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7 RESUM

Les malalties cardiovasculars aterosclerotiques es tracten eficientment amb
estatines. Aquests medicaments poden produir problemes musculars no desitjats en
alguns pacients, conduint-los a I'abandonament del tractament. En aquest context, la
identificacid de biomarcadors que distingeixi els pacients que no toleraran les
estatines és critic, i els miRNAs sén candidats prometedors. Per aixo en el primer
treball, vam identificar un conjunt de cinc miRNAs amb prou poder discriminatiu per
aillar pacients intolerants a estatines respecte pacients que les toleren
adequadament. Els miRNAs tenen una funcié determinant en els processos biologics
cel-lulars a les miocardiopaties. L'estrés oxidatiu cel-lular esta relacionat amb el
desenvolupament de malalties cardiovasculars, inclosa la miocardiopatia dilatada
isquémica. El miR-16-5p s'ha associat amb l'estrés del reticle endoplasmatic i I'estrés
oxidatiu en cardiomiocits, suggerint un efecte cardioprotector. En el segon treball
vam confirmar ATF6 com un gen diana de miR-16-5p en una linia cel-lular cardiaca
humana, i vam demostrar el seu paper en la proteccié cardiaca contra I'estres del
reticle endoplasmatic i I'estrés oxidatiu. La miocardiopatia dilatada és una entitat
heterogénia que pot causar insuficiencia cardiaca i aritmies malignes, amb una
proporcié significativa de casos d'origen genetic. Una actualitzacié exhaustiva de les
variants geneétiques de significat incert en pacients amb miocardiopatia dilatada va
revelar la reclassificacio d'un 12% de les variants, el que subratlla la importancia de
la interpretacié de variants genétiques de manera continua en aquesta malaltia,
ajudant a obtenir un diagnostic genétic definitiu aixi com a identificar precogcment
familiars portadors del mateix defecte genetic i, per tant, en risc de patir la malaltia.
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8 RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares ateroscleréticas son tratadas eficientemente
con estatinas. Estos medicamentos pueden producir problemas musculares no
deseados en algunos pacientes conduciéndolos al abandono del tratamiento. En
este contexto, la identificacién de biomarcadores que distingan a los pacientes que
no toleraran las estatinas es critica, y los miRNAs son candidatos prometedores. Asi,
en el primer trabajo identificamos un conjunto de cinco miRNAs con suficiente poder
discriminativo como para diferenciar pacientes intolerantes a estatinas frente a
aguellos que los toleran adecuadamente. Los miRNAs tienen un rol determinante en
los procesos bioldgicos celulares en las miocardiopatias. El estrés oxidativo celular
esta relacionado con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, incluida la
miocardiopatia dilatada isquémica. El miR-16-5p se ha asociado con el estrés del
reticulo endoplasmico y el estrés oxidativo en cardiomiocitos sugiriendo efecto
cardioprotector. En el segundo trabajo, confirmamos ATF6 como un gen diana de
miR-16-5p en una linea celular cardiaca humana y demostramos su papel en la
proteccion cardiaca contra el estrés del reticulo endoplasmatico y el estrés oxidativo.
La miocardiopatia dilatada es una entidad heterogénea que puede causar
insuficiencia cardiaca y arritmias malignas, con una proporcién significativa de casos
de origen genético. Una actualizaciébn exhaustiva de las variantes genéticas de
significado incierto en pacientes con miocardiopatia dilatada revel6 la reclasificacion
de un 12% de las variantes. Ello subraya la importancia de la interpretacion de
variantes genéticas de manera continua en esta enfermedad, ayudando a obtener un
diagnoéstico genético concluyente, asi como identificar precozmente a familiares
portadores de la alteracion genética y, por tanto, en riesgo de padecer la

enfermedad.
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9 ABSTRACT

Atherosclerotic cardiovascular diseases are efficiently treated with statins. These
medications can cause unwanted muscle problems in some patients, leading them to
discontinue treatment. In this context, the identification of biomarkers that distinguish
patients who will not tolerate statins is critical, and miRNAs are promising candidates.
Thus, in the first work, we identified a set of five miRNAs with sufficient discriminative
power to isolate statin-intolerant patients from those who tolerate them adequately.
Cellular oxidative stress is related to the development of cardiovascular diseases,
including ischemic dilated cardiomyopathy. The miR-16-5p has been associated with
endoplasmic reticulum stress and oxidative stress in cardiomyocytes, suggesting a
cardioprotective effect. In the second work, we confirmed ATF6 as a target gene of
miR-16-5p in a human cardiac cell line, supporting its role in cardiac protection
against endoplasmic reticulum stress and oxidative stress. Dilated cardiomyopathy is
a heterogeneous entity that can cause heart failure and malignant arrhythmias, with a
significant proportion of cases of genetic origin. A comprehensive update of
genetically uncertain variants in patients with dilated cardiomyopathy revealed the
reclassification of 12% of variants, underscoring the importance of continuous
genetic variant interpretation in this disease, aiding to obtain a conclusive genetic
diagnosis as well as in early identification of relatives carrying the genetic alteration

and, therefore at risk of suffer the disease.
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11 ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

Las enfermedades cardiovasculares (ECVs) son la principal causa de defuncion a
escala mundial segun la Organizacion Mundial de la Salud representando 17,9
millones de muertes anuales [1] y siendo las enfermedades mas costosas para los
sistemas de salud. Las ECVs pueden clasificarse en cuatro grandes grupos; un
primer grupo son las enfermedades de las arterias coronarias (CAD) que
representan entre un tercio y la mitad de los casos de ECVs. Se caracterizan por la
presencia de estenosis, mayor del 75%, en alguna de las arterias coronarias
principales con una disminucion de la perfusion miocardica que causa angina, infarto
de miocardio o finalmente insuficiencia cardiaca (IC). Los otros tres grupos lo forman
las enfermedades cerebrovasculares, (donde se incluyen los accidentes
cerebrovasculares y los ataques isquémicos transitorios), las enfermedades de las
arterias periféricas, que pueden provocar claudicacion y el grupo de la

ateroesclerosis adrtica en que se incluyen los aneurismas toracicos y abdominales.

La aterosclerosis es un denominador comun en la fisiopatologia de todas las
patologias cardiovasculares. La ateroesclerosis es el proceso patogénico en las
arterias que consiste en la estenosis de los vasos sanguineos lo que conlleva a la
disminucién o ausencia de flujo sanguineo [2]. La dislipidemia, los fenémenos
inmunolégicos y la disfunciébn endotelial son factores desencadenantes de la
formacién de la estria grasa propia de la placa aterosclerdtica [3] Este proceso
comprende el engrosamiento de la capa intima con la posterior acumulacién de
macrofagos cargados de lipidos (células espumosas) y matriz extracelular, seguido
de la agregacion y proliferacion de células del musculo liso que constituyen la

formacion de la placa de ateroma [4].

Existen factores de riesgo como las rutinas sedentarias, el tabaquismo, o las dietas
hipercal6ricas descompensadas en grasas saturadas y azucares, que se han
asociados al desarrollo de aterosclerosis y otros trastornos como la diabetes
mellitus, el sindrome metabdlico o la hipertension, todos ellos prevalentes en
individuos con ECV [5][ 6].
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La presentacién clinica de las ECVs abarca desde el paciente asintomético hasta
cuadros de dolor toracico compatible con sindrome coronario agudo, equivalentes
isquémicos, cuadros neurolégicos en pacientes con accidente cerebrovascular
agudo o claudicacién intermitente en pacientes con enfermedad arterial periférica. La
evaluacion de la historia clinica asi como un examen fisico son claves para el
diagnostico de la ECV. Una historia clinica compatible con el cuadro isquémico
coronario, angina, disminucion de la tolerancia al ejercicio fisico, ortopnea, disnea
paroxistica nocturna, claudicacion intermitente o imposibilidad o déficit neurologico
deben ser indicios para al especialista de la necesidad de realizar pruebas
diagndsticas mas precisas como el electrocardiograma (ECG), pruebas de imagen o

estudios bioquimicos.

Ademas del diagndstico basado en la sospecha clinica, la prevencién primaria debe
prevalecer ante individuos que presentan factores de riesgo cardiovasculares y la
reduccion de los factores de riesgo modificables. La adquisicion de habitos
alimentarios saludables, evitar el sobrepeso y realizar actividad fisica periddica son
habitos de vida saludables con gran impacto en esta poblacion. Estas medidas de
prevencion son validas para todo paciente y, muy en particular para aquellos con
antecedentes familiares de ECVs. Las guias de Practica Clinica determinan las
concentraciones plasmaticas objetivo de colesterol y cada una de sus fracciones, asi
como el uso de estatinas como medicamento de prevencion [7]. Especial valoracion

merecen el paciente diabético o con hipercolesterolemia familiar.

El uso de marcadores inflamatorios y otros métodos de evaluacién de riesgo como la
puntuacién de calcificacion de las arterias coronarias a través del score de Agaston
estan bajo investigacion y tienen aplicaciones limitadas, por lo que su uso no debe
reemplazar la identificacibn de personas con factores de riesgo conocidos; sin
embargo, estos recursos siguen siendo herramientas prometedoras en prevencion

primaria al detectar personas con aterosclerosis subclinica en riesgo de ECV [2].

Segun datos de la Fundacién Espafiola del Corazén, la hipercolesterolemia es la
entidad causante de aproximadamente una cuarta parte de la mortalidad por ECV,
provocando en nuestro pais el 24,6% y 22,5% de los fallecimientos en hombres y

mujeres respectivamente.
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11.1 FACTORES DE RIESGO DE LA ENFERMEDAD
CARDIOVASCULAR

En las dltimas décadas, las tasas de mortalidad cardiovascular han disminuido en
los paises desarrollados gracias a una combinacién de prevencion primaria y
secundaria. Estas medidas han permitido alcanzar tasas de incidencia de ECVs
reducidas junto con mejores estrategias individuales de intervencidén sanitaria tras
los eventos cardiovasculares [9]. Los factores de riesgo modificables como el indice
de masa corporal elevado, la presion arterial elevada, el colesterol lipoproteina de
baja densidad (LDLc), el tabaquismo y la diabetes contribuyen significativamente a
aumentar la prevalencia e incidencia de estas enfermedades. Sin embargo, el grado
de influencia de estos factores puede variar entre diferentes poblaciones y segun los
meétodos de estudio utilizados [10][11]. En la actualidad, para la cuantificacion del
riesgo se utilizan estos factores de riesgo cardiovascular, asignandoles diferentes
ponderaciones, para asi estimar el riesgo de desarrollar ECVs a 10 afios vista
[12][13]. Es importante destacar que estos factores de riesgo cardiovascular se
asocian de manera diferente con impacto cardiovascular y no cardiovascular. Por
ejemplo, el tabaquismo esta fuertemente vinculado a la mortalidad prematura,
mientras que la presion arterial y el colesterol elevados estdn mas especificamente

relacionados con las ECVs [14].

El Consorcio Mundial de Riesgo Cardiovascular realizé un estudio [6] el cual reveld
gue la prevalencia de los factores de riesgo modificables (el indice de masa corporal
alto, la presion arterial elevada, el LDLc, el tabaquismo y la diabetes mellitus), la
incidencia de ECV y la mortalidad, en general presentaban variaciones notables
entre diferentes regiones geogréaficas del mundo. Se confirmé que las mujeres tenian
tasas de eventos mas bajas en comparacion con los hombres. En conjunto, estos
cinco factores de riesgo modificables fueron responsables del 57,2% de la carga de
ECVs en mujeres y del 52,6% en hombres. Asimismo, representaron el 22,2% de la
mortalidad total en mujeres y el 19,1% en hombres. Estas fracciones atribuibles a la
poblacién variaron segun la region geografica tanto para las ECVs como para la
mortalidad en general. Se identific6 que la presion arterial sistélica elevada parece
ser el factor que contribuye mas significativamente a la fraccion atribuible a las ECVs

en todas las regiones. Por lo tanto, el diferente impacto de los factores de riesgo
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cardiovascular en la ECV varia segun las diferentes situaciones geograficas [10][15].
La presion arterial alta, en particular, se vincula con hasta el 13.5% de todas las
muertes anuales a nivel mundial y se considera el principal factor de riesgo para
ECVs [16]. El control riguroso de la presion arterial, manteniendo una presion arterial
sistdlica por debajo de 120 mmHg, se asocia con tasas menores de eventos
cardiovasculares y mortalidad general [17]. Se ha descrito también una fuerte
asociacion entre el colesterol no HDL (no-HDLc), la incidencia de ECVs [18] y la
mortalidad [19][20]. Esto sugiere que, aunque concentraciones muy bajas de no
HDLc pueden reducir eventos de ECVs [21][22], niveles extremadamente bajos
pueden estar relacionados con tasas mas altas de mortalidad general a largo plazo
[23]. El peso de los parametros indice de masa corporal y tabaquismo como factores
de riesgo no queda claramente establecido, existiendo una relacion con las
caracteristicas de la poblacién de estudio [5][6]. Otros factores también influyen en el
riesgo de ECVs tales como factores ambientales y exposémicos como la actividad
fisica [10], el consumo de alcohol [24], la contaminacion del aire [25], el clima y el
ruido [26], el nivel educativo [27] y factores psicosociales como la depresion [28]. La
inclusion de biomarcadores y variantes genéticas podria contribuir ain mas a una

prediccidn mas temprana y precisa del riesgo de ECV [29].

11.2 COLESTEROL Y ESTATINAS

Numerosos estudios han demostrado de forma consistente la relacion lineal entre las
concentraciones LDLc y el riesgo de ECVs [30][31][32][33][34][35]. Mas aun,
estudios de aleatorizacién mendeliana han confirmado que la exposicién a largo
plazo a concentraciones plasmaticas elevadas de LDLc est4 asociada con un riesgo
mucho mayor de sufrir eventos cardiovasculares si se compara con la exposicion a
corto plazo o en menor concentracion de LDLc [32]. Estos datos proporcionan con
una evidencia robusta que las LDLc tienen un efecto causal y acumulativo sobre el
riesgo de padecer una ECV, estando determinado por la magnitud absoluta y la
duracion total de la exposicién [30]. Asi, las concentraciones de LDLc son un factor
causal de las ECVs siendo mejor cuanto mas bajas las concentraciones plasmaticas

y menor el tiempo de exposicion.
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Segun datos de la Fundacién Espafiola del Corazén, la hipercolesterolemia es la
enfermedad causante de aproximadamente una cuarta parte de la mortalidad por
ECVs provocando en nuestro pais el 24,6% y 22,5% de los fallecimientos en
hombres y mujeres respectivamente. La hipercolesterolemia se caracteriza por unos
elevados niveles plasmaticos de colesterol transportado en las lipoproteinas de
densidad muy baja (VLDLc), densidad intermedia (IDLc) y LDLc [37][38]. Las ultimas
Guias de Practica Clinica publicadas en 2020 [39] establecen como objetivo en
pacientes de muy alto riesgo vascular unos valores de LDLc <55 mg/dL (<1.4
mmol/L) o al menos una reduccion del 50% de la concentracién basal [39]. Estas

recomendaciones, muy exigentes, estan muy lejos aun de alcanzarse.

La terapia hipolipemiante de referencia en todas las Guias de Practica Clinica para
alcanzar estas concentraciones objetivo de LDLc se basa fundamentalmente en las
estatinas. Estas son el principal tratamiento en la prevencién cardiovascular primaria
y secundaria, y actian a través de la inhibicion de la 3-hidroxi-3-metilglutaril Co-A
reductasa (HMG-CoAR), la enzima limitante en la biosintesis del colesterol [40]. Sin
embargo, en determinados pacientes de elevado riesgo vascular, si estos objetivos
no se alcanzan, las propias Guias de Préactica Clinica recomiendan la utilizacion de
potentes agentes hipolipemiantes no estatinicos como son los anticuerpos
monoclonales inhibidores de la proteina PCSK-9 (iPCSK-9), evolocumab o
alirocumab [41]. Se ha descrito que bajos niveles de concentracion plasmatica de
PCSK-9 estan asociados con una reduccién de los niveles de LDLc. La PCSK-9 se
une al receptor de la LDL (LDL-R) en la superficie de los hepatocitos induciendo la
endocitosis de este receptor y su posterior degradaciéon dentro de la célula [42]. La
inhibicion de la PCSK-9, mediante estos anticuerpos monoclonales, impide la
degradacion intracelular del LDL-R y permite que este regrese a la superficie celular
donde continuar4 captando LDLc [43]. La terapia conjunta de estatinas con
evolocumab o alirocumab reduce los niveles del LDLc de forma significativa hasta un

46-73% disminuyendo drasticamente el riesgo de eventos cardiovasculares [44].

La European Medicine Agency [45] define la intolerancia a estatinas como la
incapacidad para tolerar al menos dos o mas estatinas a una dosis diaria inferior a la
aprobada en ficha técnica por sintomas relacionados con el musculo esquelético,

como, por ejemplo, dolor, debilidad o calambres que hayan comenzado o
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aumentado durante la terapia con estatinas y hayan remitido al suspender el
tratamiento. La National Lipid Association [46] la define como la presentacion de
aguellos sintomas adversos, signos o anomalias de laboratorio atribuidos por el
paciente a la toma de estatina; en la mayoria de los casos, se percibe como una
interferencia inaceptable que limita con las actividades de la vida diaria y que
conducen a la detencion o reduccidon del tratamiento. EI Canadian Working Group
Consensus [47] realiza una descripcion mas amplia de efectos secundarios
incluyendo sintomas no especificos leves o efectos secundarios transitorios tales
como molestias gastrointestinales, fatiga, afectacion de la piel y deterioro
neurocognitivo, -muy discutido, y no aceptado por los resultados obtenidos en
diferentes metaandlisis realizados de forma sistematica-, ademas de ocasionalmente
la aparicién de proteinuria [48][49]. Adicionalmente, se ha descrito que el tratamiento
prolongado con estatinas podria incrementar el riesgo de desarrollar diabetes
mellitus tipo 2 [50] principalmente con dosis altas o en presencia de otros factores de
riesgo relacionados como el sobrepeso o la resistencia a la insulina [51]. No
obstante, se considera aceptado de forma universal que su diabetogenicidad no
contraindica su utilizacion dado el beneficio cardiovascular demostrado por las
mismas [39][51][52]. La presencia de estos sintomas adversos conduce a la falta de
adherencia a la terapia con estatinas en este subgrupo de elevado riesgo
cardiovascular. Ello resulta en un control inadecuado de las concentraciones de
LDLc y en un riesgo cardiovascular aumentado en una poblacion sensible y
expuesta. De hecho, se ha confirmado que pacientes sin adherencia a estatinas
presentan una supervivencia inferior que aquellos que la toman dias alternos [53].
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 [54][55]. Estos
falsos positivos clinicos o “autodiagnosticados” en un elevado numero de casos son
individuos de alto y muy alto riesgo cardiovascular presentan igualmente una
elevada tasa de abandono del tratamiento con estatinas. Por ello, es de gran
relevancia clinica disefiar un enfoque practico que permita confirmar a los

“verdaderos” intolerantes a estatinas (IE).

La prevalencia de IE alcanza hasta un 15-20% [56] en la practica clinica diaria. Si

bien esta prevalencia es variable debido a la dificultad de estudio que presenta este
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grupo de pacientes y la falta de homogeneidad en su definicion y de herramientas
para su diagnostico. De acuerdo con la European Atherosclerosis Society, un 29%
del total de pacientes tratados con estatinas pueden presentar sintomas asociados

con las mismas [57].

11.3 SINTOMAS MUSCULARES ASOCIADOS A LAS ESTATINAS

En la practica clinica, los efectos musculares adversos derivados del tratamiento con
estatinas (SAMS) son los mas frecuentes, generando serias limitaciones en el
manejo terapéutico de estos pacientes. De hecho, los SAMS son una de las
principales razones de la falta de adherencia y/ o la suspension del tratamiento de
estas [58]. Entre los SAMS se describen cuatro formas principalmente, mialgia,
miopatia, miositis y rabdomiolisis [59]. En un trabajo que incluy6 casi 8000 pacientes
franceses con dosis variables de diferentes estatinas se estimd la presencia de
sintomas adversos musculares en relacion con las estatinas en un 10.2% y un
abandono del tratamiento del 30% [60]. Sin embargo, un meta-analisis que incluyo
22 estudios aleatorios con mas de 1000 participantes y seguimiento superior a un
afno presenta datos contradictorios. Este trabajo no evidencia diferencias
significativas en relacion con la miopatia o abandono del tratamiento en el brazo del
placebo o de estatinas [61][62]. A dia de hoy existen solo dos estudios aleatorios
gque como objetivo primario han valorado los efectos adversos asociados a las
estatinas [63], estimando la presencia de SAMS en torno al 5%. En uno de estos
estudios se demostré una leve elevacién de los niveles de la creatinina quinasa
incluso en pacientes asintomaticos, confirmando hasta un 30% de los pacientes con

toxicidad muscular y la dificultad que presentaba el estudio de esta poblacion [64].

Un unico estudio aleatorio, hasta la fecha, ha relacionado los sintomas musculares
en los IE y el papel de la coenzima Q10, cuya suplementacion reduce el dafio
muscular [65]. Por su parte, el estudio DAMA confirm6 la mialgia como la
presentacion mas frecuente en IE [66]. En 2014, la Asociacion Nacional de Lipidos
propuso el indice clinico de mialgias secundarias a estatinas para aportar un sistema
de puntuacién en la préactica clinica, y asi determinar la probabilidad de la relacion

entre los sintomas musculares y las estatinas [55].
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Fisiopatolégicamente, ademéas de la coenzima Q10, estudios preclinicos han
demostrado que las estatinas disminuyen la funcion mitocondrial, atenuando la
produccion de energia y alterando la degradacién de las proteinas musculares,
proporcionando asi un posible vinculo entre las estatinas y los sintomas musculares
[67][68]. A pesar de estos datos tan prometedores, queda sin esclarecer cuél es el
mecanismo fisiopatologico subyacente en pacientes con SAMS. El bajo indice de
estudios en IE, la falta de un grupo control definido y la ausencia de homogeneidad
en la definicion de esta entidad entre las diferentes Sociedades Médicas dedicadas
al estudio de dislipidemias dificulta el diagnoéstico de los IE. Todo ello potenciado por
la ausencia de herramientas diagndsticas clinicamente accesibles o certeras impide
abordar este problema tan frecuente en la practica clinica diaria [69]. Asi la
necesidad de la busqueda y desarrollo de nuevos biomarcadores que ayuden o
simplifiquen el diagnostico de esta poblacion de elevado riesgo cardiovascular es

crucial.
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12 FISIOLOGIA DE LAS
MIOCARDIOPATIAS

Una miocardiopatia (MC) se define como un trastorno en el musculo cardiaco
(miocardio) donde hay anormalidades estructurales y funcionales, sin la presencia
de enfermedad de las arterias coronarias, hipertension, enfermedad valvular o
enfermedad cardiaca congénita que sea suficiente para causar las alteraciones
observadas en el masculo cardiaco [70]. Esta definicion es vélida tanto para edades
pediatricas como en edad adulta, y no realiza suposiciones previas sobre la causa
subyacente, que podria ser genética, hereditaria o adquirida. Las MCs denominadas
secundarias pueden presentarse junto con enfermedades isquémicas, valvulares e
hipertensivas, y es importante destacar que la presencia de una de estas
condiciones no descarta la posibilidad de tener otra.

Recientemente se actualizd la clasificacion clinica de las MCs [/1] para incluir
nuevas descripciones fenotipicas centrandose en las caracteristicas morfolégicas y
funcionales del miocardio. Ademas se constata que diferentes fenotipos de MCs
pueden coexistir en una misma familia y que la progresion de la enfermedad en un
paciente individual puede incluir la evolucién de un fenotipo de MC a otro. Con ello
se rompe con la clasificacion aceptada hasta ahora donde las caracteristicas
fenotipicas de las distintas MCs eran poco amplias (Figura 1).

Las novedades propuestas para describir los fenotipos de la MC radican en la
inclusion especifica de rasgos de caracterizacion del tejido miocardico como el
cicatrizado ventricular no isquémico o el reemplazo graso. Estos pueden presentarse
con o sin dilatacion ventricular, anomalias en el movimiento de la pared o disfuncion
global del corazén durante la contraccion o relajacion. Es crucial reconocer este
fenotipo, ya que podria ser la Unica pista para diagnosticar una MC, y su significado
prondéstico varia segun la causa subyacente. También se afiade la dilatacién de las
auriculas (tanto izquierda como derecha) como hallazgo clinico adicional importante

en la descripcion fenotipica de las MCs.

Esta nueva propuesta insta a considerar la MC como la causa de diversas

presentaciones clinicas (por ejemplo, arritmias o IC, entre otras) no excluyentes
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entre si, aunque se recomienda basar el diagndstico en el fenotipo cardiaco

predominante en la evaluacion clinica.

La mayor novedad es considerar las MCs en dos grandes categorias principales.
Las MCs con anomalias puramente estructurales y aquellas “MCs arritmogénicas”
que incluyen a un grupo de condiciones que presentan anormalidades estructurales
y funcionales del miocardio (identificadas mediante imagenes cardiacas y/o
investigaciones patologicas macroscépicas y microscopicas) asi como arritmias
ventriculares. Esta clasificacion actualizada responde a la necesidad de dar
respuesta a la evidencia de la superposicion clinica y genética entre las MCs del

ventriculo derecho (VD) y del ventriculo izquierdo (VI) [72].

