

Se alcanzaron cargas de antagomir-92a del 7.3%, determinadas por
espectrofotometria, con una eficiencia de encapsulacién del 74% y con preservacion
de la integridad del antagomir. Considerando cargas de antagomir-92a del 7% fueron
necesarias 49 mg de microesferas para administrar 3 mg de antagomir-92a. Dichas

microesferas fueron diluidas en 2 inyecciones de 5.5y 6 ml.
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f4.D.2. El antagomir-92a encapsulado puede ser administrado por via

intracoronaria siendo bien tolerado

Los 3 animales toleraron bien el tratamiento, sin detectarse cambios eléctricos,
arritmias o alteraciones hemodinamicas durante la administracién. Se constaté flujo
TIMI 3 en la LAD en los 3 casos, una vez finalizado el infarto y completado el

tratamiento con el antagomir-92a encapsulado por via intracoronaria.

f4.D.3. El ARN total pudo ser aislado de las muestras miocardicas demostrando

buena calidad de su componente constituido por los microRNAs
Antes de sintetizar cDNA a partir del RNA se estudio la calidad del RNA

aislado. Para cada muestra, se efectu6 una cuantificacion y valoracién de la calidad

del RNA pudiendo conocer la concentraciéon de RNA en cada muestra (Fig.33)

Electropherogram Summary Continued ...
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Figura 33 Electroferogramas representativos del RNA de 2 muestras miocardicas. Se analizé la calidad del RNA aislado asi
como también su concentracidon en cada muestra. Los diferentes picos representados en la grafica corresponden a los
distintos tipos de RNA. El segundo pico de la grafica con morfologia triangular corresponde a los microRNAs.

Las concentraciones obtenidas para cada muestra fueron:
- 110530 (sacrificio 24h) tejido control: 27 ng/ul / tejido isquémico: 33 ng/pul
- 110606 (sacrificio 10d) tejido control: 33 ng/ul / tejido isquémico: 102ng/pl
- 110607 (sacrificio 3d) tejido control: 50 ng/ul / tejido isquémico: 54 ng/ul
- Muestra de animal control (para control RT-): 82 ng/pl.

- Muestra de animal con IAM pero no tratado con antagomir: tejido isquémico: 8

ng/ul.
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f4.D.4. La expresién de miR-92a fue inhibida de forma rapida y sostenida en el

tejido infartado respecto al tejido control.

En el tejido infartado, la expresién de miR-92a fue down-regulada x8 veces en
comparacion con el tejido control (Fig.34). La expresion de los microRNAs enddgenos
no se afectd por el tratamiento. La inhibicién ocurrié desde el primer dia y permanecio
presente 10 dias después, con un nivel de expresién 5 veces menor que en el area
control. Estos resultados demostraron que se consigue una difusién sostenida del
antagomir-92a, a medida que se biodegrada el polimero, y como consecuencia se

consigue una inhibicién sostenida del miR-92a con una administracién intracoronaria
dnica.

Il MiR-92a
OMmiR-123
EZ2 miR-203
EEmiR-126

ACt (ciclos zona control- zona IAM)

-54d1d3d10 d1d3di0 d1d3d10 d1d3d10

Dias tras la administracién del
antagomir-92a encapsulado

Figura 34 Expresién del miR-92a en las muestras cardiacas. Analisis de la expresidn cuantitativa del miR-92a y de miRs
enddgenos en muestras de miocardio infartado y control obtenidas 1,3 y 10 dias(d) después del IAM (49 min de isquemia) y
de la administracidn intracoronaria del antagomir-92a encapsulado en ME. La expresion de los miRs cuantificada mediante
RT-PCR esta representada como la diferencia de sus ciclos umbral (Ct) en el tejido control respecto al tejido infartado. El Ct
se define como el nimero de ciclos requeridos para que la sefial fluorescente asociada al incremento del producto de la
PCR cruce el umbral y empiece a detectarse. El Ct es inversamente proporcional a la cantidad de 4cido nucleico en la
muestra (cuanto mayor es el valor de Ct menor es la cantidad de acido nucleico diana en la muestra). Los datos estan
expresados como media £ s.e.m. (n=3)
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FASE 5- MIATERIAL Y METODOS

FASE 5.- A.- TAREA EXPERIMENTAL DE LA FASE 5

Comprobacion de que el antagomir-92a encapsulado, administrado por via

intracoronaria, previene el desarrollo de remodelado adverso postlIAM.

FASE 5.- B.- MATERIAL

f5B.1. Animales:

Adquirimos 30 animales Ellegaard Géttingen Minipigs®, machos, de 12 meses
de edad y de un peso medio entre 25 y 30 Kg del proveedor Ellegaard
Gottingen Minipigs A/S, Soroe Landevei 302, DK-4261, Dalmose (Anexo 1).

Todos los animales llegaron de Dinamarca con un identificador azul con un

namero colocado en la oreja que mantuvimos, colocando en la oreja

contralateral un identificador naranja con el namero asignado en nuestro
estabulario. Considerando el largo transporte y las recomendaciones de

Ellegaard, el periodo de aclimatacién y cuarentena fue de un mes, en esta fase

del estudio.

« Corralinas: los animales fueron alojados, de dos en dos, en corralinas de 2
m? excepto el primer y segundo dia postlAM, en que se dispusieron
individualmente. Las caracteristicas de las corralinas cumplieron con lo
establecido en las directrices europeas y con las recomendaciones del
productor de minipigs.

+ Condiciones ambientales: ciclo de luz: 12 horas de luz natural/12 horas
de oscuridad; T2 entre 20-22°C; humedad relativa de 40-70%. Tanto la T2
como la humedad se monitorizaron de forma continua.

« Dieta: los minipigs fueron alimentados con la dieta especifica SMP
(Minipigs expanded-Cédigo 801586) recomendada por la empresa
Ellegaard Gottingen Minipigs A/S y suministrada por la empresa: Géralde
FERDEL. DIETEX France, 7 rue Charles Michels, Argenteuil 95100 (Anexo
2). Fue administrada de forma restrictiva, 3 ingestas al dia, de una hora
cada una. No se proporcion6 alimentacion las 12 horas previas a los
procedimientos ni en las primeras horas después de los mismos. El agua
fue administrada del grifo ad libitum. Se realizaron los analisis periédicos
siguiendo las directrices legales establecidas para garantizar la ausencia de
contaminantes y de agentes infecciosos. Todos los controles fueron

almacenados en nuestros archivos.
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f5B.2. Instrumentos y aparatos:

f5B.2.1. Preparacion de las ME placebo y de las ME cargadas de antagomir-92a
= Descrito en la fase 2 (f2B1.1.) y en la fase 4 (f4B.2.1.) respectivamente.
f5B.2.2. Anestesia, intubacién, monitorizacién e inducciéon de un IAM percutaneo
reperfundido
= Se llevd a cabo siguiendo la misma metodologia descrita en la fase 4 (f4B.2.3.
y f4B.2.4.) con la excepcién de que se utilizé un catéter AMI 5F en lugar de 6F
para realizar la coronariografia izquierda e inducir el IAM.
f5B.2.3. Determinacién de los enzimas de lesién miocéardica
= Troponina | (Trop 1) New Generation Ref. 68898600EU (Alere™, Izasa Werfen
Group).
* Triage MeterPro (Alere™, Izasa Werfen Group).
f5B.2.4. Ecocardiografia intravascular
= Introductor 12F (Terumo® corporation, Tokyo, Japan).
= Catéter de ultrasonidos AcuNav™ 10F (Siemens, Malvern, USA).
= Ecocardiégrafo Vivid Q (GE Healthcare, Belford, UK).
f5B.2.5. Implantaciéon de un holter subcutaneo
* Reveals® DX9528 y XT9528 y programador 9790 (Medtronic, Minneapolis,
USA).
= Tallas, mosquitos, bisturi, tijeras de diseccidn, suturas.
f5B.2.6. Evaluacién de la permeabilidad de la LAD al mes postlIAM
* Introductor 7F (Terumo® corporation, Tokyo, Japan).
= Starter guidewire, “J” curved fixed core 0.0357/0.89mm de 150 cm (Boston
Scientific International S.A., Nanterre Cedex, France).
= Catéter guia AMI 5F (Medtronic, Inc. Minneapolis, USA).

k™: indeflator, valvula hemostatica MBA y torque (Meritmedical

= Basix Compa
Galway, Ireland).
= Kit manifold: sistema de inyeccion de contraste (Meritmedical, Galway, Ireland).

= Arco de Rx en C Arco si (IRE Rayos X, S.A. Madrid, Espafa).

f5B.2.7. Estudio de la microcirculacion al mes postiAM
= Toracotomia y esternotomia: bisturi, bisturi eléctrico, sierra eléctrica, tijeras,
separador esternal, mosquitos y suturas.
= Medicion de la presién intracoronaria en la LAD distal: starter guidewire “J”,
catéter guia AMI 5F, valvula hemostatica, Kit manifold, arco de Rx, guia de
presién PrimeWire (Volcano Therapeutics Inc., Zaventem, Bélgica), SmartMap

pressure Guide Wire System (Volcano Therapeutics Inc., Zaventem, Bélgica).
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= Medicion del flujo coronario: flowmeter T206 (Transonic systems Inc.), lazos
de goma Neo-LAC (Davis + Geck), powerlab/16 sp (ADInstruments Pty Ltd,
Castle Hill, Australia), osciloscopio Hameg HM 205-3 (Hameg instruments, S.L.,
Barcelona, Espafa), Carrier Amplifier AP-601G.
f5B.2.8. Suspensioén de los corazones
= Cuboconasa4,5L (S.G. Servicios Hospitalarios S. L.) y formol.
f5B.2.9. Necropsia y obtencién de muestras
= Kit de necropsia completo.
= Punch Kai (Japan) y eppendorfs.
f5B.2.10. RMN ex vivo del corazén
= Resonancia Magnética Sigma 1,5 Tesla (GE Healthcare, Belford, UK).
f5B.2.11. Estudio histoldgico de la densidad vascular
= Microscopio Olympus BX41.
* Megaportas y microtomo.
f5B.2.12 Programas informaticos
= Software Collect 5S (GE Healthcare, Belford, UK).
= Software Image Pro Plus 4.5.0.29 (Media Cybernetics, USA).
= Software Chart 5 for Windows (ADInstruments, Colorado Springs, CO, USA).
= Software SigmaPlot (Systat Software Inc., UK).
= Programa estadistico “R".
= Programa SPSS 15.0.

f5B.3. FArmacos:

f5B.3.1. Grupos de tratamiento

o0 Tabla 4. ME cargadas de antagomir-92a

Identificacion Suspensién de ME cargadas de antagomir-92a
ME con Polimero: PLGA RG502H
antagomir-92a

% Antagomir-92a en microesferas: 7%

Tamafio: promedio: 9 um

5 um < 80% < 25 um
Perfil de liberacién: 1-3 semanas con una
remanencia de las ME de 4 semanas.

Concentraciéon ME 3 mg de ME/ml

Antagomir-92a I-Ssc-miR-92a (masa molecular: 5366 g/mol,
secuencia CCGGGACAAGTGCAAT, bases DNA:9 y
LNA:7, fabricante: IDT [Exiqon])

Dosis de antagomir / animal 3 mg de Antagomir-92a
Medio de suspensién PBS 0.15M, Tween-80 0.01%
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Volumen inyeccion

2 inyecciones de 5 y de 6 ml respectivamente

Metodologia para su
preparacién

Descrita en la fase 4

Fecha de caducidad

30 min después de la preparacién

Condiciones de
almacenamiento

T2 ambiente

o Tabla 5. ME placebo

Identificacion

Suspensién de ME Placebo

Microesferas placebo

Polimero: PLGA RG502H

Tamarno: promedio: 9 um
5 pum < 80% < 25 pm

Concentracién ME

3 mg ME/mI

Medio de suspensién

PBS 0.15M, Tween-80 0.01%

Volumen inyeccion

2 inyecciones de 5 y 6 ml respectivamente

Metodologia para su
preparacion

Descrita en la fase 2

Fecha de caducidad

30 min tras la preparacion

Condiciones de
almacenamiento

T2 ambiente

o Tabla 6. Salino

Identificacion

Vehiculo de suspension

Medio de suspensién

PBS 0.15M, Tween-80 0.01%

Volumen inyeccion

2 inyecciones de 5 y 6 ml respectivamente

Fecha de caducidad

30 min tras la preparacion

Condiciones de

almacenamiento

T2 ambiente

f5B.3.2. Sedacion e induccidn anestésica

94

Al tratarse de animales adultos, el metabolismo de los farmacos anestésicos
fue distinto respecto a los animales Large-White jovenes que habiamos
utilizado en los experimentos previos. Por ello, fue necesario reducir la
velocidad de las perfusiones a la mitad:

o Tiletamina-zolazepam 4 mg/Kg (Zoletil® 100, Virbac).

0 Xilacina 2 mg/Kg (Xilagesic® 20%, Laboratorios Calier).

0 Fentanilo 0.15 mg/3ml (Fentanest®, Kern Pharma) (5 ug/Kg bolus + infusion a
1.5 ug/Kg/h).

o Propofol 10 mg/ml (Propofol Lipuro 1%, BBraun) (1.5-2.5 mg/Kg bolus +
infusién a 5 mg/Kg/h).
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f5B.3.3. Induccién percutanea de un IAM reperfundido
0 Ademas de los farmacos descritos en la fase 1 (f1B.3.2) puntualmente, cuando
el animal presenté shock periprocedimiento, fue necesario administrar
epinefrina (Adrenalina Level jeringas 1 ml, laboratorio ERN S.A.).
f5B.3.4. Implantacion de un holter subcutaneo
o Povidona yodada (Betadine®, MEDA, Spain).
f5B.3.5. Fase de estabulacion de los animales
o Acido acetilsalicilico 100 mg/dia (Adiro®, Bayer S.A., Bayer Bitterteld GmbH).
f5B.3.6. Evaluacién de la permeabilidad de la LAD al mes postlAM
o Contraste iomerol 370, 0.755 g/ml (lopamiro®, Bracco).
f5B.3.7. Estudio de la microcirculacion al mes postiAM
0 Adenosina 6mg/2ml vial (Adenocor®, Aventis Pharma). Preparacién de la
perfusién de adenosina: 2 viales en 100 cc de suero fisioldgico.
0 Nitroglicerina 50 mg/10ml (Solinitrina® fuerte, Kern Pharma).
f5B.3.8. Estudio de la densidad vascular
o0 Tinciones de hematoxilina-eosina y tricrémico de Masson.
o Parafina.
f5B.3.9. Sacrificio

o Tiopental sédico (Tiobarbital Braun 1 g, Braun Medical S.A., Barcelona).

