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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares ateroscleréticas (ECVAS) son la principal causa de
morbilidad y mortalidad en las poblaciones occidentales y su asociacién a la dislipemia
es incuestionable. Las estatinas son el tratamiento de primera eleccién para su control,
y se consideran la piedra angular en el tratamiento de las ECVAS. Los sintomas
musculares asociados a las estatinas (SMAE), son mayoritariamente un
“autodiagndstico” clinico, y el principal motivo de abandono a este tratamiento. Por ello
consideramos, una necesidad prioritaria, identificar biomarcadores con precisién
discriminativa para un auténtico diagndstico de intolerancia a las estatinas (IE) en estos
pacientes. Los microRNA (miRNA) se han erigido en los ultimos afios como unas
moléculas que se ofrecen vdlidas en el papel de biomarcadores, implicados en la
regulacién de multiples acontecimientos celulares de enfermedades cardiovasculares.
En el presente estudio, evaluamos los miRNAs plasmaticos como potenciales
biomarcadores para discriminar la poblacion con IE asociada a efectos adversos

musculares, con respecto a aquellos pacientes no intolerantes (NIE).

Es un estudio multicéntrico, prospectivo, y de casos y controles. Se examinaron un total
de 179 miRNAs circulantes expresados diferencialmente en dos cohortes de pacientes
de riesgo cardiovascular (RCV) alto y muy alto: (i) NIE (n = 10); (ii) IE (n = 10). En el
screening diez miRNAs fueron identificados como sobreexpresados y validados en el
plasma de IE (n = 39) y NIE (n = 45). Cinco miRNA (Let-7c-5p, let-7d-5p, let-7f-5p, miR-
376a-3p y miR-376c-3p) fueron sobreexpresados en el plasma de pacientes con IE.

Proponemos una huella predictiva de tres miRNA (let-7f-5p, miR-376a-3p y miR-376¢-



3p) y variables clinico-biolégicas a destacar colesterol no HDL (c-no-HDL) y afios de
exposicion a la dislipidemia, para discriminar a los pacientes con IE. Este modelo alcanza
sensibilidad, especificidad y drea bajo la curva (AUC) del 83,67%, 88,57 y 89,10
respectivamente. En la practica clinica, este conjunto de miRNA combinado con variables
clinico-bioldgicas puede discriminar entre sujetos con IE vs. NIE. Este modelo
multiparamétrico puede erigirse como un potencial biomarcador diagndstico con valor
clinico en estos pacientes intolerantes y gracias a ello optimizar el tratamiento de las

dislipemias.



ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL

DEL TEMA DE ESTUDIO



1.ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA DE ESTUDIO

1.1 Epidemiologia de la dislipemia y mortalidad cardiovascular.

Las enfermedades cardiovasculares (ECV), de las que las enfermedades cardiovasculares
ateromatosas (ECVAS) son el representante mas relevante, afectan a la mayoria de los
adultos mayores de 60 afios y son la principal causa de muerte a nivel mundial. En
Estados Unidos la mortalidad anual corrobora estos datos (1), y en Europa, segun los
ultimos datos disponibles, las ECV causaron mas de 3,8 millones de muertes al afio, lo
que representa aproximadamente 1,76 millones de muertes en hombres y mas de 2
millones de muertes en mujeres. Esto correspondid al 39% de todas las muertes en
hombres y al 46% de todas las muertes en mujeres (2). De forma similar en nuestro pais
es la principal causa de mortalidad, con unos 120.000 decesos anuales (3), aunque existe
una tendencia a la ralentizacién y estabilizacién en las tasas de mortalidad entre los 2014
a 2018 (4). Delas ECV, la cardiopatia isquémica encabeza la clasificacién de muertes por

ECV en los hombres y la enfermedad cerebrovascular en las mujeres (3).

En términos generales, en la mayoria de la poblacidn existe al menos un factor de riesgo
cardiovascular (FRCV), siendo habitual la coexistencia de mdas de uno en una misma
persona. Se calcula que los principales cinco factores de riesgo modificables
(hipercolesterolemia, diabetes mellitus, hipertensiéon arterial, obesidad y tabaquismo),
son responsables de mas del 50% de la mortalidad cardiovascular, y en pacientes con al

menos uno se producen mayoritariamente los episodios de cardiopatia isquémica (5-7).



El umbral de la tasa de colesterol que define una dislipidemia, es controvertido, y las
sociedades cientificas han publicado directrices que intentan delimitar los niveles de
riesgo vascular asociado a la misma, y segun ésta, cuando establecer el tratamiento
dietético, la practica de ejercicio fisico programado y/o farmacolégico de las

dislipidemias (8).

La prevalencia de la dislipidemia aumenta en los pacientes con cardiopatia isquémica
prematura, llegando a ser entre el 75 y 85%, en comparacion con aproximadamente el
40 al 48%, en la poblacién de la misma edad sin haber presentado ningin evento

vascular (9, 10).

En el estudio INTERHEART, la dislipidemia definida por el cociente entre la
apolipoproteina B (apo B) y la apolipoproteina Al (apo A1), de los pacientes incluidos,
que refleja la relacién entre todas las lipoproteinas aterogénicas y las ateroprotectoras,
representaba la mitad del riesgo cardiovascular poblacional, de presentar un infarto
agudo de miocardio (IAM) (11). En el mismo sentido, se ha demostrado que los pacientes
con perfiles genéticos ateroprotector, que dan lugar a una exposicién de por vida, de
niveles mas bajos de colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad (cLDL), tienen un

menor riesgo de IAM, revascularizacién coronaria o muerte por ECVAS (12).

La importancia patogénica del colesterol sérico procede en gran medida de ensayos
clinicos aleatorizados (ECA), de intervencién farmacoldgica, que han puesto de
manifiesto como la reduccién del colesterol total y cLDL —su mayoria con estatinas-,
reduce el RCV y la mortalidad total, cuando se administran tanto en prevencién primaria

como secundaria (teoria lipidica) (13,14,15).



1.2 Colesterol y aterogénesis.

Los lipidos, hidrofobos, no pueden circular libremente en un medio acuoso como es el
torrente sanguineo. Para ello, precisan ser vehiculizados por unas particulas
denominadas lipoproteinas, clasificadas seglin su gradiente de densidad, que los
transportan a los tejidos para diferentes funciones tales como sintesis de energia, la
esteroidogenesis, y la elaboracidon de acidos biliares y de hormonas sexuales. Las
lipoproteinas, contienen en su nucleo, colesterol esterificado y triglicéridos (TG), y en su
capa externa o superficie, fosfolipidos, colesterol libre, y proteinas a las que se
denominan apolipoproteinas. Estas Ultimas poseen intrinsecamente multiples
funciones, como servir de receptores celulares para un correcto metabolismo lipidico, e
intervenir en los sistemas implicados en el mismo. Segun su gradiente de densidad, las
seis mas importantes son los quilomicrones, las lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL), las lipoproteinas de densidad intermedia (IDL), las lipoproteinas de baja densidad

(LDL), las lipoproteinas de alta densidad (HDL) y la Lipoproteina (a) [Lp(a)]

En la misma linea con las recomendaciones conjuntas en la Guia de la Sociedad Europea
de Cardiologia y de la Sociedad Europea de Arteriosclerosis (ESC/EAS) publicadas en
2016, la Guia de Practica Clinica (GPC), publicada por estas mismas sociedades cientificas
en el ano 2019, proporciona informacién adicional, proveniente de ensayos clinicos
aleatorizados, observacionales, y genéticos de aleatorizacién mendeliana, los cuales
demuestran de forma irrefutable la relacion etiolégica del cLDL en el desarrollo de la
ECVAS. Adicionalmente, también ponen de manifiesto la importancia en la aterogénesis,
de las lipoproteinas que contienen Apo B, como son, ademas de las LDL, las lipoproteinas

ricas en triglicéridos (LRTG) (16). Asi destacan que la capacidad aterogénica de las LRTG,



depende principalmente de dos factores, por una parte, de su tamafio, y por otra, su
composicion apoproteica, especialmente en apo C-lll (17). Todas las lipoproteinas
formadas por apo B, inluidas las LRTG, cuando el diametro de su tamafio es menor de 70
nm atraviesan el endotelio, asi cuando éste ha perdido su indemnidad, aunque de forma
inicial solamente se traduzca en una disfuncién endotelial, son retenidas en su
superficie, una vez han interaccionado con moléculas extracelulares como son los
proteoglicanos (18). La apo B capturada en la pared arterial, inicia un proceso que de
forma concatenada conduce a la deposicidn lipidica y, al inicio de la formacién de la placa
de ateroma (19). Ademas, la exposicion continuada de las apo B en el endotelio, facilita
el reclutamiento de otras particulas, con el consiguiente incremento del depdsito de
lipidos en la placa aterosclerética. Ello, tiene implicaciones patogénicas relevantes, ya
que se puede deducir, que el volumen de la placa aterosclerética total esta condicionada
ademas de por la concentracidn de cLDL, por las la presencia de apo B en el torrente
circulatorio, y como hemos comentado el aumento de las mismas, esta condicionado
por la retencién de dichas particulas (20). La progresién de esta carga ateroesclerética
facilita la aparicidon de aterotrombosis que conduce a procesos isquémicos en diferentes
territorios arteriales, principalmente enfermedad coronaria (EC), accidente

cerebrovascular agudo (ACVA), y enfermedad vascular periférica (EVP).

Esto trae consigo la implementacién de recomendaciones cardiosaludables de estilo de
vida desde edades tempranas con objeto de reducir la concentracion de apo B y
posponer las complicaciones de la aterosclerosis. Ademas, justifica la necesidad de
establecer un tratamiento farmacolégico que permita disminuir las concentraciones de
cLDL y de apo B, tanto en la prevencién primaria o secundaria de nuevos accidentes

vasculares (20).



Estudios poblacionales en ensayos clinicos y de aleatorizacién mendeliana, coinciden en
demostrar una concordancia entre las concentraciones plasmaticas de cLDL y el riesgo
de padecer ECVAS (20-25), ello sugiere la necesidad de la disminucion de las
concentraciones de cLDL y apo B, ya que la disminucidn de estas particulas se acompafia

de una reduccion de eventos cardiovasculares proporcional a su decremento (26,27).

La HDL es considerada como una lipoproteina ateroprotectora, sin embargo, en los
estudios de aleatorizacion mendeliana el grado de concordancia entre sus
concentraciones y la presencia de eventos cardiovasculares no es significativo, como
tampoco se ha podido demostrar en estudios de intervencién farmacoldgica destinados
a elevar su concentracion. Como consecuencia, las guias de practica clinica no

consideran a esta lipoproteina como un objetivo terapéutico (28-34).

A diferencia con las dudas anteriormente expuestas respecto la posible funcién
antiaterogénica de las HDL y su relevancia en la practica clinica, la Guia publicada en
2019, si destaca la importancia de las LRTG que contienen apo B (35,36). Las LRTG
vehiculizan de forma inicial triglicéridos y colesterol, posteriormente sufren una
hidrolisis de los TG, por los sistemas enzimaticos Lipoprotein lipasa (LPL), y lipasa
hepatica, que se traduce en un predominio de colesterol como lipido transportado. Los
estudios de aleatorizacién mendeliana y observacionales han demostrado como el
aumento o la disminucién de la concentracién de estas particulas con su carga de
colesterol transportado, colesterol remanente, tienen una concordancia significativa con
un incremento o decremento de eventos cardiovasculares, como también ha sido
referido que la elevacion de este colesterol remanente, se asocia a fendmenos
inflamatorios y que su concentracion después de la ingesta (postprandial), se acomparia

de un aumento de la mortalidad (37-50) .



Es muy importante destacar, a este respecto, un estudio de aleatorizacién mendeliana
gue pone de manifiesto que mutaciones genéticas que se traducen en una reduccion de
TG y de LDL, tienen el mismo resultado sobre la reduccidn de eventos cardiovasculares,
monitorizando la apo B, lo que demuestra que las lipoproteinas que tienen esta

apoproteina en su composicién tienen el mismo efecto sobre el RCV (51).

Por ello, en la Guia de 2019, enfatiza la determinacién de la apo, para estimar la carga
total aterogénica de un paciente, y orientar las decisiones terapéuticas para amortiguar
su RCV. Hay que recordar que todas las lipoproteinas que contienen apo B, son
portadoras de una sola molécula de esta apoproteina, es decir hay una molécula de apo
B por cada lipoproteina, y, ademas, a diferencia de otras apoproteinas, ésta no se
transfiere a otra lipoproteina durante el metabolismo lipidico. Esta estabilidad
metabdlica, permite que su cuantificacion traduzca el niumero total de particulas

aterogénicas presentes en plasma.

Hay que sefialar, que las concentraciones de cLDL, colesterol-no-HDL (c-no-HDL) y apo B
muestran una correlacién significativa, y como la determinacién de esta ultima no esta
disponible en todos los laboratorios, el c-no-HDL, proporciona una informacién similar
acerca del RCV, siendo recomendado su cdlculo en las GPC, al poder ser obtenido de
forma muy sencilla, restando al colesterol total el cHDL (52,53). Esta determinacion seria
especialmente indicada en situaciones como hipertrigliceridemia, diabetes mellitus tipo
2 (DM2), obesidad o niveles de cLDL bajos, ya que la determinacion de cLDL puede
subestimar el RCV real en estos pacientes, y por ello su determinacion o en su defecto el

c-no-HDL, seria indispensable en el perfil lipidico de estos pacientes.
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Otra lipoproteina aterogénica es la Lp(a), estructuralmente se trata de una LDL en la cual,
su apoproteina B se une a través de un puente disulfuro a la proteina a. Su estructura
mantiene un alto grado de similitud a la del plasmindgeno, y debido a su tamario, de
modo similar a la LRTG (< 70 nm), atraviesan el endotelio, depositdndose en la intima
arterial. Su efecto se puede considerar aterotrombético, pues la aterogenicidad que le
confiere la apo B, se une el efecto trombogénico debido a su analogia con el
plasmindgeno. Su concentracidon sérica esta determinada genéticamente, y en la
actualidad se considera que concentraciones por encima de 50 mg/dl, se asocian a un
aumento del RCV, y cifras entre 30 y 50 mg/dl, se mantiene como una zona gris, en
estudio (54-56). Este efecto se ve fuertemente reforzado, en el papel causal que
demuestran los estudios de aleatorizacién mendeliana, respecto a la concordancia de
mutaciones de ganancia o de perdida de sus concentraciones y el aumento o
disminucion de ECV. De hecho en algunos estudios, sus resultados muestran como
concentraciones de Lp(a), por encima de 180 mg/dl, tienen un RCV similar a pacientes
con una hipercolesterolemia familiar (HF) heterocigota, enfermedad de transmisiéon
monogénica con la prevalencia mas elevada de todas las enfermedades de transmision
genética hereditaria. Estos estudios adicionalmente muestran, que se precisan
reducciones muy importantes de las concentraciones de Lp(a), para conseguir una

reduccion significativa del RCV (57,58).
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1.3 Objetivos y tratamiento de la dislipemia.