CARDIOMIOPATIA DILATADA CARDIOMIOPATIA HIPERTROFICA CARDIOMIOPATIANO COMPACTADA

4 - -

CARDIOMIOPATIA RESTRICTIVA

Figura 1. Anomalias estructurales del miocardio asociadas a las diferentes miocardiopatias.

12.1 MIOCARDIOPATIA DILATADA

La miocardiopatia dilatada (MCD) se caracteriza por una dilatacion del VI (puede
afectar al ventriculo derecho pero no es requerimiento diagndstico) y disfuncion
sistolica no atribuible a condiciones de sobrecarga de presion o de volumen
(hipertension, valvulopatia o cardiopatia congénita) ni a enfermedad coronaria (CAD)

[73]. En casos excepcionales, la dilatacion del VI puede ocurrir incluso con una
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fraccion de eyeccion (FE) normal, sin la influencia del remodelado atlético u otros
factores ambientales.

Esta enfermedad es una de las principales causas de IC y los pacientes pueden
sufrir arritmias auriculares o ventriculares e incluso muerte subita cardiaca (MSC)
[74]. Los casos mas graves requieren de dispositivos externos de asistencia
circulatoria o incluso, en ultima instancia, un trasplante cardiaco. Se estima que la
prevalencia de MCD en edad adulta es de 1:2500 pacientes y es del 0.026% en
nifios [75] y su incidencia es de 7 casos por cada 100.000 personas por afio [76][77].
Durante la progresion de la enfermedad, el VI sufre cambios morfolégicos y
funcionales adversos (también llamado remodelado) reflejando un largo periodo de

progresion de la enfermedad, presente casi en la mitad de los pacientes con MCD

[74].

La MCD abarca una amplia variedad de trastornos genéticos o adquiridos, y se debe
realizar una exhaustiva evaluacion diagnostica para identificar la causa subyacente.
Posteriormente, se debe considerar un enfoque terapéutico orientado a la etiologia.
Aun asi, no existe un consenso en cuanto a la clasificacion de la MCD basada en su
etiologia y se considerara idiopéatica segun los criterios clinicos mientras no se
encuentre un posible origen tras la aplicacion de un exhaustivo protocolo

diagnéstico.

La American Heart Association clasifica la MCD como primaria o idiopatica (origen
no conocido), secundaria (asociada a condiciones preexistentes como hipertension
arterial, enfermedad coronaria, infecciones virales, entre otras), familiar (origen
genético) e inflamatoria (infecciones viricas u otras causas) [79]; mientras que la
European Society of Cardiology [/ 1] agrupa esta MC en formas familiares (es decir,

genéticas) o no familiares (no genéticas) [80].

Se han identificado varios parametros que determinan la situacién clinica y
establecen una estratificacion prondstica en pacientes afectados por MCD. Cabe
destacar entre ellas la presencia de disfuncién sistélica basada en la alteracion de la
FE del VI y la clase funcional de la New York Heart Association (NYHA) que
determina clinicamente la situacion del paciente (Tabla 1) [21][82]. Otros indicadores

a considerar de mal pronostico en pacientes de MCD son la presencia de un patron
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diastélico alterado grado Il o lll, la dilatacion severa de la auricula izquierda, la
presencia de hipertension pulmonar, la presencia de un bloqueo de rama izquierda o
la disfuncion del VD [23]. Sin embargo, su progresion o regresion durante el

seguimiento parece ser la herramienta pronostica mas util [34].

Tabla 1. Clasificacion de la insuficiencia cardiaca de la New York Heart Association (modificado de
Lapu-Bula et al 1998 [81]).

Clase | Sin sintomas y sin limitacién en la actividad fisica ordinaria,

como dificultad para respirar al caminar o subir escaleras.

Clase I Sintomas leves y ligera limitacion durante la actividad ordinaria.

Clase Il Limitacion marcada en la actividad debido a sintomas, incluso

durante actividades ordinarias como caminar distancias cortas.

Clase IV Limitaciones severas y el paciente experimenta sintomas incluso

en reposo.

La medida precisa de la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI) es
crucial en el manejo de pacientes con MCD determinando un peor prondstico en
pacientes con una FEVI mas deprimida. Se ha demostrado que la FEVI severamente

deprimida, es un factor de riesgo MSC [85].

Antes de diagnosticar una MCD es necesario excluir condiciones con superposicion
fenotipica. Un abordaje integral y protocolizado de los pacientes con MCD recién
diagnosticados, definiendo su etiologia, es esencial para lograr una estratificacion
prondstica temprana precisa. Los signos y sintomas de IC caracterizan el inicio
clinico de la enfermedad, si bien los individuos jévenes pueden permanecer
asintomaticos durante mucho tiempo a pesar de tener una disfuncion del VI. Esta
fase silente puede progresar hacia anomalias cardiacas leves como dilatacién
aislada del VI, disfuncion sistélica en el limite inferior de la normalidad o eventos
arritmogeénicos. La fase manifiesta de la disfuncion sistolica generalmente se asocia
con la dilatacion del VI, pero esto puede estar ausente en algunos casos causando
confusién diagndstica [86]. Por tanto, en este contexto se debe hacer todo lo posible
para obtener un diagndstico etiolégico con herramientas tales como la resonancia

magnética cardiaca (RMC), la biopsia endomiocardica o biomarcadores, entre otros,
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con el objetivo de personalizar el manejo terapéutico del paciente seguin la causa

especifica.

El diagndstico de MCD se realiza tras la valoracion clinica y exploracion del paciente
sobre un protocolo de pruebas diagnésticas comenzando con el ECG. Aunque en
pacientes con MCD éste puede ser normal lo habitual es que esté alterado. Dentro
de las anomalias probables destacan los cambios aislados de la onda T,
alteraciones de la repolarizacién o trastornos de conduccion como el bloqueo de
rama izquierda. El paciente con MCD puede presentar taquicardia sinusal y arritmias
supraventriculares; en torno al 20 a 30% de los pacientes tienen taquicardia
ventricular no sostenida. No existe un patron patognoménico en el ECG que
determine un patron morfolégico o funcional para cada etiologia o proceso causal, ni

ayuda al diagnostico de los diferentes estadios clinicos de esta entidad [87].

La ecocardiografia transtoracica (ETT) tiene un papel importante en la evaluacion
diagnostica y pronéstica de la MCD. Esta técnica valora la dilatacion del VI, el
deterioro de la funcién sistdlica y el patron diastolico trasladando indirectamente
informacion sobre las presiones telediastolicas del VI. La ETT tiene la principal
ventaja de estar ampliamente disponible en centros sanitarios, ser asequible y no
invasiva lo que la convierte en la herramienta perfecta para el diagnéstico de primera
linea y el seguimiento de los pacientes con MCD. Entre las desventajas de la ETT
destacan la variabilidad intra e interobservador y que raramente alcanza un
diagnéstico etiolégico. Técnicas ecocardiograficas desarrolladas hace varios afios
como el Doppler Tisular o el Strain resultan de utilidad en el estudio de la MCD. Asi,
la valoracién de las ondas S’, E' y A, tanto a nivel del anillo septal como lateral,
permite complementar la informacion de la funcién diastélica del paciente y estimar

indirectamente las presiones telediastdlicas del VI.

Con los avances tecnologicos, varios estudios han abordado el papel de la RMC
como una modalidad funcional en el diagnéstico y cuantificacion de la funcion
cardiaca en diferentes tipos de MCs [88]. La RMC tiene una alta sensibilidad,
especificidad y valor predictivo positivo en su diagndstico siendo considerada en la
actualidad la prueba gold-standar [89]. Esta técnica de imagen permite cuantificar
con precision las dimensiones de las camaras, los volumenes y la funcion sistolica

del VI siendo de utilidad para el prondstico del paciente. Ademas se han descrito
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determinados patrones de captacidén de contraste que permiten sugerir la etiologia
causal aunque no la confirman. Por el contrario, el potencial de la RMC para
integrarse de manera Optima en la practica clinica se ha visto limitado en parte por el
largo tiempo total de exploracion, los agentes de contraste utilizados y la presencia
de determinados dispositivos metalicos que impiden la realizacion de esta prueba
[90].

Por otro lado, el papel de la biopsia endomiocardica en el diagnostico de MCD sigue
siendo controvertida y su aplicacidon esta limitada debido a su alta invasividad y a la

poca precision en ciertos escenarios [91].

El estudio genético se realiza en individuos con fenotipo claro de MCD y con
antecedentes familiares, pero esta ampliamente recomendado en pacientes con
MCD vy antecedentes familiares de MSC, o en individuos que presentan
caracteristicas clinicas de una enfermedad genética particular/rara (como bloqueo
auriculoventricular, disfuncién del seno, elevacion de la creatina fosfoquinasa,
disfuncion sistélica severa -FEVI < 35%- ) o arritmia maligna (por ejemplo,
taquicardia ventricular sostenida/fibrilacion ventricular) o fenotipos que puedan
superponerse con una causa genética, como la MC periparto o alcohdlica. El
diagnéstico genético de la MCD es uno de los temas que aborda este proyecto de

tesis.

12.2 FISIOPATOLOGIA CELULAR EN MCD

Se ha demostrado que una amplia gama de procesos celulares y biolégicos
participan en el dafio cardiovascular como la apoptosis [92], el estrés del reticulo
endoplasmico (RE), la autofagia y el estrés oxidativo [93][94]. Hasta hace pocos
aflos no se habia considerado la etiologia de la MCD en este estudio molecular. El
estudio de estos procesos ha permitido abrir las posibilidades de potenciales dianas

terapéuticas.

12.2.1 APOPTOSIS

La apoptosis se inicia y ejecuta a traves de dos vias de sefalizacion principales: las

vias intrinseca y extrinseca (Figura 2). La via de apoptosis intrinseca, también
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denominada via de apoptosis mitocondrial, se desencadena por estrés intracelular
como estrés oxidativo, sobrecarga de calcio y dafio del ADN lo que lleva a la
permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial dependiente de Bax/Bak y a
la liberacion de citocromo c (Cit C) de las mitocondrias hacia el citosol [95]. El Cit C
citosolico y el factor de activacién de proteasa apoptética 1 forman el apoptosoma y
dan como resultado la activacion de la caspasa 9 [96]. Por su parte, la apoptosis
extrinseca se inicia por sefales de estrés extracelular que incluyen el factor de
necrosis tumoral-a, el Fas ligando y el ligando inductor de apoptosis relacionada con
TNF (TRAIL) mediante la union a sus receptores individuales [97][98]. Estos reclutan
el dominio de muerte asociado a Fas, FADD, y la procaspasa 8 en el complejo de
sefalizacion inductor de muerte (DISC), que conduce a la activacion de la caspasa
8. Las caspasas iniciadoras activadas 9 u 8 inducen ademas la activacién de las
caspasas efectoras 3, 6 y 7, lo que da como resultado la escision de los sustratos
celulares esenciales y, finalmente, la muerte apoptética del cardiomiocito [99].
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Figura 2. Esquema de las vias extrinseca e intrinseca de activacion de la apoptosis. Imagen tomada
de Schleich et al.2013 [100].
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La apoptosis es esencial durante el desarrollo del corazén y se ha relacionado con
ECVs como la cardiopatia isquémica, la lesion por reperfusion, la MC inducida por
quimioterapia y la IC [93]. Sin embargo, actualmente no hay un tratamiento
clinicamente aplicable dirigido a este proceso celular. Para ayudar a identificar
posibles direcciones innovadoras para la investigacion futura es necesario tener un
conocimiento completo de las vias apoptéticas funcionales en los miocitos

cardiacos.

12.2.2 ESTRES DEL RETICULO ENDOPLASMATICO

El RE es un organulo que se encuentra en el citoplasma de las células eucariotas.
Estd compuesto por un sistema de membranas interconectadas entre si que
comparten el mismo espacio interno. Es responsable de la traduccion de proteinas
de membrana, de la modificacién postranscripcional de proteinas ayudando a su
plegado y transporte, del mantenimiento de la homeostasis del calcio celular (Ca®*) y
de la biosintesis de lipidos. Los ribosomas, presentes en el RE rugoso participan en
la sintesis y secrecion de proteinas. El RE liso carece de ribosomas unidos, por lo
tanto, es ineficaz en la sintesis de proteinas; si bien es importante para la sintesis de
acidos grasos y fosfolipidos, metabolismo de carbohidratos, ensamblaje de bicapas
de lipidos y regulacién de la homeostasis del Ca**. El tipo de célula, la funcion de la
misma y sus necesidades determinan el papel de RE.

El RE es extremadamente sensible a factores estresantes. Afecciones fisioldgicas y
patolégicas como manifestacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) [101],
isquemia / reperfusion, perturbaciones en la homeostasis del Ca®* y la liberacién de
citosinas y toxinas inflamatorias pueden conducir a la acumulacién de proteinas mal
plegadas en la luz del RE, una condicion conocida como estrés del RE [102].
Diversas sefiales ocasionan el estrés del RE. Cuando eso sucede, el RE provoca
una respuesta protectora o adaptativa llamada respuesta de proteinas mal plegadas
(UPR) con el objetivo de restaurar la homeostasis del RE [103]. La regulacion
homeostatica del plegamiento de proteinas en el RE esta bajo el control de tres vias
conservadas evolutivamente [102]: un activador del factor de transcripcion 6 (ATF6),
una enzima requeridora de inositol (IRE1) y una quinasa dependiente de RNA de

doble cadena inducida por interferon (PERK). Estos tres sensores son activados por
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perturbaciones en la homeostasis celular y regulan diferentes vias transcripcionales
a través de moléculas traductoras como ATF6 escindido vinculado a ATF6, XBP1s
en relacion con IRE 1, de las siglas en inglés X-box binding protein 1 spliced , y
ATF4 ligado a PERK.

La activacion de estas tres vias estd controlada por el sistema de proteinas
reguladas por glucosa (Glucose-regulated proteins -GRPs-), como GRP78, también
conocida como proteina de unién a inmunoglobulina (Binding inmunoglobulin protein
-BiP-) una de las chaperonas mas abundantes del RE (Figura 3). GRP78 esta
asociada con chaperonas de la familia Hsp70 y co-chaperonas de la familia Hsp40
[104]. Esta proteina interviene en muchos procesos celulares, incluyendo la
translocacion de polipéptidos recién sintetizados a través de la membrana del RE,
facilitando el plegamiento y ensamblaje de las proteinas recién sintetizadas,
manteniendo las proteinas en un estado competente para el posterior plegamiento,
la oligomerizacion y la regulacion de la homeostasis [105]. Ademas de su funcion de
acompafamiento, GRP78 es un regulador clave de los transductores de estrés del
RE. Esta chaperona tiene un dominio ATPasa y un dominio de union a péptido, lo
que ayuda a la unién y liberacion de las proteinas mal plegadas. Las proteinas mal
plegadas producidas en condiciones de estrés se reubican del RE al citosol y se
degradan en el proteasoma [106]. Sin embargo, las proteinas mal plegadas que se
acumulan provocaran estrés en el RE. La proteina desplegada compite con el
receptor de unién de GRP78 con cualquiera de los receptores del RE (ATF6, IRE1y
PERK) y da como resultado la activacion de la UPR. Las consecuencias de la UPR
incluyen la inhibicion de la sintesis de proteinas, la regulacién de la expresion
genética [103][107] y la apoptosis [108] para corregir el estado fisiologico de la
célula. La via PERK provoca la fosforilacion de elF2a reduciendo la acumulacion de
proteina en el RE y activando la sobreexpresion del factor de transcripcién activador
4 (ATF4) [109]. ATF4 es muy importante ya que induce la expresion de proteinas
chaperonas, como BiP, para aumentar la capacidad de plegamiento, mediar el
metabolismo de aminoacidos y la sintesis de glutatién, asi como para aumentar la
resistencia al estrés oxidativo. ATF4 indirectamente provoca la desfosforilacion de
elF2a y recupera la sintesis de proteinas. La consecuencia de la via PERK puede

ser la apoptosis celular [107].
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Por su parte, ante el estrés del RE, IRE1 se dimeriza y activa. El IRE1 activado
puede desencadenar una cascada de interacciones que actlan sobre una
endorribonucleasa que escinde un intrén de 26 bases del mRNA que codifica XBP1,
resultando en la expresion de XBP1 activo que promueve la expresion de los genes
diana de la UPR [110].

En el caso de ATF6, al separarse de GRP78, viaja al aparato de Golgi donde las
proteasas del Sitio-1 (S1P) y del Sitio-2 (S2P) escinden el dominio citosolico de
ATF6 de la membrana. Ello resulta en la translocacion de su fragmento funcional al
nacleo [111]. En el ndcleo, activa un conjunto de genes de la respuesta UPR que
codifican chaperonas y enzimas modificadoras de proteinas relacionadas con

plegamiento de proteinas y degradacion asociada al RE [106].

Estas tres vias de sefalizacion de la UPR y el estrés del RE juegan un papel

fundamental en la aparicion y progresion de las ECVs [112].
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Otro mecanismo de respuesta a la UPR implica la activacion de p38 MAPK, que
activa la proteina homologa del factor de transcripcion C / EBP (CHOP); esto
contribuye a la apoptosis causada por el estrés del RE al favorecer la generaciéon de
ROS [114]. El resultado final del estrés del RE es bien la recuperacion y
supervivencia o bien la apoptosis, segun la gravedad y la duracién de este. La
sefializacion del estrés del RE ha mostrado un papel citoprotector para mantener la
homeostasis celular, pero cuando el estrés del RE es prolongado conduce a la

disfuncion de los cardiomiocitos y la apoptosis.

12.2.3 AUTOFAGIA

La autofagia es un proceso catabdlico altamente conservado que implica la
degradacion y el reciclaje de proteinas y organulos presentes en exceso y/o
deteriorados a través de la formacién de autofagosomas y la degradacion de
lisosomas (Figura 4). Es un fendbmeno bioldgico para el mantenimiento de funciones
celulares basicas. Puede inducirse en respuesta a una variedad de factores
estresantes como la falta de nutrientes, el estrés oxidativo y las infecciones. Los
productos de degradacion de la autofagia, tales como aminoacidos, nucledétidos y
acidos grasos libres, se pueden reciclar para la sintesis de nuevas moléculas y
energia. La autofagia puede eliminar proteinas mal plegadas, metabolitos dafiinos,
mitocondrias envejecidas, etc., y tiene un efecto anti-envejecimiento. La autofagia
tiene una importante funcion en el mantenimiento de la homeostasis celular [115];
sin embargo, en condiciones estresantes, como hipoxia o inanicion, la autofagia se
activa para promover la supervivencia celular al conservar energia y reducir las

sustancias toxicas [116].

Los tipos celulares que constituyen el tejido cardiovascular, los cardiomiocitos,
células endoteliales y células musculares lisas arteriales, utilizan la autofagia para la
supervivencia y en sus funciones fisioloégicas. Las anomalias en los procesos
autofagicos o mitofagicos identificados en modelos animales se han asociado a una
mayor propension a desarrollar espontdneamente trastornos cardiovasculares
especificos, incluidas multiples formas de miocardiopatia [117]. Ademas, la inhibicion

farmacoldgica o genética de la autofagia a menudo acelera la progresion de la

36



enfermedad y empeora el resultado de la ECV en multiples modelos animales [117].
Por todo, la autofagia puede surgir como una diana terapéutica de relevancia clinica.
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Figura 4. Esquema del proceso autofagico y su regulacion. La formacion del autofagosoma requiere

de la participacién de un complejo enzimatico. Dos sistemas de conjugacion tipo ubiquitina son
esenciales para la elongaciéon de la membrana de aislamiento. La maduracién del autofagosoma
ocurre al fusionarse con endosomas y lisosomas, formando un autofagolisosoma donde se degrada la
carga. Imagen tomada de Hgyer-Hansen et al.2007 [118].

La respuesta al estrés del RE induce autofagia con la intencion de recuperar su
funcion, degradando agregados proteicos mal adheridos e incluso porciones del
propio RE disfuncional; ello se confirma a través de la deteccibn de marcadores
autofagicos como la cadena ligera 3 (LC3-1l), Beclin 1 y p62 [118]. Asi, bajo una
sobrecarga de presién cardiaca se activa la autofagia celular, se alivia el estrés del
RE y mantiene la funcion mitocondrial ejerciendo asi un efecto protector. La
inhibicion de la autofagia de cardiomiocitos bajo estrés fisiolégico agrava
significativamente la aparicion de IC. Por el contrario, bajo una sobrecarga de
presidén severa, la regulacion positiva de Beclin 1 induce la sobre activacion de la
autofagia. Esto conduce a la pérdida de organulos / proteinas importantes y muerte
celular asi como una rapida transferencia de la hipertrofia miocardica compensadora
cardiaca a la IC descompensada. De esta forma, el estrés del RE vy, por tanto, la
produccion excesiva de ROS se alivia ejerciendo un mecanismo regulador de la

homeostasis del RE.

12.2.4 ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo es una condicion en la que la produccion de ROS es
alarmantemente alta y las defensas antioxidantes disponibles son limitadas;

resultando en dafio al ADN, proteinas, azlUcares y lipidos por el exceso de radicales
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libres [120]. El anién superdxido producido principalmente en las mitocondrias es un
ROS primario y es un precursor de muchos ROS secundarios, incluidos el peroxido
de hidrogeno (H20,), el radical hidroxilo, el acido hipocloroso y el radical
hidroperoxilo [121]. Los complejos | y Il de la cadena respiratoria mitocondrial y la a-
cetoglutarato deshidrogenasa en el ciclo del acido tricarboxilico contribuyen a la
produccién de ROS. También existen enzimas mitocondriales antioxidantes, que

eliminan los radicales libres [122].

12.2.5 RELACION ENTRE EL ESTRES DEL RETICULO ENDOPLASMATICO,
APOPTOSIS, AUTOFAGIA Y ROS.

El estrés del RE puede desencadenar respuestas celulares como la autofagia y la
apoptosis. Ademas, el aumento de ROS durante el estrés del RE puede contribuir
tanto a la activacion de la apoptosis como a la modulacion de la autofagia. Estas
interconexiones son esenciales para la regulacion de la homeostasis celular y la

supervivencia en situaciones de estrés.

El estrés del RE puede ser desencadenado por diversas condiciones como la
acumulacion de proteinas con una configuracion tridimensional errénea, la falta de
glucosa o la disfuncién de las proteinas chaperonas. Cuando el RE esta estresado,

las células activan una respuesta adaptativa para restaurar la homeostasis.

La autofagia es un proceso celular que implica la degradacién y reciclaje de
componentes celulares, incluyendo organulos dafiados o proteinas no funcionales
por defectos de plegamiento estructural. Durante el estrés del RE, la autofagia
puede activarse como un mecanismo para eliminar proteinas mal plegadas y
restaurar la funcién celular. Si el estrés del RE persiste o es demasiado severo

puede desencadenar la via apoptética.

La apoptosis es un proceso de muerte celular programada que elimina células
dafiadas de manera controlada. El estrés del RE puede activar las vias apoptoticas

para eliminar células que no pueden recuperarse.

El estrés del RE también puede aumentar la produccion de ROS en las células. Las
ROS, como se menciond con anterioridad, por sus caracteristicas altamente

reactivas pueden causar dafio celular y desencadenar respuestas de estrés

38



oxidativo. Asi, el exceso de ROS puede influir en la activacion de la apoptosis y la

autofagia.

Hay evidencias de correlacion entre el estrés del RE y la IC [123], el proceso
aterosclerotico [124] y la apoptosis de cardiomiocitos inducida por isquemia [125].
Una comprension mas profunda del vinculo entre el estrés del RE, la inflamacion y la
autofagia en relacion con las ECVs proporcionaria nuevas estrategias potenciales
para la prevencion y dianas terapéuticas para el tratamiento de las enfermedades

cardiacas.

Ademas de la UPR, otras vias relacionadas con el RE colaboran con la mitocondria
y el nlcleo para regular las respuestas celulares. La interaccién entre la formacién
de ROS, la alteracion de la homeostasis del calcio, el colapso mitocondrial y la
inflamacion es un fendmeno comdn que existe en varios trastornos y su conexion

con el estrés del RE se esta explorando y requiere mas investigacion.

Se sabe que las mitocondrias desempefian un papel central en muchas funciones
celulares vitales, incluida la generacion de energia celular en forma de ATP, el
mantenimiento de la homeostasis del Ca®’, la formacién de ROS, la apoptosis, la
oxidacion de &cidos grasos y la sintesis de esteroides [126] El estrés mitocondrial
caracterizado por morfologia mitocondrial anormal, disfuncibn bioquimica y
homeostasis redox alterada es una manifestacion comun en varias ECVs como la

isquemia [127].

Los radicales libres se generan a partir de dos fuentes: la maquinaria de plegado
regulada por la UPR en el RE y las mitocondrias [128][129]. Las ROS son
subproductos del metabolismo celular normal que también se producen en respuesta
a estrés celular. Son dafiinos a altas concentraciones y beneficiosos a
concentraciones moderadas y en equilibrio con los mecanismos de defensa
antioxidantes celulares que mantienen la homeostasis redox celular. EI RE
proporciona un entorno de oxidacién-plegamiento exclusivo a las proteinas para
facilitar la formacion de enlaces disulfuro y se cree que este proceso contribuye al
25% de las ROS generadas por la célula [130]. La heterogeneidad de la
fisiopatologia de la MCD, las limitaciones de las pruebas cardiovasculares por
imagen, las complicaciones de la biopsia de miocardio y la falta de biomarcadores

39



especificos para confirmar la etiologia crean la necesidad de enfoques novedosos
para identificar los mecanismos celulares fisiolégicos y patolégicos que apoyen la
toma de decisiones clinicas. Una comprension mas profunda del vinculo entre el
estrés del RE, la inflamacion y la autofagia proporcionaria nuevas estrategias futuras

para la prevencion y el tratamiento de las enfermedades cardiacas.
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13 BIOMARCADORES EN CARDIOLOGIA

Las estrategias de tratamiento de ECVs como la enfermedad coronaria o las MCs
como la MCD se centran en la prevencion mediante el control de los factores de

riesgo, el diagndstico precoz y la estratificacion de riesgo.