FASE 5.- C.- METODOS

El Anexo 3 muestra un esquema de los procedimientos de esta fase del estudio.

f5C.1. Ecocardiografia intravascular (EIV).

Tras sedacion intramuscular con tiletamina-zolazepam y xilacina, y anestesia
intravenosa con propofol-lipuro y fentanest administrada a través de una vena
auricular, los animales fueron intubados y monitorizados. A continuacion, y por puncion
percutanea, se obtuvieron los accesos arteriales femorales colocando un introductor
5F en la arteria y uno 12F en la vena. Tras administrar 150 mg/Kg de heparina,
avanzamos a través del introductor venoso la sonda endovascular, que posicionamos
en el apex del ventriculo derecho. Se colocé la sonda en la posicién adecuada para
obtener un plano longitudinal largo del VI de buena calidad y poder evaluar
correctamente la motilidad apical y septal. La sonda se mantuvo en la misma posicion
durante todo el procedimiento, hasta retirarla 30 min postreperfusion. Se obtuvieron
loops e imagenes bidimensionales basales, a los 30 min de la fase de isquemia,

inmediatamente antes de reperfundir la LAD y durante la fase de reperfusion (Fig.35).
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Un mes mas tarde, antes del sacrificio, se repiti6 de nuevo la misma
metodologia. La presencia de discinesia septoapical fue evaluada. Todos los loops e
imagenes grabadas fueron guardadas en un digital versatil disc (DVD), asignando el
namero del animal y fecha del estudio, y analizadas después por un ecocardiografista
ciego a los procedimientos y al tratamiento asignado.

Las variables analizadas fueron: la fracciébn de eyeccién (FE) mediante la
férmula de Simpson y la variacion de la FE entre el momento basal y al mes postlAM
(AFE). Dichas variables fueron cuantificadas en 5 ciclos cardiacos consecutivos y sus

valores promedios calculados.

Figura 35 Ecocardiografia intravascular. La
EIV proporciona una imagen bidimensional
longitudinal al eje mayor del catéter en un
campo de 902. Esta técnica nos permitid
obtener un plano adecuado para nuestro
experimento donde se podia visualizar la
motilidad del septo y del apex del VI. La
sonda AcuNav fue introducida a través de un
introductor venoso 12F y colocada en el dpex
del ventriculo derecho. Se dejo colocada en la
misma posicion durante todo el
procedimiento lo que nos permitié demostrar
las alteraciones de la motilidad durante la
fase de isquemia y obtener loops para
calcular la FE basal, postlAM inmediato y
durante la fase de reperfusion.

f5C.2. Induccién percutdnea de un IAM reperfundido

Tras realizar la EIV, se administr6 por via intravenosa el acetilsalicilato de lisina
450 mg y se indujo el IAM siguiendo la metodologia descrita en la fase 4. En esta fase,
a parte del introductor venoso 12F utilizado para poder realizar la EIV y el catéter AMI
5F en lugar de 6F, el tiempo de oclusién del baldn se prolongd a 60 minutos a partir
del minipig 11 para incrementar las probabilidades de aparicibn de remodelado
adverso. Si excepcionalmente fallaba la puncién percutanea, los accesos vasculares
se obtuvieron por diseccion inguinal. Todas las constantes vitales y curvas ECG
guedaron registradas y almacenadas de forma continua, utilizando el software Collect
5S. La presencia de arritmias malignas, durante la isquemia o en la fase de
reperfusion, fueron tratadas con desfibrilacion. Se decidid no administrar antiarritmicos
que pudieran interferir con el producto estudiado. Si las arritmias eran recurrentes,
tanto taquicardias ventriculars sostenidas como fibrilacién ventricular que requerian
descargas repetidas, administramos un bolus extra de 3 ml de fentanilo con la finalidad

de atenuar el estrés del animal como posible trigger arritmico.
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f5C.3. Demostracién de lainduccion del IAM

Para demostrar la induccién de un infarto homogéneo, en todos los grupos de
tratamiento, se cuantificaron los enzimas cardiacos (Trop | basal, postinfarto inmediato
y a las 6 horas) mediante el Alere® Triage MeterPro (Fig.36). La medicién basal se
realiz6 en una muestra sanguinea extraida justo después de obtener los accesos
arterial y venoso; la medicidn postinfarto, en una muestra sanguinea obtenida en el
Gltimo minuto de la fase de isquemia. Para cuantificar las Trop | y T a las 6 horas se
obtuvo una muestra venosa a través del abbocath auricular o bien por puncién yugular,
en aquellos casos en que la via ya habia sido extraida. La determinacién de troponina

T (Trop T) a las 6 horas se realiz6 en el laboratorio de nuestro centro, tras comprobar

qgue el Triage MeterPro no cuantifica valores >10.

Figura 36 Alere Triage® MeterPro. El Alere
Triage® MeterPro es una plataforma de
pruebas diagndsticas rapidas que se realizan
en el punto de atencién al paciente. En
nuestro experimento permitié realizar en el
mismo quiréfano deteminaciones répidas
del nivel de Troponina | para confirmar
enzimaticamente la presencia de lesidon
miocardica. Se obtenia una muestra de
sangre venosa. Con una pipeta del sistema
se obtenia la alicuota exacta para la
determinacién, que se colocaba en una
tarjeta de inmunoensayo. Tras 15 minutos
de espera a temperatura ambiente,
mientras se producia la reaccién, dicha
tarjeta era introducida en una ranura y en
pocos minutos disponiamos del resultado.
Inicialmente los tests se realizaron por
duplicado para verificar la calidad de los
mismos y su reproducibilidad en el modelo
porcino.

Para cuantificar la repercusion contractil derivada del IAM se calculé la FE
(método de Simpson) postlAM inmediato y postreperfusién, a partir de los loops
obtenidos por EIV (Fig.37).

| Basal | | PostlAM inmediato | | Reperfusion |

Figura 37 Anilisis de la contractilidad del VI. Se obtuvieron loops de un plano longitudinal largo del VI.
Utilizando el método de Simpson se calcularon el volumen telediastdlico y telesistélico del VI y se calculé la
fraccién de eyeccion. Las mediciones se realizaron en el momento basal, una vez obtenidos los accesos

vasculares e introducida la sonda Acunav en el dpex del ventriculo derecho, en la fase de isquemia justo en el
el ultimo minuto de oclusiéon del balén y en la fase de reperfusion, 15 minutos tras repermeabilizar la LAD.
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f5C.4. Administracion del farmaco: grupos de tratamiento y via de

administracion

Tras la induccion del IAM, los animales fueron randomizados a recibir
antagomir-92a encapsulado, ME placebo o salino. EIl programa estadistico “R” fue
utilizado para la randomizacion.

Un técnico de la empresa Pierre-Fabre, ciego a la ejecucién de los
experimentos, transporté el tratamiento desde Pierre-Fabre (Pierre-Fabre Ibérica S.A.
carretera de cerdanyola, Cerdanyola del valles) hasta nuestro quiréfano del
estabulario.

En cada caso, se administr6 el tratamiento asignado en 2 inyecciones de 5y 6
ml cubiertas de papel de plata, siendo asi la administracion ciega para todo el equipo
investigador (Fig.38). Cada inyeccion fue arrastrada por 5 ml de suero fisiolégico. El
tratamiento fue administrado por via intracoronaria, a través del bal6n coaxial
desinflado, a los 5 minutos de reperfundir la LAD. La presencia de arritmias, cambios
ECG o hemodindmicos durante la administracién del tratamiento fue registrada y

analizada.

Figura 38 Administracién del firmaco asignado. Justo antes de la administracién del tratamiento asignado,
éste era resuspendido en PBS 0.15M y Tween-80 0.01% y dispuesto en 2 jeringas de 10 ml hasta completar 5
ml en una y 6 ml en la otra. Dichas jeringas eran cubiertas de papel de plata, de forma que la inyeccién del

producto era ciega para los investigadores que realizaban el procedimiento. Las dos inyecciones se
administraron a través del extremo distal del balén coaxial, tras aspirar y confirmar la llegada de sangre a
través de la luz del sistema y eliminar las posibles burbujas de aire. Cada inyeccion de farmaco administrada
fue arrastrada por 5 ml de suero fisiolégico.

Al finalizar la administracion del tratamiento, retiramos el balén y la guia
intracoronaria y comprobamos el flujo coronario en la LAD y su grado utilizando la
escala TIMI (Hackworthy et al., 1988) que brevemente se resume en TIMI O: la arteria
gueda ocluida, TIMI 1: la arteria queda con un flujo muy pobre, TIMI 2: la arteria se
rellena por completo aunque con una velocidad inferior al de la arteria circunfleja y

TIMI 3: la arteria queda con un flujo idéntico al de la arteria circunfleja.
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f5C.5. Implantacién de un holter implantable subcutaneo

Para evaluar el potencial arritmogénico asociado al tratamiento con antagomir-
92a, se decidié implantar un holter subcutaneo a un subgrupo de animales. Conforme
fbamos diponiendo de Reveals® con bateria suficiente explantados de pacientes,
llevamos a cabo la implantacién, que se decidia antes de iniciar el procedimiento, de

una forma aleatoria y ciega al tratamiento asignado.

La implantacién se realizé a nivel subcutaneo, justo donde mejor se percibia el
latido cardiaco, que correspondia al apex del ventriculo izquierdo (Fig.39). Se
desinfect6 la zona con agua, jabén y a continuacion con povidona yodada. Se realizo
una incisién de 2 cm y se generd una bolsa de diseccion donde se introducia el

dispositivo.

Figura 39 Implantacién de un Holter implantable subcutaneo. El dispositivo Reveal tiene el aspecto de un generador de
marcapasos aunque de menor tamafio (53 x 60 x 8 mm) y 17 g de peso. Dispone de dos pequefias placas en su superficie las
cuales actian como electrodos a través de los que se registra una derivacién electrocardiografica que es almacenada en
una memoria continua, de tipo bucle. La informacién almacenada es recuperada por medio de telemetria y puede
imprimirse a través del programador. La implantacion se llevéd a cabo justo por encima de la punta cardiaca. Es suficiente
para obtener un alojamiento adecuado una incision de 1 a 1,5 cm (a) y una diseccién roma en la direccién establecida (b y
¢). Una vez suturado e implantado el sistema Reveal (d) se debe comprobar el eletrograma registrado lo que se realiza por
medio del programador 9790 a través de telemetria con el cabezal de programacion situado sobre el dispositivo (e y f).

Se constataba que el latido cardiaco era detectado y se programaron los siguientes

parametros (Tablas 7 y 8):
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Tabla 7. Parametros de programacion del holter subcutaneo

TVR 300 ms (200 Ipm) 30/40 latidos
Taquicardia ventricular 340 mseg (176 Ipm) 16 latidos
Asistolia 3 seg
Bradicardia 2000 ms (30 Ipm) 4 latidos

Taquicardia auricular/ Fibrilacién | Activa

auricular (Reveal XT)

Tabla 8. Umbrales de deteccion de arritmias

Sensibilidad 0.035 mV

Cegamiento tras deteccion 150 ms

Retraso en caida umbral de | 150 ms

deteccion

f5C.6.- Extubacion, traslado del animal ala corralina y seguimiento

Una vez completado el procedimiento, y tras verificar estabilidad hemodinamica
y eléctrica del animal, procedimos a suspender la anestesia. Antes de despertarlo, se
le colocd un parche de fentanilo, y una vez despierto, fue trasladado a la corralina. El
primer y segundo dia, los animales se mantuvieron en una corralina con toma de O, y
placa térmica para favorecer la recuperacion tras la intervencién. Se inici6é ingesta
liquida 4 horas postlAM. Dos veterinarias controlaron a los animales, inicialmente con
una frecuencia adaptada a las necesidades de cada uno y después 2 veces al dia,
hasta completar un total de 30 dias postlAM. Se midieron la T3, SatO,, FC y se
exploraron zonas de puncién y heridas quirtrgicas. Los animales recibieron Adiro® 100
mg diariamente por via oral. Todas las variables fueron recogidas en las hojas de
monitorizacién y archivadas para su posterior analisis.

En caso de aparicion de criterios de punto final el animal seria sacrificado. Se

consideraron criterios de punto final:

« Si el animal presenta una infeccién de la herida que le produce sufrimiento.
% Si el animal presenta signos de dolor incontrolado farmacol6gicamente.

+ Si el animal presenta complicaciones tras el IAM que le condicionan dolor,
disnea o si el tratamiento con antagomir-92a genera efectos adversos

mayores.
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+ Si el animal presenta datos de muerte predecible.

% Si el animal presenta signos de estrés y sufrimiento (pérdida de peso,
caquexia, deshidratacién, diarreas, anuria, rigidez abdominal, apatia,
sangrado, ataxia, blefarospasmo o ulceracion corneal, disnea, tos, cianosis,
T2 anormal, automutilacién, comportamiento compulsivo, convulsiones o

coma).

f5C.7.- Evaluacién de la permeabilidad coronaria de la LAD al mes potlAM

Al mes postlAM, los animales fueron de nuevo anestesiados, intubados y
monitorizados siguiendo la misma metodologia que en la fase de induccion del 1AM.
De nuevo, un introductor 7F fue insertado en la arteria femoral, a través del cual
avanzamos una guia de teflon, y a continuacion el catéter guia AMI 5F para intubar
selectivamente el tronco comin. Se repiti6 una nueva coronariografia del sistema
izquierdo (Fig.40). El Qc de la LAD fue evaluado mediante la escala TIMI y registrado
(Hackworthy et al., 1988).