Segun las GPC previas y la ultima publicada en 2019 por la ESC/EAS, sobre el tratamiento
de las dislipemias, a la hora de establecer objetivos deseables en la poblacién, tienen un
papel determinante todos los estudios de intervencién con diversos farmacos
hipolipemiantes, que demuestran como la reduccién de ECV se asocia a una disminucién
de las concentraciones de cLDL, sin haberse establecido hasta la fecha, ningin valor por

debajo del cual se considere perjudicial (59-61).

Los valores recomendados en las Guias de Practica Clinica, estratificados con un RCV muy
elevado, se establece un cLDL en menos de 55 mg/dl (<1,4 mmol/l), y una reduccion de
al menos un 50% de su valor basal. En pacientes con un RCV elevado, el objetivo es de <
70 mg/dl (<1,8 mmol/l), debiéndose también conseguir una reduccidn de su valor basal
por debajo del 50%, y en las personas con RCV moderado una concentracién de cLDL por

debajo de 100 mg/dl (62,63).

La Guia no implanta objetivos para el cHDL o los TG. Para estos ultimos, incide en que
una concentracién de 150 mg/dl (<1,7mmol/l) seria deseable, y la presencia en un
paciente de valores mas altos, obligaria a buscar otros factores de riesgo vascular

asociados.

Segun la GPC 2019, continta existiendo una proporcidon inaceptablemente alta de
pacientes de RCV muy alto, fuera de los objetivos recomendados, debido a intolerancia
al régimen terapéutico de estatina recomendado, o a que no se alcanzan los objetivos

terapéuticos deseados con monoterapia. En estos casos, se recomienda la combinacion
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de farmacos como ezetimibe, inhibidor de la proprotein convertase subtilisin kexin 9
(PCSK9), o acido bempedoico, si el objetivo sigue sin alcanzarse, con la referida

asociacion de ezetimibe a la estatina.

En la actualidad, se dispone de un potente arsenal terapéutico hipolipemiante aprobado
por la Agencia Europea del Medicamento. A continuacion, haremos algunos comentarios

sobre los mismos.

Las estatinas, se erigen desde hace afios como la primera opcién terapéutica de las
dislipemias. Las estatinas reducen la sintesis de colesterol hepdtica por inhibicion
competitiva con la hidroximetilglutaril coenzima A reductasa (HMG-CoA), enzima

determinante en la sintesis de “novo” del colesterol intracelular.

En muchos pacientes constituye el Unico tratamiento, y se han podido clasificar en
relacion con su efecto reductor hipolipemiante en alta intensidad y moderada (reduccién
de la concentraciéon de cLDL basal al menos en un 50%, o en un 30% respectivamente),
asumiendo la existencia de una variabilidad interindividual, de etiologia multifactorial,
incluyendo la existencia de un perfil genético determinado, que conduce a una respuesta

hipolipemiante escasa (64-66).

Las estatinas que disponemos comercializadas en Espafia, incluyen la atorvastatina,
simvastatina, fluvastatina, lovastatina y pitavastatina que son lipofilicas, y pravastatina

y rosuvastatina que son hidrofilicas.

La rosuvastatina es algo mds potente que la atorvastatina, y ambos agentes son
significativamente mas potentes que la simvastatina, pravastatina, lovastatina, y la
fluvastatina (67). A las dosis maximas prescritas, la reduccion del cLDL es mayor con la

rosuvastatina y la atorvastatina que con las demds estatinas disponibles, aun con

13



diferencias entre ellas, su efecto sobre las concentraciones de TG, y HDL no es muy

importante, dependiendo de sus valores basales en los primeros (68,69).

La ezetimiba inhibe la absorcidn por bloquear el transportador de colesterol intestinal al
unirse a la proteina Niemann-Pick C1-Like 1 (NPC1L1), ello conduce a una disminucion
de colesterol traspasado al higado, que reacciona aumentando la sintesis de novo de
colesterol intracelular, a través de la HMG-CoA reductasa, junto a un aumento de la
expresion de receptores de LDL (LDLR) en la superficie del hepatocito, con el
consiguiente aclaramiento de estas particulas por interaccidn con el determinante de
union de la apo B 100. La reduccidon media de cLDL que se consigue con ezetimiba (10
mg), es de alrededor de un 20%, existiendo variabilidad interindividual. Su asociacion a
una estatina incrementa su efecto reductor de forma adicional en aproximadamente un
25%, segun la estatina que utilicemos, siendo deseable siempre que se pueda su
asociacion de forma individual o en combinacidn fija, por su mecanismo de accién que

permite obtener un efecto hipolipemiante aditivo (70).

Los dos quelantes de acidos biliares mas conocidos, la colestiramina y el colestipol, y mas
recientemente el colesevelam, son resinas de intercambio que se unen a los acidos
biliares e impiden la circulacion enterohepatica del colesterol. El higado, a partir de las
reservas de colesterol, se ve incentivado a sintetizar mas acidos biliares hepatico. A dosis
maximas se ha observado una disminucion del cLDL del 18-25%. Efectos significativos
sobre el cHDL no se han notificado, aunque las concentraciones de triglicéridos pueden
aumentar en pacientes con algun grado de predisposicidn. Los efectos secundarios a
nivel gastrointestinal (principalmente estrefiimiento, flatulencia, nduseas y dispepsia)
son comunes lo que dificulta su uso en la practica clinica, por la falta de adherencia

terapéutica (71).
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Los farmacos con diana en la PCSK9, como son los anticuerpos monoclonales humanos
evolocumab y alirocumab, bloquean a esta proteina impidiendo su unién a la LDLR, ello
evita la destruccion del receptor intracelularmente, que se recicla y vuelve de nuevo a la
superficie del hepatocito, para continuar su efecto de aclaramiento de las LDL circulantes
en el territorio vascular. Su efecto hipolipemiante es muy potente y consigue reducciones
de cLDL solos o en combinacién con estatinas de alrededor del 60%, dependiendo de la
dosis utilizadas y aun superior si adicionalmente se utiliza ezetimiba (72,73%). Su efecto
sobre del resto del perfil lipidico (cHDL, apo A, y TG) es también favorable en mayor

medida que con las estatinas.

En pacientes con HF heterocigota, enfermedad de transmision hereditaria dominante,
con una prevalencia de 1/1000.000 de habitantes, el evinacumab, un anticuerpo
humano anti proteina 3 similar a la angiopoyetina (ANGPTL3) ofrece reducciones de cLDL
significativas con indicacién en ficha técnica para estos pacientes, y la lomitapida un
inhibidor de la PMT (proteina microsomal de transferencia), también se ha utilizado en
estos pacientes, con reduccion importante de cLDL y un efecto adicional favorable en el

perfil lipidico (74,75).

Los fibratos, son agentes hipotrigliceridemiantes que en la actualidad estdn muy
cuestionados por su falta de efecto en la reduccién del RCV. Su mecanismo de accién se
efectla a través de la activacién del receptor activado del proliferador de peroxisomas
(PPAR- a), que interviene en diferentes fases del metabolismo lipidico. El fenofibrato, y
gemfibrozilo, consiguen reducciones de la concentracion de TG de alrededor del 50%, en
relacion a sus valores basales. El pemafibrato, un reciente agonista PPAR- a, alcanza
reducciones superiores, y de la LRTG, pero su efecto en la reduccidon de ECV no ha

resultado satisfactorio, lo que limita su uso como agente hipolipemiante, tal y como se
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ha referido (77).

Otros farmacos hipotrigliceridemiantes, son los acidos omegas 3, sin conocerse con
claridad cual es su efecto real en el RCV. En 2019, la evidencia de los acidos grasos n-3
se demostro en el ensayo REDUCE-IT, que demostré el beneficio adicional de consumir
4 g / dia de EPA (icosapento de etilo), un profarmaco purificado de eicosapentaenoico,
sin docoxahexaenoico, en dosis de 2 g dos veces al dia, para reducir los eventos
isquémicos, muerte por ECV y posteriormente retroceso de la placa de ateroma. Aunque
los resultados de los ensayos individuales son inconsistentes, los resultados de los ECA
agrupados, indican un cierto efecto cardioprotector de los acidos grasos n-3. La posible
explicacion de esta heterogeneidad incluye diferencias en las dosis entre los grupos, las
diferencias entre los seguimientos del estudio, los tamafios de la muestra y las tasas de

eventos mas bajas (78).

Como nuevos enfoques terapéuticos hipocolesterolemiantes, consideramos destacables

los siguientes farmacos:

El 4cido bempedoico, de administracion oral, ya comercializado en Espafia, se trata de
una pequefia molécula que actua en la cascada de la sintesis del colesterol en un paso
inmediatamente por encima de la HMG-CoA, inhibiendo a la ATP-citrato liasa. Su efecto
hipolipemiante a dosis de 180 mg en dosis Unica, se traduce en un descenso de cLDL de
alrededor del 28%, aumentando a un 50% en combinacidn fija con ezetimiba. La
ausencia en el musculo, de la enzima activadora de este profarmaco, evita la aparicién
de los efectos adversos musculares asociados a las estatinas, erigiéndose en la

alternativa terapéutica de estos pacientes, intolerantes a la mismas (79).
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El inclisiran, consiste en un pequeno RNA de interferencia (siRNA), que inhibe la sintesis
hepatica de PCSK9, y que en los ensayos realizados han demostrado una reduccion de
cLDL en un 50%, mediante su administraciéon subcutdnea semestral. Este efecto, se

mantiene en el tiempo, sin observarse eventos adversos importantes (80,81).

Por otro lado, en relacion a farmacos con un efecto reductor de las concentraciones de

triglicéridos, mencionar a:

Evinacumab comentado anteriormente, es un anticuerpo monoclonal humano anti
proteina 3 similar a la angiopoyetina (ANGPTL3), que estudios de aleatorizacidn
mendeliana indicaban que su deficiencia se asociaba a una reduccidn de la ECV, con
resultados similares a los observados en las mutaciones de perdida de funciéon de
ANGPTL3. Los ensayos clinicos realizados, ponen de manifiesto un descenso de los

niveles de cLDL, TG y en menor medida de Lp(a) (82-84).

Por ultimo, dentro de los farmacos hipotrigliceridemiantes, hay que referirse al
Volanesorsen, un oligoantinucleotido que inhibe por interferencia con el RNA la sintesis
de la apo C-lll. Su efecto se traduce en una disminucion muy importante de las
concentraciones de TG y de apo C-lll (70 y 80-90% respectivamente), presentando
efectos beneficiosos en pacientes con sindrome de hiperquilomicronemia familiar (y

estudio genético positivo) (85).

Finalmente, la GPC destaca a nuevos ensayos destinados a elevar las concentraciones de
cHDL, que deben mostrar resultados favorables inicialmente de eficacia y seguridad y

posteriormente de reduccién de EVC (86).
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1.4 Efectos secundarias de las estatinas.

Aunque en general las estatinas son bien toleradas, pueden provocar algunos efectos
adversos, principalmente en el musculo, en el metabolismo de la glucosa, en el higado,
rifidn y en el riesgo de ACVA hemorragicos. No obstante, un analisis detallado de los
mismos conduce a pensar que se ha realizado una generalizacién inexacta sobre sus
posibles efectos adversos (87). Vamos a revisar los efectos secundarios, para centrarnos

finalmente en los efectos adversos a nivel muscular.

-Disfuncidn renal: Las estatinas pueden causar proteinuria, mediante la inhibicion del
transporte activo de proteinas de pequeiio peso molecular, en el tubulo renal. Existen
varios informes remitidos a la Food and Drug Administration (FDA), sobre la asociacién
de proteinuria con estatinas, particularmente en pacientes que reciben simvastatina o
rosuvastatina. Sin embargo, aunque se ha planteado preocupacién, la informacién
disponible sugiere que los eventos adversos renales con rosuvastatina son raros y

similares a los observados con otras estatinas (88,89).

Segun un estudio observacional retrospectivo, el empleo de estatinas de alta potencia
se asocia con una mayor tasa de diagndstico de deterioro renal agudo, en ingresos

hospitalarios, en comparacidn con las estatinas de baja potencia (90).

-Disfuncidn hepatica: Se han observado raramente episodios de lesion hepatica grave, y
un estudio sugirid que éstos ocurren predominantemente tras 3-4 meses de comenzar
el tratamiento con estatinas. Sin embargo, la prevalencia de los mismos son similares en
pacientes que toman estatinas respecto la poblacién general. La afecciéon de dafio
hepatico mas severo atribuido a las estatinas ha incluido lesiones hepatocelulares,

colestdsicas y autoinmunitarias (91,92). De hecho, la FDA recomienda realizar estudio de
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la funcion hepdtica al empezar el tratamiento, y solo repetir dichas pruebas seguln

manifestaciones clinicas sugerentes en la evolucion del paciente.

-Prodiabetégenas: Se ha comprobado que los pacientes en tratamiento con estatinas
tienen un riesgo aumentado de disglucemia, y desarrollo de DM2. Mudltiples estudios
han indicado este hecho, relacionado ademas con la dosis de estatina. También se ha
observado una elevacion, aunque no relevante, de la hemoglobina glicosilada (HbA1c).
No obstante, tanto los ensayos aleatorizados como los estudios observacionales
sugieren que los efectos positivos de las estatinas sobre los eventos cardiovasculares y
la mortalidad, superan cualquier aumento del riesgo conferido por la promocion en el
desarrollo de la diabetes (87, 93, 94). Algunos estudios indican que entre todas las
estatinas, principalmente la pitavastatina, y la pravastatina tienen el perfil mas favorable

para el control 6ptimo glucémico en pacientes diabéticos tipo 2 (95, 96).

-Aumento del riesgo de accidente cerebrovascular hemorragico: Aunque se ha descrito
puntualmente esta asociacién, el analisis pormenorizado de los estudios existentes
resulta contradictorio y es necesario, por lo tanto, explorar mejor el riesgo de ACVA
hemorragico. No obstante, en otros tipos de accidentes cerebrovasculares
(fundamentalmente isquémicos), el beneficio general de las estatinas contrarresta en

gran medida este pequefio e incierto riesgo (59).
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1.5 Miopatia relacionada con estatinas.

La semiologia clinica asociada a las estatinas incluye mialgias, miopatia, miositis y lesién
muscular. Aunque la toxicidad muscular sigue siendo una preocupacién, la necrosis
muscular grave que conduce a la rabdomidlisis clinica es muy rara y afecta
aproximadamente al 0,1% de los pacientes (97). A diferencia con los ensayos clinicos
aleatorizados, la experiencia en la practica clinica muestra que los efectos adversos a
nivel muscular son relativamente comunes y conducen a la interrupcién del tratamiento
con estatinas. La explicacion de esta diferencia es compleja y posiblemente
multifactorial, pero podria estar relacionada de forma determinante, con los criterios de
inclusion en los mismos que no permiten la extrapolacién de sus resultados a los efectos
secundarios observados en una poblacién general mas amplia de pacientes, tal y como

es en la practica clinica rutinaria (98).

El mecanismo por el cual las estatinas causan toxicidad muscular o sintomas musculares
asociados a las estatinas (SMAE) no es conocido del todo, pero se estd avanzando en la

comprension de las relaciones causales, incluidos los estudios genéticos (99, 100).