Los biomarcadores, en sentido amplio, son marcadores de un proceso o estado
biologico. Se usan a menudo en estudios de investigacion, pero también pueden ser
atiles si informan sobre el estado actual o el riesgo futuro de enfermedad. El
biomarcador ideal debe presentar unas caracteristicas basicas tales como ser
accesible mediante protocolos no invasivos, econdmico, ser exactos, precisos,
presentar elevada sensibilidad y especificidad para la enfermedad de interés,
adaptable desde un modelo celular o animal a humanos, y que proporcione una
indicacion temprana confiable de la enfermedad antes de que aparezcan los

sintomas clinicos.

En la actualidad, la mayoria de los biomarcadores con aplicacion clinica en el area
cardiovascular y especificamente en el campo de las MCs se basan en proteinas
tales como las troponinas cardiacas [131], la familia de péptidos natriuréticos o el
péptido natriurético de tipo N-terminal pro-B (NT-proBNP) [132] y la proteina C
reactiva (PCR). Sin embargo, estos biomarcadores tradicionales no son especificos
de una enfermedad sino de una situacion patoldgica. Asi, la troponina | (Tnl) informa
sobre lesion en los cardiomiocitos; bien por enfermedad coronaria, bien por un
proceso infeccioso o inflamatorio. Su utilidad se ve comprometida por la
heterogeneidad inter e intraindividual de las enfermedades, la comorbilidad, la
genética y la protedmica especificas, asi como por las caracteristicas y el estilo de
vida del paciente [133]. La Galectina-3 (Gal-3) es una lectina secretada por
macrofagos activados que favorece el desarrollo de fibrosis cardiaca a través de la
estimulacion de fibroblastos y representa el vinculo entre inflamacion vy fibrosis. Gal-
3 demostrd tener un papel prondéstico en pacientes afectados por IC: cuantos mas
altos los niveles, mas grave es la fibrosis cardiaca y la remodelacion del VI. Sin

embargo, Gal-3 no es un biomarcador especifico del corazén y se expresa
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abundantemente en muchos 6rganos y tejidos. Sus valores se ven influidos por

condiciones comorbidas como diabetes y disfuncion renal o hepatica [134].

Los estudios genéticos han demostrado como algunos loci 0 genes estan asociados
al desarrollo de determinadas patologias cardiacas o bien determinan factores de
riesgo de sufrirlas. Una diferencia clave al examinar los biomarcadores genéticos en
comparacién con biomarcadores de naturaleza proteica o de imagenes es que los
marcadores genéticos estan presentes desde el nacimiento y pueden identificarse

antes del desarrollo de la enfermedad.

Dentro de los biomarcadores genéticos, tienen un interés especial los epigenéticos
(metilacién del ADN y el ADN no codificante -ncDNA-) ya que pueden empezar a
identificarse en estadios muy tempranos de la patologia, incluso antes de sus
primeras manifestaciones clinicas. Ademas, puede usarse la informacion genética
para guiar la terapia farmacolégica en funcion de la presencia o ausencia de esos

marcadores y su asociacion con los resultados [135].

13.1 BASES GENETICAS DE LA MIOCARDIOPATIA DILATADA

En los aflos 90 se describieron los primeros genes asociados a la MCD [136][137].
El avance tecnoldgico y las numerosas publicaciones cientificas aparecidas desde
entonces han ampliado la lista de genes asociados a la patologia hasta
aproximadamente mas de 250 a dia de hoy [138]. El descubrimiento de variantes
genéticas en general se ha visto especialmente favorecido por la aparicion de los
equipos de secuenciacibn masiva de nueva generacion (Next Generation
Sequencing -NGS-) que a partir de la década de los 2000 supuso una revolucién en
relacion a las técnicas de secuenciacion tradicional ya que permiten la
secuenciacion de multiples muestras de acido desoxiribonucleico (Desoxiribonucleic
Acid —DNA-) y mdltiples regiones de ADN de manera simultanea. El principal reto de
la NGS es el gran volumen de datos que genera y el nivel de requerimientos
bioinformaticos que implica el filtrado de los datos obtenidos. Ademas se afade la
dificultad de la interpretacion de todas las variantes identificadas y la determinacion

del grado de patogenicidad de cada una de ellas.
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La MCD se ha considerado clasicamente una enfermedad monogénica (Tabla 2) con

un patron de herencia autosomico dominante, siendo una Unica variante genética

la causa de la enfermedad aunque otros factores ambientales, como por ejemplo la

edad y el sexo, influyentes en su expresividad [139]. Los estudios familiares llevados

a cabo en las ultimas décadas han identificado otros patrones de herencia:

autosémico recesivo, ligado a X y mitocondrial [140][141] aunque son casos poco

frecuentes. Actualmente las variantes descritas asociadas a MCD se agrupan en

genes codificantes de proteinas con funciones diversas (Figura 5); sarcoméricas, del

citoesqueleto, de uniones intercelulares y de canales idnicos siendo la titina del

sarcomero, y la proteina lamina A/C de la cubierta nuclear, las proteinas que

concentran un mayor numero de variantes patogénicas descritas [142][72].

Tabla 2. Principales genes asociados a la miocardiopatia dilatada.

. ClinGEN PATRON DE
GEN LOCUS PROTEINA FRECUENCIA .
CLASIFICACION HERENCIA
Actina Alfa -
] Autosémico
ACTC1 | 15ql1ql4 del masculo <1% Moderado _
i dominante
cardiaco 1
B Autosémico
ACTN2 1943 Alfa-actinina 2 <1% Moderado )
dominante
Regulador 3 de la Familia o
o Autosémico
BAG3 | 10026.11 BAG de Moléculas ~2% Definitivo .
dominante
Chaperonas
) o Autosémico
DES 2935 Desmina <1% Definitivo )
dominante
Autosémico
DSP 6p24.3 Desmoplaquina 1-3% Fuerte dominante o
recesivo
o o Autosomico
FLNC 7932.1 Filamina-C ~3% Definitivo )
dominante
. Autosémico
JPH2 20g13.12 Junctofilina 2 <1% Moderado . .
semidominante
) o Autosémico
LMNA 1922 Lamina A/A ~4-7% Definitivo .
dominante
o o Autosémico
MYH7 14911.2 Cadena pesada de miosina 7 ~3-5% Definitivo .
dominante
Proteina de union a F-actina Autosémico
NEXN 1p31.1 » <1% Moderado .
Nexilin dominante
o Autosémico
PLN 6022.31 Fosfolamban ~1% Definitivo )
dominante
Proteina 20 con motivo de o Autosémico
RBM20 | 10¢25.2 ] ~2% Definitivo )
uniéon a RNA dominante
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Subunidad alfa 5 del canal de o Autosémico
SCN5A 3p22.2 . . . <1% Definitivo .
sodio dependiente del voltaje dominante
Troponina C1, tipo lento de o Autosémico
TNNC1 3p21.1 » i <1% Definitivo )
esquelético y cardiaco dominante
Autosémico
TNNI3 19g13.4 Troponina I3 cardiaca <1% Moderado dominante o
recesivo
) o Autosémico
TNNT2 1g32.1 Troponina T2 cardiaca ~2% Definitivo )
dominante
o Autosémico
TPM1 15g22.1 Tropomiosina 1 ~1-2% Moderado _
dominante
= o Autosémico
TTN 2931.2 Titina ~15-25% Definitivo )
dominante
) ) Autosémico
VCL 10g22.2 Vinculina <1% Moderado _
dominante

13.1.1 PROTEINAS DEL SARCOMERO CELULAR

Las proteinas sarcoméricas son esenciales para el movimiento de contraccién y
relajacion de las miofibrillas cardiacas. Las variantes genéticas asociadas a los
genes del sarcémero cardiomiocitico representan aproximadamente un 10% de los
casos de MCD. Estas proteinas son mayoritariamente: titina, miosina, actina,

troponina y tropomiosina.

El gen ACTC1 codifica la a-actina cardiaca que, junto con las proteinas reguladoras
tropomiosina y troponinas C, | y T, forma el filamento contractil delgado, que a su
vez conecta el disco Z miocelular con la proteina miosina del filamento grueso. Las
variantes en ACTC1 mayormente localizadas en los puntos de interaccion entre
actina y citoesqueleto (en la linea Z del sarcomero) interrumpen la transmisién de
fuerza contractil. Los ratones que carecen de actcl muestran letalidad embrionaria o
perinatal y desorden miofibrilar. En la MCD humana, ACTC1 fue el primer gen causal
descrito para la IC de origen autos6mica dominante [136]. Actualmente solo se han
publicado unas pocas variantes (principalmente en el subdominio 3) y se carece de

estudios funcionales que refuercen su funcion fisiologica [143].

La alfa-actinina-2, la proteina codificada por ACTNZ2, es un componente importante
del disco Z del sarcomero expresado en el musculo cardiaco y esquelético, une
filamentos de actina y estabiliza el movimiento de contraccion. Ademas, la alfa-
actinina-2 interactla con varios sistemas de sefalizacion, proteinas y canales

iGnicos. Alteraciones en la alfa-actinina-2 afecta la localizacién y funcion de los
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canales ionicos cardiacos y consecuentemente podria contribuir a la aparicion de

fenotipos patogénicos.
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Figura 5. Principales genes asociados a la MCD y sus funciones celulares. Imagen adaptada de Kae
Won Cho et al. 2016 [144].

El gen MYH7 codifica la cadena pesada de B-miosina 7, un componente clave del
sarcomero cardiaco. Las variantes relacionadas con MCD afectan la funcién
contractil del miocardio al alterar la formaciéon de puentes cruzados miosina-actina
responsables de la contraccion de los miocitos. Las variantes patogénicas en MYH7
se describen en 1% a 5,3% de los casos de MCD [145].

Las troponinas tienen una funcién reguladora en la contraccion del masculo estriado.
Este complejo proteico esta formado por tres subunidades, la troponina | (Tnl), la
troponina T (TnT) y la troponina C (TnC) [146]. La troponina C cardiaca, codificada
por el gen TNNC1, funciona como un sensor del ion calcio de miofilamento y
desemperia un papel fundamental en la regulacion de la contraccién [147]. Variantes
missense en el gen TNNC1 han sido reportadas asociadas a la MCD e incluso
estudios experimentales en modelos animales refuerzan la patogenicidad de
variantes en este gen [148]. Por otro lado, las variantes asociadas a TNNI3 no tienen

todavia evidencias suficientemente fuertes como para establecer una correlacion
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genotipo-fenotipo consistente. Uno de los motivos es el grado de penetrancia de la
enfermedad para la misma variante patogénica. El gen TNNT2 transcribe para la
proteina troponina T tipo 2 subunidad de unién del complejo troponina-tropomiosina.
Regula la contraccion en respuesta a la concentracion de calcio intracelular. Se han

descrito variantes en este gen con una elevada penetrancia [149].

En casos aisaldos también se han descrito variantes en el gen de la tropomiosina
(TPM1) localizadas en la region del extremo C-terminal de la proteina. En pacientes

pediatricos son mayoritariamente de tipo missense las relacionadas con MCD [150].

La titina, codificada por el gen TTN, es la proteina sarcomérica mas larga del
miocardio. En combinacion con las proteinas actina y miosina es responsable de la
estabilizacion e integridad estructural de todo el sarcomero. También esta implicada
en la transduccion de sefales de las miofibrillas a otros compartimentos de la célula
muscular, incluyendo el nicleo. Las variantes genéticas que generan proteina titina
truncada estan relacionadas con el 25% de los casos mas graves de MCD [151]
[152]. Algunos estudios reportan una mayor concentracion de variantes truncadas en
TTN (TTN tv) en el dominio asociado a la banda A sarcomérica, aunque también se
han publicado hallazgos en regiones a lo largo de todo el gen [153]. El efecto de las
variantes truncadas variard en funcion del exdn mutado y de la distancia de la
variante al extremo N-terminal de la proteina [152]. Aun asi, las variantes troncales
de TTN se hallan con baja frecuencia (2-3%) en la poblacion general lo que dificulta
la determinacion de la patogenicidad de estas variantes [154] y, en general,
producen fenotipos relativamente leves. Por el contrario, las variantes de tipo
missense son extremadamente frecuentes, se han descrito como benignas o de

significado incierto [155].

13.1.2 PROTEINAS DE LA COBERTURA NUCLEAR

Las proteinas de la envoltura nuclear llamadas laminas son importantes para
mantener las funciones celulares normales, incluida la replicacion del ADN, la
expresion geénica, la organizacion de la cromatina, la regulacion de la division celular,
garantizar la estabilidad nuclear y la transduccién de sefiales [156]. Alteraciones en
el gen LMNA pueden causar una amplia variedad de MCS y muchas de ellas han

sido asociadas a MCD aunque no existen correlaciones exclusivas entre genotipo y
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fenotipo [157][158]. si se ha demostrado una correlacion entre la penetrancia y la
edad siendo del 90%-95% a partir de los 70 afnos.

En relacién al tipo de variantes descritas en el gen LMNA, [159] se ha descrito
correlacion entre las variantes de splicing y un mayor riesgo de MSC y entre las
variantes de tipo indel, de truncamiento y de splicing con riesgo de sufrir arritmias
ventriculares. También se ha reportado que las variantes en LMNA que dan lugar a
proteinas truncadas junto a las variantes de tipo missense representan entre un 5y
un 8% de los casos de MCD y la penetrancia es cercana al 100%
[160][161].Después del gen TTN, la LMNA es el segundo gen con mayor porcentaje
de variantes genéticas patogénicas que dan origen a una MCD. Para la MCD
idiopatica las variantes en LMNA explican entre el 5 % y el 13 % de los casos
[162][163].

13.1.3 CANALES IONICOS

Los genes que codifican para los canales i6nicos de los miocitos se reportan
estrechamente vinculados a canalopatias aunque también tienen una relevancia en
la MCD. El mas frecuente es el gen que codifica por el canal de sodio cardiaco
(SCN5A) o el gen que codifica para la proteina fosfolamban (PLN) localizada en la
membrana del reticulo sarcoplasméatico. Por un lado, se conocen variantes
patdgenas o probablemente patégenas de SCN5A en casi el 2 % de los casos de
MCD [164]. Se han informado casos esporadicos y formas familiares con herencia
autosémica dominante [1654]. Las variantes asociadas con MCD se han localizado
en los dominios citoplasmico, extracelular y transmembrana (DI-DIV) de NaV1.5. Los
principales hallazgos que respaldan un papel potencial en la MCD son la agregacion
familiar del rasgo y la segregacion de variantes de SCN5A con fenotipo clinico y/o
caracteristicas histolégicas de la MCD, con o sin anomalias eléctricas asociadas

(aunque con penetrancia reducida) [166].

Las variantes patogénicas en PLN causan MCD porque alteran la homeostasis del
calcio dentro de los cardiomiocitos e interrumpen el ritmo de la contraccion del
miocardio, asi pues, no influyen directamente en las caracteristicas estructurales o

funcionales de los cardiomiocitos [167].
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13.1.4 PROTEINAS DESMOSOMALES

Los desmosomas mantienen la integridad mecanica y eléctrica del musculo cardiaco
conectando miocitos adyacentes. La desmoplaquina (codificada por el gen DSP) es
la proteina mas abundante del desmosoma. Las variantes de los genes
desmosomicos se identifican en un subconjunto de pacientes con MCD que tienen
mayor riesgo de ECV vy arritmias ventriculares potencialmente mortales,
independientemente de la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo [169][168].
La presencia de variantes en genes desmosomales (DSP, DSC2, DSG2, PKP2,
JUP) se estima en alrededor de un 3% de los casos [170]. La caracterizacién de
variantes desmosomales para MCD se ve dificultada por la elevada superposicién de
aspectos compartidos con la miocardiopatia aritmogénica.

13.1.5 OTRAS PROTEINAS

El gen JPH2 codifica la proteina de union a la membrana plasmatica junctofilina-2
cardiaca. Tiene funcidn estructural ya que garantiza el anclaje entre el reticulo
sarcoplasmatico y la membrana plasméatica. Pero también estd implicada en la
regulacion de la liberacion de calcio durante el proceso de acoplamiento excitacion-
contraccion del miocardio [171] Variantes identificadas en este gen se han asociado
a MCD [172]. La integridad estructural y mecanica, la orientacién y contraccion del
sarcémero dependen del correcto funcionamiento de las proteinas citoesqueléticas y
el disco Z. Los genes de la desmina (DES), distrofina (DMD), filamina C (FLNC)
nexilina (NEXN), nebulina (NEBL), proteina 3 de unién al dominio LIM (LDB3) y
vinculina (VCL) pertenecen al grupo de proteinas no motoras de union a la actina
dentro del disco Z.

La desmina es el componente principal de los filamentos intermedios especificos de
las células musculares. Variantes patogénicas en el gen DES causan un espectro
amplio de fenotipos y son responsables del 1-2% de los casos de MCD [173]. La
distrofina tiene un patron de herencia ligado al cromosoma X. Forma parte de un
complejo glicoproteico que proporciona un encaje mecanico fuerte entre sarcolemay
citoesqueleto intracelular. La filamina C es un filamento intermedio que contribuye al
anclaje de las proteinas de la membrana celular al citoesqueleto para estabilizar al
sarcomero y la regiéon del disco Z. La vinculina estd implicada en la conexién al

citoesqueleto de actina de las moléculas de conexion integrinas. La proteina de
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unién al dominio Lim interactia con la alpha-actinina-2 y la proteina quinasa C
manteniendo la estructura del disco Z durante la contraccidén de la célula muscular.
Variantes patogénicas en genes que codifican para proteinas estructurales

representan un 5% [170].

13.1.6 OTROS GENES ASOCIADOS A MCD

El gen regulador de la actividad chaperona de la familia de proteinas BAG (BAG3).
Este gen codifica para una proteina con funcion apoptoética localizada en el disco Z.
En base a las ubicacion y tipo de variantes descritas en este gen se conoce la
criticidad de cada region del gen. Por ejemplo, todas las variantes que dan lugar a
una proteina truncada se han identificado antes del aminoacido 451, mientras que
las variantes benignas de la region proteica PXXP reflejan una menor criticidad

funcional de esa region de la proteina [174].

El gen RBM20 codifica la proteina de union a RNA que actia como regulador del
splicing del mRNA de un subconjunto de genes que codifican proteinas estructurales
clave implicadas en el desarrollo cardiaco. Las variantes autosdmicas dominantes
en el gen RBM20 representan entre el 2 y el 6% de los pacientes con MCD familiar
[163][175]. Muchas de las variantes descritas se localizan en el exdn 9 del gen, que
codifica un dominio rico en arginina/serina (rico en RS) [175][176] y que contiene la
sefal de localizacion nuclear de RBM20 [177]. Si bien la mayoria de las variantes
patogénicas en el gen RBM20, en individuos con MCD, son alteraciones nonsense,
también se han identificado algunas inframe, lo que sugiere que las variantes

nonsense probablemente sean dafiinas.

13.2 IMPORTANCIA DE LA RECLASIFICACION DE VARIANTES

En 2015 Ilas guias del Colegio Americano de Genética Médica Yy
Genomica (American College of Medical Genetics -ACMG-) definieron unos nuevos
criterios para la valoracion estandarizada de variantes. Se introdujo el término
variante en lugar de las palabras mutacion y polimorfismo. También se establecieron
las categorias de patogénica (P), probablemente patogénica (LP), variante de
significado incierto (VUS), probablemente benigna (LB) y benigna (B) para una

variante [178]. Los distintos tipos de alteraciones (sinGnimas, splicing, nonsense,
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missense, deleciones, etc.) tendran un grado de patogenicidad diferente segun la
afectacion funcional que produzcan [179], pero ademds la categorizaciobn de una
variante depende de evidencias reportadas basadas en la prevalencia de la variante,
la asociaciones entre variante y enfermedad, datos predictivos funcionales y
computacionales, y similitud entre los datos del paciente, caracteristicas clinicas y

aquellas asociadas con la alteracion del gen en el que se encuentra una variante.

Cuando una variante genética queda clasificada como de significado incierto (Variant
of Unknown Significance —VUS-) significa que en el momento de la clasificacion no
existian suficientes evidencias para afirmar con rotundidad que la variante esta
relacionada con la patologia [178]. Puede tratarse de una variante rara pero no
haberse identificado en individuos afectos o bien, el efecto de esa variante utiliza un
mecanismo desconocido para el gen en cuestion. Si la variante se ha informado en
personas afectadas por la enfermedad, pero también se observa en una gran
cantidad de individuos control, a menudo es dificil determinar si esto representa una

penetrancia reducida de la variante o si la variante es comun.

Las variantes VUS afaden una dificultad notable a la practica clinica puesto que no
pueden usarse para la toma de decisiones sobre el paciente. Segun la ACMG a falta
de variantes P o LP, las decisiones clinicas deben tomarse usando los antecedentes
del paciente y familiares. Ademas habra que mantener al paciente bajo seguimiento
clinico para poder reunir evidencias suficientes que permitan una reclasificaciéon de
la variante [180]. Por ejemplo, pueden aparecer nuevos pacientes con esa misma
variante y fenotipo, o bien, el estudio genético de familiares a riesgo, y con ello la
segregacion, puede aportar nuevas pruebas que apoyen un cambio en la

clasificacion.

Por ultimo, los continuos proyectos de secuenciacidon masiva de cohortes sanas de
poblaciones étnicas 0 geograficas no analizadas previamente, los estudios
funcionales de variantes o la identificacion de variantes adicionales del mismo tipo
pueden respaldar la reclasificacion. Por ello es altamente recomendable establecer
un periodo de re-evaluacion de variantes VUS puesto que recientemente se estan
reportando estudios donde se demuestra cOmo estas variantes cambian de
categoria debido a la aparicion de nuevas evidencias o estudios que refuerzan la

patogenicidad o benignidad de tales variantes [180]. Ya en 2018 Mersch et al.
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demostraron tal necesidad cuando un 7.7% de las variantes de significado incierto
de su cohorte oncolégica fueron reclasificadas [181]. Mas recientemente, Vallverdu-
Prats y col. [182] Sarquella-Brugada y col. [183] y Campuzano O y col. [184]
evidenciaron que en MC arritmogénica y en canalopatias el porcentaje de
reclasificacion se encuentra entre el 10-70%, dependiendo de la patologia asi como
el afio de la primera clasificacion. Lo que se estipula es que las variantes
clasificadas antes de 2015 (es decir, sin seguir las guias ACMG) deben ser
reclasificadas inmediatamente ya que los porcentajes de variacion son muy
elevados. En las variantes reclasificadas siguiendo los criterios ACMG, entre 2-5
aflos se ha identificado el periodo més adecuado viendo que las previamente
clasificadas como P-LP o bien B/LB no suelen ser modificadas (menos del 1%). En
cambio, las que estaban clasificadas como VUS, tiene porcentajes muy elevados de
modificacion, sobre todo debido al aumento de estudios focalizados en las
frecuencias poblacionales que permiten, en base de la prevalencia de una patologia,

establecer valores de MAF (Minor Allele Frequency) concretos para cada patologia.

Aunqgue la lista de genes reportados en relacion a MCD es de un centenar con la
creacién por parte de ClinGen de los estandares de clasificacion de validez clinica la
lista de genes asociados a MCD como causa Unica de la patologia quedo limitada a
51 genes. Clasificados como definitivos (existen evidencias irrefutables de su
correlacién con la patologia) fueron 11: BAG3, DES, FLNC, LMNA, MYH7, PLN,
RBM20, SCN5A, TNNC1, TNNT2, TTN. El gen desmosomal DSP quedd incluido
como fuertemente relacionado. Para definir este grupo se considera evidencia
suficiente bibliografia independiente basada en datos experimentales para demostrar
la vinculacion del gen a la patologia. Clasificados con un nivel moderado se
incluyeron 7 genes: ACTC1, ACTN2, JPH2, NEXN, TNNI3, TPM1 y VCL. Quedaron
incluidos en esta categoria aquellos genes que estan soportados por un 50% de
evidencias experimentales y tedricas. Otros 25 genes quedaron incluidos en una
categoria con bajo soporte de evidencias porque no se puede demostrar aun una
correlacion exclusiva con la MCD, cuatro (MYL3, PDLIM3, PKP2, PSEN1) se
agruparon en la categoria “en disputa” porque las evidencias reportadas son
insuficientes y no puede descartarse un origen no monogénico de la patologia, dos,
NPPA y MIB1, no demuestran relacion con la enfermedad y uno (LRRC10) esta

anicamente defendido por un modelo animal.
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Después de un estudio genético la identificacion de variantes patogénicas o
benignas puede ser muy util para el especialista para la toma de decisiones clinicas
[185]. No sucede lo mismo con las variantes de significado incierto puesto que la
toma de decisiones puede no ser precisa. Por ello se justifica una reanalisis
peribédica de las variantes raras clasificadas como VUS porque esto puede tener
consecuencias vitales para los pacientes y sus familiares [182][186][187][188][189].
Un cambio significativo en la clasificacion de una variante, debe ser trasladado a los
especialistas cardidlogos para que ellos informen rapidamente a los pacientes

interesados Y, si es necesario, modificar su intervencion terapéutica.
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14 EL RNA NO CODIFICANTE

La mayoria de los RNA no codificantes (ncRNA) descritos se han asociado a
funciones relativamente genéricas en las células, como los RNA ribosémicos (rRNA)
y los RNA de transferencia (tRNA) implicados en la traduccion del RNA mensajero
(mMRNA), los pequefios RNA nucleares (snRNA) responsables del proceso de
splicing del RNA y los pequefios RNA nucleolares (snoRNA) involucrados en la
modificacion del rRNA. Esta aceptado que la mayor parte de la informacién genética
qgue da lugar al organismo y su fenotipo se expresa en forma de proteinas, que no
s6lo cumplen diversas funciones cataliticas y estructurales, sino que también regulan
la actividad fisioloégica de diversas maneras. Paralelamente, las secuencias que no
codifican proteinas o elementos reguladores que actian en cis, es decir, la mayor
parte de secuencias intrénicas e intergénicas, se han considerado elementos
prescindibles acumulados a lo largo de la evolucion de la especie como
consecuencia de la union de regiones del genoma y /o la insercion de elementos
genéticos moviles. Ahora sabemos que buena parte de estas secuencias
aparentemente sin funcién se transcriben. También existen cada vez mas evidencias
gue el RNA tiene mdultiples funciones biolégicas [190], en particular, la regulacion
genética [191] tanto en cis como en trans, especialmente en los eucariotas

superiores.