Figura 40 Permeabilidad de la LAD al mes. Un mes
postlIAM y postratamiento, el animal fue
anestesiado e intubado de nuevo. Por via
percutanea realizamos una coronariografia
izquierda de control, con el mismo catéter utilizado
para inducir el IAM, un AMI 5F. El Qc en la LAD fue
evaluado utilizando la escala TIMI (flecha roja).
También se analizaron las caracteristicas de dicha
arteria en cuanto a calibre y presencia de estenosis
secundarias al inflado del balén en la fase de
induccién del IAM. En la imagen puede apreciarse
también el Reveal® implantado 30 dias antes que
fue extraido a continuacién para analizar posibles
arritmias en el seguimiento (flecha gris).

f5C.8. Estudio de la microcirculacién al mes postIAM

Para evaluar la microcirculacion calculamos las resistencias microvasculares
(TMR) (Fearon et al., 2003). Su calculo lo realizamos a partir de las mediciones de la
presioén distal en la LAD (Pd) y del Qc (Fig.41). Para obtener estas medidas, una vez
evaluada la permeabilidad de la LAD, se llevd a cabo la toracotomia media y
pericardiectomia siguiendo la misma metodologia descrita en la fase 1. Tras ello, se
llevé a cabo una diseccion focal de 5-10 mm en el segmento medio de la LAD. Se

colocé un sensor de fluop y se midi6 el Qc basal mediante un sistema
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electromagnético, una vez que el valor se mantenia estable en el tiempo. A
continuacion, se avanzé de nuevo el catéter guia canulando selectivamente el tronco
comun y a través de él se avanzé la guia de presiéon Primewire hacia la LAD. Se
empezd normalizando la presion entre el catéter y la guia, colocando el sensor de la
guia justo en el extremo distal del catéter y después se posiciond la guia en la LAD
apical, donde efectuamos la medicion de la Pd intracoronaria basal. EI TMR basal se
calcul6= Pd/Qc. Para conocer la resistencia minima de la microcirculacion (TMRyy,) se
indujo hiperemia maxima administrando 200 mcg de nitroglicerina intracoronaria y una
perfusién intravenosa continua de adenosina a 140 ug/Kg/min, a través del introductor
femoral. A los 5 minutos del inicio de la perfusion, se volvieron a medir tanto el Qcpy,

como la Pdpy, y se calculd la TMRpyp= Pdhyp /QChyp.

a

Figura 41 Estudio de la microcirculacién coronaria. Para conocer la resistencia de la microcirculacion se midié
el Qc implantando un sensor de flujo en la LAD media (ay b) y la presidn coronaria a nivel distal colocando una
guia de presion Primewire (Volcano Therapeutics Inc.) que se avanzd hasta el segmento mas distal de la LAD (c).
En la imagen de fluoroscopia (d) puede observarse tanto la guia en la LAD distal como el sensor radiopaco que
aparece en su segmento medio.

f5C.9. Extraccién del holter subcutaneo

Antes del sacrificio, se realizé la lectura del Holter y toda la informacion
almacenada fue grabada en un USB externo. Se imprimieron también los registros de
los eventos arritmicos producidos, para ser analizados por un arritmdlogo ciego a los

experimentos y al tratamiento asignado.
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f5C.10. Necropsia y evaluacion macroscopica de los érganos

Una vez sacrificado el animal, con sobredosis de tiopental, se realiz6 una
necropsia completa y sistematica (Fig.42). El animal fue colocado en decubito dorsal.
La necropsia empezé con un examen externo donde observamos la piel para
identificar lesiones, coloraciones anormales etc... A continuacién, realizamos una
incision por la linea media desde la mandibula hasta el pubis. Retiramos la piel
cortando el plexo axilar y el plexo de la regién inguinal. Desarticulamos la union

coxofemoral de ambos miembros posteriores colocandolos en posicion paralela al

cuerpo.

Figura 42 Necropsia de los animales. Realizamos una necropsia completa y sistematica a todos los animales del estudio
anotando la fecha y el nimero de animal correspondiente. Tras colocar al animal en decubito dorsal se realizdé una
inspeccion externa completa analizando la piel, mucosas. A continuacion se efectud una incision sobre la linea media desde
el extremo anterior de la mandibula hasta la sinfisis pubica. Se revisé el tejido subcutaneo, muscular y nédulos linfoides
explorables. Proseguimos con la apertura e inspeccidn de las cavidades, tanto la toracica como la abdominal y pélvica. Ello
nos permitié extraer todos los érganos, que fueron inspeccionados y pesados. Se tomaron 4 muestras de higado, bazo,
pulmén y rifién, dos de ellas se congelaron a — 80 grados y las dos restantes se conservaron en formol.

Después, prodecimos a abrir cavidades, tanto la toracica como la abdominal,
examinando la posicién de las visceras y las caracteristicas de sus liquidos presentes.
A nivel de la cavidad toracica, cortamos el eséfago en toda su longitud desprendiendo
el conjunto de o6rganos. Hicimos lo mismo con la laringe, traguea y pulmones.

Examinamos el corazéon. A nivel de la cavidad abdominal, el aparato digestivo se
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extrajo in toto e in situ. Desprendimos las inserciones con la parte posterior de la
cavidad, permitiendo retirar el estémago y las asas intestinales en forma conjunta.
Desprendimos el bazo, el higado y los riflones. Extraimos también las visceras
pélvicas, tanto urogenitales como digestivas. Para ello, cortamos la pelvis por debajo
del acetabulo y la sinfisis pubica. Todos los 6rganos fueron pesados, escindidos y
analizados, en busca de posibles tumores vasculares. Se obtuvieron 2 muestras de
higado, bazo, pulmén y rifidn que fueron congeladas a —80°C y 2 muestras que se
conservaron en formol. Todas las muestras fueron identificadas con el numero del

animal y fecha de sacrificio.

f5C.11. RMN del corazén ex vivo

Una vez extraido el corazon, lo rellenamos de gasas con formol para mantener su

estructura y lo introducimos en un recipiente con formol. Lo mantuvimos suspendido
mediante 2 suturas insertadas a nivel adrtico y ligadas a nivel del asa del recipiente,
para evitar contacto con ninguna de las superficies del recipiente durante un minimo

de 2 semanas (Fig.43).

Figura 43 Corazén ex vivo suspendido en
formol. Para mantener la estructura del
corazon y poder realizar mediciones de la
cavidad ventricular izquierda, tras su excision,
éste fue suspendido en un recipiente con
formol. Para evitar contacto con la superficie
que pudiera distorsionar su arquitectura
cosimos una sutura a nivel de la salida de los
grandes vasos y la ligamos a ambas asas del
recipiente. Ademas, administramos
inyecciones de formol a través de la vélvula
adrtica y pulmonar y a través de la vena cava
superior. También introdujimos, con la ayuda
de unas pinzas, gasas pequefias hasta rellenar
ambos ventriculos.

A partir de los 15 dias se efectué una RMN cardiaca. Se realizaron cortes
ortogonales desde el apex hasta la base del corazén, obteniéndose secuencias en T1
y T2. Las imagenes fueron analizadas por un radidlogo y un cardiélogo ciegos al
tratamiento asignado. A cada corte obtenido se le asigno el nombre de loncha (L) y un
namero de 1 a 6, desde el 4pex a la base. Se analizaron el nimero de lonchas
afectadas en cada animal. En cada loncha afectada por el infarto se cuantificaron los

siguientes parametros (Fig.44):
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FASE 5- MIATERIAL Y METODOS

A nivel de la cicatriz:

Espesor minimo y maximo (Tmin Y Tmax): S€ calculé sumando el espesor minimo
y maximo de la cicatriz respectivamente de cada L afectada por el infarto y

dividiéndolo por el nimero total de lonchas con infarto en cada animal.

A nivel de la pared miocéardica normal:

Espesor de la pared normal (Troma) @ nivel de la pared posterior, justo donde
se inserta el musculo papilar. Se calcul6 sumando los espesores de la pared
posterior de cada L afectada por el infarto dividida por el nimero de lonchas

afectadas.

A nivel de la cavidad:

Dr: diametro del ventriculo desde el punto mas expandido de la cicatriz hasta la
pared normal contralateral.
Dy: diametro perpendicular a Dr que va de pared sana a pared sana del VI y

gue pasa lo mas proximo al centro de la cavidad.

Figura 44 Parametros medidos en la RMN cardiaca ex
vivo. Tras escindir el corazén se realizdé una RMN
cardiaca para realizar una evaluacién estructural y
anatomica. Se obtuvieron cortes sagitales desde el dpex
a la base del corazén. En esta imagen representativa de
un corte ortogonal obtenido mediante secuencia
potenciada en T2 podemos apreciar las mediciones que
se realizaron en cada corte: T, .: corresponde al espesor
minimo de la cicatriz, T, espesor mdximo de la
cicatriz, T ,m,:€Spesor de la pared ventricular normal
justo donde se inserta el musculo papilar posterolateral.
A nivel de la cavidad VI se midid el didmetro maximo
entre el punto mas expandido de la cicatriz y la pared
contralateral normal (Dg) y el didmetro maximo entre

paredes normales (D), perpendicular a Dp y que pasa lo [&

mas proximo posible al centro de la cavidad.

A partir de estas variables se calcularon:

R/
0'0

®,
0'0

A nivel de la cicatriz:

Porcentaje medio de adelgazamiento minimo: [100 — (Tmax/Tnorma X100)]

Porcentaje medio de adelgazamiento maximo: [100 — (Tmin/Thorma X100)]

A nivel de la cavidad:

indice de esfericidad ¥ Dr/Dy
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f5C.12. Andlisis histolégico de las muestras cardiacas.

Una vez realizada la RMN cardiaca, los corazones fueron seccionados en 5 L
desde el 4pex (L1) hasta la base (L5) (Fig.45 y Fig.46). A continuacién, cada una de
las L por separado fueron incluidas en parafina. De cada una de ellas, se obtuvo un
microcorte de 4 micras que se colocaron en megaportas. Se realizaron tinciones de

hematoxilina-eosina y tinciones de tricromico de Masson.

Figura 45 Fotografia del
corazén ex vivo. Una vez
sacrificado el minipig, se
secciond el corazon, se pesd y
se analizaron sus
caracteristicas macroscdpicas.
Puede apreciarse en la

fotografia el aspecto
blanquecino de la regién
infartada anteroapical. Se
observa un adelgazamiento
respecto a la zona colindante
no infartada. También se
aprecia el pequefio segmento
de disecciéon de la LAD media
realizada para evaluar el flujo
coronario.

Figura 46 Lonchas del corazén. Una vez excindido el corazdn,éste fue seccionado en 5 lonchas utilizando

un aparato especificamente disefiado para realizar cortes ortogonales, paralelos y del mismo grosor cada
uno (10 mm).
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Los megaportas tefiidos con tricromico de Masson identificaron con claridad la
cicatriz y se utilizaron para realizar el contaje de vasos (Fig.47). Mediante microscopio
Optico con amplificacion x10 se efectué un contaje de todos los vasos presentes en la

cicatriz. Se utilizé el método de conteo de cuadros.

Area de necrosis Nudmero de vasos

Figura 47 Densidad vascular. La densidad vascular fue calculada dividiendo el nimero total de vasos
entre el area total de cicatriz y fue expresada como vasos/mm?2. Los vasos fueron cuantificamos
visualizando las muestras miocardicas tefiidas con tricromico de Masson con microscopio éptico,
utilizando el método de conteo de cuadros para lo cual se utilizé papel milimetrado. Las secciones
fueron examinadas en su totalidad a un aumento de x10. El area de necrosis se calculé utilizando el
software Image proPlus capaz de delimitar el area verde-azul en todas las secciones histoldgicas
afectadas por el IAM, que se diferencia bien del miocardio normal. El drea total de la cicatriz se obtuvo
sumando todas las areas de necrosis individuales de cada seccion histoldgica.

Asimismo, los megaportas fueron escaneados y mediante el programa Image
Pro Plus se delimité el area necrética y se calculd su extensién en cm?. Para calcular
la densidad vascular, dividimos el numero total de vasos entre el area total de la

cicatriz.

f5C.13. Andlisis estadistico

Célculo del tamafio de la muestra: aceptando un riesgo alfa de 0.001

corregido para comparaciones multiples por el método de Bonferroni, y un riesgo beta
de 0.20 en un contraste bilateral, se precisan 8 animales en cada uno de los tres
grupos de tratamiento, para detectar una diferencia igual o superior a 9 unidades
porcentuales en la fraccion de eyeccién entre el valor basal y a las 4 semanas. Se
asume que la desviacion estandar comun es de 5 unidades porcentuales, y un
coeficiente de correlacién entre la medida inicial y final de 0.7. Se ha estimado una

tasa de pérdidas de seguimiento del 20% debido al fallecimiento de algunos animales.

Todas las variables del estudio fueron recogidas en una base de datos, con el

programa SPSS 15.0. Las variables cuantitativas se presentan como media £ s.e.m.
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Para comparar variables cuantitativas entre los 3 grupos de tratamiento, utilizamos el
test de ANOVA y Bonferroni post-hoc, y los test de Kruscal-Wallis and U-Mann-
Whitney cuando no se cumplian los criterios de distribucion normal. Las variables
cualitativas se presentan como porcentaje. La comparacion de medias entre los 3
grupos se realiz6 mediante el test de Chi-cuadrado. Una p < 0.05 fue considerada

significativa. Se utilizé el paquete SPSS 15.0 para realizar los calculos estadisticos.