-Estudios de genes candidatos implicados: Incluyen genes que desempefian un papel en
los SMAE a través de su impacto en el metabolismo de las estatinas. Estos genes incluyen
variaciones en los genes del citocromo P450, incluidos CYP3A4, CYP3A5, CYP2D6 y el gen

del receptor de vitamina D.

-Estudios gendmicos: El gen SLCO1B1 codifica el polipéptido transportador de aniones
organicos 1B1 (OATP1B1) que media la absorcidn hepatica de la mayoria de las estatinas.
La variante rs4149056 SLCO1B1 codifica para un transportador de OATP1B1 mas débil

y se asocia con niveles plasmaticos mas altos de estatinas, en particular simvastatina y,

20



en menor medida, a la atorvastatina, lo que conduce a una mayor exposicidon sistémica

y riesgo de SMAE.

-Estudios sobre Ubiquinona: Las estatinas pueden tener distintos efectos sobre la

sintesis de la coenzima Q10 (también denominada ubiquinona), que ejerce un papel
importante en la produccién de energia de las células musculares. Se ha referido que
una reduccién de ubiquinona en el musculo esquelético puede contribuir a la lesién
muscular inducida por estatinas, sin embargo los metaandlisis realizados en la actualidad
no permite demostrar una suficiente evidencia para recomendar la utilizaciéon de

suplementos de coenzima Q10 (101).

-Autoinmunidad: En la miopatia necrotizante inmunomediada por estatinas, se ha
detectado la presencia de autoanticuerpos anti HMG-CoA, que pueden tener un efecto
directo sobre el tejido muscular dando como resultado a mialgia, miopatia o mionecrosis
(con niveles de creatina quinasa [CK] por encima de 1000 unidades internacionales / L),
y necrosis de miofibras presente en la biopsia muscular. Se ha comprobado la existencia
de una susceptibilidad para esta Ultima, asociada a la presencia de HLA DR B1, y entre
los pacientes que experimentan mialgia, los datos obtenidos muestran que la mialgia
persistente puede resultar del estrés celular generado por la susceptibilidad del tejido
muscular a padecer esta sintomatologia, mediada por antigenos de histocompatibilidad
(HLA) de la clase II. La base genética de SMAE esta respaldada por una mayor frecuencia
de polimorfismos de un solo nucledtido que se encontraron en pacientes con mialgia

por estatinas (102).

-Estudios dmicos: Realizados sobre genes relacionados con la protedmica, y lipiddmica,

gue contribuyen a la transcripcidn, metabolismo y niveles de metabolitos y que pueden
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estar relacionados con SMAE.

1.5.1 Factores de riesgo SMAE

-Caracteristicas de las estatinas: La capacidad de causar lesiones musculares parece
variar entre las diferentes estatinas y segln la dosis de las mismas empleadas. El riesgo
de miopatia parece ser menor con fluvastatina, pravastatina y pitavastatina. Estas
estatinas no son metabolizadas por el citocromo P450 3A4 (CYP3A4) y, por tanto, es
menos probable que estén implicadas en interacciones farmacoldgicas. En el caso de la
fluvastatina, el menor riesgo puede estar relacionado con la exposicién sistémica mucho

menor debido a su presentacion de liberacidn prolongada.

El riesgo de lesion muscular aumenta sustancialmente cuando se toman estatinas
ampliamente metabolizadas por CYP3A4 como lovastatina, simvastatina y atorvastatina

(103).

b) Trastornos neuromusculares preexistentes: En algunos casos, las estatinas pueden
causar nuevos trastornos neuromusculares, implicar un mayor riesgo de toxicidad, y en
pacientes que probablemente habian tenido una enfermedad subclinica desarrollar una
enfermedad clinicamente aparente tras comenzar el tratamiento con estatinas. Los
informes sobre enfermedades neuromusculares, que se han hecho clinicamente
evidentes en pacientes que toman estatinas incluyen a la miastenia gravis, miopatia
mitocondrial, enfermedad de McArdle, deficiencia de maltasa acida, deficiencia de
fosforilasa b quinasa muscular, deficiencia de carnitina-palmitoil transferasa,
enfermedad del mudsculo ondulante, distrofia miotdnica tipos 1 y 2, miopatias de

cuerpos citopldsmicos y hialinos (almacenamiento de miosina) , neuropatias motoras
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(enfermedad de Kennedy y esclerosis lateral amiotrofica), dermatomiositis / polimiositis,
miosotis por cuerpos de inclusion, déficit de carnitina palmitoiltransferasa Il y déficit de
mioadenilato desaminasa. Concretamente, en miopatias metabdlicas, se han descrito
mutaciones de genes que afectan a CACNA1S, CPT2, LPIN1, PYGM y RYR1, detectandose
un mayor riesgo de miopatia y/o rabdomidlisis después de la exposicion a estatinas

(104).

c) Entidades nosoldgicas diversas: Se ha demostrado un aumento de la susceptibilidad
de miopatia relacionada a las estatinas en pacientes con hipotiroidismo, insuficiencia
renal aguda o crénica y enfermedad hepatica obstructiva. En un paciente con
hipotiroidismo, la miopatia se resolvié rdpidamente después de la interrupcion de la
pravastatina y antes de iniciar el reemplazo de la hormona tiroidea, pero en un segundo
caso la miopatia persistid hasta que se reemplazé la hormona tiroidea. Estos informes
sugieren que el hipotiroidismo puede predisponer al desarrollo de miopatia asociada a
estatinas y que el uso de estatinas puede "desenmascarar" la miopatia hipotiroidea.
Niveles muy bajos de vitamina D se han relacionado con tasas mas altas de mialgia y
miopatia. Se ha sugerido reponer los niveles bajos de vitamina D como un enfoque eficaz

para mejorar la tolerancia a las estatinas en algunos pacientes con SMAE (104).

d) Farmacoterapia concurrente: La terapia concurrente con varios fdrmacos,
especialmente aquellos que son inhibidores potentes del citocromo P450 (CYP3A4), o de
importantes transportadores de farmacos como el OATP1B1 o la glicoproteina P 1 (P-gp),
aumentaran la concentracion plasmatica de ciertas estatinas y potencialmente
aumentaran el riesgo de SMAE. Farmacos y sustancias que inhiben CYP3A4 incluyen
ciclosporina, antibidticos macrdélidos, antifungicos sistémicos, inhibidores de la proteasa

del virus de la hepatitis C, incluidos regimenes potenciados con ritonavir y regimenes
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mejorados con cobicistat, amiodarona y antagonistas de los canales de calcio (incluidos
no dihidropiridinicos). Adicionalmente, se ha descrito que la utilizacién concomitante de
determinados farmacos puede erigirse de forma independiente como un factor de riesgo
de miopatia, asi glucocorticoides, ciclosporina, daptomicina, zidovudina y colchicina,

puede aumentar el riesgo de su presentacion (104).

1.5.2 Definiciones.

La National Lipid Association (NLA) define la intolerancia a las estatinas (IE) como la
incapacidad de tolerar al menos dos estatinas, una a la dosis inicial diaria mas baja y otra
a cualquier dosis diaria, ya sea a causa de sintomatologia muscular o andlisis de
laboratorio anormales. Ello, relacionado temporalmente con el tratamiento con
estatinas, reversible tras su suspension, y reproducible por reinicio de la medicacion,

excluyendo otros factores relacionados conocidos (105).

Un documento reciente de la NLA incluye en la clasificacién la intolerancia clinica como
completa o parcial, en relacién a la incapacidad del paciente de tolerar una dosis de
estatinas para lograr los objetivos terapéuticos. Los pacientes incapaces de tolerar
ninguna dosis o régimen de estatinas se clasifican como completamente intolerantes.
Los pacientes capaces de tolerar una dosis mas baja de estatinas, estatinas diferentes o
un régimen de dosificacidon no convencional (por ejemplo, cada dos dias o dos veces por
semana) se clasifican como parcialmente intolerantes, si la dosis y el régimen tolerados

son insuficientes para alcanzar los objetivos terapéuticos (106).
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El Canadian Working Group Consensus (107), realiza una descripcion mas amplia de
efectos secundarios incluyendo sintomas no especificos leves o efectos secundarios
transitorios, tales como molestias gastrointestinales, fatiga y afectacion de la piel.
Incluye ademas efectos adversos mds especificos de la estatina como son enzimas

hepaticas elevadas y sintomas musculares asociados, como mialgia, rigidez y calambres.

En relacion a su categorizacién, son ampliamente aceptadas las referidas por el National

Lipid Association Statin Muscle Safety Task Force de 2014 (108):

-Mialgia: Descrito como sintoma de malestar muscular, que incluye dolor muscular,
rigidez, disestesia o calambres con el ejercicio o poco después de su realizacién, con un
nivel normal de CK. La semiologia clinica de la mialgia puede describirse como similar a
la que se experimentaria con un sindrome viral por influenza, y se presentan tipicamente

como dolor muscular simétrico proximal de cintura escapular y pelviana.

-Miopatia: Debilidad muscular (no motivada por dolor), con o sin elevacidon de CK. Se
describen impotencia funcional relacionada con la dificultad para elevar los brazos por
encima de la cabeza, incorporarse de una posicién sentada, o subir escaleras. El paciente
suele describir estos sintomas como fatiga o cansancio. Con menos frecuencia, el
malestar es asimétrico. Otros sintomas notificados incluyen calambres (incluidos
nocturnos), o rigidez. Se clasifican los sintomas musculares, relacionados con estatinas
como probables, posibles e improbables, basado en la distribucidn regional y simetria,
asociacién temporal con el inicio de terapia con estatinas, cambios después de su

suspension, y recurrencia tras reinicio.

-Miositis: Término que describe la inflamacién muscular que se asocia habitualmente

con dolor y aumento de la sensibilidad muscular. Se determina mediante una biopsia del

25



musculo esquelético y/o resonancia magnética.

-Mionecrosis: Elevacidon de las enzimas musculares, ajustado por edad, raza y sexo:

eLeve: elevacion de 3 a 10 veces de los niveles basales de CK.

*Moderado: ascenso de 10 a 50 veces de los niveles basales de CK.

eGrave: ascenso de 50 veces o mas de los valores basales CK.

-Rabdomidlisis clinica: Mionecrosis con mioglobinuria o deterioro de la funcién renal

(aumento de la creatinina sérica 20,5 mg/dl).

Un aspecto a resaltar es que, si bien el debut de los sintomas musculares suele aparecer
de semanas a meses después del inicio de la terapia con estatinas, también puede ocurrir
en cualquier momento durante el tratamiento. Las mialgias y la debilidad suelen
resolverse y las concentraciones séricas de CK vuelven a la normalidad durante dias o

semanas después de la interrupcién del farmaco (109).

Un problema a considerar es que en muchos pacientes sera dificil establecer si los
sintomas musculares se deben a la terapia con estatinas, especialmente teniendo en
cuenta la variabilidad, en el tiempo de inicio y final, de un dolor muscular asociada a las

estatinas.

Se ha propuesto un sistema de puntuacién, el indice clinico SMAE (SMAE-IC), para los
sintomas asociados a estas. La validacidn del sistema de puntuacién mostrd que una
puntuacion baja menor de 5 tenia un valor predictivo negativo del 91% para excluir
correctamente a los pacientes con mialgia verdadera por estatinas (110). Este indice

basado en los resultados del estudio STOMP (111), no ha sido validado aun en un estudio
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prospectivo, pero podria ser una buena herramienta para estimar la probabilidad de
asociacién de molestias musculares con estatinas autodiagnosticadas, en una primera

aproximacion diagndstica.

1.5.3 Prevalencia de intolerancia a estatinas y magnitud del problema.

En el estudio Effects of Statins on Muscle Performance (STOMP) anteriormente citado,
ensayo doble ciego, se determind la incidencia de sintomas asociados a las estatinas. Los
pacientes fueron aleatorizados a atorvastatina 80 mg o placebo y fueron seguidos a
través de una llamada telefdénica cada dos semanas. Se detecté un aumento del doble
de mialgia en los pacientes que recibieron atorvastatina en comparacién con placebo

(9,4% frente a 4,6%, p = 0,054) (111).

En el estudio obervacional PRIMO, en casi 8.000 pacientes dislipémicos tratado con altas
dosis de estatinas, presentd sintomas musculares el 10,5%, y concretamente el dolor
muscular fue la principal causa para no poder realizar actividades fisicas, incluso
moderadas (112). El estudio DAMA (Defining the Appearence of Associated Myopathy),

confirmé la mialgia como la presentacién mas frecuente en IE (113).

La mayor dificultad radica en determinar la etiologia de las mialgias y, en particular, si
estan asociadas a una estatina y/o afecciones concurrentes como pueden ser
enfermedades virales. Asi, inicialmente, en el ECA ASCOT-LLA doble ciego (n = 10.180),
la frecuencia de eventos adversos musculares no difiere entre los pacientes que toman
atorvastatina 10 mg al dia o placebo, pero posteriormente en la siguiente fase no

aleatorizada, se detectd un incremento significativo en los pacientes que tomaban
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atorvastatina 10 mg al dia (1.26% por afio) en comparacion con placebo (1,00% anual)
(114). Esta observacién se atribuyd a un posible efecto nocebo, que consiste en el
deterioro subjetivo de los signos o sintomas de una enfermedad, debido a la expectativa
de efectos negativos de una medida terapéutica, ya sean consciente o no por parte del

paciente (16).

La prevalencia de IE se calcula que alcanza hasta un 15-20% en la practica clinica diaria,
y se ha descrito como uno de los principales motivos de interrupcidon y mala adherencia
al tratamiento (115,116). Sin embargo, como se comentd anteriormente, la incidencia
de los efectos adversos musculares inducidos por estatinas es significativamente menor
en los ensayos clinicos aleatorizados (ECA). Un metaanalisis de 2022 con datos de
154.664 participantes, que incluye 19 ensayos doble ciego de estatinas versus placebo
(n =123 940) y cuatro ensayos dobles ciego de un régimen de estatinas mas intensivo
versus uno menos intensivo (n = 30 724) sugirié que mas del 90% de los SMAE no eran
farmacolégicos, estimandose una prevalencia de SMAE farmacolégica corregida con

placebo del 0,5% (117).

Un metaanalisis reciente con el objetivo de estimar la prevalencia global de IE incluyé
un total de 176 estudios con 4. 143. 517 pacientes. De los 176 articulos, 112 fueron ECA
(195. 575 pacientes) y los 64 restantes fueron estudios observacionales de cohortes con
3. 947. 942 pacientes. La prevalencia agrupada de IE fue del 9,1%, siendo en los ECA
significativamente menor en comparacién con los estudios de cohortes 4.9 vs 17% (Tabla
1). Se demostré que la edad avanzada, por encima de 65 afios, el sexo femenino, la
obesidad, diabetes mellitus, hipotiroidismo, enfermedad hepatica crénica e insuficiencia

renal crénica, el consumo de alcohol, del mismo modo que el aumento de las dosis de
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estatinas y la administracion concomitante de agentes antiarritmicos se asociaron con
un mayor riesgo de IE. La diferencia que existe en la prevalencia de ECA vs cohortes,
sugiere que la prevalencia de la IE estd sobreestimada en los datos de la vida real, pero
también es posible que los ECA subestimen su presencia, al excluir en los mismos a los
pacientes mayores y aquellos con comorbilidades como enfermedades
musculoesqueléticas previas, enfermedades hepaticas y renales crénicas y a aquellos

con valores de laboratorio anormales que pueden aumentar el riesgo de IE (118).