14.1 ncRNA: CLASIFICACION.

Los ncRNA se pueden dividir en diferentes clases segun su tamafio. Algunas de las

categorias comunes de ncRNA basadas en su longitud incluyen:

I. IncRNA (RNA no codificante largo): Los IncRNAs son ncRNAs largos que
generalmente tienen una longitud mayor de 200 nucleoétidos. Estas moléculas
de RNA cumplen una amplia variedad de funciones en la célula tales como la
regulacion de la expresion génica, la organizacion de la cromatina y la
sefalizacion celular. Dentro de este grupo se circunscriben los circRNAs. Los
circRNAs presentan una estructura circular con los extremos 3’ y 5’ unidos
covalentemente [192]. Los circRNA son capaces de reconocer y unirse a los

mMiRNAs actuando como esponjas de éstos (sponge), por lo que estan
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VI.

VII.

VIII.

implicados directa o indirectamente en la expresion génica de las células
[193].

microRNAs (miRNASs): Los miRNAs son ncRNAs cortos que consisten en
aproximadamente 20-22 nucleotidos. Su funcidn principal es regular la
expresion génica post-transcripcionalmente al unirse a mRNA especificos y
suprimir la traduccion o inducir su degradacion.

RNA de interferencia (sSiRNA): Son ncRNAs cortos similar a los miRNAs. Se
utilizan en procesos de interferencia de RNA para silenciar genes especificos.
Los siRNAs se usan experimentalmente en las células para regular la
expresion geénica.

piwi-interacting RNA (piRNA): Los piRNAs son ncRNAs de aproximadamente
24-30 nucledtidos de longitud y estan involucrados en la regulacion de
elementos genéticos moviles; como transposones, en las células germinales.
RNA nucleolar pequefio (snoRNA): Los snoRNAs son ncRNAs cortos,
generalmente de alrededor de 60-300 nucleétidos, que se encuentran en el
nucleolo y estan involucrados en la modificacion de rRNA y tRNA.

RNA nuclear pequefio (sSnRNA): Los snRNAs son ncRNAs cortos que se
encuentran en el nucleo celular y desempefian un papel en la maquinaria de
procesamiento del RNA, incluyendo el splicing. Los snRNAs son
generalmente de alrededor de 150-300 nucleétidos de longitud.

RNA ribosémico (rRNA): Los rRNAs son extremadamente largos, pueden
tener miles de nucledtidos de longitud. Componen la mayor parte del RNA
celular y son fundamentales para la estructura y funcion de los ribosomas.
RNA de transferencia (tRNA): Los tRNAs son ncRNAs que transportan
aminoacidos a los ribosomas durante la sintesis de proteinas. Tienen una
estructura caracteristica de "trébol" y generalmente consisten en alrededor de
70-90 nucledtidos.

La regulacién de la expresién génica por ncRNA se lleva a cabo a través de sus

interacciones con otras moléculas, incluyendo ADN, RNA vy proteinas. Los ncRNAs

pueden funcionar como reguladores positivos 0 negativos de la expresion génica y

desempeiiar un papel importante en la modulacion de diversos procesos bioldgicos.

Por ejemplo, los ncRNA como el iRNA (RNA de interferencia), es decir los siRNA,

MIiRNA y piRNA [194], pueden unirse al ADN y guiar complejos proteicos hacia
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genes especificos, donde inducen la metilacion del ADN o modifican la estructura de
la cromatina contribuyendo a la reorganizacién de esta alterando la accesibilidad al
ADN para la maquinaria de transcripcion, fendmeno que conduce al silenciamiento
génico. Los siRNA y el RNA antisentido (asRNA), secuencias de ADN
complementarias a los mRNA, pueden unirse a mRNAs especificos y guiar la
maquinaria de degradacion para destruir selectivamente moléculas de MRNA
evitando la traduccion de proteinas. Algunos ncRNA participan en el transporte de
RNA desde el nucleo hasta el citoplasma, lo que afecta a la disponibilidad de mRNA

para la traduccion.

14.2 ncRNA: CARACTERISTICAS COMO BIOMARCADORES

El estudio del conjunto de los ncRNAs presentes en una célula constituye una de las
estrategias en el desarrollo de nuevos biomarcadores que podria brindar informacion
sobre los estados fisioldgicos y patolégicos de un individuo [195]. De hecho, los
biomarcadores transcriptdmicos pueden proporcionar una caracterizacion profunda
de los fenotipos de la enfermedad y podrian ofrecer informacién que los marcadores

tradicionales o las caracteristicas clinicas no captan.

La expresion de los ncRNAs exhibe grandes variaciones entre células, es altamente
dindmica y se altera rapidamente en respuesta a factores estresantes. De hecho, se
ha demostrado una estrecha correlacion entre la desregulacion del perfil de los
NncRNAs y la fisiopatologia de numerosas afecciones cardiovasculares [196].
Ademas, las alteraciones de los ncRNAs podrian orientar hacia una interaccion
compleja entre factores genéticos y ambientales. La dieta, el ejercicio, los ritmos
biolégicos u otros factores exdgenos que no se consideran de forma rutinaria
durante la evaluacion clinica influyen en la expresién de ncRNAs [198][199]. Por lo
tanto, el transcriptoma no codificante brinda una oportunidad interesante para la
identificacion de nuevas herramientas para ayudar en la toma de decisiones clinicas.
Por sus caracteristicas son potencialmente biomarcadores de facil acceso y
minimamente invasivos, la presencia de ncRNAs se ha descrito ampliamente en una
gran cantidad de fluidos corporales [200][201]. Desde una perspectiva clinica, el
transcriptoma no codificante tiene las propiedades bioquimicas oOptimas para ser

excelentes biomarcadores ya que son facilmente cuantificables con alta sensibilidad
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y especificidad. Finalmente, los ncRNAs son estables frente a condiciones adversas
como ebullicion, pH extremo, almacenamiento a temperatura ambiente o ciclos de
congelacion y descongelacion y tienen una vida media prolongada en muestras
bioldgicas [202].

Los avances en la comprension de cémo funcionan las ECVs, incluyendo la
importancia de ciertos tipos ncRNAS, junto con los desarrollos tecnoldgicos actuales,
estan permitiendo la creaciéon de un tipo novedoso de tratamientos basados en
pequefios ncRNA [203]. Otros tipos de moléculas como las esponjas de miRNAS,
INcRNAs y circRNAs, que son de mayor longitud o RNA Guia de Sistemas CRISPR-
Cas utilizados para la edicibn genética estan en fases menos avanzadas de
desarrollo clinico. Asi, se han introducido en contextos clinicos diversas terapias
basadas en ncRNAs para tratar la hiperlipidemia [204]. Esta innovacion presenta la
posible ventaja de aumentar la adherencia del paciente gracias a un programa de
dosificacion menos frecuente, y muestra una mayor eficacia, ya sea aplicada como
tratamiento Unico o en combinacién con otros enfoques terapéuticos. A dia de hoy,
otros muchos ncRNAs estan en la etapa de estudios clinicos para diferentes
aplicaciones en ECVs. El siRNA, Inclisiran, reconoce PCSK9, estimulando
positivamente los receptores de lipoproteinas de baja densidad (LDLc) en los
hepatocitos, lo que resulta en una disminucion consiguiente de los niveles de LDLc
en la sangre [205]. Los estudios ORION [206] que son ensayos clinicos
aleatorizados controlados con placebo, han demostrado su eficacia en pacientes con
hipercolesterolemia familiar, ECVs o aquellos con alto riesgo de ECVs. Estos
estudios han evidenciado una reduccién sustancial en los niveles de LDLc (~50%),

asi como en el colesterol total y lipoproteina (a) [Lp (a)].

14.3 LOS MICRORNAS

El primer microRNA (miRNA), lin-4, fue descrito en 1993 en el nematodo
Caenorhabditis elegans [207][208]. Desde entonces, se han identificado miRNAs en
todos los sistemas de modelos animales y se ha demostrado que algunos estan
altamente conservados en todas las especies [209][210][211]. Todavia se estan
descubriendo nuevos miRNAs [212] y sus funciones en la regulacién genética son

bien reconocidas.

56



Los miRNAs son pequefios ncRNAs que ejercen su funcién al interactuar con la
region UTR 3" de los mRNAs. Ello genera la supresion de la expresion génica a nivel
post-transcripcional [213]. Asimismo, se ha observado que los miRNAs pueden
ejercer su funcion con otras regiones, incluidas la 5 UTR, la secuencia codificante y
los promotores de genes [214][215]. La union de los miRNAs a las regiones 5' UTR y
codificantes tiene efectos de silenciamiento sobre la expresion [215][216], mientras
que la interaccion de los miRNA con la regién promotora induce la transcripcion
[218][219][220]. También se ha descrito una interaccion directa con otros ncRNAs y
RNA viral. Un miRNA puede interactuar con cientos de mRNAs distintos y un mRNA
particular puede ser regulado por multiples miRNAs. Se ha demostrado que, en

ciertas condiciones, los miRNAs pueden activar la expresion genética [221].

Investigaciones recientes indican que los miRNAs pueden ser transportados entre
distintos compartimentos subcelulares para regular tanto la velocidad de traduccion
como la transcripcion [222]. Los miRNAs no solo se encuentran en el interior de las
células. También se han identificado en el espacio extracelular y en el tejido
sanguineo [223]. Los miRNAs extracelulares intervienen en la comunicacién entre
células estan implicados en respuestas fisioldgicas y en el inicio de enfermedades
cardiovasculares [224].

14.4 BIOGENESIS DE LOS miRNAs.

El proceso por el cual los miRNAs se sintetizan y maduran se lleva a cabo en
diferentes etapas (Figura 6). En primer lugar, se transcribe el gen que codifica para
el precursor del miRNA que recibe el nombre de pre-miRNA. Gracias a la actividad
de una RNA polimerasa de tipo Il se sintetiza un transcrito primario (pri-miRNA) que
puede ser de varios cientos de nucledtidos de longitud. Esta molécula es procesada
en el nacleo celular por una RNAsa lll llamada Drosha [225] y su cofactor DGCR8
(DiGeorge syndrome critical region 8). Ambas enzimas cortan al pri-miRNA liberando
una estructura secundaria en forma de horquilla, un precursor de miRNA (pre-

mMiRNA) de aproximadamente 70 nucledétidos [226].
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Figura 6. Esquema de la biogénesis de los miRNAs. Imagen tomada de Benz et al. 2016 [227].

El pre-miRNA es transportado desde el nucleo al citoplasma por la proteina RNA
exportina-5. Alli una enzima RNAsa Il llamada Dicer [228] corta el pre-miRNA en un
fragmento de RNA bicatenario de entre 20-22 nucleétidos que recibe el nombre de
mMiRNA maduro [229]. Este miRNA se asocia a una proteina llamada Argonauta
(Ago) para formar el complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC [230]. Este
complejo guia el miRNA a las secuencias de mRNA especificas con las que se
empareja de manera complementaria. Esta union puede dar lugar a la degradacion
del mRNA o a la represién de su traduccion. Ambas acciones conduciran a una

reduccion de la expresion génica y por tanto de la sintesis de la proteina.

Existen rutas alternativas a la via canonica de biogénesis de los mMiRNAs
mencionada anteriormente (Figura 7). Estas vias contribuyen a la diversidad y
flexibilidad de la regulacién génica por parte de los miRNAs y pueden ocurrir en
condiciones muy especificas. En ocasiones, los precursores de los miRNAs, los
primRNA, pueden ser procesados en el citoplasma sin accion de la Drosha en el
nacleo celular. La enzima Dicer o una proteina relacionada llamada Drosha
homologa (DROSHA?2) puede cortar el pri-miRNA en el citoplasma convirtiéndolo en

pre-miRNA. Otras moléculas como los smiRNA pequefios pueden generarse por
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procesos de corte independientes de Dicer. Por ejemplo, los tRNA pueden ser
procesados para dar lugar a miRNAs pequefios llamados tRNA derivados de miRNA
(tiRNAS). Los IncRNAs pueden dar lugar a miRNAs a través de un procesamiento no

canonico. Asi los INncRNAs pueden ser procesados por Dicer para generar miRNAs.
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Figura 7. Rutas de biogénesis de los miRNAs alternativas a la candnica. Imagen tomada de O'Brien et
al.2018 [231].
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Los miRNAs maduros se unen a sus mRNAs diana mediante la union de 2 a 8
nucleétidos de bases complementarias, en una region critica conocida como
secuencia semilla [232]. Estas secuencias semilla compartidas permiten agrupar los
miRNAs en familias (Figura 8). La regulacién genética que ejercen los miRNAs
depende del grado de complementariedad entre estas secuencias semilla de los
MiRNAs y las secuencias en los mMRNAs diana [233]. Cuando la complementariedad
es parcial se reprime la traduccién; por otro lado, si la complementariedad es
completa, el mMRNA diana experimenta degradacién a través de la actividad

endonucleasa de las proteinas Ago2 [234].
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miR-8 family

miR-141 UAACACUGUCUGGUAAAGAUGG
miR-200a UAACACUGUCUGGUAACGAUGU
miR-200b UAAUACUGCCUGGUAAUGAUGA
miR-200¢ UAAUACUGCCGGGUAAUGAUGGA
miR-429 UAAUACUGUCUGGUAAUGCCGU

transcriptional repression « » mMRNA degradation

Figura 8. Familias de miRNA. Se muestran las secuencias de los cinco miembros de la familia miR-8;
las secuencias de semillas compartidas se muestran en rojo. Se muestra un mMRNA con RISC unido a
tres loci diferentes en su 3'-UTR; el efecto neto de estas interacciones puede ser una disminucion de
la traduccién o la degradacion del RNAm. m7G, 7-metilguanosina en la tapa 5'; bola naranja,
complejo de unidn de capsulas; ORF, marco de lectura abierto; AAAAA, cola poli A. Las

discrepancias se muestran como bucles. Imagen tomada de Eipper-Mains.2012 [235].

14.5 LOS miRNAs EN CARDIOLOGIA COMO BIOMARCADORES

Se han descrito miRNAs involucrados en casi todos los procesos biolégicos;
proliferacion celular, desarrollo, diferenciacion, metabolismo, inmunidad, inflamacion,
apoptosis, autofagia, respuesta al estrés y control del ciclo celular. Una
desregulacion de los miRNAs esta asociada a distintas patologias en el ser humano
[236][237] incluidas las cardiovasculares [238]. Una disfuncion de la endonucleasa
Dicer (esencial en la biogénesis de los miRNAS) en progenitores cardiacos se asocia
con un miocardio ventricular poco desarrollado y letalidad embrionaria [239], la

ausencia de Dicer en el corazén da lugar a IC, letalidad postnatal y MCD [240].

Los perfiles de miRNAs en miocardio son tejido dependientes y estan alterados en
las enfermedades cardiacas. Actualmente, se ha descrito un nimero considerable
de miRNAs implicados en la desregulacion de diferentes procesos celulares en
células cardiacas como cardiomiocitos, fibroblastos y células endoteliales [241]. Por
ejemplo, los miembros de la familia del miR-1 y los miembros de la familia de miR-
133 son los mas abundantes en los miocitos cardiacos [242] y se transcriben a partir
de la misma transcripcion de pre-miRNA. El miR-1 representa aproximadamente el
40% de los miRNAs del corazén. Son muy abundantes al inicio del desarrollo

cardiaco y promueven cooperativamente la diferenciacion de células madre
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embrionarias en células mesodérmicas. Sin embargo, en las siguientes etapas del
desarrollo del corazdén tienden a mostrar aspectos contrarios, inhibiendo la

diferenciacion de células madre embrionarias en cardiomiocitos.

Otro ejemplo es el miR-128a el cual esta sobreexpresado en el masculo esquelético
y aumenta durante la diferenciacién de mioblastos [196]. Su sobreexpresion reprime
la proliferacion celular al dirigirse al sustrato 1 del receptor de insulina en mioblastos,
mientras que, a nivel cardiaco, la represion de este miRNA promueve el desarrollo
de cardiomiocitos. También se ha demostrado que miembros de la familia miR-15 y
miR-16 reprimen la proliferacion de cardiomiocitos al inhibir maltiples reguladores del

ciclo celular e inducen la apoptosis inhibiendo el factor anti-apoptotico Bcl2 [243].

Entre sus ventajas biolégicas como biomarcadores, como otros ncRNAs, los
mMiRNAs circulantes tienen un tiempo de vida media largo, pueden obtenerse
mediante técnicas poco invasivas (suero y plasma) y pueden cuantificarse por
gPCR. Estas caracteristicas son las que los convierten en un biomarcador de interés
clinico. Asi, en 2012 fue aprobado en Estados Unidos de América un kit de
detecciéon de los niveles de expresion del gen PCA3 debido a su elevada
especificidad en cancer de prostata. En el caso concreto de cardiopatias también
son conocidas alteraciones de los perfiles de expresion de determinados miRNAs
[244][245][246]. Por lo tanto, los niveles circulantes de estos ncRNAs pueden ser

indicadores clinicos para el diagnostico y prondstico de la [247][248][249].

Un gran namero de estudios proponen el uso de miRNAs circulantes como potentes
biomarcadores de ateroesclerosis [250], sindrome coronario agudo [251], miocarditis
[252], MCD [253][254][255] o IC [256]. Roncarati y colaboradores analizaron 21
mMiRNA directamente implicados en la angiogénesis, la fibrosis, la apoptosis, la
hipertrofia y la biologia de las células del musculo liso e identificaron 12 miRNA de
distintas familias sobreexpresados en pacientes de cardiomiopatia hipertrofica.
Ademas correlacionaron miR-27a, miR-199a-5p y miR-29a con la hipertrofia
cardiaca. Este ultimo también se correlaciona con la fibrosis cardiaca [257]. Un
estudio realizado por Sommariva y colegas encontré que los niveles de miR-320a
son mas bajos en pacientes con miocardiopatia arritmogénica (MCA) en
comparacion con aquellos que tienen taquicardia ventricular idiopatica (TVI), asi

como con pacientes sanos. Sugieren que miR-320a podria ser utii como un
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marcador bioldgico para diferenciar entre estos dos trastornos cardiacos. Ademas,
observaron que la expresibn de miR-320a no parece cambiar debido a la
remodelacion o alteraciones del corazon causadas por el ejercicio fisico, que es un
factor de riesgo conocido para la MCA [258]. Toro y colaboradores identificaron a let-
7a-5p, miR-142-3p, miR-145-5p 'y miR-454-3p como biomarcadores
sobreexpresados en pacientes con MCD familiar portadores de variantes
patogénicas en el gen LMNA [259].

En relacion con el control de factores de riesgo cardiovascular, un estudio en
pacientes hiperlipémicos tratados con estatinas demostré su influencia sobre la
expresion de un conjunto de miRNAs en células sanguineas [260]. Otras
investigaciones demostraron que los niveles séricos de determinados miRNAs estan
elevados en pacientes hiperlipidémicos, lo que podria explicar su disminucién en
pacientes tratados con estatinas [261]. En el caso de pacientes con molestias
musculares relacionados con el tratamiento con estatinas también se han propuesto
mMiRNAs circulantes como biomarcadores del dafio muscular producido y con
modelos animales se demostré que miR-133a-3p/b, son marcadores especificos de
toxicidad muscular [262]. Se han propuesto tres miRNAs circulantes (miR-133a/b y
miR-499-5p) [262] como potenciales biomarcadores del dafio muscular producido
por la combinacion del ejercicio y el tratamiento a estatinas. Hasta la fecha, no se
publicado investigaciones en relacion con la potencialidad de los miRNAs para
identificar a individuos IE. La posibilidad de utilizar perfiles de miRNAs como
biomarcadores para evaluar la respuesta al tratamiento con estatinas y prever
posibles efectos adversos se erige como una alternativa real que ayude al

diagnéstico de los pacientes que no toleran estatinas.

14.5.1 miRNAS REGULADORES DE PROCESOS BIOLOGICOS CELULARES EN
CARDIOLOGIA

Los miRNAs son reguladores de numerosas funciones celulares y se han utilizado
para entender los mecanismos fisiopatologicos en numerosas enfermedades
cardiovasculares [263][264].Diversos procesos como la respuesta inflamatoria, el
estrés en el RE, la alteracion de la funcidbn mitocondrial, el estrés oxidativo, la
autofagia, la apoptosis y la formacién de tejido fibroso se han identificado como

elementos clave en la progresion de la disfuncion del VI, el remodelado y, en dltima
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instancia, en la formacién de la IC asociada a la MCD [265][266]. Por lo tanto, resulta
fundamental comprender las vias de sefializacion que regulan estos procesos y su
impacto en cada causa de la MCD para disefiar enfoques terapéuticos especificos

contra esta condicion.

Los miRNAs controlan aproximadamente el 30% de todos los genes humanos que
codifican proteinas, desempefiando una funcion crucial en la regulacion de procesos
biologicos mediante la formaciéon de complejas redes que involucran mudltiples
interacciones entre mMiRNAs y mRNAs [267][268]. Se han descubierto mas de 2,500
MIiRNAs en la especie humana [269], y se estima que aproximadamente un tercio
del genoma humano esta bajo la regulacion de estos [270]. A pesar de ello, la
funcibn de muchos mMiRNAs aln permanece desconocida. La alteracion en la
regulacion de los mMiRNAs se ha vinculado con practicamente todas las

enfermedades humanas, incluyendo aquellas de naturaleza cardiovascular [271].

Existen numerosos estudios en modelo animal en los que se demuestra las distintas
funciones relevantes de los miRNAs a nivel fisiopatologico en la MCD. Corsten y
colaboradores identificaron al grupo miR-221/-222 implicados en la respuesta
inmune antiviral e inflamatoria en la miocarditis de origen virica la cual esta
estrechamente relacionada con la [272]. Estos miRNAs estan regulados
positivamente en el tejido cardiaco de ratones durante la miocarditis virica. En
humanos, se encontré que miR-155 y miR-133a estaban regulados positivamente en
biopsias endomiocérdicas de pacientes con MCD inflamatoria, en comparacién con
MCD no inflamatoria. Ademas, sus niveles de expresion se correlacionaron con el
recuento de células inflamatorias en la cohorte de MCD inflamatoria [273] revelando
un patron distinto de expresion de miRNAs en células T CD4+ de pacientes con
MCD en comparacion con los controles, lo que sugiere un papel de los miRNA en la
activacion aberrante de las células T CD4+. Rao y colaboradores afirmaron que los
mMiRNAS son criticos para el mantenimiento de la funcion cardiaca en cardiomiocitos
maduros [274], mas recientemente se ha descrito que el miR-16-5p esta
especificamente asociado con ICM donde activa el estrés del RE y promueve la

inflamacion [263].

Tanto los miRNAs como los componentes de la via de estrés en el RE pueden

influenciarse mutuamente en el contexto de la ECVs [275][276]. Sin embargo, se
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sabe poco sobre el papel regulador de los miRNAs que modulan el estrés del RE
durante la MCD de diferente etiologia. Se ha demostrado que la inhibicién de miR-
194-5p atenua la cardiotoxicidad de la doxorrubicina relacionada con el estrés del
RE en células H9c2 [277]. Se ha informado que PAK2 desempefia un papel
cardioprotector al mejorar la funciéon del RE a través de la via IRE1/XBP1 [278] y dos
estudios complementarios realizados por nuestro grupo encontraron que miR-16-5p
estaba sobreexpresado en plasma de pacientes con ICM en comparacion con
controles sanos [263][279].

Se ha demostrado que la obesidad afecta la produccion de factores no cardiacos,
como adipocinas y miRNAs, que pueden tener un impacto en la funcion cardiaca
mediante la modulacion de la funcion mitocondrial [280][281]. Varios estudios han
destacado el papel fundamental de los miRNAs en la regulacion de la funcion
cardiaca y la actividad mitocondrial en la MC relacionada con la obesidad. Los
exosomas de ratones obesos aumentaron la expresion de miR-194 en
cardiomiocitos primarios [282]; existen evidencias de que el entrenamiento fisico
podria controlar la expresion de miRNAs que estan relacionados con las lesiones
tisulares generadas por la obesidad. [283]. Ademas, se verifico que el sobrepeso vy la
obesidad afectan negativamente a ciertos miRNAs relacionados con la inflamacion
en la circulacién, lo que contribuye al estado inflamatorio asociado con estas

condiciones [284].