FASE 5. D.- RESULTADOS

f5D.1.- Diagrama de flujo

De los 30 animales adquiridos, 2 animales murieron por consecuencias
derivadas del estrés del transporte y otro tuvo que ser sacrificado por una infeccion
grave. Finalmente, 27 animales fueron incluidos y aleatorizados a cada uno de los 3
grupos de tratamiento del estudio (Fig.48). El primer animal de este grupo de
experimentos, asignado a salino, tuvo que ser excluido de los analisis al incumplir con
la metodologia descrita, en cuanto al balén utilizado y tiempo de oclusién, con

consecuencias que podrian influir en los resultados.

n = 30 minipigs adultos
Randomizacion

I _ 3 murieron antes
de ser incluidos

n =27
| | |
Basal
Salino Microesferas Antagomir-92a
(n=10) placebo encapsulado
(n=9) (n=8)
1 excluido
de los <J_
analisis )
Salino
(n=9)
1 mes postlIAM | > 3muertes | > 2muertes | > 1 muerte
Salino Microesferas Antagomir-92a
(n=6) placebo encapsulado
(n=7) (n=7)

Figura 48 Diagrama de flujo del estudio.
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f5D.2.- Mortalidad del estudio

20 animales completaron el mes de seguimiento, siendo sacrificados a los 33+4
dias. La mortalidad global del estudio fue del 23%. Las causas de mortalidad estan
representadas en la tabla (Tabla 9) y en la (Fig.49). No detectamos diferencias en la

mortalidad entre los grupos (p=0.59).

Salino ME Antagomir-92a p
(n=9) placebo encapsulado
(n=9) (n=8)

Mortalidad en la fase isquémica, n 0 2 0 0.13
(2 de 26=7.7%)

Causas de mortalidad, n

* Hemorragia retroperitoneal

«  Tormenta arritmica 1

Mortalidad en la fase de reperfusion, n 2 0 0 0.16
(2 de 24=8.3%)

Causas de mortalidad, n

e Shock cardiogénico secundario 1

a trombo en el tronco comun.

«  Bradicardia y asistolia 1
Mortalidad durante los 30d postlAM, n 1 0 1 0.59
(2 de 22=9.1%)

Causas de mortalidad, n

e Muerte subita (probable arritmia. 1
No se observaron signos de IC
o complicaciones mecanicas
postlAM en la necropsia)
« IC 1
Mortalidad global, n (6 de 26=23%) 3 2 1 0.59

Tabla 9 Causas de mortalidad del estudio. ME: microesferas, 30d: 30 dias, IC: insuficiencia cardiaca.
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MP 12 | MP 14 Figura 49 Mortalidad y causas.

El minipig (MP) 5 murié por la
impactacién de un trombo en el
tronco comun en el momento de

la reperfusiéon, como pudo
objetivarse en la necropsia; el
MP 12 por una hemorragia
retroperitoneal y hemoperitoneo
VESAURERY i yatrégeno secundaria a la

VS - = puncién femoral; el MP 14 por

MP 17 MP 21 tormenta arrl’tmic.a; el MP 117 Por

IC con presencia de liquido

rosaceo patoldgico en la traquea
y edema en los pulmones; el MP

21 murié de bradicardia vy
asistolia postlIAM sin un
desencadenante claro; el MP 13
murié en la corralina durante la
madrugada del 1" dia postlIAM
sin observar complicaciones

~ | mecanicasen la necropsia.

f5D.3. Caracteristicas basales de los animales

No detectamos diferencias estadisticamente significativas en las caracteristicas

basales de los animales entre los grupos de tratamiento del estudio (Tabla 10).

Salino ME Antagomir-92a p
(n=9) placebo encapsulado
(n=9) (n=8)

Edad, meses 12.6+1 12.2+0.7 12.4+0.8 0.96
Machos, % 100 100 100 --
Peso, Kg 24.5+1.7 27.3£1.8 26.8+1.3 0.42
FC, latidos/min 82+8 737 869 0.49
Presién arterial, mmHg

e Sistdlica 123+6 118+6 117+8 0.79

+ Diastdlica 75+5 65+3 7346 0.27
Sat Oz, % 97.6+0.8 98.2+0.6 97.2+1 0.67
CO2, mmHg 38.7+1.6 36.2+1.1 35.2#1.5 0.25
T2, °C 36.3+0.4 36.5+0.3 36.7+0.4 0.74
Hematocrito, % 30.5£1.5 28.7£1.7 28.4+1.6 0.61
Creatinina, mg/dL 0.784£0.03 0.77+0.05 0.79+0.03 0.93
Tamafio de la LADY, n(%) 0.46

*  Pequeiia 2(22.2) 0(0) 1(12.5)

«  Mediana 3(33.3) 2(22.2) 1(12.5)

«  Grande 1(11.1) 5(55.6) 3(37.5)

.« Muy grande 3(33.3) 2(22.2) 3(37.5)

Tabla 10 Caracteristicas basales de los animales. ME: microesferas, FC: frecuencia cardiaca, SatO,: saturacién de oxigeno,
CO,: presion parcial de diéxido de carbono (capnografia), Tamafio de la LAD: LAD pequefia: no alcanza el dpex del VI, LAD
mediana: alcanza el dpex pero sin girar, LAD grande: gira hacia la cara posterior irrigando todo el apex, LAD muy grande:
irriga parte del septo posterior. Los datos estan expresados como media * s.e.m.
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f5D.4. Induccién de un IAM comparable en los tres grupos de tratamiento

En todos los animales se obtuvieron los accesos por puncién, excepto en 2
casos (minipig 19 que recibié antagomir-92a encapsulado y minipig 23 que recibié ME

placebo) que precisaron diseccion de la region inguinal, tras puncién arterial fallida.

La elevacién de enzimas miocardicos (Tabla 11) asi como la contractilidad al
finalizar la induccién del infarto (Tabla 12) fueron similares en los 3 grupos de
tratamiento, de lo que se puede deducir que se indujeron infartos de similar extensién

en los tres grupos.

Salino ME Antagomir-92a P
(n=9) placebo encapsulado
(n=9) (n=8)

Trop | basal, ng/ml 0.03+0.006 0.02+0.004 0.02+0.009 0.32
(n=26)
Trop | postlAM, ng/ml 0.4+0.13 0.3+0.07 0.2+0.06 0.16
(n=26)
Trop | 6h, ng/ml >10 >10 >10 --
(n=22)
Trop T 6h, ng/ml 3.7+1 4.7+0.7 4.3+0.6 0.87
(n=22)

Tabla 11 Enzimas cardiacos. ME: microesferas, Trop |: troponina I, Trop T: troponina T. Los datos estan expresados como
media £ s.e.m.

Salino ME Antagomir-92a P
(n=9) placebo encapsulado
(n=9) (n=8)

FE VI MOD A4C basal, % 72.6+9.2 71.948.5 68.1+5.9 0.52
CO MOD AAC basal, I/min 2.340.2 1.940.3 1.6+0.3 0.22
FE VI MOD A4C postlAM, % 47.9+4 52.3+4.8 51.7+3.4 0.72
CO MOD AA4C postlAM, I/min 1.8+0.2 1.8+0.4 1.740.2 0.92
FE VI MOD AA4C reperfusion, % 56.4+3.4 53.4+4.5 59.1+3.5 0.6
CO MO A4C reperfusion, I/min 1.6+0.2 1.4+0.2 2+0.6 0.49

Tabla 12 Contractilidad del VI. ME: microesferas, FE VI: fraccién de eyeccidn del VI, MOD: método de discos; A4C: plano
ecocardiografico de 4 cdmaras. Los datos estdn expresados como media + s.e.m.
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f5D.5. Permeabilidad de la LAD
El grado TIMI en la LAD fue similar en todos los grupos, tanto al finalizar la

administracion del tratamiento como al mes postlAM (Tabla 13).

Salino ME Antagomir-92a P
placebo encapsulado
TIMI basal (n=26) n=9 n=9 n=8
«  3,n(%) 9 (100) 9 (100) 8 (100) --
TIMI postlAM y postto (n=26) n=9 n=9 n=8
. 1,n(%) 1(11.1) 0 0 0.52
e 2,n%) 2(22.2) 2(22.2) 4 (50)
. 3,n(%) 6 (66.7) 6 (66.7) 3 (37.5)
«  No evaluable, n(%) 0 1(11.1) 1(12.5)
TIMI 1 mes postlAM (n=20) n=6 n=7 n=7
e 0,n(%) 1(16.7) 1(14.3) 0 0.57
« 1,n(%) 0 0 0
. 2,n(%) 0 0 1(14.3)
. 3,n(%) 5 (83.3) 6 (85.7) 6 (85.7)

Tabla 13 Flujo TIMI en la LAD. Brevemente flujo TIMI 0: LAD ocluida, TIMI 1: flujo muy pobre sin rellenarse el vaso
principal, TIMI 2: la LAD se rellena por completo pero con una velocidad inferior a la de la arteria circunfleja, TIMI 3: la LAD
presenta un flujo normal con una velocidad igual al de la arteria circunfleja. El flujo TIMI no puedo ser valorado en 2 casos
tras el IAM y tratamiento (postto) por presentar dichos animales shock e hipotensién severa.

f5D.6. Variables hemodindmicas y analiticas al mes postlIAM

Al mes de seguimiento, se observé una tendencia a tener una menor
frecuencia cardiaca en el grupo tratado. No se observaron diferencias en el
crecimiento del animal ni en el resto de parametros hemodinamicos. No se observd

insuficiencia renal durante el estudio (Tabla 14).

Salino ME Antagomir-92a P
(n=6) placebo encapsulado
(n=7) (n=7)
Edad, meses 14.2+1.4 14.1+0.7 13.9+0.8 0.97
Peso, Kg 25.8+3.4 28.4+3 27.1+2 0.82
APeso 1m, Kg 0.7£1.9 0.5%£1.3 -0.7+1.6 0.81
FC, latidos/min 100+14.3 84+8 75+3.7 0.18
Presién arterial, mmHg
e Sistdlica 96.94+9.8 119+8.1 119+7.1 0.12
« Diastdlica 58+7 69+5.6 68+6.2 0.43
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Salino ME Antagomir-92a p
(n=6) placebo encapsulado
(n=7) (n=7)

Sat Oz, % 98.2+0.7 97.9+0.6 97.4+1 0.81
CO2, mmHg 35.2+1.9 36.8+2.3 35+1.8 0.78
T2, °C 36.7+0.09 35.9+0.42 36.7+0.6 0.45
Hematocrito, % 22.9+0.97 24.8+1.15 25.4+2.16 0.56
Creatinina, mg/dL 0.7410.09 0.77+0.07 0.79+0.05 0.87

Tabla 14 Parametros hemodinamicos y analiticos al mes postlAM.

ME: microesferas, Apeso: diferencia entre el peso al
mes de seguimiento y el peso basal, FC: frecuencia cardiaca, SatO,: saturacién de oxigeno, CO,: presion parcial de diéxido
de carbono (capnografia). Los datos estan expresados como media + s.e.m.

f5D.7. El tratamiento con antagomir-92a encapsulado induce neoangiogénesis

Las secciones histoldgicas pusieron de manifiesto diferencias en el proceso de

cicatrizacién entre los tres grupos de tratamiento. Mientras que en los grupos control la

cicatriz aparecia muy adelgazada en toda su extension, el grupo que recibid

antagomir-92a encapsulado presentaba un espesor de la cicatriz significativamente

mayor (Fig.50) Ademas, podian observarse focos de tejido viable dentro del miocardio

afectado por el infarto.

Salino

ME placebo

Antagomir-92a encapsulado

Figura 50 Secciones histolégicas de corazdn tefiidas con tricrémico de Masson. En la figura se muestran tres imagenes
representativas de secciones histolégicas de la misma loncha cardiaca de tres animales diferentes, correspondientes a
cada uno de los tres grupos de tratamiento del estudio. Mientras que los dos animales control presentan un
adelgazamiento y expansién de la cicatriz, el animal tratado con antagomir-92a encapsulado muestra una reparacion

miocardica favorable.

Para investigar si las diferencias observadas en el proceso de cicatrizacion

podrian atribuirse a neoangiogénesis, analizamos la densidad vascular en la cicatriz.
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Figura 51 La inhibicién del miR-92a mediante el antagomir-92a encapsulado
induce neoangiogénesis en la zona del IAM. La grafica muestra el efecto de la
administracion intracoronaria de antagomir-92a sobre la densidad vascular en
la zona del infarto. * P< 0.01. Se representa la media + s.e.m. n=20

Cuantificamos el nidmero de vasos en toda el area necrética demostrando
significativamente mayor densidad vascular en el area necrética de aquellos animales
que recibieron antagomir-92a encapsulado comparado con los controles
(161.57+£58.71 versus 68.49+23.56 en el grupo de ME placebo versus 73.91+24.97 en
en el grupo salino, p=0.001) (Fig.51).

La formacion de vasos se vio incrementada tanto en la zona infartada como en

el anillo periinfarto (Fig.52).

Los vasos neoformados se caracterizaron por tener una pared mas gruesa, lo

que ya se ha descrito en previos estudios (Kalkman et al., 1997) (Fig.53).

Considerando globalmente estos datos, podemos concluir, que el tratamiento

con antagomir-92a induce angiogénesis detectable al mes postlIAM.