Frecuencia | Rango de Comentarios
frecuencia

La prevalencia de la IE esta

Estudios 17% 14-19 % sobreestimada en los datos de la vida
observacionales real, pero también es posible que los
de cohorte ECA subestimen su presencia, al excluir
en los mismos a pacientes mayores y
aquellos con comorbilidades como
enfermedades musculoesqueléticas
Ensayos clinicos 4,9% 4-6 % previas, enfermedades hepaticas vy

renales crénicas y a aquellos con valores
de laboratorio anormales que pueden

aumentar el riesgo de IE.

Tabla 1. Frecuencia de IE en estudios descriptivos vs ensayos clinicos. IE: intolerancia a estatinas. ECA:

ensayo clinico aleatorizado. Derechos autor Bytyci et al (118).

La Sociedad Europea de Arterioesclerosis, refiere que hasta un 29% del total de pacientes
tratados con estatinas pueden presentar sintomas asociados con las mismas, que
probablemente contribuyen de forma significativa a las elevadas tasas de abandono del
tratamiento (hasta el 75%), dentro de los 2 afios siguientes al inicio de su toma. Resaltar

que en el 65% de los ex consumidores de estatinas, la razon principal de su interrupcion,
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fue la aparicion sobre todo de efectos adversos musculares (119).

En consonancia con lo expresado, un metaandlisis que incluye un total de 376,162
pacientes, en alrededor del 43% de los pacientes en prevencién primaria y del 24% en
prevencion secundaria, se puede observar que la falta de cumplimentacion terapéutica
a las estatinas se presenta después del afio de su inicio (120). Concretamente, el dolor
muscular aumenta la probabilidad de falta de adherencia, y consiguiente interrupcion
(121), aumentando de forma significativa el riesgo de episodios cardiovasculares y su

morbimortalidad asociada (122,123).

Esta falta de adherencia e interrupciéon del tratamiento produce un gran impacto
negativo en el beneficio que las estatinas tienen sobre la ECVA. Asi, se detectd en un
estudio de cohorte retrospectivo, como la intolerancia a las estatinas se asocié a un
aumento cifrado en el 36% de eventos cardiovasculares recurrentes, y de un 43% de

nuevos eventos de cardiopatia coronaria (124).

Del mismo modo, un metaanalisis mostré aproximadamente una disminucién del 15%
de riesgo de ECVA, en los pacientes que tenian una cumplimentacién adecuada a las

estatinas, en comparacién con los que tenian escasa adherencia (125).

Por otro lado, es destacable que algunos de los sintomas que describen estos pacientes
no estan relacionados con el uso de estatinas, especialmente en aquellos con reacciones
atipicas después de periodos largos de tratamiento (126,127). Estos falsos positivos
clinicos “autodiagnosticados” en un elevado nimero de casos, son pacientes de alto y
muy alto RCV, que presentan una elevada tasa de abandono del tratamiento con

estatinas. Por ello, es de gran relevancia clinica disefiar un enfoque practico sobre estos
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pacientes que permita confirmar a los “verdaderos” IE.

1.6 LDL FACTOR ETIOLOGICO de la ECVA. Cuanto mas bajo y antes mejor.

Hemos referido anteriormente que, en la actualidad, con los resultados proporcionados
por diferentes estudios, de forma muy determinante en los estudios genéticos de
aleatorizacién mendeliana, queda absolutamente demostrada la influencia del cLDL en
el RVC, considerandose un factor causal o etioldgico de la ECVAS, y que, cuanto mas

intenso sea el descenso de esta lipoproteina, el descenso del RCV sera mayor.

En todos los pacientes incluidos en el presente estudio, se han recogido datos
demograficos, parametros analiticos, factores de riesgo cardiovascular, y ECVA. En
relacion con estos, vamos a realizar algunos comentarios sobre el c-no-HDL y los afios de
dislipidemia.

El c-no-HDL, estd intimamente asociado a la dislipemia aterogénica, un cluster en donde
la elevacién de la concentracién de TG, de las de LPRT, y disminucion de las de cHDL, son
componentes principales. Su prevalencia es muy elevada, y es evidente que estd

infradiagndsticada e infratratada (128,129).

No obstante, partiendo del papel etiolégico del cLDL en la ECVA, también se ha
demostrado que a pesar de tener concentraciones plasmaticas de cLDL en los objetivos
indicados por diferentes sociedades cientificas, mediante la implementacién de las
medidas terapéuticas aconsejadas, los pacientes contindan presentando un RCV
elevado, denominado RCV residual de origen lipidico, especialmente aquellos
estratificados como de muy alto riesgo cardiovasvascular, debido a otros factores

lipidicos, no dependiente del cLDL, pero con una potente accion proaterogénica (130).
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En este riesgo, se refleja algunos aspectos ya comentados anteriormente relacionados
con las LPRT, y estudios epidemioldgicos muestran la trascendencia de este riego residual
en el RCV global (131,132). De hecho, hay resultados de ensayos de intervencion post-
hoc con fibratos, donde se muestran que pacientes con este perfil lipidico caracteristico

de dislipemia aterogénica, presentan una reduccién del RCV (133).

El valor del c-no-HDL, se calcula sustrayendo del valor del CT, el del cHDL, es decir que
refleja el colesterol vehiculizado por las LDL, Lp(a), VLDL y sus remanentes, y es
considerado indispensable en escenarios como DM2, sindrome metabdlico u obesidad,
gue tienen como denominador comun la presencia de resistencia a la insulina, con un
perfil lipidico caracteristico de la ya comentada Dislipemia aterogénica, erigiéndose en
un marcador del RCV. Es por ello, que en estos pacientes se considera que su
determinacién es indispensable, o bien de la apo B (su determinacion se erige en el
marcador inequivoco del niumero total de lipoproteinas aterogénicas que tiene una
persona) -dependiendo de su disponibilidad- ya que se correlacionan de forma mas

categérica que el cLDL en la estimacion del RCV (134,135).

La situacidn descrita implica que en estas situaciones, con concentraciones de cLDL mas
0 menos normales, la determinacidn del cLDL puede infravalorar el RCV, al no estimar el
resto de las lipoproteinas proaterogénicas, como ha podido ser demostrado (136, 137).
En este sentido, las Ultimas Guias de endocrinologia americana, consideran al c-no-HDL
como un FRCV mayor, y en la estratificacidon de los diferentes grupos de RCV, establece
un objetivo del mismo. Asi mismo, hacen hincapié en su determinacién en situaciones
clinicas caracterizadas por aumento de TG por encima de 200 mg/dl, en pacientes
diagnosticados de DM2 o con sindrome metabdlico, en pacientes que hayan padecido

una ECV, para estratificar su RCV, basandose en el incremento del mismo que presentan
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aquellos pacientes con c-no-HDL mas elevado (138,139).

Finalmente, hay que resaltar para la valoracién del c-no-HDL, el documento resultante
del consenso entre Sociedad Europea de Arteriosclerosis (EAS) y de la Federacion
Europea de Quimica Clinica y de Laboratorio Médico (EFLM) (140), en donde se abordan
los retos presentes y futuros en el diagndstico de laboratorio de las lipoproteinas
aterogénicas. De forma concisa, recomiendan que el colesterol total, triglicéridos, cHDL,
cLDL Yy el c-no-HDL calculado, formen el panel de lipidos bésico para estimar el riesgo de
ECVAS, y se puede medir sin ayunas. En el desarrollo de la guia sostienen que el cLDL es
el principal objetivo de las terapias hipolipemiantes. La Lp(a) debe estimarse al menos
una vez en todos los pacientes con riesgo de ECVAS, especialmente en aquellos pacientes
qgue las concentraciones de cLDL disminuyen pobremente con estatinas. El riesgo
residual de ECVAS, incluso con un tratamiento dptimo para reducir las LDL, también debe
evaluarse mediante el c-no-HDL o la apo B, especialmente en pacientes con

hipertrigliceridemia de leve a moderada.

Hemos comentado anteriormente que la exposicidn a cifras bajas de cLDL, disminuye la
progresion de la placa de ateroma, y esto se traduce a lo largo de los afios en menos
eventos cardiovasculares (20,24). La exposicion mantenida en el tiempo a
concentraciones elevadas de cLDL y otras lipoproteinas que contienen apo B, por su
pequeiio tamano, atraviesan el endotelio, son atrapadas en la intima, reclutan a mas
lipoproteinas que quedan atrapadas, y conducen a acelerar el crecimiento progresivo de
la placa de ateroma, que se traduce en una disminucién en afios del umbral critico de
exposicion para el desarrollo de ECV, al contrario de lo que ocurre con niveles bajos de

estas lipoproteinas aterogénicas (Figura 1).
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Figura 1. Efecto acumulativo de cLDL sobre el riesgo de enfermedad cardiovascular aterosclerética. IAM:

infarto agudo de miocardio. Adaptada de Ference BA (20).

Asimismo, es muy importante sefialar que los polimorfismos de NPC1L1 y HMG-CoA,
tienen aproximadamente el mismo efecto sobre el riesgo de eventos vasculares, cuando
se miden por unidad de cLDL mas bajo. Se mantiene la relacién lineal de que el descenso
de 1 mmol/L, produce un descenso de aproximadamente un quinto de eventos
cardiovasculares. Ademas, cuando coexisten, los polimorfismos
genéticos NPC1L1 y HMG-CoA, parecen tener efectos aditivos independientes y lineales
sobre los niveles plasmaticos de cLDL, y efectos aditivos logaritmicos lineales sobre el
riesgo de cardiopatia coronaria (141). Estos hallazgos sugieren fuertemente que no hay
diferencia en el efecto bioldgico de un cLDL mas bajo sobre el riesgo de enfermedad

coronaria mediado por la inhibicion de NPC1L1 o HMG-CoA. Por lo tanto, la reduccién
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del cLDL mediante la inhibicidon de NPC1L1 con ezetimiba, la inhibicion de HMG-CoA con
una estatina o la inhibicidn de ambos con la combinacién de ezetimiba y una estatina
deberia reducir el riesgo de enfermedad coronaria en aproximadamente la misma
cantidad por unidad de cLDL mas bajo, y que la dimension del beneficio clinico sera
proporcional a la magnitud absoluta de la reduccion lograda en cLDL,

independientemente del tratamiento que se utilice (Figura 2)
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Figura 2. Asociacién log-lineal entre el cLDL mediado genética y farmacolégicamente y el riesgo de
enfermedad coronaria. Adaptada de Ference BA (141).

En definitiva, con estos resultados, tanto por el condicionamiento genético o terapia

farmacolédgica, cuanto antes y cuanto mas bajo mejor.
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1.7 ncRNA y su papel emergente como herramienta diagndstica

En los ultimos afios se ha puesto de manifiesto el papel de los RNA no codificantes
(ncRNA) que incluyen los microRNA (miRNA) y los RNA circulantes (circRNAs) entre otros,
en el control de diferentes procesos fisiopatolégicos. Los ncRNA son considerados
reguladores claves del genoma humano, involucrados en todos los procesos celulares.
Los miRNA son pequeiios RNA no codificantes, con un tamafio de 19-25 nucleétidos,
identificados como reguladores importantes de genes involucrados en varios procesos
bioldgicos. Regulan la expresidon génica degradando los RNA mensajeros, inhibiendo la
sintesis de proteinas o interactuando con los RNA largos no codificantes. Sus
propiedades los erigen en los RNA extracelulares mas estudiados como marcadores
diagndsticos, prondsticos, y terapéuticos en el campo de las ECV. Los miRNA estdn
implicados en casi todas las vias biolégicas, regulando procesos tales como la divisién
celular, la apoptosis, la sefalizacion intracelular, la respuesta inmune y el movimiento
celular (142, 143). En humanos hay descritos hasta el momento entre 1.200 y 1.500,
estimandose que los miRNAs regulan mas del 60% de los genes que codifican proteinas
y se utilizan en diferentes campos de la medicina. En el contexto de la enfermedad
cardiovascular, un gran numero de estudios proponen el uso de miRNAs circulantes a
corto-medio plazo (144) como potentes biomarcadores de aterosclerosis (145,146),
sindrome coronario agudo (147), insuficiencia cardiaca (148, 149), en la miocardiopatia
dilatada de etiologia genética (150), y como principales reguladores de los niveles de
colesterol y de la homeostasis lipidica, tanto en estudios clinicos como en diferentes
modelos animales. En un estudio piloto en pacientes dislipémicos tratados durante un

mes con diferentes estatinas (atorvastatina o simvastatina) se demostrd la influencia
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sobre la expresion de un conjunto de miRNAs en las células mononucleares de sangre
periférica. En los pacientes tratados con atorvastatina se evidenciaba una disminucidn
de los niveles plasmaticos de seis miRNAs (miR-29a-3p, -29b-3p, -300, -33a-5p, -33b-5p
y -454), en cambio, en pacientes tratados con simvastatina aumentaba los niveles de tres
miRNAs (miR-106b-5p, -17-3p y -183-5p). Muchos de estos miRNAs regulan genes claves
en el metabolismo del colesterol como HMG-CoA, LDLR, LPL, el ATP binding cassette
transporter 1 (ABCA1), Insulin -induced gene 1 (INSIG1) o Sterol regulatory element-

binding transcription factor 1 (SREBF1) (151).

Se ha demostrado que miR-29a actia como un importante regulador de la respuesta
inflamatoria y la expresién de los receptores que interactian con la LPL (152). En
estudios previos también se puso de manifiesto que los niveles séricos de determinados
miRNA estan elevados en pacientes hiperlipémicos, disminuyendo en los pacientes
tratados con estatinas (153), y se ha asociado la sobreexpresién de miR-21 con un perfil

lipidico menos aterogénico en pacientes con sindrome coronario agudo (154).

Adicionalmente, se ha relacionado también a los miRNA como marcadores de
alteraciones fisiopatoldgicas del musculo esquelético. Los niveles del miR-133a/b vy
miRNA-208 se postulan como biomarcadores diferenciales de toxicidad aguda cardiaca
y en musculo esquelético en ratas (155). Los niveles de expresion del miR-206, se ven
aumentados con la progresidn de la esclerosis lateral amiotréfica, tanto en plasma como
en musculo esquelético en un modelo de ratdn que expresa la superéxido dismutasa-1

humana mutada (156).

Los circRNAs, reconocen y se acoplan a los miRNA, modulando su actividad, directa o

indirectamente en la expresion génica de las células (157, 158). Son varios los estudios
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gue proponen a los circRNAs como biomarcadores emergentes en las ECV. Vausort y
colaboradores, identificaron que los niveles plasmaticos bajos del circRNA MICRA,
estaban asociados con infarto de miocardio. Ademas, MICRA demostrd ser un predictor
de disfuncién del ventriculo izquierdo (159). En un estudio mas reciente, los pacientes
con niveles bajos de MICRA en sangre periférica, en el momento de la reperfusion
miocdrdica, tuvieron un mayor riesgo de disfuncién ventricular izquierda (160). El
circRNA hsa_circ_0124644 se ha propuesto como un biomarcador de enfermedad
coronaria (161). Recientemente, se ha demostrado que los niveles del circRNA ZNF609
estan elevados en biopsias de rabdomiosarcoma, y que su inhibicién bloquea el ciclo

celular en la fase G1/S(162).