En relacién con el rol de los miRNAs y los mecanismos moleculares que subyacen
en las ECVs, destacan varios trabajos en relacion con las hiperlipemias como
principal factor de riesgo cardiovascular y su tratamiento principal, las estinas. Un
estudio piloto en pacientes hiperlipémicos tratados durante un mes con diferentes
estatinas (atorvastatina o simvastatina) demostrd su influencia sobre la expresiéon de
un conjunto de miRNAs en las células mononucleares de sangre periférica [260]. En
los pacientes tratados con atorvastatina se evidenciaba una disminucién 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 se ha
comprobado que regulan genes claves en el metabolismo del colesterol como HMG-
CoAR, LDLR, ABCA1, INSIGN1, LPL, SCAP y SREBF1 [285][286][287].
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Precisamente, miR-29a/b, son dos miRNA asociados con la modulacioén de la LDL
oxidada y las ECVs [260]. Estudios previos han demostrado que los niveles séricos
de miR-33a/b estan elevados en pacientes hiperlipémicos, lo que podria explicar su
disminucién en los pacientes tratados con estatinas [261]. En este sentido, se ha
relacionado un perfil lipidico menos aterogénico con los niveles circulantes del miR-
21 en pacientes con sindrome coronario agudo [288]. Los niveles de expresion del
miR-206 se ven aumentados con la progresion de la esclerosis lateral amiotrofica,
tanto en plasma como en musculo esquelético en un modelo de ratdn que expresa la
superoxido dismutasa-1 humana mutada [289]. Los niveles del miR-133a/b se
correlacionan con toxicidad muscular en ratas tratadas con una dosis Unica de

téxicos de musculo cardiaco y esquelético [262].
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15 HIPOTESIS

Las enfermedades cardioldgicas, con la enfermedad cardiovascular ateromatosa
principalmente, se erigen como la causa mas importante de mortalidad en los paises
desarrollados a nivel mundial. A dia de hoy continlan existiendo debilidades
importantes en el manejo clinico de estas entidades nosoldgicas que conducen a un
escenario devastador. Los avances en el conocimiento etiolégico, fisiopatologico,
pronéstico y terapéutico relacionados con estas enfermedades amortiguan su
morbimortalidad, principalmente en las de etiologia ateromatosa desde la utilizacion

de las estatinas.

Por todo ello, hipotetizamos que los microRNAs pueden ser biomarcadores, para el
abordaje de pacientes con intolerancia a las estatinas en una aproximacion
personalizada bien sean utilizados de forma aislada o con diferentes parametros
clinicos. Adicionalmente, la miocardiopatia dilatada es una patologia responsable de
gran parte de las muertes subitas pese a que no se conocen todavia las bases
patofisiolégicas que permitan una identificacion precoz. Hipotetizamos la importancia
de los microRNAs en el reconocimiento de su etiologia, su papel en la fisiopatologia

y su condicién de potenciales dianas terapéuticas.

Finalmente, obtener un diagnéstico genético es clave para saber la causa de la
patologia, pero también para una identificaciébn precoz de portadores del defecto
genético que, por tanto, estan a riesgo de padecer la patologia. En el caso de la
cardiomiopatia dilatada, los familiares portadores del defecto genético quedan sin
una causa concluyente si el diagnoéstico genético es ambiguo. Hipotetizamos que
reanalizar estas variantes genéticas ambiguas permitira clarificar su rol con el paso
del tiempo, permitiendo obtener un diagnostico genético concluyente, realizar un

diagnéstico precoz y asi adoptar medidas preventivas de forma personalizada.
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16 OBJETIVOS

General:

Determinar la validez de nuevos biomarcadores en el manejo clinico de pacientes
con enfermedad cardiovascular ateromatosa y con miocardiopatia dilatada de

diferente etiologia.

Especificos:

1. Evaluar la expresion diferencial de microRNAs circulantes en pacientes con

elevado y muy elevado riesgo cardiovascular con intolerantes a estatinas.

2. Evaluar el potencial diagndstico de los microRNAs sobreexpresados en
pacientes intolerantes a estatinas para discriminar entre pacientes

intolerantes a estatinas y no intolerantes a las mismas.

3. Analizar la funcién especifica de los microRNAs en el desarrollo del estrés
oxidativo y la apoptosis inducida por estrés del reticulo endoplasmatico en
cardiomiocitos, asi como su implicacion en la lesion cardiaca mediada por el

estrés del reticulo endoplasmaético.

4. Evaluar el gen diana especifico de los miRNAs y su mecanismo molecular
involucrado en la regulacion del estrés del reticulo endoplamaético y el estrés

oxidativo en las células cardiacas.
5. Re-estratificar las variantes genéticas clasificadas previamente como

ambiguas para identificar modificaciones que clarifiguen su potencial rol

patogénico en la miocardiopatia dilatada.
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17 RESULTADOS
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17.1 ARTICULO 1.

mMiRNAs circulantes como biomarcadores para la deteccién de intolerantes
a estatinas
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Abstract: Atherosclerotic cardiovascular diseases (ASCVD) are the leading cause of morbidity and
mortality in Western societies. Statins are the first-choice therapy for dislipidemias and are considered
the cornerstone of ASCVD. Statin-associated muscle symptoms are the main reason for dropout
of this treatment. There is an urgent need to identify new biomarkers with discriminative preci-
sion for diagnosing intolerance to statins (SI) in patients. MicroRNAs (miRNAs) have emerged as
evolutionarily conserved molecules that serve as reliable biomarkers and regulators of multiple
cellular events in cardiovascular diseases. In the current study, we evaluated plasma miRNAs as
potential biomarkers to discriminate between the SI vs. non-statin intolerant (NSI) population. [t
is a multicenter, prospective, case-control study. A total of 179 differentially expressed circulating
miRNAs were screened in two cardiovascular risk patient cohorts (high and very high risk): (i) NSI
(n = 10); (ii) SI (n = 10). Ten miRNAs were identified as being overexpressed in plasma and vali-
dated in the plasma of NSI (i = 45) and SI (n = 39). Let-7c-5p, let-7d-5p, let-7f-5p, miR-376a-3p and
miR-376c-3p were overexpressed in the plasma of SI patients. The receiver operating characteristic
curve analysis supported the discriminative potential of the diagnosis. We propose a three-miRNA
predictive fingerprint (let-7f, miR-376a-3p and miR-376c-3p) and several clinical variables (non-HDLc
and years of dyslipidemia) for SI discrimination; this model achieves sensitivity, specificity and area
under the receiver operating characteristic curve (AUC) of 83.67%, 88.57 and 89.10, respectively. In
clinical practice, this set of miRNAs combined with clinical variables may discriminate between SI
vs. NSI subjects. This multiparametric model may arise as a potential diagnostic biomarker with
clinical value.

Keywords: circulating microRNAs; statin intolerance; biomarkers; atherosclerotic cardiovascular
diseases; statins-adverse myalgia symptoms
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1. Introduction

Cardiovascular disease (CVD) remains the leading cause of mortality and morbidity
in Burope [1]. Plasmatic low-density lipoprotein (LDLc) levels is the main causal factor of
these vascular events. Statins are the cornerstone of atherosclerotic cardiovascular disease
(ASCVD) prevention worldwide. Based on the evidence of the clinical trials, the European
Society of Cardiology (ESC)/European Atherosclerosis Society (EAS) guidelines have estab-
lished a goal of 50% reduction in LDLc concentration in high and very high cardiovascular
risk patients to reduce vascular events [1,2]. Most of the trials have demonstrated a remark-
able reduction of 22% of major vascular events after five years of statin treatment [3]. Even
s0, almost 80% of treated patients do not achieve recommended LDLc levels. This low
adherence to statin therapy is due to several causes, including cultural reasons, costs, side
effects and lack of effectiveness information [4].

Although statins are well tolerated, the major cause of non-adherence to treatment
is its adverse effects. The European Medicine Agency defines statin intolerance as the
inability to tolerate at least two or more statins at the lowest approved daily dose due
to the development of side effects, that began or increase during statin therapy and stop
when statin treatment was discontinued [5]. Among these side effects, statin-associated
muscle symptoms (SAMS) are the most prevalent reason for the non-adherence and/or
discontinuation of statin treatment [6]. Four SAMS forms have been described, namely
myalgia, myopathy, myositis and rhabdomyolysis. Rhabdomyolysis is the most severe
form of statin-induced muscle damage. Nevertheless, myalgia—muscle complaints without
creatine kinase elevation or major functional loss—is usually self-reported in the range of
7-29% [7]. The mechanisms involved in the pathogenesis of SAMS are still unknown. The
lack of a gold standard test or biomarker to diagnose this adverse effect, the inconsistent
definition of this reality in clinical practice, and the impact on the cardiovascular event
rates after dropping this therapy demonstrate the importance of identifying a novel and
accessible biomarker that distinguishes this population [8].

MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs identified as important regulators
of genes involved in several biological processes [9-11]. miRNAs regulate gene expression
by degrading messenger RNAs (mnRNAs), repressing protein synthesis, or interacting with
long non-coding RNAs. Their properties make them the most widely studied extracellular
RNAs as diagnostic and therapeutic-tailored markers in the cardiovascular field [12-14].
Several studies have described the relationship between statins and miRNA profiles [15-18],
but this is the first time miRNAs have been considered as an alternative diagnostic tool
related to statin intolerance detection. Therefore, we aim to determine the role of miRNA as
a peripheral biomarker to identify the statin intolerant (SI) population and thus personalize
dyslipidemia treatment in these patients at cardiovascular risk.

2. Results
2.1. Clinical Parameters between SI and NSI Patients

The anthropometrical and clinical features of the SI and NSI cohorts are shown in
Table 1.

This study included 84 patients, 39 SI patients and 45 NSI patients as the control group.
Considering the groups, the male population were larger than the female population in
NS, but SI female (61.5%) were significantly more frequent (p = 0.01); in contrast, a lower
percentage of females (31%) was observed in the NSI group. There were no significant
differences in terms of age. The presence of ASCVD, the years of dyslipidemia (DLP)
{(p = 0.003, respectively), and high blood pressure (p = 0.006) were significantly different
between cohorts. It is important to note that non-HDLc plasmatic concentration (p < 0.001)
displayed significant differences between SI and NSI groups. When considering the med-
ication intake, the use of angiotensin agonist receptors (p = 0.004), diuretic (p = 0.003),
beta-blockers (p < 0.001), alpha-blockers (g = 0.03) and aspirin (p < 0.001) was significantly
different between SI and NSI cohorts. Regarding the lipid-lowering therapy, the NSI cohort
was mostly on Rosuvastatin and, to a lesser degree, on Atorvastatin, among others, such as
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3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) reductase inhibitors or statins. The
SI group was treated using alternative lipid-lowering drugs, but nine patients refused to

use any other therapeutic option.

Table 1. Baseline demographics, clinical characteristics, and treatment of NSI and SI population.
Data are presented as mean + SD for continuous variables and as percentage for categorical vari-
ables. The difference between NSI and 51 patients was evaluated with unpaired Student £ test @,
Pearson Chi-square ® and Wilcoxon test ®. * Therapy mostly in association. NS, no significant; ACEI:
angiotensin-converting enzyme inhibitors; ARB: angiotensin II receptor blockers; ASCVD: atheroscle-
rotic cardiovascular disease; CCB: calcium channel blockers; CPK: creatine kinase; DLP: years of
dyslipidemia; MDRD-4: glomerular filtration rates; non-HDLc: non-high-density lipoprotein choles-
terol; NSI: non-statin intolerant; OAD: oral antidiabetic drugs; PSCK-9: Monoclonal anti-proprotein
convertase subtilisin/kexin type 9; SI: statin intolerant.

Variables NsI SI p Value

n 45 39
Demographics
Age (years) 2 66.6 £11.5 63.6 £10.9 NS
Sex (female, %) P 31 615 0.01
DLP (years) © 56163 9.1+75 0.003
High blood pressure (%) b 73 41 0.006
Diseases
Diabetes Mellitus (%) © 38 20.5 NS
ASCVD (%) b 71 13 <0.001
Chronic kidney disease (%) " 18 128 NS
Analytical profile
Basal blood glucose # 1185 £36.2 110 £ 44.6 NS
Non-HDLe (mg/dL) 2 1049 £32.7 169.9 £63.5 <0.001
Triglycerides (mg/dL)? 1517 £ 974 164 £93 NS
MDRD-4 (mL/min})? 765 +£25.6 82+316 NS
Transaminase GOT (U/L)? 231 +13 235+8 NS
Transaminase GPT (U/L) 2 273 +£23 24,6 189 NS
CPK (U/L)® 82.8 +£40.4 165.9 +£14.7 NS
Medication
ACEI (%) P 11 25 NS
ARB (%) P 67 333 0.004
OAD (%) P 33 18 NS
Insulin (%) P 11 105 NS
Diuretic (%) P 51 18 0.003
CCB (%) P 31 18 NS
Beta-blockers (%) P 62 15.4 <0.001
Alpha-blockers (%) ® 22 5 0.03
Aspirin (%) P 64 18 <0.001
Atorvastatin 40 mg (%) 20 -
Atorvastatin 80 mg (%) 15.5 -
Rosuvastatin 10 mg (%) 17.7 -
Rosuvastatin 20 mg (%) 35.5 -
Pitavastatin 4mg (%) 6.6 -
Simvastatin 40 mg (%) 44 -
PCSK?9 inhibitors: Evolucumab (%) P 13 7.6 N§
PCSK9 inhibitors Alirocumab (%) P 11 25 NS
Fenofibrate (%) P 18 7.6 NS
Omega-3 (%) - 5.1
Colesevelam (%) - 2.5
Colestiramine (%) - 12.8
Armolipid plus * (%) - 41.0
Ezetimibe 10 mg * (%) 42 38 NS
Acenocumarol (%) P 7 7.6 NS
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2.2. Plasma miRNA Profile in Patients with SI

To assess whether the plasma miRNAs were differentially expressed between the
groups, we first conducted screen profiling of 179 circulating miRNAs commonly found
in human plasma in ten SI and ten NSI age-matched patients (Figure 1). The established
criteria for the selection of miRNA candidates were high expression levels (median Cq < 35
and detected in at least 80% of all samples) and statistical significance (p < 0.05). A total of
10 miRNAs, let-7¢-5p, let-7d-5p, let-7f-5p, miR-128-3p, miR-186-5p, miR-30e-3p, miR-376a-
3p, miR-376¢-3p, miR-543 and miR-574-3p, were significantly expressed according to the
selection criteria and selected for further analysis.

NSI Sl

Figure 1. Color heatmap based on raw miRNA expression values where each column represents a
patient, and each row represents a miRNA. The color scale illustrates the relative expression level of
miRNAs (red and yellow represent low expression and blue and purple represent high expression).
MiRNA expression levels were normalized to miR-148a-3p and let-7b-5p. MiRNA: microRNA;
NSI: non-statin intolerant; SI: statin intolerant.

2.3. miRNAs Validation Study and Their Correlation with Clinical Parameters

We validated these ten miRNAs in 45 S] and 39 NSI individuals to confirm the diag-
nostic robustness to discriminate between NSI and SI patients. Our results showed that
let-7c-5p, let-7d-5p, let-7f-5p, miR-376a-3p and miR-376c-3p were significantly upregulated
in plasma from SI cohort versus NSI (Figure 2).
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Figure 2. Boxplots of miRNA expression levels in NST and SI cohorts. The analysis was carried out
using qPCR. Data are presented in log2. Data represent the mean + SEM. * p < 0.05, ** p < 0.01,
*** p < 0.005. Error bars represent SDs. NSI, non-statin intolerant; SI: statin intolerant.

We investigated the association between the differentially expressed miRNAs and
some significant clinical parameters in the SI group. No correlation was found but DLP
and non-HDLc levels (Table 2).

Table 2. Correlation between the clinical parameter (DLP and non-HDLc) and individual microRNAs
in SIsubjects. DLP: years of dyslipidemia; non-HDLc: non-high-density lipoprotein cholesterol SI:
statin intolerant. Coefficient significant at p < 0.05.

SI Cohort

microRNAs DLP (Years) Non-HDLc (mg/dL)}

Pearson r 4 Pearson r 4
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

2.4. Circulating miRNA as a Biological Marker of SI

We assess the ability of the differentially expressed circulating miRNAs to distinguish
between SI and NSI patients using the AUC-ROC. Figure 3A shows that miR-376c-3p
achieved the highest AUC with a value of 0.736 (95% Cl: 0.627-0.845; p < 0.001), indicating
a moderate performance. Let-7c-5p, let-7d-5p, let-7f-5p and miR-376a-3p display AUC
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Sensitivity

values of 0.652, 0.627, 0.688 and 0.682, respectively. Afterwards, we consider the diagnostic
potential of the 5-miRNA set to differentiate between SI and NSI individuals. The AUC
for the combination value of our miRNA panel (let-7c-5p, let-7d-5p, let-7f-5p, miR-376a-3p
and miR-376c-3p) was 0.936 (95% CI: 0.887-0.985; p < 0.001) (Figure 3B), improving the
diagnostic ability. The sensitivity, specificity and accuracy of each miRNA and the 5-miRNA
panel are shown in Table 3.

1.0 1.07
T : B
0.8 0.8
3 z
0.6+ r 2 0.67
7]
c
o
. (7]
1 let-7¢c-5p
0.4 0.4 — 5
let-7d-5p 5-miRNA panel
— let-7f-5p AUC =0.936
F miR-376a-3p
0.2 — miR-376¢-3p 0.2 p<0.001
0.0 T T T T 1 0.0 T T T T 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0 0.2 0.4 06 0.8 1.0
1 - Specificity 1 - Specificity

Figure 3. ROC curves for evaluating the predictive performance of differentially expressed miRNAs
to discriminate between SI vs. NSI. (A) ROC curves for let-7c-5p, let-7d-5p, let-7f-5p, miR-376a-3p
and miR-376¢-3p. (B) The ROC curve of the 5-miRNA panel combination value of let-7c-5p, let-7d-5p,
let-7f-5p, miR-376a-3p and miR-376c-3p. AUC: area under the curve; miRNA: microRNA; NSI:
non-statin intolerant; SI: statin intolerant.

Table 3. Assessment of the potential diagnostic value of differentially expressed miRNAs and the
5-miRNA panel (let-7c-5p, let-7d-5p, let-7f-5p, miR-376a-3p and miR-376¢-3p) as biomarkers to categorize
statin intolerant patients. AUC: area under the curve; CI: confidence interval; miRNA: microRNA.

miRNA AUC (95% CI) Sensitivity % Specificity % Accuracy % p Value
Let-7c-5p 0.652 (0.535 to 0.770) 61.70 55.56 59.04 0.017
Let-7d-5p 0.627 (0.507 to 0.747) 52.63 58.70 55.95 0.046
Let-7f-5p 0.688 (0.573 to 0.803) 60.53 64.44 62,65 0.003
miR-376a-3p 0.682 (0.563 to 0.800) 68.89 64.10 66.67 0.004
miR-376¢-3p 0.736 (0.627 to 0.845) 70.45 64.10 67.47 <0.001
5-miRNA panel 0.936 (0.887 to 0.985) 8125 84.85 82.72 <0.001

2.5. Combination of miRNASs, Years of Dislipidemin and Non-HDLc to Categorize SI Patients

We investigated the potential value of the miRNA candidates to discriminate between
the SI vs. the NSI cohort and their association with some clinical parameters. Only years
of DLP and non-HDLc levels were significantly higher in SI patients (Figure 4A,B). We
assess the potential of these two clinical parameters to distinguish between SI and NSI
groups. The ROC curves of these factors, DLP and non-HDLc, showed AUC values of
0.700 and 0.807, respectively, indicating a moderate performance to discriminate SI from
NSI patients, whereas the combination of these two parameters achieved an AUC value
of 0.844 (Table 4). We developed a multivariate model to increase the diagnostic power to
discriminate between SI vs. NSI combining differentially expressed miRNAs, DLP and /or
non-HDLc plasmatic levels. The diagnostic performance of the 5-miRNA panel was only
slightly improved with DLP as, although the AUC value was similar, this model achieved
an accuracy of 84.81% against the 82.72% shown by the 5-miRNA panel (Figure 4C,1D).
In contrast, the diagnostic ability of the 5-miRNA set and the non-HDLc concentration
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was lower than that of the 5-miRNA panel by itself, showing an AUC value of 0.855.

Interestingly, the combination of the 3-miRNA panel composed of let-7f, miR-376a-3p
and miR-376c-3p, and DLP plus non-HDLc reached the highest diagnostic performance
with an AUC value of 0.954 and an accuracy of 89.47% (Figure 4D and Table 4). We next
use the Weka data mining tool to evaluate the performance of our model using 10-fold
cross-validation. We ran all classifiers in Weka and, the most successful algorithm was Ada
Boost M1 achieving a mean training accuracy, sensitivity, specificity, MCC and AUC of
86%, 83.67%, 88.57%, 0.714 and 0.891, respectively, keeping higher diagnostic value than
the 5-miRNA panel model (Figure 5).
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Figure 4. ROC curves for evaluating the predictive performance of clinical factors with differentially
expressed miRNAs. (A) Box plot of DLP in NSI (n = 45) and SI (n = 39) subjects. (B) Box plot of
non-HDLc levels in NSI (12 = 45) and SI (n = 39) subjects. (C) ROC curves for each clinical parameter,
DLP and non-HDLg, and for the association of DLP plus non-HDLe. (D) The ROC curve of the
combined value of the 3-miRNA panel (let-7f-5p, miR-376a-3p and miR-376¢-3p), DLP and non-HDLc
plasmatic concentration. DLP: years of dyslipidemia SI: statin intolerant; NSI: non-statin intolerant;
non-HDLe: non-high-density lipoprotein cholesterol. * p < 0.05; *** p < 0.005.
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Table 4. Evaluation of the potential of clinical parameters (DLP and non-HDLc) and the multivari-
ate models as SI biomarkers. AUC, area under the curve; CI, confidence interval. DLP: years of
dislipidemia; miRNA: microRNA; non-HDLc: non-high-density lipoprotein cholesterol.

Multiparametric Model AUC (95% CD Sensitivity % Specificity % Accuracy % p Value
DLP (years) 0.700 (0.587 to 0.814) 57.89 60.00 58.54 0.017
Non-HDLe (mg/dL) 0.807 (0.703 to 0.911) 77.08 84.38 80.00 <0.001
DLP + non-HDLc 0.844 (0.751 to 0.937) 79.55 8529 82.05 <0.001
5-miRNA panel + DLP 0.940 (0.892 to 0.989) 85.71 83.78 8481 <0.001
5-miRNA panel + non-HDLe 0.889 (0.814 to 0.964) 85.00 81.08 83.12 <0.001
3-miRNA panel + DLP + non-HDLe 0.954 (0.911 to 0.998) 89.74 8919 89.47 <0.001
1.01 —
0.8
2
= Ada Boost M1 algorithm
=] 06'
‘0 10-CV accuracy (%) |86
c
Q Sensitivity (%) 83.67
w
Specificity (%) 88.57
0.49 mcc 0.714
AUC 0.891
0.2+
0.0 T T T T 1
0.0 02 0.4 0.6 0.8 1.0

1 - Specificity

Figure 5. ROC curve of 10-fold cross validation test for 3-miRNA panel + DLP + non-HDLc model
(Ada Boost M1).

2.6. Kyoto Encyclopedin of Genes and Genotnes Pathway and Gene Ontology Envichment Analysis

We next investigated the biological significance of the five differentially expressed
miRNAs using GO enrichment and KEGG pathway analysis. We used the miRNet online
software (https:/ /www.mirnet.ca, accessed on ¢ November 2021) to predict the putative
targets of let-7¢-5p, let-7d-5p, let-7f-5p, miR-376a-3p and miR-376¢c-3p. The let-7c-5p,
let-7d-5p, let-7f-5p, miR-376a-3p and miR-376c-3p were associated with 516, 394, 397,112
and 84 mRNAs in the miRNet database, respectively. Interestingly, one mRNA target,
IGFIR, was shared by these five miRNAs (Figure 6A,B). GO analysis using the WebGesalt
(WEB-based Gene Set Analysis Toolkit) computational tool showed significant enrichment
of biological processes related to response to nerve growth factor and dendrite development,
cell cycle, gene silencing and response to transforming growth factor-beta (TGF-£), among
others (Figure 6, left panel). KEGG pathway analysis showed several pathways, the most
significant of which are the p53 signaling pathway, Forkhead members of the O class (FoxO)
signaling pathway [19,20], EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance, and glioma (Figure 6C,
right panel). Finally, disease enrichment analysis identified that these five miRNAs might
be involved in leukemia, mitochondrial myopathy, lactic acidosis and diabetes mellitus
(noninsulin-dependent), among others (Figure 6C, bottom panel).
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Figure 6. KEGG and GO analysis of differentially expressed miRNAs. (A) miRNA-gene network for
of let-7c-5p, let-7d-5p, let-7f-5p, miR-376a-3p and miR-376¢-3p. (B) Venn diagram showing overlap
of gene targets of let-7c-5p, let-7d-5p, let-7f-5p, miR-376a-3p and miR-376¢-3p. (C) GO and KEGG
functional enrichment analysis of let-7c-5p, let-7d-5p, let-7f-5p, miR-376a-3p and miR-376¢-3p.

3. Discussion

We investigated the circulating miRNA signature of a high and very high cardiovas-
cular risk population treated with statins. We report, for the first time, a fingerprint of
miRNAs (let-7c-5p, let-7d-5p, let-7f-5p, miR-376a-3p and miR-376c-3p) to discriminate
between SI and NSI patients. Moreover, when we add some clinical information, this
circulating miRNA set increases its accuracy remarkably.