114



FASE 5- RESULTADOS

Salino Antagomir-92a encapsulado
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Figura 52 Campos histolégicos de secciones de corazén teiiidas con tricrémico de Masson. En la figura
se muestran campos histoldgicos tefiidos con tricrdmico de Masson y visualizados con microscopio éptico.
Corresponden a dos animales del estudio, uno pertenece al grupo control y el otro fue tratado con
antagomir-92a encapsulado. El animal tratado con antagomir-92a muestra elevado nimero de vasos en la
cicatriz que no estdn presentes en el animal control.
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Figura 53 Estructura de los vasos neoformados. En la figura puede apreciarse la diferente estructura de
los vasos dentro de la cicatriz. Se observan vasos reactivos (flecha negra) con una monocapa endotelial
fina en la cicatriz de una animal control. Los vasos neoformados, como puede apreciarse en la cicatriz de
un minipig del estudio tratado con antagomir-92a, presentan una capa media ancha vy fibrética, que se
diferencia claramente de la estructura de pared de una arteria coronaria.
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f5D.8. El tratamiento con antagomir-92a encapsulado reduce las resistencias

microvasculares

Un mes después del IAM, los animales tratados con antagomir-92a
encapsulado presentaron una resistencia microvascular basal (true microcirculatory
resistence: TMR basal) significativamente menor que los controles (7.47+ 1.33 vs
19.62+2.98, p=0.005). La resistencia microvascular minima (TMR hyp), bajo
vasodilatacion maxima con nitroglicerina intracoronaria y perfusion intravenosa de

adenosina a 140 pg/Kg/min, fue también significativamente menor en los animales
tratados (5.0£1.15 vs 14.49+2.4, p= 0.006) (Fig.54).

N
a1
1

N
e

CTMR basal
TMR hyp
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Resistencia microvascular (TMR)
(mmHg-mlI™t-min™)
T

Figura 54 Resistencia de la microcirculacién de la regién infartada. Mediante un sensor de flujo colocado en la LAD media
y una guia de presidn en el segmento mas distal de la LAD se midieron respectivamente el Qc y la Pd. El cociente entre la Pd
y el Qc permitié conocer la resistencia microvascular real basal (TMR basal). A continuacién se administré nitroglicerina
intracoronaria y perfusién de adenosina a través del introductor venoso femoral a 140 pug/Kg/min y se volvieron a medir el
Qc hyp y la Pd hyp. Se calculd la minima resistencia microvascular real (TMR hyp). Tanto la TMR basal como la TMR hyp
fueron significativamente menores en el grupo tratado con antagomir-92a encapsulado. Se realizaron todas las mediciones
en un total de 13 animales (7 controles y 6 tratados). En 3 animales no se pudo disecar la LAD por presentar una pericarditis
severa postlAM; en 1 animal la LAD se encontrd ocluida con flujo TIMI O al mes postlAM; un animal presenté shock
perioperatorio precisando adrenalina y noradrenalina impidiendo obtener valores fiables de flujo y presiones y finalmente
en 2 animales el sensor de flujo clampaba el flujo coronario impidiendo obtener valores estables. Los datos estan
expresados como media £ s.e.m. n=13.
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Consistentemente, tanto la TMR basal como la TMR hyp se correlacionaron
significativamente con la densidad vascular (R?> 0.35, p=0.033 y R? 0.31, p=0.047
respectivamente) (Fig.55 y Fig.56).
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Figura 55 Correlacién entre la resistencia microvascular basal y la densidad vascular. n=13.
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Figura 56 Correlacién entre la minima resistencia microvascular y la densidad vascular. n=13.
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f5D.9. El tratamiento con antagomir-92a encapsulado previene la apariciéon de

discinesia septoapical

La motilidad regional fue evaluada mediante EIV (Fig.57). Al mes postlAM, el
porcentaje de animales con discinesia septoapical fue significativamente menor en el
grupo tratado con antagomir-92a encapsulado en comparacién con los controles
(p=0.03) (Fig.58 y Tabla 15).

Salino ME Placebo Antagomir-92a encapsulado

Basal

PostlIAM

1 mes postlAM y tto

Figura 57 Analisis de la motilidad regional mediante EIV. En |a figura se muestran imagenes representativas de dos
dimensiones mostrando el dpex del VI, septo y la valvula mitral obtenidas mediante un ecocardiégrafo Vivid Q.
Corresponden a tres animales diferentes del estudio, cada uno de ellos correspondiente a uno de los 3 grupos de
tratamiento del estudio. Las EIV fueron realizadas en el momento basal (justo tras obtener los accesos vasculares y
posicionar la sonda Acunav en el apex del VD), en la fase de isquemia (en el Ultimo minuto de oclusién del balén) y al
mes postlIAM (una vez el animal era anestesiado e intubado y tras obtener de nuevo los accesos vasculares). Los dos
animales controles muestran yn aneurisma apical que no estuvo presente en el animal tratado.
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Figura 58 Porcentaje de
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Controles Antagomir-92a P
(n=13) encapsulado
(n=7)

Sin discinesia, % (3/13) 23.1% (5/7) 71.4% 0.03
Con discinesia, % (10/13) 76.9% (2/7) 28.6%

Tabla 15 Porcentaje de animales con discinesia septoapical en el grupo de animales control versus en el grupo tratado
con antagomir-92a encapsulado.

f5D.10. El tratamiento con antagomir-92a encapsulado previene el desarrollo de

remodelado adverso postlAM

Para determinar los efectos del antagomir-92a encapsulado sobre el desarrollo
de remodelado adverso, comparamos parametros estructurales y morfol6gicos
caracteristicos de remodelado mediante una RMN realizada ex vivo (Fig.59). Aquellos
animales tratados con antagomir-92a encapsulado presentaron un menor
adelgamiento de la cicatriz, una menor expansion de la pared infartada y una menor

deformidad de la cavidad ventricular (Tabla 16).

Salino ME Antagomir-92a p
(n=6) placebo encapsulado
(n=7) (n=7)
Numero de cortes afectados por 4.840.3 4.810.4 5.3+0.2 0.38
el IAM en la RMN
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Salino ME Antagomir-92a p
(n=6) placebo encapsulado
(n=7) (n=7)

Tmax pared infartada, mm 6.07+0.9 5.61+0.5 9.01+0.6 0.006
Thormal, MM 13.23+0.5 13.52+1.8 11.82+0.7 0.49
Tmin pared infartada, mm 3.17+0.4 4.02+0.9 4.351+0.5 0.33
% de minimo adelgazamiento 54.79+4.9 56.74+4.1 22.71+5.5 0.000
% de maximo adelgazamiento 76.40+2.18 69.86+4.72 62.54+4.19 0.05
Longitud de la pared infartada 32.2+1.8 31.7 £4 20.51£3.6 0.03
adelgazada, mm
Dr/Dn 1.93+0.2 2.02+0.2 1.29+0.1 0.03
Dn, % 14.88+0.68 13.78+1.59 17.5£1.37 0.12
Remodelado adverso, % (n) 83.3 (5) 80 (4) 16.7 (1) 0.03

Tabla 16 Parametros morfoldgicos y estructurales ventriculares medidos en la RMN del corazén ex vivo. T,,,: espesor
maximo de la cicatriz, T, ;.- €spesor de la pared posterior normal, T,,.: espesor minimo de la cicatriz, D: didmetro entre
paredes normales del VI, Dg: didmetro entre la pared infartada y la pared contralateral normal.

Controles Antagomir-92a encapsulado

Figura 59 Parametros morfolégicos de remodelado ventricular adverso analizados mediante RMN. Los
diferentes pardmetros caracteristicos de remodelado ventricular adverso fueron analizados en todos los
cortes de RMN obtenidos de los corazones ex vivo de los minipigs. En la figura se muestran cuatro imagenes
representativas del corte L2 (siendo L1 el apex) de 4 minipigs. Las dos de la derecha corresponden a dos
minipigs que recibieron tratamiento con antagomir-92a (C26 y C11) y las de la izquierda a dos animales que
recibieron salino (C24) y ME placebo (C9) respectivamente. Las lonchas de los animales control muestran un
adelgazamiento de la cicatriz mayor y uniforme si se compara con los animales tratados. Ademas, la cavidad
de los animales control se encuentra deformada con una expansion de la pared infartada que aumenta el
diametro Dy respecto al diametro entre paredes normales D,.
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f5D.11. El tratamiento con antagomir-92a encapsulado intracoronario no se

asoci6 a efectos adversos

f5D.11.1. Arritmogenicidad

Para evaluar el potencial arritmogénico del antagomir-92a encapsulado, todos
los episodios de arritmias durante el estudio fueron registrados y analizados
(Fig.60). No se detectaron taquiarritmias malignas ni bradiarritmias
significativas ni en los animales tratados ni en los controles, indicando que el

antagomir-92a no exhibe un efecto proarritmico (Tabla 17).

Salino ME Antagomir-92a p
(n=9) placebo encapsulado
(n=9) (n=8)

Fase isquemia (n=26)
Sin arritmias, n(%) 2 (22.2) 0 (0) 1(12.5) 0.37
Arritmias, n(%) 7 (77.8) 9 (100) 7 (87.5)

« EEVV,n 5 7 5

e« TVNS,n 0 1 1

e FV,n 3 3 3
Fase reperfusiéon (n=26)
Sin arritmias, n(%) 5 (55.6) 3(33.3) 3 (37.5) 0.6
Arritmias, n(%) 4 (44.4) 6 (66.7) 5 (62.5)

» Pausasinusal, n 1 1 0

e Ritmo nodal, n 1 0 0

« RIVA,n 0 2 1

« EEW,n 4 3 3

« TVNS,n 0 0 1
30d postlIAM (n=10)
Implantacién de Holter 4 3 3 0.88
subcutéaneo, n
Sin arritmias, n(%) 0 (0) 0 (0) 0(0) 0.38
Arritmias, n(%) 2(50) 3(100) 3(100)

e Taquicardia sinusal 2 3 3

e Pausasinusal 0 1 0

« EESS 0 0 1
No evaluable, n(%) 2(50) 0 0

Tabla 17 Arritmias registradas durante el estudio. EEVV: extrasistoles ventriculares, TVNS: taquicardia ventricular no
sostenida, FV: fibrilacién ventricular, RIVA: ritmo idioventricular acelerado, EESS: extrasistoles supraventriculares. La
informacion del Reveal no pudo ser evaluada en 2 animales asignados al grupo salino. En uno de ellos se produjo el
autoexplante del Reveal en la corralina perdiéndose la informacidn de los episodios al detectar una falsa asistolia sostenida.

El otro minipig, el 21, murié en el quiréfano por bradicardia y asistolia justo tras el implante.
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Figura 60 Lectura de los registros obtenidos de un Reveal® explantado al mes postlAM. Este dispositivo de
monitorizacion registra una derivacion electrocardiografica que es almacenada en una memoria continua. La
informacion almacenada es recuperada y puede imprimirse a través del programador. Puede apreciarse que la amplitud
de las deflexiones electrocardiograficas obtenida en minipigs es optima y permite detectar arritmias y hacer su
diagndstico. El registro de la derecha corresponde a una taquicardia sinusal.

f5D.11.2. Carcinogénesis

No se observaron tumores vasculares en las necropsias de todos los animales,
sugiriendo ello, la ausencia de inhibicion de miR-92a en otros 6rganos a
distancia. Tampoco se observaron linfadenopatias superiores a 1 cm ni

tumores sélidos en los distintos 6rganos.

f5D.12. El tratamiento con antagomir-92a encapsulado se asocia a una marcada

tendencia a mejorar la contractilidad del VI.

Se observé una fuerte tendencia a presentar una mejor contractilidad del VI al
mes postlAM en el grupo tratado con antagomir-92a en comparacion con los controles
(51.43+15.20 versus 41.92+12.34, p=0.14) (Fig.61). De forma paralela, la variacion del
gasto cardiaco fue positiva en el grupo tratado (-0.21+0.96 versus 0.63+0.98, p=0.09)
(Fig. 62).
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Figura 61 Contractilidad del VI. La contractilidad del VI fue medida mediante el célculo de la FE segin el método de
Simpson, a partir de videos obtenidos mediante EIV. Se calculd la FE basal (barras gris claro), antes de inducir el IAM, y la FE
un mes después del IAM y del tratamiento (barras gris oscuro). La grafica representa la media + D.E. n=20
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Figura 62 Gasto cardiaco y tratamiento administrado. Mediante EIV se calculé el gasto cardiaco. Se midié basalmente
(barras gris claro) y tras un mes de seguimiento (barras gris oscuro). Mientras que el gasto cardiaco se redujo ligeramente

en los controles un mes tras el IAM, éste aumentd en el grupo tratado con antagomir-92a encapsulado. La grafica
representa la media + D.E. n=20
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DISCUSION

Este estudio demuestra que una administracion intracoronaria aislada y precoz
de antagomir-92a encapsulado en unas microesferas bioabsorbibles vy
especificamente disefiadas, inhibe el miR-92a localmente, de una forma sostenida.
Dicha inhibicion estimula la neoangiogénesis en el tejido infartado, lo que previene el
desarrrollo de remodelado ventricular adverso en un modelo relevante de 1AM, sin
evidenciar efectos sistémicos a distancia. Esta nueva estrategia terapéutica podria ser
atil en aquellos paciente que sufren un IAM, que son tratados con angioplastia urgente,

y que se encuentran en riesgo de sufrir remodelado adverso postlAM.

1- INHIBICION DEL MIR-92a: UNA NUEVA DIANA TERAPEUTICA PARA INDUCIR
NEOANGIOGENESIS POSTIAM

En nuestro modelo porcino de infarto reperfundido, evidenciamos que la
inhibicion del miR-92a es capaz de inducir angiogénesis. El andlisis de la densidad
vascular en el area de infarto puso de manifiesto una formacion de vasos
significativamente superior en el grupo de animales tratado con antagomir-92a
encapsulado en comparacién con los grupos control. Consistentemente, la resistencia
microvascular, tanto basal como bajo hiperemia maxima fue significativamente inferior

en el grupo tratado.