Hasta ahora, ninguna investigacidn previa ha evaluado el potencial papel de los ncRNAs
como biomarcadores utiles para el diagndstico de pacientes IE, ni su potencial papel en
su fisiopatologia. La reconstruccidn y caracterizacién de redes de regulacién mediadas
por ncRNA, es alin un campo en exploracién. Recientemente, la base de datos NPInter
publicd una versidn actualizada que incluia casi 600.000 interacciones entre ncRNA vy
proteinas en humanos (163). Cruzando la informacion de NPInter y los perfiles
especificos de expresidn de nuestros pacientes, podremos identificar a aquellos ncRNAs
directamente implicados en la IE y, que en una posterior valoracidon podrian erigirse
como dianas terapéuticas. Por otro lado, la interaccidn del fenotipo paciente-ncRNAs,
nos puede proporcionar un marco tedrico para establecer, por primera vez, las
asociaciones entre ncRNA vy los diferentes fenotipos de nuestros pacientes (164,165).
Esta estrategia de mapeado genotipo-fenotipo permitird el desarrollo de nuevas

estrategias de diagndstico para los pacientes con IE.
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO

Aunque estatinas son bien toleradas por la mayor parte de la poblacién, existe una
proporcién significativa de pacientes con falta de adherencia, cuya principal causa son
los efectos adversos musculares. No existe una prueba estandar para diagnosticar este
efecto adverso. Los SMAE son un autodiagndstico, que provocan en estos pacientes un
incremento en las tasas de eventos cardiovasculares por abandono de esta terapia. Es
crucial identificar una herramienta diagndstica accesible, que detecte adecuadamente

la poblacidén intolerante a estatinas.

Los miRNA son pequeiios ncRNA que han sido identificados como importantes
reguladores de genes involucrados en diversos procesos bioldgicos. Entre sus
propiedades destacan ser los RNA extracelulares mas estudiados, como marcadores
diagndsticos 'y  terapéuticos en las enfermedades cardiovasculares 'y
musculoesqueléticas. Por ello, consideramos que los miRNA pueden erigirse como una
herramienta determinante en el diagndstico de los pacientes IE, por sus efectos adversos

musculares.
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3. OBJETIVOS

El objetivo general de nuestro trabajo es determinar el papel de los miRNAs como

biomarcadores periféricos para identificar a la poblacién IE.
Objetivos especificos:

1.1 Identificar una firma de miRNA circulantes que junto al fenotipo de los pacientes

dislipémicos, nos permita identificar a los verdaderos pacientes con IE.

1.2 Personalizar algoritmos terapéuticos en los pacientes dislipémicos con un riesgo

cardiovascular aterosclerético alto y muy alto, que sean IE.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Poblacion de estudio y disefio

Se trata de un estudio prospectivo multicéntrico de casos y controles. Los pacientes
fueron reclutados en tres centros (Hospital Universitario Puerta del Mar, Cadiz; Hospital
Universitario Virgen del Rocio, Sevilla; y Hospital Universitario Reina Sofia de Cérdoba).
Los criterios de inclusion fueron pacientes mayores de 18 afios con un riesgo
cardiovascular alto y muy alto remitidos a la Unidad de Lipidos de estos centros. La
intolerancia a las estatinas en los pacientes, se concentrd en aquellos que presentaban
sintomatologia muscular con marcadores analiticos rutinarios normales. Se incluyeron
un total de 84 pacientes consecutivos, que se dividieron en dos cohortes de alto y muy
alto riesgo cardiovascular, en un grupo que presentaban intolerancia a la toma de
estatinas, IE (n= 39), y una segunda cohorte con tolerancia adecuada a la toma de las
mismas, NIE (n= 45). El grupo IE se definidé en funcién de los criterios de la NLA (105).
Antes de incluir a estos pacientes en el estudio, aplicamos las Guias de Manejo de
Dislipemias ESC/EAS 2019, que establecen el requisito de ofrecer al paciente una
estatina diferente a baja dosis, o una dosificacion alternativa, cada dos dias o dos veces
por semana con Atorvastatina, Pitavastatina o Rosuvastatina. Todos los pacientes
incluidos abandonaron la alternativa propuesta debido a la presencia de efectos
adversos musculares. Los pacientes reclutados tenian un riesgo cardiovascular alto o
muy alto basado en la clasificacién del grado de riesgo cardiovascular de las guias
ESC/EAS (16).

Se definid riesgo cardiovascular alto como aquellos individuos con:
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- Colesterol total superior a 310 mg/dL o cLDL superior a 190 mg/dL o presion
arterial 2 180/110 mmHg.

- Pacientes con diabetes mellitus (DM), sin afectacidon de 6rganos diana, con
duraciéon DM 210 aiios u otro factor de riesgo adicional

- Enfermedad renal crénica (ERC) moderada, definida por una tasa de filtrado
glomerular estimada (TFGe) <30-59 ml/min/1,73 m2.

- Un SCORE calculado 2 5% y < 10% de riesgo de ECV mortal a los 10 afios.

- HF sin otros factores de riesgo importantes

Se definid muy elevado riesgo cardiovascular en base a las Guias de Manejo de Lipidos

por:

-Presencia de ECVA documentada clinicamente/o de forma inequivoca mediante

imagenes.

-Pacientes con DM y dafio a drganos diana con al menos factores de riesgo

importantes; o inicio temprano de DM tipo 1 de larga duracién (>20 afios)

- Presencia de ERC grave, definida por TFGe < 30 ml/min/1,73 m2.

- Un SCORE calculado > del 10% de riesgo de ECV mortal a los 10 afios.

- HF con ECVA o con otro factor de riesgo importante

La documentacién clinica de las ECVAS incluye angina estable, sindrome coronario
agudo previo (infarto de miocardio o angina inestable), procedimientos de
revascularizacion coronaria que incluyen intervencién coronaria percutdnea,

procedimientos de revascularizacion arterial o injerto de derivacion de arteria coronaria,
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accidente cerebrovascular isquémico, accidente isquémico transitorio, y enfermedad
arterial periférica. Las afecciones consideradas para documentar explicitamente las
ECVAS en las imagenes, incluyen hallazgos predictivos de eventos clinicos, como una
placa significativa en la angiografia coronaria, tomografia coronaria (enfermedad
coronaria multivascular con dos arterias epicdrdicas con estenosis > 50%), o en la

ecografia carotidea.

Los criterios de exclusion fueron pacientes mayores de 80 afios o con marcada fragilidad,
con una actividad fisica intensa, consumo excesivo de alcohol, sintomas musculares
previos, miopatias, hipotiroidismo, enfermedades inflamatorias crénicas, autoinmunes,
neoplasias u otras terapias farmacoldgicas que interfieren de forma determinante con

las rutas metabdlicas de las diferentes estatinas, asi como altos niveles CK.

Se obtuvo informacidn clinica y farmacolégica detallada de cada paciente, incluyendo
factores de riesgo cardiovasculares y presencia eventos vasculares previos. En el aspecto
ético, a todos los pacientes se les explico la naturaleza del estudio, incidiendo en la
ausencia de beneficio particular econémico o clinico para el individuo incluido en el
mismo. Se insistio en la libertad de poder abandonar el estudio en cualquier momento
del mismo sin perjuicio para el paciente. Se respondieron a todas las dudas de los
pacientes antes de la firma del consentimiento informado por escrito. El Comité de Etica
de Investigacion de Cadiz aprobo el protocolo del estudio. El estudio se realizé en pleno

cumplimiento de la Declaraciéon de Helsinki Il.

Tras la evaluacion clinica de los pacientes y la recogida de los datos clinicos y
farmacoldgico, a todos los pacientes se procedid a la extraccién de diez mililitros de

sangre periférica en tubos de acido K2-etilendiaminotetraacético después de 10 h de
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ayuno nocturno y se centrifugaron inmediatamente (1500x g, 15 min, 4 °C). La sangre
se proceso dentro de las 4 h posteriores al aislamiento. La capa superior que contenia

plasma se dividid en alicuotas y se almacend a -80 °C hasta un analisis adicional.

A todos los pacientes se les realizo un analisis de laboratorio estdndar que incluia el

perfil tiroideo, renal, lipidico, glucémico y hepdtico en sangre, asi como la CK.

Para el aislamiento del RNA y su posterior analisis se recurrié al grupo de investigacién
CO27 de INIBICA cuyo responsable es la Dra. Rocio Toro. El RNA total se extrajo de 200
uL de plasma utilizando el miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit (Qiagen, Hilden,
Alemania). Como control interno se utilizé un protocolo comun en el que tras la
extraccion, se afiaden 3,5 puL de miRNeasy Serum/Plasma Spike-In Control (1,6 x 108
copias/pL del imitador de miRNA de C. elegans miR-39) como control interno. EI RNA se

eluyd en 20 uL de agua libre de RNasa.

Para evaluar los niveles de expresidn de los miRNA vy los perfiles de los grupos IE y NIE,
se utilizaron arrays predisefiados para estudios cardiovasculares de 179 especies de
miRNAs presentes en el suero humano utilizando miRCURY LNA RT Kit (Qiagen, Hilden,
Alemania). La transcripcion inversa se realizé con un kit denominado miRCURY LNA SYBR
Green PCR Kit (Qiagen) que realiza la amplificacion cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR)
y Human Serum/Plasma Focus, miRCURY LNA miRNA Focus PCR panels (Quiagen, Hilden,
Alemania). Los valores del umbral de ciclo bruto (Cq) se calibraron entre placas
utilizando UniSp3. Los Cgs por encima de 35 ciclos fueron corregidos al nivel minimo
observado para cada miRNA. Como miRNA de limpieza para la normalizacion de datos,
seleccionamos el par de miRNAs expresados de manera mas estable (miR-148a-3p y let-

7b-5p) segun lo determinado por el algoritmo Normfinder (166). En consecuencia, cada
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miRNA individual se normalizé como ACq = media (CgmiR-148a-3p y let-7b-5p)—Cq
miRNA. Los niveles de miRNA se transformaron logaritmicamente antes de ser utilizados
en los analisis estadisticos. Todos estos procedimientos son pasos estandares realizados

con anterioridad en el grupo CO27 de INIBICA.

Tras la realizacidon del screening para ejecutar la validacidon, cada miRNA candidato
seleccionado se cuantificé utilizando paneles de PCR personalizados miRCURY LNA
miRNA (Qiagen, Hilden, Alemania). Asi, segun los protocolos utilizados con anterioridad
por este grupo de investigacién, el RNA se transcribié inversamente utilizando el
miRCURY LNA RT Kit (Qiagen, Hilden, Alemania). La gqRT-PCR se realizé utilizando
miRCURY LNA SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Hilden, Alemania), como se describid
anteriormente y las curvas de amplificacion se evaluaron con el software CFX Manager™
(BioRad). La especificidad de la amplificacidn fue corroborada por el andlisis de la curva

de fusion.

Seguidamente tras validar los miRNAs se procedid a realizar el analisis de interaccién

miRNAs-mRNA. Se utilizd la base de datos miRNet (https://www.mirnet.ca, consultada

el 9 de noviembre de 2021) y se estudiaron los miRNAs seleccionados para determinar
los genes diana o targets. Para ello se procedié a acceder a la base de datos miRNet e
identificar cual era la funcién biolégica del miRNA, utilizando un analisis de

enriquecimiento de ontologia génica (GO) (http://geneontology.org/). Esta base de

datos continuamente cambiante se consulté el 9 de noviembre de 2021 (167). Asimismo
se analizd con el mismo fin la Enciclopedia de Genes y Genomas de Kyoto

(KEGG) http://www.genome.jp/kegg (168). La base de datos Search Tool for the
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Retrieval of Interacting Genes (STRING) (http://www.string-db.org/ (169) se utilizé para

analizar las redes de interaccion proteina-proteina.

El software en linea miRNet (https://www.mirnet.ca), se utilizd para predecir los genes

objetivo y construir la red reguladora miRNA-RNAm. La herramienta WebGesalt (170),
se realizé para el analisis de términos de la via KEGG y GO. Se emplearon el analisis del
término GO para determinar la participacion de los 5 miRNAs expresados

diferencialmente en procesos biolégicos y enfermedades.

4.2 Analisis estadistico

Todas las variables continuas, se expresan como media + desviacién estandar. Por su
parte las variables categdricas se expresan como frecuencia y porcentaje de pacientes
(%). Los valores atipicos se identificaron a través del método Rout, utilizando un Q = 1%.
El método Rout se ha desarrollado para identificar outliers en las regresiones no lineales.
La distribucidn normal de cada variable se confirmd con la prueba de Shapiro-Wilk. Este
test contrasta la normalidad de un conjunto de datos. Para realizar las comparaciones
entre los grupos de los niveles de miRNAs se utilizaron pruebas de rango no
paramétricas de Mann-Whitney vy Kruskal-Wallis para variables continuas.
Posteriormente se realizé un andlisis de las diferencias entre los grupos mediante el
analisis de varianza para confirmar si los resultados son estadisticamente significativos.
Se establecid el nivel significancia en p<0.05. Posteriormente se dibujaron las curvas
ROC, que caracterizan el desempefio diagndstico de los miRNAs candidatos y los
modelos de regresion logistica para determinar el area bajo la curva (AUC) vy la
especificidad y sensibilidad de los puntos de corte 6ptimo. De forma que, el drea bajo la
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curva ROC oscila entre 0.5 y 1. Cuando el modelo binario puede separar perfectamente
las clases, entonces el drea bajo la curva ROC se aproxima a 1. Las curvas ROC se
generaron trazando la sensibilidad frente a la 1-especificidad. Los datos se presentaron
como el AUC Yy los intervalos de confianza del 95%. Los cambios en los valores p de sus
variables fueron evaluados por la prueba de Wald y una razén de verosimilitud. Para
todos los analisis se utilizé el paquete de software estadistico R (Team RC. R: Un lenguaje

y un entorno para la computacion estadistica. https://www.r-project.org, consultado el

9 de noviembre de 2021).

Finalmente se realiz6 un proceso para valorar la capacitacidon realizdndose una
validacién cruzada de 10 veces utilizando la herramienta de mineria de datos Waikato
environment for knowledge analysis (Weka). Esta herramienta facilita el procesamiento
de conjuntos de datos complejos a través de algoritmos de modelado y herramientas de
analisis de datos. Estos algoritmos estan categorizados en varios grupos principales
entre los que destacan los algoritmos de clasificacidn. Estos incluyen arboles de decisién,

redes neuronales, y maquinas de vectores de soporte.
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5. RESULTADOS

5.1 Parametros clinicos entre pacientes IE y NIE

En el estudio se reclutaron 84 pacientes, 39 pacientes con IE y 45 pacientes NIE como
grupo control. Las caracteristicas demograficas, clinico/bioldgicas y el tratamiento

recibido en los pacientes de las dos cohortes IE y NIE se muestran en las

las tablas 2 y 3.