Statins are by far the most important therapy used for the treatment and prevention of
cardiovascular diseases. Statins have widely proven their profits in primary and secondary
cardiovascular prevention [1-3]. Although usually well tolerated, statin dropout rates
and non-adherence are high after the first year of therapy, 43% and 24%, respectively [21].
The main reason is SAMS which leads to neglect of the treatment and dropout [22] and
dramatically increases cardiovascular morbidity and mortality [5,23].

The identification of SI patients is crucial to avoiding cardiovascular risk and reaching
the aims established by the guidelines [2]. These patients need to be focused differently in
order to prevent the adverse impact of statins and atherosclerosis over the years. However,
the current clinical diagnosis of SI has limitations. Clinically, there are no clues to suspect
who will present this condition. Myotoxicity shows very heterogeneous manners, and the
phenotype that includes myalgia is the most common. SAMS affects symmetrical groups of
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muscles such as pelvic and shoulder girdles or limbs; muscular weakness, cramps, and,
more rarely, increased creatinine kinase plasmatic levels may be considered an adverse
effect [24]. Some studies have proposed various scores to assess myalgia [25-27]. Several
pathological paths have been suggested to explain statins’ toxicity as the mitochondrial dys-
function through Co-enzyme Q10 deficiency, the reduction in beta-oxidation of fatty acids,
the promotion of muscular apoptosis, drug—drug interaction, exercise, or certain genetic
polymorphisms [22]. The lack of knowledge of the underlying pathological mechanism that
leads to SAMS impedes any preventive measures. Thus, the difficulty reaching a clinical
diagnosis, the lack of circulating markers or non-invasive tests to detect this side-effect,
and the dropout of the preventive therapy leads to a crucial need for a tool that solves this
problem. Some groups have related miRINAs with the effectiveness of different statins,
and their pleiotropic effect on the endothelial cells [28-31]. To our knowledge, the use of
circulating miRNAs as a diagnostic tool for SI detection remains unexplored.

In the present study, five plasmatic miRNAs, (let-7c-5p, let-7d-5p, let-7f-5p, miR-376a-3p
and miR-376c-3p) were identified as being enriched in SI patients as compared with NSI.
Moreover, together, these miRNAs showed a promising potential to discriminate between SI
and NSI cohorts. Thus, let-7c-5p is involved in muscle attenuation through the TEG-3 factor;
its intracellular effector Smad3 is known to inhibit myogenesis and stimulate adipogenesis
and myofiber lipid accumulation [32,33]. Let-7{-5p, regulated by the FoxO transcription
factors family, is overexpressed in myasthenia gravis in muscle-specific tyrosine kinase
antibody seropositive [34]. Myasthenia gravis is a neuromuscular autoimmune disease
caused by antibodies which attack receptors at the neuromuscular junction. MiR-376a-3p,
proposed as a biomarker of coronary artery disease, acts by nuclear receptor-interacting
protein 1 (NRIP1) leading to the cellular apoptosis. Hence, miR-376a-3p might be related to
the effect of statins reducing the risk of coronary artery disease, however, this hypothesis
needs to be investigated [35]. Related to statin toxicity, others circulating miRNAs have
been described as miR-499 and miR-145 [36]. In 2016, Min et al., using combined in vivo
and in vitro modelling, demonstrated a release of miR-499-5p linked to muscle injury
during exercise when muscular contraction induced by carbachol is combined with statins
intake. Circulating levels of miR-1, miR-133a and miR-206 were significantly upregulated
in patients in statin therapy who practiced endurance sports and showed muscular adverse
effects [37]. Fu et al. demonstrated the statin-induced injury on the skeletal muscle
through the overexpression of miR-1a by regulating the mitogen-activated kinase 1 (MKK1)
pathway [38]. Some murine models have been used to demonstrate that moderate and
gradual exercise may have a beneficial role on statin intake and its impact on skeletal
muscle [39,40].

In the biological process analysis, we identified that these miRNAs were highly en-
riched with genes in the TGF-3 pathway, suggesting that they are plausible candidates.
Recently, has been reported that TGF-f3 through Smad3 transcriptional repression leads to
the inhibition of myogenesis differentiation [41,42]. Myogenic differentiation and function
may need several cellular signal and growth factors, but also an appropriate environment
that may be impair by statins.

The genes predicted to be impacted by these five miRNAs are shown in Figure 6.
All miRNAs described, except let-7f-5p, shared POTEG, BEND4, POTEM and CASTOR
that are genes linked with muscular homeostasis and apoptotic processes. In this sense,
CASTOR2, among other genes, has been described as a target of the proteolytic path-
way of FoxO driving to muscular atrophy [43]. TGFBR1, common to all miRNAs except
miR-376a-3p, has been reported to affect the muscular growth and differentiation [44].
TGFp signaling plays a critical role in regulating muscle growth and atrophy, in both
inherited and acquired myopathies [45]. It is important to note that miRNA target pre-
diction analysis identified insulin-like growth factor (IGF1) as a target gene shared by
these five miRNAs. Several studies have reported that statins regulate IGF1-R signaling
at different levels [46-48]. AKT is a key-regulator of the synthesis and degradation mus-
cle growth and regeneration through AKT/mTOR and FoxO transcription factors [49].
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IGF1 is related to statin myotoxicity by inhibiting the IGF1/AKT pathway leading to an
increased myofibrillar proteins degradation, impaired proteins synthesis. Thus, statins
inhibit AKT phosphorylation activates caspases and PAPR inducing apoptosis and, most
importantly, are closely associated with the inhibition of cholesterol synthesis at the level
of hydroxymethylglutaryl-CoA (HMG)-CoA reductase. These findings have been demon-
strated in both in vitro and in vivo models, enhancing the importance of these pathways in
statin-induced myotoxicity [49]. FoxO are a family of transcription factors that are targeted
by these miRNAs. They are implicated in the protein degradation and apoptosis. FoxQ are
related to muscular atrophy and caquexia with the use of certain chemotherapy treatments
through the IGF1/AKT/FoxO pathways [50]. Finally, GO enrichment analysis revealed
significant enrichment of mitochondrial myopathy-related diseases. In agreement with
this, numerous studies have shown that mitochondria play an important role in statin-
induced myopathies. Moreover, it has been suggested that statins may have major effects
on mitochondrial function, and some of their adverse effects might be mediated through
mitochondrial pathways [51-53]. Hence, our data suggest that these circulating miRNAs
might be involved in the mechanisms of action of statins on mitochondrial function.

In this study we demonstrate that a panel of five miRNAs have a better performance
in predicting patients with SI than individual miRNAs. To the best of our knowledge, these
five circulating miRINAs have not been reported to be associated with SI. Moreover, we
present a multiparametric model that increases the discriminative power of this diagnostic
tool in clinical practice. We worked with several clinical parameters and a combination of
miRNAs. Thus, our miRNAs set, let-7f-5p, miR-376a-3p and miR-376¢c-3p, with two clinical
parameters such as DLIP and non-HDLc concentration showed a high-yield diagnostic
accuracy with an AUC of 0.954 and an accuracy of 89.47%. A 10-fold cross-validation
evaluation to estimate the prediction performance resulted in high diagnostic accuracy
(86%) with an AUC of 0.891 supporting the robustness of the multiparametric model.

Non-HDLc, a reliable marker for cardiovascular risk and residual risk, encompasses
all lipoproteins that contain cholesterol and apo B, being closely related to atherogenic dys-
lipidemia. Thus, in any clinical context associated with insulin resistance, such as diabetes
mellitus 2, metabolic syndrome or visceral obesity, it is suggested to use non-HDLc or apo
B as a therapeutic aim rather than classic LDLc [54]. This highlights the importance of
this non-HDLc for better control of dyslipidemia [2] and an update of the risk calculation
indices has recently been published SCORE2 [55] and SCORE2-OF [56]. This update intro-
duces different variations on the original SCORE index assessing not only cardiovascular
mortality but the risk of developing a cardiovascular event. In this sense, non-HDLc has
been enhanced as a major cardiovascular risk factor with the same impact as LDLc or
global cholesterol. Thus, non-HHDLc levels are equivalent in terms of risk to high blood
pressure, diabetes mellitus or chronic kidney disease. On the other hand, DLP play a key
role in ASCVD. The time of exposition to a reduced LDLc concentration is independent of
the reduced mechanism used; the clinical benefit to more decreased LDLc levels, whether
genetically or pharmacologically, is determinant; the lower and the earlier the better [57].

We expose a circulating miRINAs fingerprint as an accessible and helpful tool for SI
diagnosis. In addition, we propose a multiparametric model, a panel of three miRINAs
and two clinical parameters, that detects patients with this adverse event with the highest
diagnostic value reported to date, The bioinformatics analysis leads to the biological and
molecular processes present in this entity. This proposal permits a therapy-tailored strategy
to avoid the dropout of a crucial therapy and offer an alternative to treat patients with high
cardiovascular risk.

Our current study has several limitations. Firstly, our sample was prospectively
recruited from the outpatient clinic. The size of the study sample, recruited from various
Lipid Units and Cardiology Departments, did not allow us to obtain a robust multivariate
logistic regression model. Furthermore, a larger sample size is needed to validate these data.
As a consequence, these results should be extended and replicated to a larger population
before the novel biomarkers can be routinely applied in clinical practice. Finally, even
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though databases registered the expression of the parental genes, we have no confirmation
about the direct secretion of these circulating miRNAs into the extracellular space. Hence,
the association of miRNAs with ST and all the interactions are putative. Therefore, larger
confirmative studies on circulating miRNAs are needed to generate a better, reproducible
prognostic signature for SI.

4, Materials and Methods
4.1. Study Population and Design

This is a multicenter prospective case-control study. Patients were recruited from
three field centers (Puerta del Mar University Hospital, Cadiz; Virgen del Rocio Univer-
sity Hospital, Sevilla; and Reina Sofia University Hospital of Cérdoba, Spain). Inclusion
criteria were patients over 18 years old with a high and very high cardiovascular risk in
treatment with statins referred to the Lipid Unit of these centers. We have focused on
the most frequent symptom, SAMS [5]. A total of 84 consecutive subjects (Figure 7) were
included and divided into two different cohorts: (i) SI patients (n = 39) and, (ii) patients
non-intolerants to statins (NSI) (n = 45). SI group was defined based on the European
Medicine Agency criteria [5]. Before including these patients in the study, we applied the
2019 ESC/EAS Lipid Management Guidelines, which establish the requirement to offer
the patient alternative dosing such as every other day or twice a week with Atorvastatin,
Pitavastatin or Rosuvastatin. All patients included dropped out of the alternative proposed
due to intolerance to statins. All patients recruited were high or very high cardiovascular
risk based on the classification of the cardiovascular risk grade of the ESC/EAS guidelines
(Table 5) [2]. ASCVD can be documented as either clinical or unequivocal based on imaging.
In the clinical branch, ASCVD includes previous acute coronary syndrome (myocardial in-
farction or unstable angina), stable angina, coronary revascularization procedures including
percutaneous coronary intervention, coronary artery bypass graft or arterial revasculariza-
tion procedures, ischemic stroke, and peripheral arterial disease. Conditions considered to
explicitly document ASCVD on imaging include findings known to be predictive of clinical
events, such as significant plaque on coronary angiography or coronary tomography scan
(a multivessel coronary disease with two major epicardial arteries having >50% stenosis) or
on carotid ultrasound.

Table 5. Cardiovascular risk criteria based on the 2019 ESC /EAS guidelines used to the recruitment
of patients [2]. ASCVD: atherosclerotic cardiovascular disease; DM: diabetes mellitus; CKD: chronic
kidney disease; CVD: cardiovascular disease; eGFR: estimated glomerular filtration rate; FH: familial
hypercholesterolemia; SCORE: Systematic coronary risk estimation. Adapted from Ref. [2]. Copyright
2019. The European Society of Cardiology and the European Atherosclerosis Association 2019.

Very High CVD Risk High CVD Risk
Total cholesterol over 310 mg/dL,
Presence of ASCVD clinically/imaging. LDLc over 190 mg/dL or blood

pressure > 180/110 mmHg,
DM patients with target organ damage or

at least three major risk factor or early DM patients without target organ damage.
onset of DM type 1 with a length over Over 10 years with DM.
20 years.
Severe CKD Moderate CKD
(eGFR < 30 mL/min/1.73 m?). (eGFR = 30-39 mL/min/1.73 m?).
A calculated SCORE > 10% for 10 years A calculated SCORE > 5% and < 10% for 10 years”
risk of fatal CVD. risk of fatal CVD.

FH with a ASCVD or with another major

. FH without any other major risk factor.
risk factor.
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Figure 7. The flowchart of the study design. This figure illustrates the experimental workflow
of the study including screening and validation. MiRNA: microRNA; NSI: non-statin intolerant;

SL statin intolerant,

Exclusion criteria were patients over 80 years old or with marked frailty, intensive
physical activity, heavy alcohol consumption and patients who presented chronic inflam-
matory, autoimmune or neoplasia disease or other pharmacological therapies that interfere
with the metabolic pathways of the different statins. Subjects with high training exercise
workload, previous muscular symptoms, myopathy disease, high levels of creatine kinase
levels or hypothyroidism were excluded from the study.

Detailed anthropometric, clinical and pharmacological information was obtained
from each subject including cardiovascular risk factors and previous vascular events. All
patients performed a blood test including thyroid, hepatic, kidney, lipid profiles and
creatine kinase at the inclusion moment. Our institution’s ethics committee (Comité de
Etica de la Investigation de Cadiz) approved the study protocol. The study was performed
in full compliance with the Helsinki I Declaration. All participants provided written
informed consent.

4.2, Blood Collection

Ten milliliters of peripheral blood were collected in K2-ethylenediaminetetraacetic
acid tubes after 10 h overnight fasting and were immediately centrifuged (1500 g, 15 min,
4 °C). The blood was processed within 4 h after isolation. The upper layer containing
plasma was divided into aliquots and stored at —80 °C until further analysis.

4.3. RNA Isclation

Total RNA was extracted from 200 uL of plasma using the miRNeasy Serum/Plasma
Advanced Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s instructions. A
total of 200 uL of plasma aliquots were used to obtain enough final volume. During the
extraction, 3.5 L. of miRNeasy Serum/Plasma Spike-In Control (1.6 x 108 copies/uL of
the C. elegnis miR-39 miRNA mimic) were added to each sample as an internal control.
RNA was eluted in 20 uL of RNase-free water.

4.4, MiRNA Real-Time Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction

To evaluate miRNA expression levels and profiles of SI and NSI groups, an analy-
sis of 179 miRNA species known to be present in human serum was performed using
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miRCURY LNA RT Kit (Qiagen, Hilden, Germany) for reverse transcription, miRCURY
LNA SYBR Green PCR Kit (Qiagen) for quantitative real-time (QRT-PCR) amplification
and Human Serum/Plasma Focus, miRCURY LNA miRNA Focus PCR panels (Quiagen,
Hilden, Germany) according to the manufacturer’s instructions. Raw cycle threshold (Cq)
values were inter-plate calibrated using UniSp3. Cgs above 35 cycles were censored at the
minimum level observed for each miRNA. As housekeeping miRNA for data normaliza-
tion, we selected the most stably expressed pair of miRNAs (miR-148a-3p and let-7b-5p)
as determined by the Normfinder algorithm [58]. Accordingly, each single miRNA was
normalized as ACq = mean (CqmiR-148a-3p and let-7b-5p)—Cq miRNA, MiRNA levels
were log-transformed before being used in the statistical analyses.

4.5. Validation of miRNA Profiles

For the validation study, each selected miRNA candidate was quantified using miR-
CURY LNA miRNA Custom PCR Panels (Qiagen, Hilden, Germany). RNA was reverse
transcribed using the miRCURY LNA RT Kit (Qiagen, Hilden, Germany). qRT-PCR was
performed using miRCURY LNA SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Hilden, Germany), as previ-
ously described [59] and amplification curves were evaluated with CEX Manager™ software
(BioRad). The specificity of the amplification was corroborated by melting curve analysis.

4.6. miRNA-Gene Network Analysis

The miRNAs obtained were tested using the miRNet database (https:/ /www.mirnet.ca,
accessed on 9 November 2021) to predict the targeted genes. A database analysis to
identify the biological function was performed using gene ontology (GO) enrichment
analysis (http://geneontology.org/, accessed on 9 November 2021) [60] and the Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) ht‘tp://www.genome.jp/kegg/, accessed on
9 November 2021) [61]. The Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes (STRING)
database (http:/ /www.string-db.org/, accessed on 9 November 2021) [62] was used to
analyze the protein—protein interaction networks.

4.7. KEGG and GO Term Envichment Analysis

The miRNet online software (https://www.mirnet.ca, accessed on 9 November 2021)
was used to predict the targeted genes and to construct the miRNA-mRNA regulatory
network. The WebGestalt (WEB-based GEne SeT AnaLysis Toolkit) [63] computational
tool was performed for KEGG pathway and GO terms analysis. GO term analysis was
employed to determine the involvement of the 5 differentially expressed miRINAs in
biological processes and diseases.

4.8. Statistical Analysis

Continuous variables are shown as mean =+ standard deviation. Categorical variables
are expressed as frequency and percentage of patients (%). Outliers were identified through
the Rout method, using a Q = 1% [64]. The normal distribution of each variable was verified
with the Shapiro-Wilk test. Intergroup comparisons of miRNAs levels were performed
using non-parametric Mann-Whitney and Kruskal-Wallis rank tests for continuous vari-
ables. An analysis of differences between groups was performed using the analysis of
variance. ROC curves that characterize the diagnostic performance of candidate miRINAs
and logistic regression models were plotted to determine the area under the curve (AUC)
and the specificity and sensitivity of the optimal cut-offs. ROC curves were generated
by plotting sensitivity against 1-specificity. Data were presented as the AUC and 95%
confidence intervals. The changes in p-values of their variables were evaluated by the
Wald test and a likelihood ratio. Training was performed with 10-fold cross-validation
using Waikato environment for knowledge analysis (Weka) data mining tool. The statistical
software package R was used for all analyses (Team RC. R: A Language and Environment
for Statistical Computing. https://www.r-project.org, accessed on 9 November 2021).
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5. Conclusions

In conclusion, we identified for the first time a signature of five miRNAs differentially
expressed in the SI population. Our multiparametric model also combined circulating
miRNAs and clinical variables, and emerges as a potential clinical tool to identify patients
with muscular toxic effects as a result of statins. In daily practice, this panel with accessible
clinical parameters may improve the accuracy and may lead to a tailored-treatment strategy
improving the cardiovascular risk and outcome of these patients.
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Abstract: Oxidative stress, defined as the excess production of reactive oxygen species (ROS) relative
to antioxidant defense, plays a significant role in the development of cardiovascular diseases. Endo-
plasmic reticulum (ER) stress has emerged as an important source of ROS and its modulation could be
cardioprotective. Previously, we demonstrated that miR-16-5p is enriched in the plasma of ischemic
dilated cardiomyopathy (ICM) patients and promotes ER stress-induced apoptosis in cardiomyocytes
in vitro. Here, we hypothesize that miR-16-5p might contribute to oxidative stress through ER stress
induction and that targeting miR-16-5p may exert a cardioprotective role in ER stress-mediated
cardiac injury. Analysis of oxidative markers in the plasma of ICM patients demonstrates that oxida-
tive stress is associated with ICM. Moreover, we confirm that miR-16-5p overexpression promotes
oxidative stress in AC16 cardiomyoblasts. We also find that, in response to tunicamycin-induced ER
stress, miR-16-5p suppression decreases apoptosis, inflammation and cardiac damage via activating
the ATT6-mediated cytoprotective pathway. Finally, ATT6 is identified as a direct target gene of
miR-16-5p by dual-luciferase reporter assays. Qur results indicate that miR-16-5p promotes ER
stress and oxidative stress in cardiac cells through regulating ATF6, suggesting that the inhibition
of miR-16-5p has potential as a therapeutic approach to protect the heart against ER and oxidative
stress-induced injury.

Keywords: miR-16-5p; ischemic dilated cardiomyopathy; reactive oxygen species; endoplasmic
reticulum stress; ATF6
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1. Introduction

Dilated cardiomyopathy (DCM) is one of the most common causes of heart failure
(HF) and is associated with significant morbidity and mortality. From a pathophysiology
perspective, DCM involves ventricular chamber enlargement and systolic dysfunction
with an ejection fraction of <50% [1]. Ischemic DCM (ICM) is the most prevalent cause of
DCM and leads to malignant arrhythmias and HF and is thus considered one of the most
common causes of heart transplantation [2,3].

Decades of research have provided substantial evidence that oxidative stress plays an
important role in the pathophysiclogy of cardiac remodeling and HF [4-10]. Furthermore,
oxidative stress has been associated with DCM both in human and animal models [11-14].
Oxidative stress is defined as an imbalance between oxidants and antioxidants in favor of
the oxidants, leading to the disruption of redox signaling and control and /or molecular
damage [15]. In the heart, reactive oxygen species (ROS) play a critical role in controlling
cell homeostasis in cardiomyocytes since they act as second messengers in different cellular
pathways. However, ROS overproduction can become extremely dangerous to proteins,
membranes, and nucleic acids, and is linked to multiple pathophysiological pathways
in the heart. Protective mechanisms balancing the dangerous effects of ROS include
the scavenging activity of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), and glutathione
peroxidase (GPx) [16-18].

Recent findings suggest that endoplasmic reticulum (ER) stress is intimately related
to ROS production in animals [19-21]. Furthermore, in the last decade, ER stress has
been associated with several cardiac diseases, including ischemia, DCM, and HF [22,23].
The ER coordinates the synthesis, folding, and quality control of almost all secreted and
membrane proteins. Alteration in ER homeostasis causes the accumulation of unfolded and
misfolded proteins in the ER lumen, leading to ER stress [24]. When ER stress occurs, the
unfolded protein response (UPR) is activated to re-establish cellular proteostasis. UPR is
initiated by the activation of three signaling branches, namely inositol-requiring enzyme-1e
(IREl«), protein kinase R (PKR)-like endoplasmic reticulum kinase (PERK), and activating
transcription factor 6 (ATF6), which culminates in the attenuation of protein synthesis and
a transcriptional response aimed at coping with the accumulation of unfolded proteins
[25,26]. In normal conditions, the three transducers are kept inactive through the chaperone
binding protein/78 kDa glucose-regulated protein (GRP78). In stressed conditions, GRP78
dissociates from IREle, PERK, and ATF6 and allows UPR activation [26]. Since protein
folding is linked to ROS formation, the increment in folding load during ER stress strongly
induces ROS production and exacerbates oxidative stress [27]. The activation of UPR can
moderate ROS production by reducing the folding demand but also by the activation of
genes encoding antioxidant enzymes [28,29]. Nevertheless, if the stress is severe or chronic,
UPR assumes an adverse role and triggers apoptosis [30,31].

MicroRNAs (miRNAs) are a class of noncoding single-stranded RNA molecules with
22 nucleotides that regulate gene expression post-transcriptionally [32-34]. Besides their
well-known role in many cardiovascular diseases and biological processes [35-39], miRNAs
have emerged as key regulators of the ER stress response and important players in ER
UPR-dependent signaling in the heart [40]. Additionally, miRNAs have been identified
as potential biomarkers of DCM, cardiac remodeling, and HF [41,42]. In this context,
we have previously demonstrated that miR-16-5p is upregulated in the plasma of ICM
patients [43]. Qur in vitro studies showed that miR-16-5p promotes ER stress-induced
apoptosis, autophagy, and inflammation in human ventricular myocytes [43]. In the
present study, we hypothesize that miR-16-5p might contribute to oxidative stress through
ER stress induction and that targeting miR-16-5p may exert a cardioprotective role in ER
stress-mediated cardiac injury. The contribution of miR-16-5p-mediated ER stress to ROS
production, as well as the ability of miR-16-5p inhibition to counteract ER-stress induced
cardiac injury, is tested in vitro in the human cardiomyocyte cell line AC16. The modulation
of the UPR pathway in miR-16-5p-mediated ER stress is also investigated.
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2. Results
2.1. Patients and Control Subjects

The baseline characteristics of the study population are presented in Table 1. There
were no statistically significant differences in gender. As expected, the ICM group exhibited
an increase in left atrial dimension and E/e’ ratio, compared with the control group
(p < 0.001). Mitral annular plane systolic excursion was significantly reduced in the ICM
group (p < 0.001) and no significant differences were observed in tricuspid annular plane
systolic excursion. Both mitral and tricuspid insufficiency were only detected in ICM
patients. Finally, confirming the results from our previous work [43], expression levels of
miR-16-5p were increased in the plasma of ICM patients.

Table 1. Baseline characteristics of patients with ICM and controls.

Variable Healthy Control (z =12} Ischemic DCM (# = 12) p-Value
Age (years) ?, means + SD 452 +144 63.0 £ 88 0.006
Sex (male) 62.5% 66.7% ns
BMI (Kg/mz) 8 means &+ 5D 229 £3.51 29.0£ 29 0.003
LVEF (%) #, means £ SD 68.5 + 6.05 34.0£58 <0.001
LVEDD (mnm) ®, means + SD 45.7 453 617 £ 65 <0.001
LVESD (mm) ?, means £ SD 28.0+4.2 46,2 £15.5 0.004
LA (mm) 2, means + SD 36.6 +6.9 472 + 5.9 0.002
Sphericity index #, means £ SD 064003 0.7 £0.04 0.03
TAPSE (mm) @, means £+ SD 19.09 £4.37 21.44 +4.21 ns
MAPSE (mm) ?, means £+ SD 1877 £2.88 10.98 £ 2.24 <0.001
MI - 10 (83.4%) 0.001
TI - 6 (50%) 0.02
E/¢ ratio b, means &+ SD 7.59 +£1.59 18.12 £ 7.62 <0.001
NYHA class I I <0.001
miR-16-5p expression levels (log;) 2 7.522 +£0.43 8.232 4+ 0.52 0.005

BMI, body mass index; LVEE left ventricular ejection fraction; LVEDD, left ventricular end-diastolic diameter;
LVESD, left ventricular end-systolic diameter; LA, left atrial dimension; M1, mitral insufficiency; TI, tricuspid in-
sufficdiency; B/e/, ratio of mitral eatly diastolic flow velodity over tissue Doppler lateral mitral annular lengthening
velocity; NYHA, New York Heart Association; ns: nonsignificant. * Student’s # test; b Mann-Whitney U test.