El descubrimiento de los microRNAs y de su poder regulador de la
vasculogénesis ha sido previamente demostrado (Bonauer et al., 2010; Hans et al.,
2010). Actian modulando una red de proteinas diana, cada dia mejor y mas
conocidas, involucradas en la migracion, proliferacién y diferenciacién de las células
endoteliales. Dichos microRNAs, denominados angiomires, pueden ejercer una
regulaciéon negativa o bien positiva sobre la formacion de nuevos vasos (Wang and
Olson, 2009). Los primeros estudios in vitro demostraron que tanto la sobreexpresion
forzada de microRNAS proangiogénicos como la inhibicion de microRNAs
antiangiogénicos lleva a la formacion de nuevos vasos (Kuehbacher et al., 2008). Uno
de estos microRNAs, el miR-92a que pertenece al cluster-17-92a, se expresa
altamente en las células endoteliales y tiene un rol critico en la neovascularizacion
postnatal (Bonauer and Dimmeler, 2009; Doebele et al., 2010). Su expresién aumenta

en el contexto de la isquemia (Bonauer et al.,, 2009). Considerando su rol
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antiangiogénico se penso6 que su inhibicidon podria ofrecer efectos beneficiosos en el

seno de la cardiopatia isquémica (Doebele et al., 2010).

miR-92a

l_

*angiogénesis

Se testaron las consecuencias de su inhibicién en un modelo murino de IAM y
en un modelo de vasculopatia periférica. Se administré, por via intravenosa, un
antagomir-92a diseflado especificamente para unirse al miR-92a y se demostré que la
inhibicion del miR-92a conducia a la formacion de nuevos vasos (Bonauer et al.,
2009).

Igualmente, en un modelo murino de fractura Osea, la administracion de
antagomir-92a indujo angiogénesis. En este caso el antagomir-92a fue administrado
sistémicamente, dos veces por semana. Se observd un incremento del callo 6éseo y

una mejor reparacion a nivel de la fractura (Murata et al., 2013).

Antagomir-92a Antagomir-92a
miR-92a miR-92a miR-92a

*angiogénesis ANangiogénesis ANangiogénesis

Modelo murino
de IAM

Sin embargo, la falta de reproducibilidad de los resultados obtenidos en
animales pequefios hacia necesario demostrar dicho efecto en una especie
filogenéticamente mas proxima al ser humano. En nuestro modelo de infarto, y por
primera vez en la especie porcina, confirmamos que la inhibicion del miR-92a es capaz
de inducir angiogénesis. Ademas, por primera vez los resultados se obtuvieron en
minipigs en fase adulta, con la finalidad de eliminar posibles diferencias en el
fendmeno angiogénico y en la reparacion miocardica condicionadas por la propia edad

y desarrollo (Bujak et al., 2008). Es bien conocido, que similares patologias tienen un
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comportamiento y una mecanistica distinta segin la edad en la que se presentan
(Horn et al., 2012). En este sentido, parte de las incongruencias que se observan
cuando se trasladan las estrategias terapéuticas a la especie humana podrian
atribuirse, entre otros factores, a la propia infancia de los animales de experimentacion
(Unger, 2007; Dyson and Singer, 2009). Respecto al sexo, elegimos machos en la fase
biolégica final por afectar la cardiopatia isquémica predominantemente a hombres. Sin
embargo, las primeras fases se realizaron con hembras, con el fin de detectar posibles
diferencias del efecto del tratamiento en funcion del género (Wald and Wu, 2010;
Meyer et al., 2013).

Por primera vez también, nuestro estudio demuestra que los vasos
neoformados son funcionalmente maduros, al observar una reduccién muy significativa
de la resistencia microvascular en el arbol vascular del tejido dafiado, cuando se
compara con la resistencia cuantificada en los animales de los grupos control. Ademas
de un nivel de resistencias basalmente menor, ésta decrece todavia mas tras
administrar adenosina, lo que refleja que las células endoteliales responden al

estimulo vasodilatador administrado (Kennedy et al., 1985).

Con ello, ratificamos que en la edad adulta e independientemente del sexo, el
miR-92a representa una diana terapéutica para inducir vasos funcionalmente maduros

en un miocardio que sufre un IAM.

El poder regulador de toda una red de dianas y vias interrelacionadas
explicaria este poder angiogénico, solventando una de las limitaciones asociadas a la
administracion de un factor proangiogénico aislado. Las dianas terapéuticas no han
sido especificamente investigadas en nuestro estudio. Sin embargo, el estudio previo
de Bonauer utiliz6é los softwares TargetScan y el miRanda para predecir los targets
putativos del miR-92a (Bonauer et al.,, 2009). Se predijo una gran diversidad de
MRNAs dianas que codifican para proteinas reguladoras de la funcion endotelial, tales
como la integrina subunidad a5 (ITGA5) y av, la histone deacetylase Sirtuin 1 (Sirt 1),
la small guanosine triphosphate-binding protein (Rap-1), una proteina envuelta en la
via de sefializacion de las integrinas, el receptor sphingosine-1-phosphate receptor 1
(S1P1) y el mitogen-activated kinase kinase 4 (MKK4). Tanto la integrina av, el S1P1
como el MKK4 son dianas del miR-92a que han sido demostradas in vitro (Lai et al.,
2013). La regulacién del RNAmM que codifica para la integrina subunidad a5, como
target directo del miR-92a, fue demostrado in vitro e in vivo, en ratones (Bonauer et al.,
2009). La inhibicién directa de la expresién de la ITGA5 mediante un RNA interferencia

en células endoteliales humanas reprimié la formacién vascular mientras que su
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sobreexpresion revirtio la supresion de la angiogénesis mediada por el miR-92a
(Bonauer et al., 2009). Otro de los mRNA que se vié reprimido, cuando se
sobreexpresa el miR-92a en células endoteliales humanas, es el endothelial NO-
synthase (eNOS), que controla el tono vascular y es esencial para la
neovascularizacion postnatal. La comparacion del patron de expresidon génica en
células endoteliales que sobreexpresan miR-92a frente a células endoteliales
depleccionadas de ITGA5 puso de manifiesto que algunos genes son regulados
secundariamente, como consecuencia de la down-regulacién de la ITGA5 y no como
targets directos del miR-92a. Un ejemplo de ello fue la regulacion de la expresion de la
eNOS, regulada por la propia ITGA5. Ello pone de manifiesto que la regulacion del
miR-92a genera cambios en algunos RNAm, que a su vez regulan secundariamente la
expresion de otras proteinas demostrando la regulacion en cascada de diferentes vias

interconectadas e involucradas en el proceso de la angiogénesis.

Antagomir-92a Antagomir-92a Antagomir-92a
miR-92a miR-92a miR-92a miR-92a

= = - = |

Wangiogénesis A\angiogénesis A\angiogénesis A\angiogénesis
Modelo murino Modelo minipig
de IAM adulto de IAM

2.- LAS MICROESFERAS CONSTITUYEN UN VEHICULO APROPIADO PARA
LIBERAR ANTAGOMIR-92a

Las microesferas han resultado ser un vehiculo apropiado para liberar
antagomir-92a, con alta eficiencia de encapsulacion. La conservacion de la integridad
y propiedades del antagomir-92a se demuestra mediante el analisis de la expresién

del miR-92a, que queda significativa y sostenidamente inhibido.

Para lograr un efecto molecular sostenido, la terapia con antagomires se ha
administrado en inyecciones repetidas, en dias sucesivos y a dosis altas (Bonauer et
al., 2009; Murata et al., 2013). La inestabilidad quimica del RNA y su vida media muy

corta, al ser degradados por las RNAsas que se encuentran en todos los organismos
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vivos, son propiedades que hacen necesaria una administracion en inyecciones
multiples (Cerritelli and Crouch, 2009). En el estudio de Bonauer, los ratones con IAM
recibieron hasta 5 inyecciones intravenosas de 8 mg/Kg de peso (Bonauer et al.,
2009). Aunque en el terreno experimental y en animales de pequefio tamafio las
consecuencias de ello son despreciables, la translacién a la especie humana, de una
terapia que implica inyecciones intravenosas repetidas y a tan elevadas dosis, se
enfrenta a importantes impedimentos tanto de seguridad como logistico-econémicos.

Por ello, existe gran interés en buscar un sistema de liberacion adecuado que permita

i,

una liberacion sostenida del antagomir.

Antagomir-92a Antagomir-92a Antagomir-92a
miR-92a miR-92a miR-92a miR-92a

= = 7 |

Wangiogénesis ANangiogénesis ANangiogénesis ANangiogénesis
Modelo murino Modelo minipig
de IAM adulto de IAM

Diferentes sistemas de liberacion han sido desarrollados para liberar farmacos,
como los liposomas o las nanoparticulas. Los liposomas son vehiculos coloidales
formados por una bicapa de fosfolipidos. Su tamafio y su concentracién en aquellos
tejidos con mayor permeabilidad capilar los hace inadecuados para nuestro estudio
(Allen, 1997). Las nanoparticulas son particulas menores de 1 um por lo que se
biodistribuyen sistémicamente. Otros vehiculos, como los virus disefiados por
bioingenieria con afinidad por el miocardio, también han sido desarrollados pero su
afinidad incompleta por el miocardio requiere dosis mayores y tampoco evita la

biodistribucién sistémica.

Nuestra investigacion ha aportado un nuevo vehiculo adecuado para acidos
nucleicos y apropiado para nuestro escenario patoldgico. Este se basa en la
microencapsulacion que consiste en recubrir el propio RNA con una pelicula de
material polimérico, obteniendo estructuras matriciales denominadas microesferas
(Saez et al, 2007). Desde el afio 1931, en que surge el concepto de la

microencapsulacion, la técnica ha ido variando a lo largo de los afios. Ademas su
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aplicacion se ha extendido a diferentes ramas (Hoffart et al., 2003; Jiang et al., 2005;
Menei et al., 2005; Tamber et al., 2005; Cross and Wang, 2011; Li W et al., 2013).
Aunque sus bondades terapéuticas son amplias, como enmascarar propiedades
organolépticas indeseables de algunas sustancias o0 aislar componentes con
formulacion sensible a condiciones ambientales, una de las mas preciadas es la
capacidad de liberar farmacos de una forma controlada y mantener niveles séricos del
farmaco durante largos periodos de tiempo. En el ambito cardiovascular, la aspirina
aparece como uno de los primeros medicamentos microencapsulados, con la finalidad
de prevenir la irritacion gastrica. Sin embargo su utilizacion para encapsular
antagomires y aplicarlos al ambito de la cardiopatia isquémica no ha sido descrita. Por
primera vez nuestro estudio aplica las microesferas en el IAM y en la terapéutica
basada en los microRNAs. Ademas de lograr que el antagomir-92a mantenga su
integridad una vez encapsulado, éste vehiculo permite una liberacién sostenida del
mismo. Nuestro experimento demuestra que el antagomir-92a encapsulado ejerce su
efecto molecular, inhibiendo el miR-92a, y que la inhibicion se mantiene al menos 10

dias postlAM habiendo realizado una administracion Unica.

i oL

Antagomir-92a Antagomir-92a Antagomir-92a
|- |- [ 1o
miR-92a miR-92a miR-92a miR-92a

e A A

Wangiogénesis A\angiogénesis ANangiogénesis ANangiogénesis
Modelo murino Modelo minipig
de IAM adulto de IAM

Los PLGA que utilizamos como matriz polimérica para la encapsulaciéon son
biocompatibles y no producen toxicidad cuando se introducen en el organismo por
diferentes vias. Ademas el caracter biodegradable y biabsorbible de las microesferas
hace que dicho vehiculo desaparezca una vez finalizado el proceso de reparacion
postlAM (Visscher et al., 1985). La degradacidn se produce en dos etapas, la primera
comprende la escision hidrolitica de los enlances éster y se llama degradacion y la

segunda se llama erosion y en ella se pierde la masa de la matriz (Gopferich, 1996).
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Adaptamos la velocidad de estos fenédmenos de degradacion a nuestro experimento,
disefiando unas particulas capaces de liberar antagomir-92a durante 2-3 semanas in
vitro, periodo en el que acontecen principalmente las reacciones y procesos implicados

en la reparacién del miocardio dafiado.

La demostracion de que se puede encapsular el antagomir-92a, con alta
eficiencia de encapsulacion, manteniendo su efecto molecular de forma sostenida
hace posible el extender la aplicacién de la microencapsulacion a otros antagomires y

a otras patologias.

3.- LAS MICROESFERAS CARGADAS DE ANTAGOMIR-92a PUEDEN
ADMINISTRARSE POR ViA INTRACORONARIA QUEDANDO RETENIDAS EN EL
MIOCARDIO INFARTADO

Las microesferas cargadas de antagomir-92a han podido ser administradas por
via intracoronaria, quedando retenidas en el tejido infartado y distribuidas de forma

dispersa a nivel de la luz de sus capilares.

Estudios previos ponen que manifiesto que la administracion intravenosa de
antagomires puede producir efectos moleculares y biolégicos en 6rganos donde dichos
efectos no son deseados (Munroe and Zhu, 2006; Liang et al.,, 2007; Fabian et al.,
2010). Concretamente, el cluster-17-92 ha sido involucrado en la patogenia de una
gran variedad de tumores sélidos, como el de pulmén (Lin et al., 2013), estbmago (Wu
et al., 2013), hepatocarcinoma (Shigoka et al., 2010), mama (Nilsson et al., 2012;
Chan et al., 2013), ovario (Ohyagi-Hara et al., 2013) y colon (Nishida et al., 2012;
Yamada et al., 2013), asi como tumores hematolégicos (Tanaka et al., 2009; Hong,
2010). Su sobreexpresién, en células del tumor, promueve la angiogénesis tumoral
(Dews et al., 2006). Ello, junto a la ubicuidad y abundancia de los microRNAs en el

organismo, genera dudas sobre la seguridad de dicha terapia.

Por otro lado, aunque ratones y humanos comparten un parecido génico
constituyendo un modelo Util en este escenario, el volumen plasmatico entre las dos
especies es tan diferente que la cantidad de farmaco necesaria para estar
uniformemente distribuida por todos los drganos o0 compartimentos es
exponencialmente mayor en humanos. Calculamos una dosis de 4 Kg de antagomir
para reproducir la concentracion del farmaco alcanzado a nivel cardiaco en el estudio
de Bonauer (Bonauer et al., 2009). Por todo ello, la translacién de la terapia con

antagomires a situaciones clinicas hace indispensable que la liberacion pueda
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realizarse localmente y que el antagomir actle exclusivamente en el tejido diana

enfermo.