Variables NIE IE p valor
n 45 39

Demografia

Edad (afios) 66.6 + 11.5 63.6 + 10.9 NS
Sexo (femenino,%) 31 61.5 0.01
FRCV y Enfermedades vasculares ateromatosas

Dislipemia (afios) 5.6 +6.3 9.1+75 0.003
Hipertension (%) 73 41 0.006
Diabetes Mellitus (%) 38 20.5 NS
ECVA (%) 71 13 <0.001
Enfermedad renal crénica (%) 18 12.8 NS
Perfil analitico

Glucemia basal 118.5+36.2 110 + 44.6 NS
c-no-HDL (mg/dL) 104.9 +32.7 169.9+ 63.5 <0.001
Trigliceridos (mg/dL) 151.7£97.4 164 + 93 NS
MDRD-4 (mL/min) 76.5 = 25.6 82 +31.6 NS
Transaminasa GOT (U/L) 23.1+13 235+8 NS
Transaminasa GPT (U/L) 27.3+23 24.6 +18.9 NS

CK (U/L) 82.8+40.4 165.9 + 14.7 NS

Tabla 2. Demografia basal, caracteristicas clinicas y datos de laboratorio de la poblacién con NIE y IE. Los
datos se presentan como media + DS para variables continuas y como porcentaje para variables
categodricas. ECVA: enfermedad cardiovascular aterosclerdtica, CK: creatina quinasa; MDRD-4: tasas de
filtracion glomerular; c-no-HDLc: colesterol no HDL; IE: intolerante a las estatinas: NIE: No intolerante a
las estatinas; NS: No significativo. Tomada y adaptada con permiso de Alipio Mangas y Rocio Toro de: Int
J Mol Sci. 2022 Jul 24; 23(15):8146 (171)
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Variables NIE IE p valor

n 45 39

Medicacion

IECA (%) 11 25 NS
ARAII (%) 67 33.3 0.004
ADO (%) 33 18 NS
Insulina (%) 11 105 NS
Diuréticos (%) 51 18 0.003
BCC (%) 31 18 NS
Beta-bloqueantes (%) 62 154 <0.001
Alfa-bloqueantes (%) 22 5 0.03
Aspirina (%) 64 18 < 0.001
Acenocumarol (%) 7 7.6 NS
Inhibidores de PCSK9: Evolucumab (%) 13 7.6 NS
Inhibidores de PCSK9: Arilocumab (%) 11 25 NS
Atorvastatina 40 mg (%) 20 -

Atorvastatina 80 mg (%) 15.5 -

Rosuvastatina 10 mg (%) 17.7 -

Rosuvastatina 20 mg (%) 355 -

Pitavastatina 4 mg (%) 6.6 =

Simvastatina 40 mg (%) 4.4 -

Fenofibrato (%) 18 7.6 NS
Omega-3 (%) - 51

Colesevelam (%) - 25

Colestiramina (%) - 12.8

Armolipid plus (%) - 41.0

Ezetimiba 10 mg (%) 42 38 NS

Tabla 3. Tratamiento de la poblacién con NIE y IE. Los datos se presentan como porcentaje. IECA:
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina; ARAIl: bloqueadores de los receptores de
angiotensina Il; BCC: bloqueadores de los canales de calcio; ADO: medicamentos antidiabéticos orales;
PSCK-9: Proprotein Convertase Subtilisin Kexin 9; IE: intolerante a las estatinas. NIE: No intolerante a las
estatinas; NS: No significativo. Tomada y adaptada con permiso de Alipio Mangas y Rocio Toro de: Int J
Mol Sci. 2022 Jul 24;23(15):8146 (171).

Considerando los grupos, las mujeres IE (61,5%) fueron significativamente mas
frecuentes (p = 0,01); siendo la poblacién masculina mayoria en la poblacién NIE,

representando la poblacidon femenina el 31% en el grupo de NIE. No hubo diferencias
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significativas en cuanto a la edad. La presencia de, los afios de dislipidemia (DLP)
(p=0,003) y la presion arterial alta (p= 0,006) fueron significativamente diferentes entre

las cohortes.

Es importante sefalar que la concentracién plasmatica c-no-HDL mostré diferencias

significativas entre los grupos IE y NIE (p < 0,001).

Al considerar la ingesta de medicamentos, el consumo de ARA Il (p = 0,004), diuréticos
(p =0,003), beta blogueante (p < 0,001), alfa bloqueante (p = 0,03) y aspirina (p < 0,001)
fue significativamente diferente entre las cohortes de IE y NIE. En cuanto a la terapia
hipolipemiante, la cohorte NIE fue principalmente tratada con Rosuvastatina y, en
menor grado, con Atorvastatina. El grupo IE fue tratado con farmacos hipolipemiantes
alternativos, de forma mayoritaria con ezetimiba, pero nueve pacientes se negaron a la

implementacidn de cualquier opcidn terapéutica propuesta.

5.2 Perfil de miRNA plasmatico en pacientes con IE

Para evaluar silos miRNAs plasmaticos se expresaron diferencialmente entre los grupos,
primero analizamos un panel de 179 miRNAs circulantes, cominmente encontrados en
plasma humano en diez pacientes con IE y diez NIE. Los criterios establecidos para la
seleccion de candidatos a miRNA fueron altos niveles de expresién (mediana de Cq < 35
y detectada en al menos el 80% de todas las muestras) y significacién estadistica (p <
0,05). Un total de 10 miRNAs, let-7c-5p, let-7d-5p, let-7f-5p, miR-128-3p, miR-186-5p,
miR-30e-3p, miR-376a-3p, miR-376¢-3p, miR-543 y miR-574-3p, se expresaron
significativamente de acuerdo con los criterios de seleccidn y se eligieron para su
posterior analisis.
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5.3 Estudio de validacion de miRNAs y su correlacidn con parametros clinicos

Validamos estos diez miRNAs en 45 individuos con NIE y 39 |E para confirmar la fuerza
diagndstica en discriminar pacientes con NIE e IE. Nuestros resultados mostraron que
let-7c-5p, let-7d-5p, let-7f-5p, miR-376a-3p y miR-376¢c-3p fueron significativamente

sobreexpresados en el plasma de la cohorte IE con respecto a la de NIE (Figura 3).

8 HENE HIE

Niveles de expresion de miRNAs (log2)
(8]

Figura 3. Representacién grafica de los niveles de expresién de miRNA en cohortes NIE y IE. Los datos se
representan en log2 como la media + DS. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,005. NIE: no intolerante a las
estatinas; IE: intolerante a las estatinas. Tomada y adaptada con permiso de Alipio Mangas y Rocio Toro
de: IntJ Mol Sci. 2022 Jul 24;23(15):8146 (171).
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Posteriormente se investigd la asociacion entre los miRNAs sobreexpresados
diferencialmente y parametros clinico-bioldgicos, afios de dislipemia y c-no-HDL, que
mostraron, como se refirié anteriormente, diferencias estadisticamente significativas
entre las dos cohortes de nuestro estudio, no encontrandose una correlacién

significativa entre las mismas (Tabla 4).

microRNAs Cohorte IE

DLP (afos de evolucion) c-no-HDL (mg/dL)

Pearson r p Pearson r p
Let-7c-5p -0.164 0.281 0.177 0.244
Let-7d-5p -0.079 0.603 0.226 0.131
Let-7f-5p -0.136 0.368 0.168 0.266
miR-376a-3p -0.173 0.250 0.103 0.498
miR-376¢-3p -0.265 0.079 0.176 0.248

Tabla 4. Correlacién entre DLP, c-no-HDLc y los microRNA en pacientes con IE. DLP: afios de dislipidemia;
c-no-HDL: Colesterol no HDL; IE: intolerante a las estatinas. Coeficiente significativo para p <0,05. Tomada
y adaptada con permiso de Alipio Mangas y Rocio Toro de: Int J Mol Sci. 2022 Jul 24;23(15):8146 (171)

5.4 MiRNA circulante como marcador bioldgico del IE

Evaluamos la capacidad de los miRNAs circulantes expresados diferencialmente para
distinguir entre pacientes IE y NIE utilizando el AUC-ROC. De forma separada, miR-376c-
3p alcanzo el AUC mas alto con un valor de 0,736 (IC del 95%: 0,627-0,845; p < 0,001),
lo que indica un rendimiento moderado. Let-7c-5p, let-7d-5p, let-7f-5p y miR-376a-3p
muestran valores de AUC de 0.652, 0.627, 0.688 y 0.682, respectivamente (figura 4A).

Posteriormente, consideramos el potencial diagndstico del conjunto 5-miRNA para
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diferenciar entre individuos IE y NIE. El AUC para el valor de combinaciéon de nuestro
panel miRNA (let-7c-5p, let-7d-5p, let-7f-5p, miR-376a-3p y miR-376¢-3p) fue de 0,936
(IC del 95%: 0,887—-0,985; p < 0,001) (Figura 4B), mejorando la capacidad diagnéstica. La

sensibilidad, especificidad y precision de cada miRNA y del panel de 5 miRNA se

muestran en la tabla 5.
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Figura 4. Curvas ROC para evaluar el rendimiento predictivo de miRNAs expresados diferencialmente para
discriminar entre IE vs. NIE. (A) Curva ROC del valor individual para let-7¢c-5p, let-7d-5p, let-7f-5p, miR-
376a-3p y miR-376c¢-3p. (B) Curva ROC del valor del panel combinado de los 5-miRNA. AUC: drea bajo la

curva; miRNA: microRNA. Tomada y adaptada con permiso de Alipio Mangas y Rocio Toro de: Int J Mol
Sci. 2022 Jul 24;23(15):8146 (171).
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miRNA AUC (95% IC) Sensibilidad Especificidad Precision
% % %
Let-7c-5p 0.652 (0.535 - 0.770) 61.70 55.56 59.04
Let-7d-5p 0.627 (0.507 - 0.747) 52.63 58.70 55.95
Let-7f-5p 0.688 (0.573 - 0.803) 60,53 64.44 62.65
miR-376a-3p 0.682 (0.563 - 0.800) 68,89 64.10 66.67
miR-376¢-3p 0.736 (0.627 - 0.845) 70.45 64.10 67.47
Panel de 5- 0.936 (0.887 - 0.985) 81.25 84.85 82.72

MiRNA

Tabla 5. Valor diagndstico de los miRNAs expresados individualmente y del panel compuesto de los 5-
miRNA (let-7c-5p, let-7d-5p, let-7f-5p, miR-376a-3p y miR-376c-3p) como biomarcadores para categorizar
a los pacientes intolerantes a las estatinas. AUC: area bajo la curva; IC: intervalo de confianza; miRNA:
microRNA. Tomada y adaptada con permiso de Alipio Mangas y Rocio Toro de: Int J Mol Sci. 2022 Jul
24;23(15):8146 (171)

5.5 Combinaciéon de miRNAs, afios de dislipidemia y c-no-HDLc para
categorizar a los pacientes con IE

Investigamos el valor potencial de los miRNAs seleccionados como candidatos para
discriminar entre las dos cohortes, y su asociacion con parametros clinico-biolégicos de
nuestros pacientes. De ellos, solo los afios de dislipidemia y el c-no-HDL, fueron
significativamente mas elevados en los pacientes con IE (Figura 5A, B). Evaluamos el
potencial de estos dos parametros clinicos para distinguir entre ambos grupos. Las
curvas ROC de estos factores, aifos de dislipidemia y c-no-HDL, mostraron valores de
AUC de 0,700 y 0,807, respectivamente, lo que indica un rendimiento moderado para
discriminar entre pacientes con IE de pacientes NIE, mientras que la combinacion de
estos dos parametros alcanzé un valor de AUC de 0,844 (Figura 5C y tabla 6).
Desarrollamos un modelo multivariante para aumentar el poder diagndstico para

discriminar entre IE vs NIE combinando miRNAs expresados diferencialmente, afnos de
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dislipidemia y/o niveles plasmaticos de c-no-HDL. El rendimiento diagndstico del panel
de 5-miRNA solo mejord ligeramente con DLP ya que, aunque el valor de AUC fue similar,
este modelo logrdé una precision del 84,81% frente al 83.12% mostrado por el panel de
5-miRNA con el c-no-HDL (Figura 5D). En contraste, la capacidad diagnodstica del
conjunto de 5-miRNA y la concentracidn de c-no-HDL fue menor que la del panel de 5-
miRNA por si mismo, mostrando un valor de AUC de 0.88. Sin embargo, la combinacién
del panel 3-miRNA compuesto por let-7f-5p, miR-376a-3p y miR-376¢-3p, y afios de
dislipemia junto con el valor del c-no-HDLc, alcanzé el mayor rendimiento diagndstico

con un AUC de 0.954 y una precision de 89.47% (Figura 5D y tabla 6).
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Figura 5. Representacién de la evaluacion del rendimiento predictivo de factores clinicos con miRNAs. (A)
Representacion grafica de DLP en sujetos NIE, en azul (n = 45) e IE en rojo (n = 39). (B) Representacion
grafica de los niveles c-no-HDLc en sujetos NIE, en azul (n = 45) y IE en rojo (n = 39). (C) Curvas ROC para
cada parametro clinico/biolégico, DLP y c-no-HDL, de forma individual y compuesta. (D) Curvas ROC del
valor combinado del panel 5-miRNA con DLP, 5-miRNA con c-no-HDL y panel de 3-miRNA (let-7f-5p, miR-
376a-3p y miR-376¢c-3p) combinado con DLP y c-no-HDL. DLP: afios de evolucion de dislipidemia IE:
intolerante a las estatinas; NIE: no intolerante a las estatinas; c-no-HDLc: colesterol no HDL. * p <
0,05; ***p < 0,005. Tomada y adaptada con permiso de Alipio Mangas y Rocio Toro de: Int J Mol Sci. 2022
Jul 24; 23(15):8146 (171)
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Modelo multiparamétrico AUC (95% IC) Sensibilidad % | Especificidad % | Precision % | p valor
DLP (afios) 0.700 (0.587 - 0.814) 57.89 60.00 58.54 0.017

¢-no-HDL (mg/dL) 0.807 (0.703 - 0.911) 77.08 84.38 80.00 < 0.001
DLP + c-no-HDL 0.844 (0.751 - 0.937) 79.55 85.29 82.05 < 0.001
Panel de 5-miRNA + DLP 0.940 (0.892 - 0.989) 85.71 83.78 84.81 < 0.001
Panel de 5-miRNA + c-no-HDL 0.889 (0,814 - 0.964) 85.00 81.08 83.12 < 0.001
Panel de 3-miRNA + DLP + c-no-HDL 0.954 (0.911 - 0.998) 89.74 89.19 89.47 < 0.001

Tabla 6. Evaluacion del potencial de los parametros clinico/biolégicos (DLP y c-no- HDL) y de los modelos
multivariantes como biomarcadores de IE. AUC, area bajo la curva; IC: intervalo de confianza. DLP: afios
de dislipidemia; miRNA: microRNA; c-no-HDLc: colesterol no HDL. Tomada y adaptada con permiso de

Alipio Mangas y Rocio Toro de: Int J Mol Sci. 2022 Jul 24;23(15):8146 (171).