2.2. Increased Oxidative Stress in Plasma from ICM Patients

Oxidative stress has been demonstrated to be elevated in plasma from patients with
ischemic heart disease and non-ischemic DCM [44,45]. We therefore assessed the oxidative
stress status in ICM patients by the quantitative examination of malondialdehyde (MDA) and
advanced oxidation protein products (AQPPs). As shown in Figure 1A,B, the levels of MDA
and AOPP in the plasma of ICM patients were increased as compared to controls. In addition,
the activity of antioxidant enzymes CAT, SOD, GPx, and reduced glutathione (GSH) were
decreased in the plasma of ICM patients as compared to the control cohort (Figure 1C-F).
These results confirm that oxidative stress is increased in plasma from [CM patients.

2.3. miR-16-5p Overexpression Induces Oxidative Stress in Human Cardiomyoblas

Since ER stress is closely linked to ROS generation, contributing to oxidative stress [27],
we next analyzed whether miR-16-5p-induced ER stress causes oxidative stress in AC16
cells. For this purpose, we first measured AOPP and MDA levels as markers of oxidative
stress in AC16 cells treated with miR-16-5p mimic. As shown in Figure 2A, AOPP levels
were higher in AC16 cells after miR-16-5p overexpression than in control conditions,
whereas MDA levels remained unaltered (Figure 2B). Additionally, qPCR analysis showed
that miR-16-5p significantly downregulated the expression of antioxidant genes CAT,
SOD1, and GPX in AC16 cells (Figure 2C). In agreement, western blot analysis also showed
a significant decrease in CAT and GPx1 protein levels in AC16 cells transfected with
miR-16-5p mimic over controls (Figure 2D,E). These data indicate that miR-16-5p promotes
oxidative stress in human cardiomyoblasts.
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2.4. Effect of miR-16-5p on Mitochondrial Respiration in Cultured Human Cardiomyoblasts

Mitochondria, especially abundant in the heart, are the major site of ROS production,
and impairment of their function leads to the excessive production of ROS, contributing
to cardiac pathology [46]. The acute induction of ER stress leads to mitochondrial dys-
function, enhancing ROS production in the heart [47]. Therefore, we next investigated the
impact of miR-16-5p-induced ER stress on mitochondrial respiration by measuring the
oxygen consumption rates of mitochondria (OCR). Overexpression of miR-16-5p induced
a significant decrement in overall mitochondrial respiration as AC16 cells showed a sub-
stantial decrease in OCR after miR-16-5p transfection (Figure 3A-F). Quantification of OCR
parameters determined that miR-16-5p appears to attenuate basal respiration (Figure 3B),
ATP-synthesis-coupled respiration (Figure 3C), proton (H™) leak (Figure 3D), maximal res-
piratory capacity (Figure 3E), and reserve capacity (Figure 3F) in AC16 cells. These results
indicate that miR-16-5p promotes mitochondrial dysfunction in human cardiomyoblasts.
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Figure 1. Plasma levels of oxidative stress biomarkers in patients with ICM. (A,B) MDA and AOPP
levels in ICM patients (n = 12) are significantly higher than those in controls (# = 12). (C-F) Activity
of the antioxidant enzymes (C) CAT, (D) SOD, (E) GPx, and (F) GSH is lower in ICM patients than in
controls. * p <0.05, ** p < 0.01, ** p < 0,005, **** p < 0.0001.

2.5. miR-16-5p Suppression Promotes the Cytoprotective Role of ER Stress in Human Cardiomyoblasts

Based on our previous work [43], we aimed to investigate whether miR-16-5p inhibi-
tion may exert a cardioprotective role against ER stress-induced injury. For this purpose,
AC16 cells were treated with the ER stressor tunicamycin (TN). TN treatment provoked
ER stress in AC16 cells, as demonstrated by the upregulation of GRP78 (Figure 4A). How-
ever, the expression of markers of the IRE1« (XBP1) and PERK (CHOP) pathways were
increased by TN, whereas ATF6 was downregulated (Figure 4A). miR-16-5p inhibition
reverted the TN-induced ATF6 downregulation (Figure 4A). In contrast, upregulation of
XBP1 and CHOP was exacerbated by miR-16-5p deficiency (Figure 4A). Interestingly, TN
also stimulated miR-16-5p expression, corroborating the data obtained in vivo (Figure 4B).

ATT6 activates the expression levels of genes encoding antioxidant proteins in car-
diomyocytes [29]. Therefore, we evaluated the effect of miR-16-5p inhibition on the expres-
sion of antioxidant genes in the context of cardiac ER stress, TN treatment only significantly
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altered SOD1 expression levels but not CAT (Figure 4C). However, when miR-16-5p was
inhibited, both CAT and SOD1 expression levels were significantly upregulated (Figure 4C).

Next, we evaluated the protective effect of miR-16-5p inhibition against ER stress-
induced cardiomyocyte apoptosis by assessing the activation of caspase-3 and -7 using
the FLICA assay. As expected, exposure to TN resulted in a significant increase in ER
stress-induced apoptosis in AC16 cells. However, miR-16-5p suppression reversed the
apoptosis in response to TN (Figure 4D,E). Consistently, miR-16-5p inhibition rescued
impaired antiapoptotic BCL-2 expression in AC16 cells treated with TN (Figure 4F). On
the other hand, TN decreased the expression levels of ATG14, a key player in regulating
autophagy, but this effect was rescued when miR-16-5p was inhibited (Figure 4G).

Finally, we examined the effect of miR-16-5p disruption on cardiac damage in the
context of TN-induced ER stress. The inflammatory mediator IL.-6 and the cardiac injury
marker cardiac troponin T (TNNT2) were upregulated in AC16 cells treated with TN.
However, miR-16-5p inhibition significantly downregulated their expression (Figure 4H).
Collectively, these results indicate that miR-16-5p suppression has a protective role against
ER stress-induced cardiomyocyte damage.
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Figure 2. miR-16-5p overexpression causes oxidative stress in cardiomyoblasts in vitro. (A) AOPP
determination shows increased levels in AC16 cells after miR-16-5p overexpression (n = 6). (B) The
levels of MDA content are unaltered in miR-16-5p-overexpressing AC16 cells (2= 6). (C) qQPCR analysis
shows reduced expression levels of the antioxidant genes CAT, SODI, and GPX in AC16 cells after
miR-16-5p overexpression (1 = 6). (D) Representative western blots of CAT, SOD1, and GPx1 in AC16
cells after miR-16-5p overexpression. (E,F) Densitometry analysis of western blots show reduced levels
of (E) CAT (n =5) and (F) GPx1 (n =4). * p < 0.05, * p < 0.01, *** p < 0.0001, ns: nonsignificant.

93



Int. |. Mol. Sci. 2022, 23,1036

6 0of 16

A

OCR (pmol/min/ug protein)

OCR (pmol/min/ug protein) [0

187

12

Oligomycin FCCP Rot+AA
A B C

-~ Control

-~ miR-16-5p

Reserved
capacity

- Bioenergetic
threshold

ATP-linked

respiratory
capacity

Basal
respiration

Non-mitochondria{ respiration

[s:]

[=2)

IS

n

(=)

T T L] 1
25 50 75 100
Time (minutes)

Proton leak

*

Basal respiration ATP-linked

=2
he)
[=]

*

-
o

-
[=}

—
— T

N

P

=
o

OCR (pmol/min/pg protein) ()
o F-y
OCR (pmol/min/pg protein) )

Control  miR-16-5p Control miR-16-5p Control miR-16-5p

m
—

Spare respiratory

Maximal respiration .
_ . . capacity
£ 16 _— £ 8 *
] ()]
S <
S12 o6
= =
< S I
ES E4
g g
IS a2
o o
[&] Q
[O1N1] o0
Control miR-16-5p Control miR-16-5p

Figure 3. miR-16-5p overexpression leads to mitochondrial dysfunction in AC16 cells: Seahorse Cell
Mito Stress Test to measure OCR in AC16 cells 24 h following miR-16-5p overexpression (n = 4).
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Figure 4. miR-16-5p inhibition reverts the damage caused by TN-induced ER stress in cardiomy-
oblasts. (A) qPCR analysis of ATF6, XBP1, GPR78, and CHOP expression in control (n = 5), TN-treated
(n=6), and TN plus miR-16-5p inhibitor-treated (1 = 6) AC16 cells. (B) qPCR analysis of miR-16-5p
expression in control (1 = 5), TN-treated (n = 6), and TN plus miR-16-5p inhibitor-treated (n = 5)
AC16 cells. (C) qPCR analysis of CAT and SOD1 in control (n = 6), TN-treated (n = 6), and TN plus
miR-16-5p inhibitor-treated (1 = 6) AC16 cells. (D) Representative FLICA staining of AC16 cells 6 h
after TN or TN plus miR-16-5p inhibitor treatment as compared to control. The numbers in the gated
regions are FLICA* AC16 cells (%). (E) Summary of D of control (1 = 8), TN-treated (n = 8), and TN
plus miR-16-5p inhibitor-treated (n = 8) AC16 cells analyzed using the FLICA Poly Caspase Assay kit.
(F,G) qPCR analysis of BCL-2 and ATF14 expression in control (1 = 6), TN-treated (1 = 6), and TN
plus miR-16-5p inhibitor-treated (1 = 6) AC16 cells. (H) qPCR analysis of IL-6 and TNNT2 expression
in control (n = 6), TN-treated (1 = 6), and TN plus miR-16-5p inhibitor-treated (n = 6) AC16 cells.
*p <0.05,** p <0.01, ** p <0.005, ** p < 0.0001. TN, Tunicamycin.

2.6. miR-16-5p Directly Targets ATF6

To explore the underlying mechanism by which miR-16-5p regulates ER stress, we
investigated the target of miR-16-5p, which might modulate the UPR signaling pathway.
By the prediction of new targets of miR-16-5p via TargetScan 7.2 (http:/ /www.targetscan.
org/vert_72/ accessed on 1 December 2021), we found that the 3'UTR region of human
ATF6 contained two putative miR-16-5p target sites (Figure 5A), one highly conserved
(hereafter called ATF6 3'UTR_1) and another poorly conserved across different species
(hereafter called ATF6 3'UTR_2) (data not shown). To verify this prediction, we performed
a dual-luciferase reporter assay. The pMIR-REPORT containing the ATF6 3'UTR_1 or ATF6
3'UTR_2 was co-transfected with miR-16-5p mimics into 3T3 cells, respectively. The results
showed that miR-16-5p significantly reduced the luciferase activity of the pMIR-REPORT
vector containing the ATF6 3'UTR_1, whereas the luciferase activity of the pMIR-REPORT
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vector containing the ATF6 3'UTR_2 was unaltered (Figure 5B). These results confirmed
that ATF6 is a direct target gene of miR-16-5p.
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Figure 5. miR-16-5p targets ATF6. (A) Predicted miR-16-5p binding sites in the 3'UTR of ATFé6.
(B) Dual-luciferase activity assay in 3T3 cells co-transfected with the pMIR-REPORT miRNA expres-
sion reporter vector containing the ATF6 3'UTR_1 or ATF6é 3'UTR_2 fragment with miR-16-5p mimic
for 18 h (n = 3). *p < 0.05. ns: nonsignificant.

3. Discussion

In the present study, we provide evidence that miR-16-5p mediates the crosstalk
between ER stress and oxidative stress in ICM. In this context, we identify miR-16-5p as a
crucial regulator of the ATF6-mediated cytoprotective response upon ER stress activation
in AC16 cells.

The importance of the link between ER stress and oxidative stress in the development
of cardiac diseases such as ICM has been well documented [27,29]. In this regard, previous
studies have reported elevated levels of the oxidative stress markers AOPP and MDA
in ischemic heart diseases [44,45,48]. We first confirmed elevated oxidative stress in the
plasma of ICM patients as levels of AOPP and MDA were increased, reinforcing the
involvement of oxidative stress in the development of ischemic heart disease. In addition,
we observed lower activity of antioxidant enzymes in the plasma of ICM patients. ATF6is
an inducer of numerous antioxidant genes in the heart during ischemia-induced ER stressin
cardiomyocytes [29]. We previously reported that miR-16-5p, enriched in the plasma of ICM
patients, induces ER stress, decreasing ATF6 expression in human cardiomyoblasts [41].
Together, our observations suggest that miR-16-5p may play a role in ER stress-related ROS
production in the context of ICM, impairing the cytoprotective role of ATF6.

miR-16-5p was previously shown to be upregulated in the ischemic heart [46]. More
recently, miR-16-5p was identified to be upregulated in both human and rat ventricular
cardiomyocytes after ischemia/reperfusion (I/R) treatment [50,51]. Finally, miR-16 was
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upregulated in neonatal rat ventricular cells under oxidative stress induced by hydrogen
peroxide [52]. Therefore, we next examined whether miR-16-5p may induce oxidative
stress in cardiomyocytes in vitro. We showed that miR-16-5p overexpression resulted in
increased levels of AOPF and downregulation of antioxidant genes’ expression in human
cardiomyocytes. Thus, our data collectively indicate that miR-16-5p promotes both ER
stress and oxidative stress, suggesting a link between miR-16-5p-induced ER stress and
oxidative stress in cardiomyocytes. Consistently, the role of miRNAs mediating ER stress
and oxidative stress during myocardial I/R injury has been already described. In 2016, Ke
and colleagues showed that miR-93 protects against I/ R-induced ROS generation and ER
stress-mediated cardiomyocyte apoptosis [53].

[t has been shown that ER stress induces cardiac dysfunction through the alteration
of mitochondrial function in cardiomyocytes [54,55]. The fact that ER stress-mediated
mitochondrial dysfunction enhances ROS production in the adult heart [46,47] prompted
us to investigate whether miR-16-5p overexpression impairs mitochondrial respiration in
human cardiomyoblasts. Our results showed that miR-16-5p also promoted mitochondrial
dysfunction in AC16 cells, suggesting that miR-16-5p might also exacerbate oxidative stress
via ER stress-induced mitochondrial dysfunction in an ICM context.

ATF6 deficiency has been associated with mitochondria function impairment [56]. On
the other hand, Jin and colleagues previously reported ATE6 as a link between ER stress
and oxidative stress in myocardial ischemia [29]. This study showed that the knockdown of
ATF6 in cardiac myocytes subjected to I/R increased ROS and necrotic cell death, and that
ATF6 overexpression mitigated these effects. They also observed that knocking out ATF6 in
mice increased damage upon I/R, whereas AAV9-mediated ATF6 overexpression restored
ATF6 knockout heart function [29]. More recently, Blackwood and colleagues showed that
the pharmacological activation of ATF6 improved ER proteostasis and decreased oxidative
stress cardiac myocytes in vitro. In addition, intravenous administration of the compound
147 protected the heart from /R damage in vivo [57]. Concordantly, we show here that
ATF6 is a direct target of miR-16-5p and that miR-16-5p inhibition reverted TN-induced
ATF6 downregulation in human cardiac cells. Therefore, our observations suggest that
miR-16-5p might exacerbate oxidative stress in an ER stress-dependent manner, impairing
the ATFé6-mediated cytoprotective pathway in human cardiomyocytes.

We next examined whether the inhibition of miR-16-5p may protect human cardiomy-
oblasts against acute ER stress induced by the ER stressor TN. miR-16-5p loss-of-function
rescued the impaired ATF6 expression and upregulated antioxidant genes’ expression in
TN-treated ACI16 cells, promoting the cytoprotective adaptation to ER stress. In contrast, the
expression of XBPI, an indicator of IREl« activation, was even higher when miR-16-5p was
inhibited. Since ATF6 has been shown to bind to the promoter of XBP1, enhancing its expres-
sion [58], the upregulation of XBPI may be due to a combined effect of the ATF6 activation
upon miR-16-5p inhibition plus the TN-induced XBP1 expression. A similar scenario was
observed in the upregulation of GPR78, whose expression is also regulated by ATF6. This is
consistent with previous reports showing that, although the three UPR pathways are often
activated together, the selective activation of some pathways together with the suppression
of others can occur [59,60]. TN treatment also induced miR-16-5p expression, reinforcing our
hypothesis that miR-16-5p may constitute a crucial player mediating the complex crosstalk
between ATF6-mediated ER stress and ROS production in the heart. A working model
summarizing the role of miR-16-5p in the ER stress and UPR response in the context of ICM
is shown in Figure 6. Although TN treatment induced miR-16-5p expression, only SOD1
expression was downregulated. The discrepancy between these results and those observed
upon miR-16-5p treatment may be explained by the fact that TN promotes the expression
of XBP1, whereas miR-16-5p impairs XBP1 expression [43]. As XBP1 is able to regulate
CAT downstream [61], the effect of miR-16-5p on CAT expression might be compensated by
XBP1 upregulation. SOD1 expression was rescued by miR-16-5p inhibition, whereas CAT
expression was induced, supporting the notion that miR-16-5p might exacerbate oxidative
stress, regulating the expression of antioxidant genes through ATF6.
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Figure 6. Working model for the role of miR-16-5p in the regulation of the ATF6-mediated UPR
signaling in human cardiomyocytes. miR-16-5p inhibits the ER stress-induced cytoprotective response
mediated by ATF6, which results in mitochondrial dysfunction and an increase in ROS production,
promoting cardiomyocytes’ inflammation and apoptosis. miR-16-5p suppression activates the ATF6-
mediated cytoprotective response, maintaining cell homeostasis. Arrow symbols indicate the activation
pathway or signaling pathway. T symbols indicate nonactivation pathway or signaling pathway.

In addition, miR-16-5p suppression also protected human cardiomyoblasts against
ER stress-induced apoptosis. Accordingly, the expression of the antiapoptotic BCL-2 was
reverted by miR-16-5p inhibition in TN-treated AC16 cells. Surprisingly, inhibition of
miR-16-5p maximized the TN-induced CHOP upregulation, possibly promoted by the
upregulation of ATF6 and XBP1 upon miR-16-5p inhibition [58]. This is in apparent dis-
agreement with the fact that CHOP regulates ER stress-induced apoptosis by decreasing
BCL-2 expression [62]. Nevertheless, BCL-2 is a direct target of miR-16-5p [63], indicating
that BCL-2 may be also regulated in a CHOP-independent manner, as already described [64].
We finally demonstrated that indeed miR-16-5p directly targets ATF6, suggesting that the
increased survival of miR-16-5p knockdown cardiomyoblasts upon TN treatment may be
due to the combined effect of ATF6 and BCL-2 gene regulatory changes. Finally, the protec-
tive role of miR-16-5p against ER stress-induced injury was confirmed as the expression
levels of IL-6 and TNNT2, markers of inflammation and cardiac injury, respectively, were
reverted upon miR-16-5p inhibition.

There are limitations to this study. First, the study group was relatively small; however,
the included patients were strictly ICM subjects. Second, the lack of heart tissue samples is
a common intrinsic feature in clinical human studies. Thus, oxidative stress markers were
measured in blood samples, which are the most commonly used in clinical practice. The
age of the study population showed significant differences between cohorts, which might
have affected the oxidative stress status. However, Pearson correlation analysis shows no
correlation between age and miR-16-5p expression in ICM patients (r = —0.553; p = 0.062),
indicating that miR-16-5p expression is not age-dependent. Finally, the present study was
based on in vitro experiments, and the effect of miR-16-5p suppression in vivo has not been
tested. Finally, studies including a larger sample size would be needed to validate these data.

In conclusion, we demonstrate for the first time that miR-16-5p is a key player in
the ATF6-mediated crosstalk between ER stress and oxidative stress through the direct
targeting of ATF6, and miR-16-5p inhibition protects human cardiomyoblasts against
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ER stress and associated damage, inducing the ATF6-mediated cytoprotective response.
Therefore, miR-16-5p suppression could emerge as a promising therapeutic strategy to
limit the development and progression of ICM associated with ER stress.

4, Materials and Methods
4.1. Study Population and Bleod Sampling

This is a case—control study. We recruited twelve healthy controls and twelve ICM
patients. Only individuals older than 18 years were included. Complete clinical informa-
tion, including family and personal history, symptoms of HF, as well as pharmacological
information, was acquired from each patient. Transthoracic echocardiogram and electro-
cardiogram were performed for all individuals. All ICM patients were verified with a
coronary artery catheterization, as recommended by the European Society of Cardiology
guidelines [65]. ICM was considered if significant stenosis (luminal diameter stenosis
>50% of the left main artery or >75% of epicardial coronary artery) was present in one or
more major coronary arteries. Plasma samples were obtained and processed as previously
described [66].

This study was approved by the Ethics Committee of the Puerta del Mar University
Hospital, and all patients gave their written informed consent. The ethical research princi-
ples were fulfilled following the Helsinki Declaration and the Belmont report. The study
also adhered to two legal provisions governing human research and the Spanish Organic
Law 15/1999 for the Regulation of Automated Processing of Personal Data.

4.2. Oxidative Damnge Determination

We used plasma for the determination of markers of oxidative damage to lipids and
proteins after the addition of 5 mM butylated hydroxytoluene as an antioxidant. To measure
MDA and AQPP levels, AC16 cells were lysed with 100 uL of RIPA buffer on ice for 20 min
and centrifuged for 30 min at 12,000 rpm. MDA was determined using the thiobarbituric
acid reactive substances method [67]. The content of AOPP was measured according to
Witko—Sarsat’s method, with minor modifications [68].

4.3. Enzymatic and Non-Enzymatic Anticxidant Systems

CAT-specific activity was measured by monitoring the disappearance of hydrogen
peroxide at 240 nm [69]. To measure superoxide dismutase (SOD1) enzymatic activity, we
adapted the method described by Bamforth [70]. The glutathione peroxidase (GPx)-specific
activity assay is based on the oxidation of glutathione by GPx and measured following the
disappearance of NADPH * H* at 340 nm [71]. The main water-soluble, non-enzymatic
antioxidant, reduced glutathione (GSH), was measured at pH 8 after the formation of a
complex with the fluorescent probe o-phthaldialdehyde at an excitation wavelength of
350 nm and an emission wavelength of 420 nm.

4.4. Cell Culture and Transfection

AC16 cells were maintained in DMEM F12 with 10% fetal bovine serum as well as
1% penicillin/streptomycin, at 37 °C and 5% CO,. The overexpression of miR-16-5p was
performed as previously described [41]. Inhibition of miR-16-5p was performed by trans-
fection of 180 pmol of mirVana® has-miR-16-5p specific inhibitor (Thermo Fisher Scientific,
Carlsbad, CA, USA) using Lipofectamine® RNAIMA Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA), following the manufacturer’s recommendations. Cells were treated with 2 uM of
tunicamycin (TN) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) for 6 and 18 h to induce the ER stress.

4.5. RNA Isolation and Real-Time Quantitative RT-qPCR

The MagMAX™ rmirVana Total RN A Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific, Vilnius,
Lithuania) was used to isolate the total RNA from AC16 cells. RNA was reverse-transcribed
using a High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA), following the manufacturer’s instructions. For miR-16-5p, U6 snRNA, and
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GAPDH gene expression analysis, a commercial Tagman Gene Expression Assay (Applied
Biosystems, Pleasanton, CA, USA) was used. Relative quantification of mRNA levels
(primer pairs shown in Table 2) was executed using 6.5 ng of cDNA, forward and reverse
primers at 100 nM each, and PowerUp SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). The mRNA levels were normalized to GAPDH. The expression levels were
calculated by the Livak formula, and the expression of the control group was set to 1.

Table 2, Quantitative real-time polymerase chain reaction primer pair sequence.