Para poder liberar el antagomir-92a exclusivamente en el tejido miocardico
infartado era necesario administrar las microesferas por via intracoronaria y disefiarlas
de tal manera que quedaran retenidas en los capilares miocardicos, sin alcanzar la
circulacion sistémica. La administracion intracoronaria, a través de la arteria
responsable del infarto, se realiz0 a través de un balén coaxial sin observar
alteraciones hemodinamicas, eléctricas y sin evento arritmicos durante la inyeccion.
Respecto a su disefio, se estudiaron todas sus propiedades in vitro. El tipo de polimero
y su concentracion en la fase organica, masa molecular, la concentracion de alcohol
polivinilico en la fase acuosa externa y la velocidad de agitacion en el momento de
formar las particulas fueron ajustadas hasta obtener unas particulas homogéneas,
reproducibles, de un tamafio medio de 9 micras. Este tamafio fue considerado
apropiado para su retencién, teniendo en cuenta el tamafio de la red microvascular

cardiaca.

Demostramos en nuestros experimentos in vivo, que las microesferas que
habiamos disefiado y que marcamos con fluorescencia estaban exclusivamente
presentes en el tejido infartado. Ninguna particula tuvo un tamafio superior a 25 micras
evitando el riesgo de oclusion arteriolar anterégrada, lo que concuerda con la ausencia
de necrosis miocardica histolégica en nuestro estudio. Aunque el porcentaje de
microesferas con un tamafio inferior a 5 micras se aproximé al 15% en nuestro
estudio, ninguna fue detectada a distancia siendo probablemente rapidamente
fagocitadas por el sistema macrofagico. Se sabe que cuanto mas pequefias son las
particulas mas rapidamente son fagocitadas (Champion et al., 2008). Sin embargo,
considerando su biodistribucion sistémica, su carga soélo representaria un 1% del peso
corporal frente al 85% del principio activo retenido en el tejido diana, de
aproximadamente 20 gramos. Aunque ello fue aceptado en nuestro estudio, la
translaciéon a la clinica requeriria mejorar la homogeneizacién optimizando el proceso
de separacion por centrifugacion para intentar eliminar esta proporcion de

microesferas de pequefio tamano.
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4.- LA  ADMINISTRACION INTRACORONARIA DE ANTAGOMIR-92a
ENCAPSULADO NO PRODUCE TOXICIDAD LOCAL NI A DISTANCIA

Los experimentos de bioseguridad aportaron suficientes evidencias para

descartar un dafio tisular significativo.

Considerando la extensidn de la red microvascular cardiaca junto a la difusion
intercelular simple de oxigeno, a través de la membrana, intuimos que la retencién de
microesferas en los capilares miocardicos podria ser bien tolerada (Pohorille and
Deamer, 2009). Nuestros experimentos con el sistema de cristales piezoeléctricos y
los analisis histoldgicos asi lo demostraron, descartando dafio miocardico irreversible.
Ademas los experimentos se realizaron en animales sanos, sin embargo la inyeccién
estd prevista realizarla sobre un tejido necrético, lo que eleva todavia mas la seguridad
de su administracion. Aunque la determinacién de enzimas cardiacos podria haber
complementado nuestros estudios, su elevacion en procesos como el sindrome de
discinesia apical donde no se produce necrosis miocardica (Novaro and Almahameed,
2008) y su medicién en experimentos llevados a cabo en la especie porcina, muestran
gue una elevacion de troponinas no traduce necesariamente dafio miocardico

irreversible (Feng et al., 1998).

A parte de las consecuencias derivadas de la oclusion capilar, nos

preguntamos si las propias microesferas podrian generar una reaccion tisular local. En
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experimentos previos donde se han administrado microcapsulas de PLGA, mediante
inyeccion intramuscular, se ha observado por microscopia 6ptica y electrénica, una
minima y localizada miositis en el punto de inyecciéon que disminuye paralelamente a
la degradacién de las microcapsulas, hasta su completa resolucién (Visscher et al.,
1985; Visscher et al., 1987, Visscher et al., 1988). Siempre desaparecen por completo
todos los fragmentos que se van originando del proceso de biodegradacion. Ademas,
en nuestro caso no observamos salida de las microesferas hacia el miocardio, siendo

biodegradadas en el propio espacio intravascular.

Respecto a los efectos a distancia, podemos afirmar que no evidenciamos
microesferas fluorescentes en ninguna de las multiples muestras analizadas. Tampoco
observamos neoformaciones soélidas ni vasculares en todas las necropsias realizadas.
Todo ello globalmente ofrece evidencias de la bioseguridad de la terapia. Aunque
podriamos haber cuantificado los nivels de miR-92a a distancia, en otros 6rganos la
necesidad de sedar al animal para realizar biopsias durante el seguimiento, por otra
parte afecto de un infarto extenso, nos llevo a eludir su realizacion. Sin embargo, estas
determinaciones podrian realizarse en otra serie de experimentos futuros para aportar

mas datos sobre bioseguridad a distancia.

5- LA  ADMINISTRACION INTRACORONARIA DE  ANTAGOMIR-92a
ENCAPSULADO CONSTITUYE UNA NUEVA ESTRATEGIA TERAPEUTICA PARA
PREVENIR EL REMODELADO ADVERSO POSTIAM

Los resultados morfol6gicos obtenidos en la RMN, y funcionales mediante el
EIV, demuestran que la administracién intracoronaria aislada de antagomir-92a evita el

remodelado adverso postlIAM.

Tras demostrar que la inhibicion sostenida del miR-92a mediante el antagomir-
92a encapsulado induce vasos y teniendo en cuenta la asociacion entre un mal estado
de la microcirculacion y el remodelado adverso, investigamos las consecuencias que
podria tener la neoangiogénesis sobre el proceso de cicatrizacién postlAM. Aunque
su papel favorable en el modelo murino de IAM, mejorando la recuperacion contractil
tras un IAM ha sido demostrado, su papel sobre el proceso de remodelado adverso se
desconocia. Nuestro trabajo, por primera vez demuestra que la génesis rapida de
vasos desde el momento de la reperfusion coronaria tiene efectos beneficiosos a largo
plazo y que van mas alla del propio tamafio del infarto. Mediante ecocardiografia

intravascular objetivamos una reduccion significativa de la discinesia septoapical en el
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grupo de animales tratados con antagomir-92a encapsulado y en la RMN cardiaca ex
vivo los diferentes parametros morfoldgicos de remodelado adverso estuvieron

significativamente menos presentes en dicho grupo.

Nuestros resultados apoyan, de nuevo, la asociacién entre vasculogénesis y
remodelado ventricular, y demuestran que la induccion terapéutica de vasos en una
intensidad y rapidez suficiente puede facilitar los procesos que acontecen durante la

reparacion postlAM.
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Los mecanismaos por los cuales la neoangiogénesis genera una cicatrizacion
favorable no han sido especificamente analizados en nuestro estudio pero pueden
postularse varias hipoétesis. La observacion de tejido viable en la cicatriz de los
animales tratados, no observada en los controles, pone en evidencia que una
declinacion de la apoptosis de los cardiomiocitos remanentes en la cicatriz es un
mecanismo plausible. En este sentido, la histone deacetylase Sirtl, uno de los targets
del miR-92a descritos, ha sido involucrada en el control de la supervivencia de los

cardiomiocitos asi como de su hipertrofia (Sundaresan et al.,, 2011). El papel
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antiapoptético de la Sirt-1 se atribuye al incremento en la resistencia del corazén a
insultos patolégicos, como el estrés exidativo (Alcendor et al., 2007; Hsu et al., 2008).
El control del miR-92a sobre la apoptosis también se ha puesto de manifiesto en

algunos tumores (Niu et al., 2012).

Paralelamente, la formacion de nuevos vasos también podria facilitar la
migracién de determinadas células inflamatorias a la zona dafiada. Un diferente grado
y composicion de la respuesta inflamatoria en la cicatriz desde las primeras horas
postlAM podria ser otro fendbmeno diferencial con consecuencias sobre el proceso de
cicatrizacion. Es bien conocido que miocarditis agudas, infecciosas o0 inmunitarias,
pueden conducir a una adelgazamiento miocardico y a una disfuncién ventricular de
rapida instauraciéon (Wakisaka et al., 2004; Heymans, 2006). Ademas paralelamente,
algunos de los targets regulados por el miR-92a podrian tener un rol en la activacion
de determinadas células o citoquinas proinflamatorias (Seropian et al., 2013; Barin and
Cihdkova D, 2013). Precisamente la Sirtl ejerce un papel protector sobre la
inflamacién cardiaca, de manera que el aumento de su sintesis, secundariamente a la
inhibicion del miR-92a, podria evitar una respuesta inflamatoria excesiva con

consecuencias desfavorables sobre el remodelado ventricular (Planavila et al., 2011).

Aunque hemos atribuido todos los beneficios funcionales observados a la
neoangiogénesis, otros mecanismos subyacentes independientes podrian haber
contribuido en el remodelado favorable observado en los animales tratados con
antagomir-92a. Conocemos, por el estudio de Bonauer que el eNOS es un target
down-regulado por el miR-92a (Bonauer et al., 2009). Este enzima regula la formacion
de NO a partir de L-arginina (Balligand et al, 2009). A parte de promover la
vasodilatacion y angiogénesis, el NO tiene influencias directas e indirectas sobre la
funcidon cardiaca, optimizando el acoplamiento excitacién-contraccion en los
cardiomiocitos y regulando la respiracion mitocondrial (Belge et al., 2005). Mas
recientemente se ha descrito la habilidad de la NOS para modular la sefalizacion
redox mediante el control de la produccion y reactividad de los radicales libres de
oxigeno. Ello la ha implicado en el control del remodelado miocardico que ocurre
durante el estrés cardiaco, incluyendo los insultos isquémicos (Hare and Stamler,
2005; Massion and Balligand, 2007; Manoury et al., 2012). El balance nitroso-redox es
clave para la homeostasis celular tras un estrés pro-oxidante, como el isquémico.
Considerando que la inhibicién del miR92a se traduce en un incremento de NOS y de

sus funciones, parte del remodelado adaptativo podria ser atribuido a este mecanismo.
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Otro de los targets identificados del miR-92a, son las integrinas alfa. Estas
proteinas son receptores de la superficie celular implicadas en la transducciéon de
sefales entre la matriz extracelular y el medio intracelular y el citoesqueleto. Juegan
un papel crucial en la organizacion, diferenciacion, migracién y supervivencia celular.
En experimentos con ratones, en los que se produce una disrupcion de la expresién de
estas proteinas, se produce una sustitucion de la matriz extracelular cardiaca por
fibrosis (Keller et al., 2001). Ello, junto a otras evidencias, ha establecido el rol de las
integrinas en la fisiopatogenia celular y molecular del remodelado ventricular adverso
(Ross, 2002; Manso et al., 2006). Cada vez se conoce mas que la matriz extracelular
no es un mero andamio inerte para los cardiomiocitos, sino un medio donde diferentes
células y sistemas enziméticos se alteran conduciendo a una mala cicatrizacion tras un
IAM (Gallagher et al., 2007; Spinale, 2007; Kandalam et al, 2010). Respecto a las
células del intersticio, los macréfagos han emergido como una célula crucial en la
respuesta fibrética postlAM (Leor et al.,, 2006). Su activacién y secrecion de
metaloproteinasas condiciona el grado de reaccién inflamatoria y fibrética (Zamilpa et
al., 2012). A la vez, su llegada al tejido dafiado induce la secrecién de citoquinas y
factores de crecimiento que modulan la respuesta angiogénica, por lo que se
encuentran envueltos, a mdltiples niveles, en el proceso de reparacion (Lambert et al.,
2008; Frantz et al.,, 2013). Otra célula con un rol relevante en el intersticio es el
miofibroblasto. Los miofibroblastos son fibroblastos fenotipicamente transformados en
el corazon enfermo que se activan para iniciar la reparacion fibrotica. La persistencia
de miofibroblastos activados en el miocardio conlleva una activacion sostenida de vias
de sefializacién transformando la fibrosis reparativa en un proceso desadaptativo que
afecta a la resistencia tisular y se asocia a remodelado adverso (Miller et al., 2011;
Dobaczewski et al., 2012; Weber et al., 2013). Respecto a los componentes del
intersticio, el colageno tipo 1 es el componente principal del sincitio de los
cardiomiocitos. Un ratio inferior o igual a uno entre la produccién de colageno tipo 3y
de colageno tipo 1 (propéptido aminoterminal de procolageno tipo 3 dividido entre el
telopéptido de colageno tipo 1) se ha asociado a remodelado adverso (Eschalier et al.,
2013). Otro tipo de colageno de la matriz extracelular, el colageno tipo VI, se eleva tras
un IAM y se ha visto involucrado en la activacion de los miofibroblastos y en el
remodelado postlAM (Naugle et al., 2006). Por tanto, diferencias en la formacién del
tejido fibroso también pueden subyacer en las diferencias observadas. Los propios
fibroblastos producen moléculas, como el lumicano, un proteoglicano localizado en la
matriz extracelular capaz de unirse al colageno. Dicho proteoglicano regula los niveles
de la forma dimérica del colageno tipo I, disminuye la actividad de la metaloproteinasa-

9 encargada de degradar el colageno de la matriz e incrementa la fibrosis mediada
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por la induccién de la via SMAD3 (Bujak et al., 2007). La inflamacién induce la
formacion de dicho proteoglicano por parte de los fibroblastos, alterando la produccién
de moléculas y mecanismos importantes para el remodelado cardiaco y la fibrosis
(Engebretsen et al, 2013). Diversos grados y composicion del tejido inflamatorio,
condicionados por diferente grado de vascularizacion, podrian impactar sobre la
distinta produccion de moléculas, como el lumican entre otras, y explicar las
diferencias de cicatrizacion tan llamativas observadas entre animales tratados y no
tratados. El impacto de respuestas inflamatorias defectuosas en el remodelado y
ruptura miocardica postlAM, se ha observado en modelos murinos sin
metaloproteinasa-28, que presentan una deposicion deficiente de colageno y un menor

numero de miofibroblastos (Ma et al., 2013).