A continuacidn, utilizamos la herramienta de mineria de datos Weka para evaluar el
rendimiento de nuestro modelo utilizando la validacidon cruzada 10 veces mayor.
Ejecutamos todos los clasificadores en Weka vy, el algoritmo mds exitoso fue Ada Boost

M1 logrando una precision media, sensibilidad, especificidad, MCC y AUC de 86%,

83.67%, 88.57%, 0.714 y 0.891, respectivamente (Figura 6).
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Figura 6. Curva ROC obtenida en la prueba de validacién cruzada de 10 veces para panel de 3 miRNA +

DLP + c-no-HDL (Ada Boost M1). Tomada y adaptada con permiso de Alipio Mangas y Rocio Toro de: Int J

Mol Sci. 2022 Jul 24;23(15):8146 (171).
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5.6 Enciclopedia de Kyoto de genes y analisis de enriquecimiento de
ontologias génicas y rutas de genomas

A continuacion, investigamos la importancia bioldgica de los cinco miRNAs expresados
diferencialmente utilizando el enriquecimiento de GO vy el analisis de la via KEGG.

Utilizamos el software en linea miRNet (https://www.mirnet.ca, consultado el 9 de

noviembre de 2021) para predecir los objetivos supuestos de let-7c-5p, let-7d-5p, let-
7f-5p, miR-376a-3p y miR-376c-3p. Los let-7c-5p, let-7d-5p, let-7f-5p, miR-376a-3p y
miR-376¢-3p se asociaron con 516, 394, 397, 112 y 84 miRNAs en la base de datos
miRNet, respectivamente. Un objetivo de RNAm, IGF1-R, fue compartido por estos cinco
miRNAs. El analisis GO utilizando la herramienta computacional WebGesalt mostré un
enriquecimiento significativo de los procesos bioldgicos relacionados con la respuesta al
factor de crecimiento nervioso y el desarrollo de dendritas, el ciclo celular, el
silenciamiento génico y la respuesta al factor de crecimiento transformante beta (TGF-
), entre otros. El analisis de la via KEGG mostré varias vias, las mas significativas de las
cuales son la via de senalizacidon p53, los miembros de Forkhead de la via de sefializacion
de la clase O (FoxQ) (172, 173), y la resistencia al inhibidor de la tirosina quinasa EGFR
(receptor del factor de crecimiento epidérmico). Finalmente, el analisis de
enriguecimiento de la enfermedad identificé que estos cinco miRNAs podrian estar

involucrados en procesos como miopatia mitocondrial y DM2, entre otros.
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6. DISCUSION

Las estatinas son la estrategia principal del tratamiento hipolipemiante y han
demostrado ampliamente sus beneficios tanto en la prevencién cardiovascular primaria
como en la secundaria con ECVA establecida (16, 59). Aunque generalmente se toleran
bien, las tasas de falta de adherencia terapéutica son altas, estimdndose que alrededor
del 43% de los pacientes en prevencidn primaria y del 24% en prevencién secundaria no
realizan una cumplimentacién adecuada a las estatinas después del aifio de su inicio
(120). La razon principal son los efectos adversos musculares, y sus consecuencias un

aumento drastico de la mortalidad y morbilidad cardiovascular (122-125).

Consideramos que la identificacién de los pacientes con IE es fundamental para lograr
los objetivos establecidos por las guias de practica clinica, y amortiguar la elevacion del
RCV de estos pacientes (16). Estos, aunque minoritarios en la poblacién general,
precisan un abordaje diferente para atenuar el impacto de su intolerancia y consiguiente
aceleramiento del proceso aterosclerético a lo largo de los anos. Es una realidad que el
diagnéstico clinico de IE tiene en la mayoria de las ocasiones limitaciones dado que no
hay una semiologia clinica especifica para poder sospechar quién presentara esta
circunstancia. La miotoxicidad se expresa de forma muy heterogénea, y el fenotipo que
incluye de forma aislada a la mialgia es el mas comun. Aunque los sintomas musculares
mas frecuentes afectan a la musculatura proximal de cintura pelviana y escapular, esto
no siempre es asi, y puede ocurrir de forma inespecifica como debilidad, dolor erratico
de localizacién imprecisa y, mas raramente, acompanado de una elevacién de los niveles

plasmaticos de CK como efecto adverso. Algunos estudios han propuesto puntuaciones
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para evaluar la mialgia, pero no han sido validadas ni aceptadas en la practica clinica
(110, 111). La falta de conocimiento del mecanismo patolégico subyacente que conduce
al SMAE, es otro factor importante que impide tomar cualquier medida preventiva. Las
pruebas de laboratorio clinico no suelen ser Gtiles para evaluar el SMAE, la mayoria de
los pacientes con SMAE no tienen CK elevada, y ademas, la CK puede estar aumentada
en individuos asintomaticos en tratamiento con estatinas o puede estar elevada por
otras razones como el ejercicio, hipotiroidismo, abuso de drogas (cocaina, alcohol) o

farmacos (104).

Se han sugerido varias vias patoldgicas para explicar la toxicidad de las estatinas, a
destacar la disfuncién mitocondrial a través de la deficiencia de la coenzima Q10, la
promocion de la apoptosis muscular, la interaccion farmacoldgica, trastornos
neuromusculares preexistentes, el ejercicio o ciertos polimorfismos genéticos, pero sin
resultados concluyentes (104). Ante la dificultad para llegar a un diagndstico clinico, la
falta de marcadores circulantes o pruebas no invasivas para detectar este efecto
secundario, y las consecuencias del abandono de esta terapia, es preciso continuar

investigando en la busqueda de una herramienta diagndstica que resuelva el problema.

Los miRNA son pequeiios RNA no codificantes involucrados en multipless procesos
bioldgicos, cuyas propiedades los convierten en los RNA extracelulares mas estudiados
como marcadores diagndsticos, prondsticos, y terapéuticos en el campo de las ECV. En
algunos estudios se ha relacionado los miRNAs con la eficacia y efectos extralipidicos,
también conocidos como pleiotrépicos, de las diferentes estatinas sobre las células
endoteliales (174-177), sin embargo, la utilizacion de los miRNAs circulantes como una

herramienta diagndstica para la deteccidon del paciente con IE, no ha sido realizado.
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En nuestro trabajo hemos investigado un perfil de miRNA circulantes en una poblacién
de alto y muy alto riesgo cardiovascular tratada con y sin estatinas. Los resultados
observados muestran, una firma de cinco miRNAs (let-7c-5p, let-7d-5p, let-7f-5p, miR-
376a-3p y miR-376¢c-3p), que permiten diferenciar a los pacientes IE de aquellos sin
intolerancia a estatinas. Ademas, cuando incluimos informacién clinico-biolégica, como
afios de evolucién de la dislipidemia y valor de c-no-HDL, este conjunto de miRNA
circulantes aumenta su precisién diferenciadora. El analisis bioinformatico de los miRNA
utilizados conduce a los procesos bioldgicos y moleculares relacionados con la
homeostasis muscular, lo cual respalda la validez de dichos miRNAs como

biomarcadores diagndsticos.

La revisién pormenorizada de estos miRNA, nos permite observar que el miRNA, let-7f-
5p, esta involucrado en la atenuacidn de la actividad muscular de forma temporal, a
través del factor de crecimiento beta (TGF-), que se sabe tiene un efector intracelular
Smad3 (Mothers Against Decantaplegic homolog), que inhibe la miogénesis, estimula la
adipogénesis y la acumulacién de lipidos en las miofibras (178,179). La miastenia gravis
es una enfermedad autoinmune neuromuscular causada por anticuerpos que actlan
sobre los receptores en la unién neuromuscular. Se ha demostrado que Let-7f-5p,
regulado por la familia de factores de transcripcion FoxO, se sobreexpresa en la
miastenia gravis seropositiva para anticuerpos tirosina quinasa especificos del musculo
esquelético (180). En relacidn con el cuerpo de evidencias disponibles en la actualidad,
se ha podido observar que la administracion intramuscular de miR-376¢c-3p, mejord la
atrofia del musculo esquelético y la funcidn muscular en modelos murinos, y
propusieron que miR-376¢-3p seria un candidato valioso para el desarrollo de terapias

destinadas a mantener la homeostasis muscular durante el envejecimiento (181).
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Ademas, en un estudio reciente se ha demostrado como miR-376¢-3p y Lef-7f-5p, en
pacientes con distrofias musculares de cinturas, presentan una expresién
significativamente menor en comparacién con los controles, erigiéndose como
potenciales biomarcadores de la distrofia muscular de cinturas y posibles dianas

terapéuticas (182).

Concretamente, el miR-376a-3p, se ha propuesto como un biomarcador de Ia
enfermedad arterial coronaria a través de la proteina 1, que interactta con el receptor
nuclear (NRIP1), y podria estar relacionado con el efecto de las estatinas en la reduccién
del riesgo de enfermedad arterial coronaria, mediado por posibles efectos,

antiinflamatorios, antitrombadticos y de proteccion del estrés mitocondrial (183).

Relacionados con la toxicidad de las estatinas, otros miRNAs circulantes han sido
descritos, tales como los miR-499 y miR-145 (184). Se han utilizado modelos combinados
“in vivo” e “in vitro”, que demuestran una liberacion de miR-499-5p, relacionada con
una lesién muscular durante el ejercicio, cuando la contraccién muscular inducida por
carbacol se combina con la ingesta de estatinas. Los niveles circulantes de miR-1, miR-
133a y miR-206 se sobreexpresaron en pacientes en terapia con estatinas que
practicaron deportes de resistencia y mostraban efectos adversos musculares (185). Se
ha podido observar existencia de lesidn en el muisculo esquelético inducida por
estatinas, a través de la sobreexpresiéon de miR-1, mediante la regulaciéon de la via de la
quinasa 1 activada por mitégenos (MKK1) (186). En modelos murinos, se han realizado
estudios, que ponen de manifiesto que la implementacion de ejercicio moderado de
forma gradual puede tener un papel protector en la accion de las estatinas y su impacto

en el musculo esquelético (187,188).
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En el analisis del procesamiento bioldgico, identificamos que estos miRNAs estaban
altamente enriquecidos con genes de la via TGF-B, que a través de la represiéon
transcripcional de Smad3, conduce a la inhibicién de la diferenciacidon de la miogénesis
(189, 190). La diferenciacién y funcidn miogénica puede precisar de un entorno
apropiado que podria verse afectado por las estatinas, y en este escenario estos miRNAs

pueden ser factores moduladores en este proceso.

Todos los miRNAs referidos en nuestros resultados, excepto let-7f-5p, compartieron
POTEG, BEND4, POTEM y CASTOR que son genes relacionados con la homeostasis
muscular y los procesos apoptdticos. De este modo, CASTOR2, ha sido descrito como un
objetivo de la via proteolitica de FoxO que conduce a la atrofia muscular (191). Se ha
demostrado que el receptor de TGF-B tipo | (TGFBR1), comun a todos los miRNAs
excepto, miR-376a-3p, afecta el crecimiento y la diferenciacién muscular (192), y que la
via de sefalizacion de TGF-B, desempena un papel critico en la regulacién del
crecimiento muscular y la atrofia, tanto en miopatias hereditarias como adquiridas

(193).

El analisis de prediccion del objetivo miRNA, en nuestro estudio, identifico el factor de
crecimiento similar a la insulina (IGF1) como un gen compartido por estos cinco miRNAs.
Varios estudios han referido que las estatinas regulan la sefializacién del receptor de
IGF1 (IGF1-R) a diferentes niveles (194, 195). Se ha descrito como IGF1 participa en una
cascada de componentes intracelulares que juegan un importante papel en la regulacién
del crecimiento del musculo esquelético. Un componente central en esta cascada es la

guinasa AKT, que controla tanto la sintesis de proteinas, a través de la diana de
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rapamicina en células de mamifero (mTOR) como la degradacién de proteinas, a través

de los factores de transcripciéon de la familia FoxO (196).

Se ha descrito como las estatinas inhiben la fosforilaciéon de AKT, y se sospecha que este
mecanismo esta estrechamente asociado con la inhibicidn de la sintesis de colesterol a
nivel de HMG-CoA. Estos hallazgos se han demostrado tanto en modelos in vitro como
in vivo, lo que aumenta la importancia de estas vias en la miotoxicidad inducida por

estatinas (197).

FoxO es una familia de factores de transcripcién que son el objetivo de estos miRNAs.
Estan implicados en la degradacién de proteinas y la apoptosis. Los FoxO estan
relacionados con la atrofia muscular y la caquexia con el uso de ciertos tratamientos de
quimioterapia a través de las vias IGF1/AKT/FoxO (198).

El analisis de enriquecimiento de GO, revelé una relacion con las miopatias
mitocondriales. Numerosos estudios han demostrado que las mitocondrias juegan un
papel importante en las miopatias inducidas por estatinas, y los resultados de diversos
estudios, sugieren que las estatinas pueden tener efectos importantes sobre la funcién
mitocondrial, y que algunos de sus efectos adversos podrian estar mediados a través de

vias mitocondriales (199, 200, 201).

En el analisis realizado de la via KEGG, se manifiesta con especial relevancia la via p53,
cuya importancia se ha descrito por su funcidn en el mantenimiento de la homeostasis

mediante la reparacién o eliminacién de células que experimentan dafios en su genoma.

En la homeostasis muscular, en modelos murinos, se ha demostrado como p53 regula
la mitofagia del musculo esquelético y el funcionamiento mitocondrial después del

desuso muscular inducido por la denervacidon (202). Por lo tanto, nuestros datos
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sugieren que estos miRNAs circulantes podrian estar involucrados también en los

mecanismos de accion de las estatinas sobre la funcidon mitocondrial.

Recientemente, la International Lipid Expert Panel (ILEP) y la NLA (203, 204), han
publicado sendas guias para asesorar el manejo de pacientes con IE. Ambos
documentos, a partir de estrategias de comunicacion efectivas, y con vistas a reducir el
efecto nocebo, antes de iniciar el tratamiento hacen énfasis en proporcionar
informacién a los pacientes sobre los beneficios del tratamiento hipolipemiante.
Plantean informar del riesgo de ECV a 10 afios del individuo con y sin terapia con
estatinas, la probabilidad de efectos adversos incluidos SMAE, detalles acerca de la dosis
especifica de terapia con estatinas y su objetivo personal de cLDL. Una vez iniciado el
tratamiento, realizar un seguimiento rutinario para evaluar la eficacia y seguridad del
mismo, durante el cual se debe garantizar que se cumplen los objetivos lipidicos. Se
incide en la importancia que el paciente tenga suficiente conocimiento sobre los
beneficios comprobados de la terapia con estatinas, dar recomendaciones dietéticas y
estilo de vida, tomar una historia detallada de los sintomas y realizar de forma periddica

analisis de laboratorio incluidos transaminasas y CK.