En nuestras muestras histolégicas el espesor del tejido fibroso fue
significativamente mayor en los animales tratados que en los controles, de lo que se
deduce que deben activarse vias de fibrosis de un modo, cualitativo o
cuantitativamente distinto. Globalmente, diferencias en los tipos celulares, citoquinas,
respuesta inflamatoria y vasos que interaccionan en una cicatriz “viviente”,
dependientes primaria o0 secundariamente de la inhibicion del miR-92a, son

mecanismos plausibles para explicar las diferencias observadas.

6.- TRANSLACION DEL ESTUDIO: DE NUESTRO MODELO A LOS PACIENTES
CON INFARTO

Ha sido ampliamente criticado en investigacién experimental la utilizacion de
modelos animales o metodologias dificilmente translacionables a pacientes y a
situaciones clinicas (van der Worp and Macleod, 2011; Marti¢-Kehl et al., 2012; Ergorul
and Levin, 2013). Si algo se puede defender en nuestro estudio es que intentd replicar
fielmente el manejo habitual de un paciente con IAM. Ello fue posible gracias a la
continua interaccion de equipos clinicos y preclinicos que han investigado

conjuntamente en el estudio.

Se trat6 de un modelo de infarto percutaneo donde los accesos fueron
obtenidos idénticamente a la técnica habitual en pacientes. Ademas, se trat6 de un
modelo reperfundido, lejos de las técnicas a térax abierto o modelos no reperfundidos
gue se apartan de la actualidad clinica y que podrian interferir en la obtencion de

resultados no reproducibles.
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Para dosificar el tratamiento se prefij6, el administrarlo a ser posible en 2
inyecciones intracoronarias y en un volumen aceptable clinicamente. La eficiencia de
encapsulacion y la buena tolerancia de la concentracibn de microesferas permitio
conseguirlo. El tratamiento se aplicé a los 5 minutos de la reperfusién, considerando
gue tiempos mas tardios podrian no ser cumplidos en las angioplastias urgentes,
especialmente aquellas que acuden durante la madrugada. Ademas se sabe que las
reacciones de reparacion postlAM empiezan muy rapidamente después de la lesion
por lo que formar vasos lo mas rapidamente posible parece lo mas adecuado para
favorecer dichas reacciones de reparacion. Aunque administraciones mas tardias, en
un segundo tiempo, también podrian realizarse en el escenario clinico, no podemos
extrapolar los beneficios observados tras una inyeccidon inmediata. Tampoco puede
extrapolarse el estudio a fases crénicas de remodelado postlAM, precisando para ello
de otros estudios experimentales de eficacia y seguridad en ese contexto temporal. En
sentido contrario, una aplicacion mas precoz, antes de reperfundir la arteria podria
haberse contemplado. Ademas, hay evidencias de que determinados microRNAs,
entre ellos el miR-92a, estan envueltos en el dafio por isquemia-reperfusién (Ye et al.,
2011). Quizas una aplicacion precoz, aportaria una cardioproteccién adicional por este
mecanismo. Sin embargo, en nuestros primeros experimentos piloto, en los que
testamos la aplicacion de microesferas a flujo parado, observamos una agregacion
considerable de las mismas, lo que aumenta el riesgo de embolizar arteriolas o

capilares de mayor tamafo.

A los animales se les administré aspirina y heparina durante el cateterismo
cardiaco para evitar que después, interacciones farmacolégicas con dichos farmacos,
pudiran neutralizar los resultados observados. Se utiliz6 el material habitual y el

contraste de nuestra unidad de hemodindmica cardiaca.

El establecer metodolégicamente el punto de partida en la clinica, ello nos ha
facilitado el disefio de un ensayo clinico de fase 2 previsto para el préximo afio y nos
mantiene esperanzados de poder reproducir, en humanos, los resultados favorables

observados en nuestros animales.

7.- LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Teniendo en cuenta que el remodelado adverso es un proceso progresivo que
puede prolongarse bastantes meses y hasta un afio después del infarto, un periodo de

seguimiento mas prolongado podria haber acentuado mas las diferencias observadas,
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especialmente en lo relativo a la contractilidad global del ventriculo izquierdo.
Consideramos que un mes era apropiado para evaluar parametros en relacion a la
formacion de cicatriz pero probablemente no fue un tiempo lo suficientemente
prolongado para que las fuerzas de pared acabaran expandiendo la cicatriz y dilatando
el ventriculo, fenbmeno que puede requerir meses o incluso un afo para hacerse
evidente (Hole et al., 2003; Hillis et al., 2006). Los nuevos experimentos con la RMN in
vivo tras un seguimiento de 3 meses detectaran, con mayor probabilidad, diferencias
en la contractilidad ventricular secundarias al impacto del tratamiento con antagomir-

92a sobre el remodelado ventricular postlAM.

Por otra parte, la RMN ex vivo no permiti6 obtener informacion sobre los
volimenes de la cavidad ventricular izquierda (Hillis et al., 2006). La RMN ex vivo
tampoco permitié obtener datos acerca de la distribucion, propiedades y composicién
del tejido fibroso de la cicatriz. Los nuevos experimentos con la RMN in vivo, tras un
seguimiento de tres meses, permitirdn evaluar los volimenes con precision. Ademas,
avances en las técnicas de imagen respecto a la evaluacion de la fibrosis, permitiran
obtener nuevos imputs para llegar a comprender el fenémeno de remodelado adverso
(van den Borne et al., 2008; de Hass et al., 2012; Won et al., 2013). Paralelamente
también, la caracterizacion histolégica de sus componentes sera investigada en

futuros andlisis de las muestras obtenidas en nuestro estudio.

Otra limitacion la constituye el hecho de que Unicamente pudieron implantarse
holters subcutaneos a 10 de los 27 animales incluidos en el estudio. Ello fue debido a
gue los holters fueron obtenidos de pacientes, tras su explante, debiendo cumplir la
condicion de mantener suficiente bateria para registrar el ritmo cardiaco durante un
mes. Es poco frecuente que el holter realice un diagndéstico precoz y que pueda ser
explantado antes de lo previsto. A pesar de esta dificultad, pudimos disponer de 10
dispositivos que fueron implantados de forma aleatoria y distribuidos
homogéneamente entre los grupos de tratamiento. No se observaron arritmias en
ninguno de los animales estudiados, lo que garantiza un bajo potencial arritmogénico
tanto derivado del propio tratamiento, como de los islotes celulares supervivientes

observados histol6gicamente a nivel de la cicatriz postlIAM.

Tampoco la resistencia microvascular pudo ser cuantificada en algunos

animales. Las pericarditis severas postlAM que impaosibilitaron la diseccion de la LAD y

142



DiscusION

problemas técnicos de clampaje del flujo con el propio sensor de flujo, sin poder
obtener un valor estable y fiable, fueron las principales razones que impideron su
cuantificacién en algunos animales. La aplicacion de herramientas diagnésticas mas
novedosas, como la guia que mide simultdanemente presién y temperatura, podria
evitar esta limitacion, obteniendo valores de flujo coronario que se correlacionan bien
con el flujo coronario absoluto (Fearon et al., 2003). Su aplicacion en futuros estudios
podria facilitar el analisis de la resistencia microvascular, sin necesidad de aplicar

técnicas invasivas.

Por otro lado en nuestro estudio, no se ha profundizado en conocer los
mecanismos moleculares y celulares por los que la angiogénesis logra que el proceso
de cicatrizacion sea reparativo y que ejerza la suficiente resistencia para que el
ventriculo siga manteniendo su forma y trabaje adecuadamente. Sin embargo, las
observaciones histologicas, han ratificado la presencia de focos de tejido viable en el
seno cicatriz, lo que permite postular una actividad antiapOptética y una mayor
supervivencia de fibroblastos y cardiomiocitos. Ello concuerda con las evidencias
publicadas hasta el momento, en que se han identificado targets del miR92a
implicados en la apoptosis y en la proliferacion celular (Ranji et al., 2013). Tampoco se
han investigado los targets directos o indirectos del miR-92a en nuestro modelo
porcino. Sin embargo, el alto grado de conservacion de los microRNAs y la homologia
de su secuencia entre especies, hace plausible extrapolar los targets identificados en

el modelo de ratén, a la especie porcina.

Finalmente, también constituye una limitacion del estudio el no haber
implantado un stent en la arteria responsable del IAM, como se realiza habitualmente
durante la angioplastia primaria. Sin embargo, a pesar de la agresion endotelial por el
inflado del bal6n, para inducir el IAM, s6lo dos animales ocluyeron la arteria durante el
seguimiento. Por otro lado, su implantacion habria permitido descartar potenciales
efectos adversos sobre la endotelizacion del stent. Sin embargo, disponemos de
evidencias previas que han puesto de manifiesto que la administracion de antagomir-
92a in vivo favorece la re-endotelizacién y reduce la formacion neointimal tras la
implantacién de un stent en un conducto arterial (laconetti et al., 2012). Este efecto
favorable colateral afadiria un beneficio adicional a la terapia con antagomir-92a

durante la angioplastia primaria e implantacion de un stent.
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e Se ha puesto a punto un modelo de IAM reperfundido inducido
percutaneamente con una extension suficiente para presentar la complicacién

de remodelado adverso postlAM, foco de interés en nuestro trabajo.

» Se ha disefiado un sistema de encapsulacion de antagomir-92a apropiado
gue puede ser liberado directa y selectivamente por via intracoronaria. Se trata
de microesferas bioabsorbibles y biocompatibles de PLGA capaces de quedar
retenidas en la microcirculacién cardiaca y desintegrarse en un periodo de
liberacion ajustado a los procesos de reparacion miocardica. Tras haber
demostrado su utilidad en nuestro estudio, este sistema de vectorizacion podra

extenderse a otros antagomires y a otras condiciones patolégicas.

e Se ha comprobado la tolerancia del miocardio a la microembolizacién capilar,
demostrando que la inyeccion de microesferas no produce toxicidad local
significativa, con un margen terapéutico amplio. Una dosificacion de
microesferas 8 veces superior y administrada a animales sanos no se ha
acompafiado de dafio miocardico irreversible. Ademas, no se objetivado una
dosis maxima, a partir de la cual, los efectos se tornan irreversibles. Tampoco
se han inducido arritmias, inestabilidad hemodinamica o cambios eléctricos

durante las inyecciones.

 No se han detectado efectos adversos a distancia. El estudio necrépsico de
los animales no detectdé neoformaciones. Tampoco fueron observados

trastornos analiticos o fenémenos inmunoldgicos a distancia.

» La administracion de antagomir-92a encapsulado ha producido una inhibicién
sostenida de su microRNA-92a especifico, que se mantiene al menos 10 dias

posttratamiento. Ello refleja, por un lado, la integridad de las propiedades del

147



RESUMEN DE RESULTADOS

148

farmaco una vez encapsulado, y por otro, la liberacidn sostenida paralela a la

degradacién de la microparticula.

La inhibicion sostenida del microRNA-92a induce neoangiogénesis.
Hemos demostrado una densidad vascular significativamente mayor en el
grupo tratado con antagomir-92a encapsulado. Esta formacion de vasos ocurre
tanto en los bordes como en el core de la cicatriz. Con este hallazgo hemos
ratificado de nuevo, en una especie mas proxima al ser humano, que el miR-
92a es un represor enddgeno del programa angiogénico de las células

endoteliales.

La neoangiogénesis reduce las resistencias microvasculares en el seno
del infarto. Hemos demostrado que las resistencias microvasculares en la red
microvascular del tejido infartado son significativamente menores en el grupo
tratado con antagomir-92a que en los controles. La reduccién adicional, tras la
administracion de un estimulo vasodilatador traduce el caracter funcionalmente

maduro de las células endoteliales neoformadas.

La neoangiogénesis generada se asocia a una cicatrizacion favorable y a
la prevencion de remodelado adverso postlAM. Morfolégicamente, los
pardmetros caracteristicos de remodelado adverso, como adelgazamiento de la
cicariz y expansion del area dafiada han estado significativamente menos
presentes en el grupo tratado con antagomir-92a encapsulado, al mes postlAM.
Funcionalmente, un porcentaje significativamente menor de animales
presentaron discinesia y formacién de aneurisma septoapical. La contractilidad
global del ventriculo izquierdo mostré6 una fuerte tendencia a estar menos

reducida en el grupo de animales tratados que en los controles.
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A partir de estos resultados se concluye que:

La administracion intracoronaria precoz de antagomir-92a
encapsulado en un modelo porcino de IAM previene el
desarrollo de remodelado ventricular adverso sin generar
efectos adversos locales ni a distancia.

Este nuevo tratamiento constituye una nueva estrategia
terapéutica potencialmente uatii en la prevencion de
remodelado en pacientes que sufren un IAM extenso.

Los datos obtenidos deben servir de base para el disefio de
estudios de fase | y Il que permitan la translacion de esta
terapia a la practica clinica.
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ANEXOS

ANEXO 1- Minipigs: curva de crecimiento.
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ANEXOS

ANEXO 2- Minipigs: composicion de la dieta SMP.
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ANEXOS

ANEXO 3- Metodologia: esquema de los procedimientos de la fase 5.

FASE IAM H ESTABULACION H FASE SACRIFICIO
Randomizacion
Suero salino
Induccion IAM . , | ME placebo . .
B 49/60 min isquemia Reperfusion 5 1 mes In vivo Ex vivo
Antagomir-92a
encapsulado
v
v v v Monitorizacién diaria  y, v v
AAS 100 mg/24h
EIV EIV EIV EIV KT Necropsia v
Trop Trop Trop 6h CardioRMN
Histologia
KT: TIMI LAD -~ KT: TIMI LAD TIMI'LAD
IMR
Reveal® Extraccion de Reveal®

207