Si el paciente notifica SMAE, una vez descartados factores de riesgo precipitantes como
ejercicio, hipotiroidismo o interacciones farmacoldgicas, se aconseja iniciar una
estrategia de dosificacion de estatinas, para optimizar su tolerabilidad. Una primera
opcion puede ser utilizar una dosis de estatina mas baja o en régimen de dias alternos,
ésta ultima reservada para casos mas severos en que los pacientes no pueden tolerar ni

siquiera la dosis mas baja diaria. En estas situaciones se recomienda utilizar estatinas
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con vidas medias mas largas y mayor potencia (atorvastatina o rosuvastatina). La
segunda opcién es cambiar de estatina, por ejemplo, usar una estatina que utilice una

via metabdlica diferente, o modificar una estatina lipofila por una hidréfila.

Teniendo en cuenta la propuesta de las guias, no existe actualmente un biomarcador
diagndstico util que detecte con certeza aquellos pacientes IE. Partiendo de esa necesidad,
en nuestro estudio, proponemos un potencial biomarcador que facilite la toma de
decisiones en pacientes con SMAE asociados presuntamente a las estatinas, mediante un

panel discriminativo de miRNAs.

Los resultados del estudio muestran que el panel de miRNAs formado por let-7f-5p, miR-
376a-3p y miR-376¢-3p, junto con dos parametros clinico-biolégicos, como afios de
evolucidon de dislipemia y c-no-HDLc, presentan una precisiéon diagndstica de alto
rendimiento, y en una evaluacién posterior de validacién cruzada de 10 veces para
estimar el rendimiento de la prediccion, corrobora la regularidad del modelo

multivariante.

El c-no-HDL es un parametro lipidico consolidado por todas las sociedades cientificas en
el calculo del RCV y riesgo residual, engloba todas las lipoproteinas que contienen apo
B, estando estrechamente relacionado con la dislipidemia aterogénica. Por lo tanto, en
cualquier contexto clinico se sugiere utilizar c-no-HDL o apo B (seria deseable, si hay
disponibilidad), como objetivo terapéutico en lugar de cLDL (134). Esto pone de relieve
la importancia del c-no-HDL para un mejor control de la dislipidemia y recientemente se
ha publicado una actualizacién de los indices de célculo de riesgo SCORE2 (205) y
SCORE2-0P (206), que introduce diferentes variaciones en el indice SCORE original, ya

gue evalla no solo la mortalidad cardiovascular, sino el riesgo de desarrollar un evento
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cardiovascular a los 10 afios, e incluye tres variables dicotdmicas que son edad, sexo y
tabaquismo, y dos cuantitativas: cifras de presién arterial y c-no-HDL. De esta manera,
el c-no-HDL se ha postulado como un importante factor de riesgo cardiovascular con el
mismo impacto que el cLDL. En determinadas circunstancias, y en términos de riesgo
son equivalentes a la presién arterial alta, la diabetes mellitus o la enfermedad renal

cronica.

Consideramos que en la actualidad es preciso, en una valoracién inicial de la estimacién
del RCV de nuestros pacientes, tener una vision extendida que permita un control global
del mismo, como se recomienda en los estandares de la Sociedad Espafiola de
Arteriosclerosis 2022 (207). La aterosclerosis se desarrolla de forma progresiva y
continua, con inicio en edades muy tempranas con un periodo subclinico, asintomatico
o paucisintomatico, puede acelerarse por factores genéticos y presencia de otros FRCV,
hasta la aparicion de complicaciones de la misma en forma de ECVA, ECV o EVP. En esta
fase, el tratamiento hipolipemiante tras un evento cardiovascular, actuaria como
Prevencion secundaria. Por ello, para evitar la apariciéon de eventos, nosotros debemos
tener una actuacion precoz en el periodo subclinico (Prevencidn primaria). En esta etapa
de enfermedad cardiovascular subclinica, disponemos de pruebas que nos permiten re-
estratificar el RCV, como son el indice tobillo-brazo (especialmente en presencia de
diabetes y/o tabaquismo), deteccidon de placas de ateroma en carétidas (con mayor
rendimiento diagnostico que el grosor intima-media [GIM]), cuantificacion del calcio
coronario (en unidades Agatston), angioTC coronario, cuestionario de dieta (adherencia
a la dieta mediterrdnea [MEDA], validado en el Predimed), y cuestionario de actividad

fisica (IPAQ) (207).
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Hemos insistido en este trabajo, que la reduccién de cLDL es la Gnica terapia que aborda
la ETIOLOGIA de la aterosclerosis (la hipotesis LDL se ha convertido en un axioma), y que
a pesar de que los pacientes cuyas cifras de cLDL se encuentran en los valores
recomendados en la estratificacion de los respectivos grupos de RCV, continua
existiendo un riesgo residual de origen lipidico no dependiente de las concentraciones
de cLDL, predominantemente en los pacientes clasificados como de muy alto RCV, y de
adicionalmente, factores bioldgicos con biomarcadores especificos establecidos como
riesgo residual inflamatorio (PCR ultrasensible), riesgo residual trombdtico (sin
biomarcador simple establecido), y riesgo residual diabetes (HBAlc). Las
concentraciones de triglicéridos y Lp (a), tienen en determinadas circunstancias un papel
determinante en el riesgo cardiovascular residual. Asi, en circunstancias como
hipertrigliceridemia, DM2, sindrome metabdlico, obesidad o cLDL bajo, el RCV puede
estar infravalorado. En estos casos es necesaria la determinacion del c-no-HDL, o adn
mejor de la apo B (si existe disponibilidad), para la evaluacidon del RCV real en estas

circunstancias.

Asimismo, la determinacion de la concentracién de Lp(a), se debe considerar al menos
una vez en la vida para estimar el RCV y especialmente relevante en determinadas
situaciones clinicas como: ECV prematura, HF, historia familiar de ECV prematura,
recurrencia de ECV en tratamiento con estatinas, estenosis aortica, y resistencia al

tratamiento con estatinas.

Hemos sefialado que existe una reduccidn lineal entre la reduccion absoluta de cLDL y
el descenso de eventos CV graves. La disminucion de cLDL, se correlaciona con la

reduccién de eventos CV, cada disminucion de 1 mmol/dl de LDL, corresponde una
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reduccion de aproximadamente un quinto de eventos CV, que incluye a una disminucién
del 22% de la tasa de eventos CV graves. Asimismo, el tiempo de exposicidon a una
concentracion elevada de cLDL es clave en el aceleramiento del proceso aterosclerdtico,
estableciéndose una relacion entre la edad y la exposicién acumulativa de cLDL, que se
refleja en un umbral tedrico de exposicion acumulativa de cLDL requerida para el
desarrollo de la ECVA. Este umbral puede aumentar o disminuir en funcién del sexo y la
presencia concomitante en un paciente de otros FRCV. Cuanto mas bajo y cuanto antes

mejor (141).

Con este sélido conocimiento de la aterogénesis, consideramos imprescindible un
adecuado manejo de los pacientes con intolerancia a las estatinas, correctamente
identificados, para mitigar el impacto que la exposicién acumulativa de cLDL puede
tener en el umbral del desarrollo de la ECVA. Para ello, teniendo en cuenta la relacidn
lineal entre la reduccién de cLDL y descenso de eventos CV, independientemente del
tratamiento utilizado, estatinas, ezetimiba, iPCSK-9, inclisiran, y dcido bempedoico, en
estos paciente se deben desarrollar algoritmos de actuacién sin estatinas, de forma
consensuada, que permitan tener a estos pacientes en el objetivo terapéutico deseado,
principalmente en aquellos con ECVA establecida clinicamente o de forma inequivoca
con pruebas de imagen y en paciente en prevencién primaria de alto y/o muy alto riesgo

vascular.

Consideramos que la propuesta de las guias de una estrategia de dosificacion alternativa
de estatinas es una forma practica de manejar a los pacientes, pero con este
planteamiento, al tratarse de una dosis subdptima, exponemos a los pacientes,

especialmente aquellos con alto y muy alto RCV, a un riesgo innecesario de encontrarse
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muy por debajo de los objetivos terapéuticos establecidos de cLDL, con las nocivas
consecuencias que esto conlleva. Esta propuesta que presentamos permite, por lo
tanto, establecer una estrategia terapéutica individual. En primer lugar, en pacientes
con intolerancia parcial, posibilita reforzar el cumplimiento de una terapia crucial como
las estatinas en pacientes con alto y muy alto riesgo cardiovascular. En segundo lugar,
en caso de pacientes IE total, con alto y muy alto RCV, la estatina debe sustituirse por
otras alternativas terapéuticas que hayan demostrado eficacia en la reduccién de cLDL,
seguridad, y disminucion de eventos cardiovasculares. Para ello, teniendo en cuenta la
relacion lineal entre la reduccion de cLDL y descenso de eventos CV,
independientemente del tratamiento utilizado, ya demostrado en el paso de la teoria
estatinica a la teoria lipidica, disponemos con estas condiciones en la actualidad de

ezetimiba, iPCSK-9, inclisiran, y dcido bempedoico.

En estos pacientes, se deben desarrollar algoritmos de actuacidn terapéutica alternativa
sin demoray, en muchos casos sin estatinas, de forma consensuada, que permitan tener
a estos pacientes en objetivo terapéutico, principalmente en aquellos con ECVA
establecida clinicamente o de forma inequivoca con pruebas de imagen y en paciente
en prevencion primaria de alto y muy alto riesgo vascular. Nuestra propuesta de

actuacion es la siguiente:

Tratamiento hipolipemiante en pacientes de muy alto riesgo (cLDL <55 mg/dl) o

alto (cLDL < 70 mg/dl),

Iniciar tratamiento con ezetimiba

Si cLDL >100 ainadir terapia diana PCSK: iPCSK o Inclisiran

Si cLDL permanece fuera del objetivo:
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Anadir A. Bempedoico a iPCSK-9 o Inclisiran

Afadir icosapento de etilo si cLDL entre 40 y 100 mg/dl y TG>150

Indudablemente, seria deseable establecer qué asociaciones de los farmacos descritos,
pueden tener mejores resultados en estos pacientes, pero se parte de una situacion que

por las caracteristicas de los farmacos referidos resulta muy contundente.

Nuestro estudio actual tiene varias limitaciones. El tamafio de la muestra del estudio,
reclutada de varias unidades, no permitié obtener un modelo sélido de regresién
logistica multivariante. Como consecuencia, estos resultados deben extenderse vy
replicarse a una poblacién mas grande, antes de que los nuevos biomarcadores puedan
aplicarse rutinariamente en la practica clinica. Finalmente, no tenemos confirmacién
sobre la secrecién directa de estos miRNAs circulantes en el espacio extracelular. Son
necesarios estudios confirmativos mas amplios sobre los miRNAs circulantes para

generar una firma diagndstica mejor y reproducible para el IE.
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7. CONCLUSIONES

1. Un total de 10 miRNA, miR let-7c-5p, miR let-7d-5p, miR let-7f-5p, miR-128-3p, miR-
186-5p, miR-30e-3p, miR-376a-3p, miR- 376¢-3p, miR-543 y miR-574-3p, se expresaron
significativamente de acuerdo con los criterios de seleccidén y se escogieron para un

analisis posterior.

2. La validacién de estos 10 miRNA en la poblacién total, mostraron que let-7c-5p, let-
7d-5p, let-7f-5p, miR-376a-3p y mIiR-376¢c-3p estaban significativamente

sobreexpresados en plasma de la cohorte de los pacientes intolerantes a las estatinas.

3. De forma aislada, miR-376c-3p logré el drea bajo la curva (AUC) mas alto. No obstante,
el potencial diagnéstico del conjunto de los 5-miRNA muestra un mejor rendimiento

diagndstico.

4. En la evaluacion del potencial diagnéstico de los fenotipos de los pacientes,
destacaron dos parametros clinicos/biolégicos para distinguir entre los grupos IE y NIE,
afnos de evolucion de la dislipidemia y el colesterol no HDL, que de forma combinada
tenian un mayor poder discriminativo en la diferenciacion de las dos cohortes, que de

forma independiente.

5. En un modelo multivariante para aumentar el poder diagndstico combinando los
miRNA expresados diferencialmente, se incluyeron los afios de dislipidemia y/o niveles
plasmdticos de c-no-HDL. El mayor rendimiento diagndstico se alcanzé con la
combinacidn del panel de 3 miRNA compuesto por let-7f, miR-376a-3p y miR-376c-3p,

afos de dislipidemia y colesterol no HDL.
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6. El diagndstico de certeza de pacientes intolerantes a las estatinas permite el
establecimiento de una estrategia terapéutica alternativa a las estatinas en estos

pacientes.
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8. ABREVIATURAS

ACVA: Accidente cerebrovascular agudo

ANGPTL3: Proteina 3 similar a la angiopoyetina

apo: Apolipoproteina

AUC: Area bajo la curva

cHDL: Colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad
circRNAs: RNA circulares

cLDL: Colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad
c-no-HDL: Colesterol no HDL

CR: Colesterol remanente

CV: Cardiovascular

DLP: afios de dislipidemia

DM: Diabetes mellitus

DM2: Diabetes mellitus tipo 2

EAS: Sociedad Europea de Arteriosclerosis

EC: Enfermedad coronaria

ECA: Ensayo clinico controlado y aleatorizado

ECV: Enfermedades cardiovasculares

ECVAS: Enfermedades cardiovasculares ateroscleroticas
ERC: Enfermedad renal cronica

ESC: Sociedad Europea de Cardiologia

EVP: Enfermedad vascular periférica

FDA: Food and Drug Administration de Estados Unidos
FoxO: Forkhead de la via de sefializacion de la clase O
FRCV: Factor de riesgo cardiovascular

GO: Gene Ontology

GPC: Guia de practica clinica

HbA1c: Hemoglobina glicosilada

HDL: Lipoproteinas de alta densidad

HF: Hipercolesterolemia familiar

HMG-CoA: Hidroximetilglutaril coenzima A reductasa

IAM: Infarto agudo de miocardio
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IDL: Lipoproteinas de densidad intermedia

IE: Intolerancia a las estatinas

IGF1: Factor de crecimiento similar a la insulina
IGF1-R: Receptor de IGF1

KEGG: Enciclopedia de Genes y Genomas de Kyoto
LDL: Lipoproteinas de baja densidad

LDLR: Receptores de lipoproteinas de baja densidad
Lp(a): Lipoproteina (a)

LPL: Lipoprotein lipasa

LRTG: Lipoproteinas ricas en triglicéridos

NIE: No intolerantes a las estatinas

NLA: National Lipid Association

NPC1L1: Niemann-Pick C1-Like 1

miRNA: MicroRNA

ncRNA: RNA no codificantes

PCSK9: Proprotein Convertase Subtilisin Kexin 9
PPAR- a: Receptor alfa de proliferador de peroxisoma activado
RCV: Riesgo cardiovascular.

siRNA: RNA de interferencia

Smad3: Mothers Against Decantaplegic homolog
SMAE: Sintomas musculares asociados a estatinas.
TFGe: tasa de filtrado glomerular estimada

TGF-B: Factor de crecimiento transformante beta.
TGFBR1: Receptor de TGF-B tipo |

TG : Triglicéridos

VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad

Weka: Waikato environment for knowledge analysis
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