Gene Forward Reverse
ATTé 5-AATACTGAACTATGGACCTATGAGCA-3' 5-TTGCAGGGCTCACACTAGG-3
ATG14 5-TGGGGACTACTCTGCCTACTACA-3' 5-GGGTTACTCTGCTCCATGTCA-3
BCL-2 5 -AGCACGTGCACAGCTTCA-3" 5 -GTCCACGGGTGAAACAGC-3
CATALASE 5-TCTGGACAAGTACAATGCTGAGA-3 5 -TAAGCTTCGCTGCACAGGT-3'
CHOP 5-TCACCACACCTGAAAGCAGA-% 5-TCTTGCAGGTCCTCATACCA-3
GAPDH 5-AGCCACATCGCTCAGACAC-3’ 5-AATACGACCAAATCCGTTGACT-3
GRP7§ 5-AATGACCAGAATCGCCTGAC-3/ 5-ATGCGCTCCTTGAGCTTTT-3
GSH 5-CCTGCTAGTGGATGCTGTCA-3 5-TCATCCTGTTTGATGGTGCT-3
II-6 5-GATGAGTACAAAAGTCCTGATCCA-3 5 -CTGCAGCCACTGGTTCTGT-3
S0D1 5 TCCATGTTCATGAGTTTGGAGAT- 5 CCCACCGTGTTTTCTGGATA-3
TNNT?2 5-GGCTGCAGTGGCTACAGG-3' 5 -CTGTCACCAGGCAATACAGC-3
XEP? 5 -TGCGTAGTCTGGAGCTATGGT-3 5-CCCGACAGAAGCAGAACTTT-3

4.6. Western Blot Analysis

Transfected AC16 cells were harvested in RIPA, and protein concentration was de-
termined using a Pierce BCA protein assay kit (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL,
USA). Equal amounts (20 ug) of protein were loaded, electrophoresed on 8-12% SDS-PAGE.
Membranes were incubated with specific monoclonal anti-Catalase (diluted 1:1000; Cell
Signaling, Beverly, MA, USA), anti-SOD1 (diluted 1:1000; Cell Signalling, Beverly, MA,
USA), anti-GPx1 (diluted 1:1000; Cell Signalling, Beverly, MA, USA), anti-GAPDH (diluted
1:5000; Invitrogen, Rockford, IL, USA) and monoclonal anti-B-Actin—Peroxidase antibody
(diluted 1:50,000; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) overnight at 4 °C with constant
agitation. Following incubation, membranes were washed and incubated for 1 h at room
temperature with HRP-linked secondary anti-mouse IgG (diluted 1:1000; Cell Signaling,
Beverly, MA, USA) or anti-rabbit IgG (diluted 1:10,000; Cell Signaling, Beverly, MA, USA).
After washing, immunoreactive bands were visualized using Clarity Western ECL Sub-
strate (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The immunoreactive bands were analyzed using a
lab analysis software imaging densitometer (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The density of
each band was evaluated with Image Lab analysis software (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
B-Actin and GAPDH were used as loading controls and values were normalized to the
signals obtained with control samples.

4.7. Oxygen Consumption Rate (OCR) Measurement

AC16 cells were seeded in each well of a Seahorse XF-24 plate and transfected as
described above. The Seahorse XFe24 Extracellular Flux Analyzer (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA) was used to measure OCR in AC16 cells. Cells were transfected
in customized Seahorse 24-well plates and infected as described above. Then, 24 h post-
transfection, the cells were incubated for 1 h in XF Assay Medium (Seahorse Bioscience,
Santa Clara, CA, USA) plus 5 mM glucose for a typical bioenergetic profile; the OCR
of basal respiration was initially measured, followed by exposure to 1 uM oligomycin
(an ATP synthase inhibitor), which allowed the detection of the amount of Op consumed
by ATP synthesis, H* leak, and other oxidases. Then, 1 uM of the uncoupler carbonyl
cyanide 4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone (FCCP) was added to quantify the maximal
respiratory capacity, followed by 1 uM of rotenone and 1 uM of antimycin A, a mix of
inhibitors of the complexes I and III of the mitochondrial electron transport chain (ETC),
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which fully depleted mitochondrial O consumption. OCR data were calculated using Wave
software v. 2.6.1 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), and data were normalized
per microgram of protein [72].

4.8. Luciferase Reporter Assay

ATF6 3'UTR constructs were PCR-amplified and cloned into the pMIR-REPORT vector.
Then, 3T3 fibroblasts (ATCC) were co-transfected with 100 ng of the ATF6 luciferase vector
and 300 ng of pcLux vector control for internal normalization. Luciferase activity was
measured 18 h after transfection by using the Pierce Gaussia Luciferase Flash Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA) and normalized to pcLux vector control by
using the Pierce Cypridina Luciferase Flash Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Rockford,
IL, USA). In all cases, transfections were carried out in triplicate.

4.9. Statistical Analysis

Data are expressed as mean + SEM and #n denotes the number of replicates for each
experiment. Qutliers were identified through the Rout method, using a Q = 1%. The
normal distribution of each variable was verified with the Shapiro-Wilk test. Statistical
differences (p < 0.05) between the experimental groups were assessed using a two-tailed,
unpaired Student’s t test for Gaussian distributions. For non-Gaussian distributions, a
Mann-Whitney non-parametric test was used. All the statistical analyses were performed
using GraphPad Prism 9.0 software (San Diego, CA, USA).
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Abstract: Dilated cardiomyopathy is a heterogeneous entity that leads to heart failure and malignant
arrhythmias. Nearly 50% of cases are inherited; therefore, genetic analysis is crucial to unravel the
cause and for the early identification of carriers at risk. A large number of variants remain classified
as ambiguous, impeding an actionable clinical translation. Our goal was to perform a comprehensive
update of variants previously classified with an ambiguous role, applying a new algorithm of already
available tools. In a cohort of 65 cases diagnosed with dilated cardiomyopathy, a total of 125 genetic
variants were classified as ambiguous. Our reanalysis resulted in the reclassification of 12% of variants
from an unknown to likely benign or likely pathogenic role, due to improved population frequencies.
For all the remaining ambiguous variants, we used our algorithm; 60.9% showed a potential but not
confirmed deleterious role, and 24.5% showed a potential benign role. Periodically updating the
population frequencies is a cheap and fast action, making it possible to clarify the role of ambiguous
variants. Here, we perform a comprehensive reanalysis to help to clarify the role of most of ambiguous
variants. Our specific algorithms facilitate genetic interpretation in dilated cardiomyopathy.
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1. Introduction

Dilated cardiomyopathy (DCM) is an entity characterized by left ventricular (LV)
or biventricular dilatation in the absence of hypertension, valve disease, or coronary
artery disease [1]. The heterogeneous etiology of DCM includes wide-ranging genetic and
acquired disorders, leading to heart failure and the main cause of transplantation in young
people worldwide.

Nowadays, a genetic origin of DCM (G-DCM) can be found in 20-30% of patients with
DCM, increasing to 30-50% in those with a family history, mainly following an autosomal
dominant pattern of inheritance [2]. DCM can manifest during adolescence or in young
adults despite penetrance being age-dependent, and careful diagnostic work-up should
be performed to identify the underlying cause and then consider an etiology-oriented
management [1]. Nowadays, several rare alterations in more than 50 genes have been
associated with G-DCM, despite comprehensive analysis concluding that many of these
genes have limited or disputed evidence of causality [2,3]. Truncating variants in the titin
gene (TTN) are found in up to 20% of G-DCM cases, being the most frequent cause of
DCM in adults, so far. In pediatric populations, G-DCM is usually also associated with
rare variants of TTN, but aggressive phenotypes have been also associated with deleterious
variants in MYH7, TNNT2, RBM?20, and LMNA. Additional deleterious variants related to
G-DCM have also been identified in the following genes, although only a definite /robust
association should be taken into account in clinical diagnosis: ACTCI, ACTN2, BAG3, DES,
DSP, FLNC, JPH2, IMNA, MYH7, NEXN, PLN, RBM20, SCN5A, TNNC1, TNNI3, TNNT2,
TPM1, and VCL [2,4,5].

In 2015, the American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) structured
standard terminology for classifying sequence variants that help clinical translation [6].
Identification of an alteration definitively classified as pathogenic or likely pathogenic
(P/LP) following ACMG recommendations confirms the genetic origin and helps distin-
guish G-DCM from other cardiomyopathies or overlapped phenotypes. A recent study
has shown an increased risk of developing cardiomyopathy in individuals harboring a
deleterious genetic variant compared with non-carriers [7]. In this way, those patients who
harbor a rare variant classified as P/LP in a DCM-related gene had an increased risk of
suffering the most severe phenotypes [8]. Recently, Stroecks et al. suggested that a variant
classified as ambiguous (variant unknown significance, VUS) in a robust DCM-associated
gene is associated with an adverse prognosis, reinforcing the use of diagnostic gene panels
only limited to definite DCM-associated genes [9]. These recent data highlight the crucial
role of performing a genetic analysis with a suitable genetic interpretation. In addition,
identification of a P/LP alteration allows familial screening to identify carriers, and conse-
quently, those at risk of disease. Therefore, updating variants classified as not following
ACMG recommendations is highly recommended [10]. In addition, a close periodic cardiac
follow-up should be performed on relatives who carry the deleterious variant for early
detection of the phenotype and the adoption of personalized measures [11].

Current guidelines recommend genetic diagnosis, even in the absence of familial
context or associated clinical features [2,12,13]. However, it is not always conclusive, due to
lack of variantidentification in any of the currently known genes or due to the identification
of a VUS following ACMG recommendations. The patient’s clinical history and family
information are essential for the interpretation of variants but a lack of data or controver-
sial available data impedes a conclusive classification [14]. Due to dynamic, continuous
improvements in the data concerning rare variants, their reinterpretation may modify
previous classifications, clarifying their clinical role, especially in rare variants previously
classified as VUS. Thus, it may alter patient diagnosis and treatment, prenatal diagnosis or
pre-implantation genetic diagnosis, and the screening of at-risk family members.

Up to now, few studies have focused on how often reanalysis is necessary and what
the management implications are in inherited arrhythmogenic syndromes [15,16], as well
as familial cardiomyopathies [17]. In DCM, few studies focused on variant reevaluation
are published nowadays, showing nearly a 30% decrease in ambiguity in VUSs classified
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more than ten years ago [18]. However, a large burden of ambiguous variants remains.
The development of improved tools to clarify the role of VUS is necessary [8,19]. In this
approach, we focused on stringent gene selection for DCM genetic testing, helping to
reduce the number of VUSs. We move one step forward and propose a new algorithm
including definite-gene DCM, and also the parameters of population frequencies which aim
to clarify this critical point, facilitating accurate genetic classification in G-DCM patients.

2, Results

Our retrospective study included 65 non-related Caucasian patients with a definitive
clinical diagnosis of DCM. Patients were diagnosed between 2016 and 2019, according to
the clinical guidelines available at the time of the study. Exhaustive genetic analysis of all
genes related to DCM identified at least one rare variant classified as a VUS, following
ACMG recommendations. We reinterpreted all rare variants according to the present
available data.

A total of 125 rare variants were located in 16 different genes with a definite association
with DCM: one in ACTC1 (0.8%), three in ACTN2 (2.4%), one in BAG3 (0.8%), one in DES
(0.8%), four in DSP (3.2%), two in FLNC (1.6%), two in JPH2 (1.6%), four in LMNA (3.2%),
five in MYHY (4%), six in RBM20 (4.8%), two in SCN5A (1.6%), two in TNNCI (1.6%),
one in TNNI3 (0.8%), six in TNNT2 (4.8%), eighty-one in TTN (64.8%), and four in VCL
(3.2%). Most of the rare variants were missense (95 variants, 76%), and eleven indels (8.8%)
including one gross deletion, seven intronic variants (5.6%), and twelve nonsense variants
(9.5%), including one stoploss (Table 1; Figure 1).

Table 1. Genetic data of variants.

GnomAD Classification Classification

Patient Gene Nucleotide Protein dbSNP ClinVar (MAF%) (Year) 2023
1 TNNT2 c860G>A p.Trp287Ter ¥3727504247 LP NA VUS (2016) LP
1 TIN cA7951G>A p.Argl5984His 15201774108 VUSc 0.0001 VUS (2016) vus
2 TTN c73195G>A p.Yal243991le 151257567608 NA NA VUS (2016) VUS (VUS-LP)
2 TTN c.57388C>T p-Arg19130Cys 1872646861 LB 0.827 VUS (2016) LB
2 TIN c53117C>T p.Pro17706Leu 1572646845 LB 0.369 VUS (2016) LB
3 ACTN2 c.2051A>T p.Asnésdlle 15576783493 VUSc 0.0001 VUS (2016) vus
3 TTN c93125G>A p-Gly31042Asp 15373754986 vUSs 0.007 VUS (2016) VUS (VUS-LP)
3 TIN c.76456G>C p-Asp25486His 13780958039 vUSs 0.0008 VUS (2016) VUS (VUS-LP)
4 ACTN2 < 1426G>A p.Alad76Thr 15142943120 VUSc 0.027 VUS (2016) VUS (VUS-LB)
4 TTN c.57978del p-Vall9327PhefsTer10 NA NA NA VUS (2016) VUS (VUS-LP)
4 TTN C.76559G>A pSer?5520Asn 13200450022 VUSc 0.061 VUS (2016) VUS (VUS-LB)
4 TIN c72764G>C p.Gly24225A1a 3114071241 vUs 0.001 VUS (2016) VUS (VUS-LP)
4 TIN c17066G>C p-Gly5689Ala 15200118743 VUSc 0.063 VUS (2016) VUS (VUS-LB)
4 TTN < 4675G>A p-Vall5591e 15538451328 NA 0.0003 VUS (2016) VUS (VUS-LP)
5 TTN c98971G>C p-Glu32991GIn 13199632397 VUSc 0.042 VUS (2016) VUS (VUS-LB)
5 TIN c.27659G>A p-Arg9220Gln t8727504757 vUs 0.003 VUS (2016) VUS (VUS-LP)
6 TTN c45392G>A p.Argl5131His 1572646808 VUSc 0.185 VUS (2016) LB
7 TNNT2  c.629_631del p.Lys210del 1845578238 vUs NA VUS (2016) VUS (VUS-LP)
8 MYH7 < 1106G>A p.Arg369GIin 18397516089 Lp 0.00006 VUS (2016) LP
9 TTN c.73967A>G p.Asn246565er 15368443217 VUSc 0.008 VUS (2016) VUS (VUS-LB)
[ TTN c.65012T>A p-Met21671Lys 13750298083 VUSc 0.004 VUS (2016) vus
9 TIN c51830G>A p-Argl7277His 13201457934 VUSc 0.01 VUS (2016) VUS (VUS-LB)
9 TTN 9247G>A p-Glu3083Lys NA NA NA VUS (2016) VUS (VUS-LP)
9 MYH7 «2711G>A p-Argo04His 15397516165 LP 0,0001 VUS (2016) LP
10 Dsp c.1266+6G>T NA 1573375345 LB 0.037 VUS (2016) VUS (VUS-LB)
10 TIN c.20920A>G P.Ser6974Gly 1572648980 VUSc 0.062 VUS (2016) VUS (VUS-LB)
10 VCL €.2862_2864del p-Leu9s5del 18397517237 VUSc 0.021 VUS (2016) VUS (VUS-LB)
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. . . . GnomAD (lassification Classification
Patient Gene Nucleotide Protein dbSNP ClinVar (MAF%) (Yean) 2023
11 SCN5A c.6010T>C p-Phe2004Leu rsd1311117 VUSc 0.198 VUS (2016) LB
12 TIN c.72970C>T p-Gln24324Ter NA NA NA VUS (2016) VUS (VUS-LP)
13 TIN c49249G>A p-Asple417Asn 151244503464 NA 0.0004 VUS (2016) VUS (VUS-LP)
14 TIN c.12814G>T p-Asp4272Tyr rs72648940 VUSc 0.0005 VUS (2016) vus
15 TIN c77076A>C p-Glu25692Asp 15370547473 NA 0.004 VUS (2016) VUS (VUS-LP)
16 TIN .32932C>A p-Prol0978Thr 151393076582 VUSc NA VUS (2016) Vus
17 DES c179C>T p-Ser60Leu 13868853251 NA 0.0001 VUS (2016) VUS (VUS-LP)
17 TIN c46877G>A p-Glyl5626Asp 15201802447 vus 0.007 VUS (2016) vus
17 TIN c.1066G>C p-Glu356GIn 15144531477 VUSc 0.015 VUS (2016) VUS (VUS-LB)
18 TIN c95137A>G plle31713Val 18758945559 NA 0.0008 VUS (2016) VUS (VUS-LP)
18 TIN c.30484C>A p-Prol0162Thr 18532102837 VUSc 0.058 VUS (2016) VUS (VUS-LB)
18 Dsp c.6799A>T p-Thr2267Ser 15181378432 LB 0.009 VUS (2016) Vus
18 LMNA c.1621C>T p-Arg541Cys 1556984562 LP 0.0001 VUS (2016) LP
19 RBM?20 c.1900C>T p-Arg634Trp 18796734066 LP NA VUS (2016) LP
20 Dsp del ex. 21_24 NA NA NA NA VUS (2016) VUS (VUS-LP)
21 MYH7? al1371A>G p-lled57Met NA NA NA VUS (2016) VUS (VUS-LP)
22 TIN c.94724T>C p-Met31575Thr 18397517786 VUSc 0.007 VUS (2016) VUS (VUS-LB)
22 TIN c.62687G>T p-Gly20896Val 15549938348 vUus 0.0004 VUS (2016) VUS (VUS-LP)
23 RBM20 c.1906C>T p-Arg636Cys 15267607002 VUSc 0.0001 VUS (2016) Vus
24 JPH? c1736C>T p-Pro579Leu 18953353202 vUus 0.001 VUS (2016) VUS (VUS-LP)
24 RBM?20 c.1980C>A p-Ser660Arg NA NA 0.00007 VUS (2016) VUS (VUS-LP)
25 RBM20 €.2200C>G p-Arg734Gly NA NA NA VUS (2016) VYUS (VUS-LP)
26 TIN c57212G>A p-Argl9071CIn 18373282633 vus 0.003 VUS (2016) vus
26 TIN cd8221T>A p-Leul6074Gln 15140714512 VUSc 0.051 VUS (2016) VUS (VUS-LB)
26 TIN c.29645A>C p-Lys9882Thr 15760742068 vUus 0.001 VUS (2016) VUS (VUS-LP)
27 LMNA c.1930C>T p.Arg64dCys 151420000963 VUSc 0.201 VUS (2016) LB
27 TIN c.77188C>T p-Arg25730Trp 18779581886 vus 0.002 VUS (2016) VUS (VUS-LP)
27 TIN c.60581T>C p.Leu20194Pro 151359881893 vus 0.0008 VUS (2016) VUS (VUS-LP)
28 RBM20 c1913C>T p-Proé38Leu 15267607003 LP 0.0003 VUS (2016) LP
28 TIN c.74942C>T p-Ala24981Val 18749950083 NA NA VUS (2016) VUS (VUS-LP)
28 TIN c.73501C>G pPro24501Ala 15770542451 NA 0.0004 VUS (2016) VUS (VUS-LP)
28 TIN «1333G>A p-Alad45Thr 15142414432 VUSc 0.021 VUS (2016) VUS (VUS-LB)
29 LMNA c1949A>G p.Asne505er 18775728847 vUus 0.0003 VUS (2016) YUS (VUS-LP)
29 TIN c.38807A>G p-Asnl2936Ser 151184631064 vUus 0.0008 VUS (2016) VUS (VUS-LP)
30 ACTN2 c.1040C>T p-Thr347Met 15727504590 VUSc 0.009 VUS (2016) VUS (VUS-LB)
31 RBM20 «.3684A>G p-Ter1228TrpextTer33 151845123103 NA 0.0001 VUS (2016) VUS (VUS-LP)
31 TIN c40001G>A p-Gly13334Glu 18561284948 vus 0.001 VUS (2016) VUS (VUS-LP)
31 TIN c.20863C>T p-Pro6955Ser 151438804317 NA NA VUS (2016) VUS (VUS-LP)
32 MYH7 €.602T>C p.1e201Thr 18397516258 LP 0.0001 VUS (2016) LP
32 TIN .71188G>A p.Gly23730Arg 1572648205 VUSc 0.034 VUS (2016) VYUS (VUS-LB)
33 TIN c.82400G>A p-Arg27467His 15199895320 vUus 0.002 VUS (2016) VUS (VUS-LP)
33 TIN c.75575A>T p-Asn2519211e 15200714263 Yus 0.002 VUS (2016) VUS (VUS-LP)
34 TIN 9139 9150del p.Ser3047_Thr3050del NA NA NA VUS (2016) YUS (VUS-LP)
35 ACTC1 c455-7C>T NA 15768363857 LB 0.003 VUS (2017) vus
35 TIN c.53791C>T p-Argl7931Ter 15869312112 LP NA VUS (2017) LP
35 TIN 33568 T>G p-Cys11190Gly NA NA VUS (2017) VYUS (VUS-LP)
36 TIN c.58846G>A p-Gly19616Ser 151262240030 NA NA VUS (2017) VUS (VUS-LP)
36 TIN ¢.58590G>C p.GIn19530His NA NA NA VUS (2017) VUS (VUS-LP)
36 TIN «.8320G>A p-Glu2774Lys 15763666119 LB 0.0003 VUS (2017) VUS (VUS-LP)
37 TNNI3 c-8G>A NA 15773513015 VUSc 0.001 VUS (2017) vus
37 TIN c40796G>A p-Argl3599GIn 18778774812 vUus 0.001 VUS (2017) VUS (VUS-LP)
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Table 1. Cont.
. . . . GnomAD (lassification Classification
Patient Gene Nucleotide Protein dbSNP ClinVar (MAF%) (Yean) 2023
38 TIN c57709G>T p-Vall9237Leu 151397460981 NA NA VUS (2017) VUS (VUS-LP)
39 TIN «95967dup  p.Arg31990ThefsTer10 NA NA NA VUS (2017) VUS (VUS-LP)
40 TIN c.12389G>A p-Cyst130Tyr 18375577529 VUSc 0.008 VUS (2017) VUS (VUS-LB)
40 VCL €.2905G>A p.Ala969Thr 15199751261 vUus 0.002 VUS (2017) YUS (VUS-LP)
41 LMNA . 253C>G p-LeuB5Val NA NA NA VUS (2017) VUS (VUS-LP)
41 TIN .78602G>A p-Gly26201Asp 18756222422 NA 0.0004 VUS (2017) VUS (VUS-LP)
41 TIN .64137G>C p.Lys21379Asn 1556019808 VUSc 0.014 VUS (2017) VYUS (VUS-LB)
41 TIN c.36844+9A>G NA 18372725070 LB 0.013 VUS (2017) VUS (VUS-LB)
41 TIN c21355G>T p.Ala7119Ser 15200972189 VUSc 0.02 VUS (2017) VUS (VUS-LB)
42 TIN 92472G>C p-Lys30824Asn NA NA NA VUS (2017) VUS (VUS-LP)
42 TIN €.25810C>T p.Arg8604Ter NA NA NA VUS (2017) YUS (VUS-LP)
42 TIN c28738+7T>G NA NA NA NA VUS (2017) VUS (VUS-LP)
42 TIN c.14656 A>T p-Thr48865er 15794727816 vUus NA VUS (2017) VUS (VUS-LP)
43 TNNC1 c400G>A p-Glul34Lys 151553651640 Yus NA VUS (2017) VUS (VUS-LP)
43 TIN c95173A>G p.Lys31725Glu 1872629783 VUSc 0.021 VUS (2017) VUS (VUS-LB)
43 TIN c.31709T>C p-1le10570Thr 1872650057 VUSc 0.013 VUS (2017) VUS (VUS-LB)
44 TIN c56541G>A p-Trp18847Ter NA LP NA VUS (2017) VUS (VUS-LP)
45 FLNC c.3612del p.His1205Thrfs Ter65 NA NA NA VUS (2017) YUS (VUS-LP)
46 TIN c.19570G>A p.Asp6524Asn 1572648973 VUSc 0.075 VUS (2017) VUS (VUS-LB)
47 TNNT2 cA76G>A p-Argl59Gln 1545501500 VUSc NA VUS (2017) Vus
48 TIN c.51369_51384delp.Asp17123ClufsTerd NA NA NA VUS (2017) VUS (VUS-LP)
49 JPH? c572C>G p-Prol91Arg 18554853074 LB 0.045 VUS (2017) VUS (VUS-LB)
49 TNNT2 €.230C>T p.Pro77Leu 15144900708 Yus 0.003 VUS (2017) VUS (VUS-LP)
50 TIN c.86270C>A p-Ser28757 Ter NA LP NA VUS (2017) VUS (VUS-LP)
50 TIN c.62666A>T P-Asp20889Val 18535816123 NA 0.002 VUS (2017) VUS (VUS-LP)
50 TIN cA47435T>C plle15812Thr 1572646819 VUSc 0.007 VUS (2017) VUS (VUS-LB)
50 TIN c.16066A>G p-Thr5356Ala 15530353051 Yus 0.002 VUS (2017) Vus
51 BAG3 <.903del p-Arg301SerfsTer6 NA NA NA VUS (2018) VUS (VUS-LP)
51 TIN c.29327A>G p-Tyr9776Cys rs72650035 VUSc 0.02 VUS (2018) VUS (VUS-LB)
52 FLNC c.1414del p-Cys472ValfsTer20 NA NA NA VUS (2018) VUS (VUS-LP)
53 MYH7? c5452C>T p-Argl818Trp 18763073072 vUus 0.0005 VUS (2018) VUS (VUS-LP)
54 TNNC1 c394G>A p-Aspl32Asn 15397516846 vUus 0.0003 VUS (2018) VUS (VUS-LP)
55 TIN .24617A>G p-Asn82065er NA NA NA VUS (2018) Vus
55 TIN c.12889+7A>T NA rs10200398 VUSc 0.07 VUS (2018) VUS (VUS-LB)
56 TIN c.20839G>A p-Glu6947 Lys 15201326258 vus 0.003 VUS (2018) vus
56 VCL c.1620T>G p.Asp540Glu 18533622785 NA 0.0006 VUS (2018) VUS (VUS-LP)
57 Dsp ¢.5673_5674dup p.Lys1892ArgfsTer38 NA NA NA VUS (2018) YUS (VUS-LP)
57 SCN5A c.2924G>A p-Arg975Gln 15753149586 vUus 0.005 VUS (2018) VUS (VUS-LP)
58 TNNT2 «835G>A p.Gly279Arg 18757664792 Yus 0.0004 VUS (2018) VUS (VUS-LP)
59 TIN 9220C>T p.Arg3074Ter 15780706937 VUSc NA VUS (2018) vus
60 TIN c.81493+1G>T NA NA NA NA VUS (2018) VUS (VUS-LP)
61 TNNT2 «391C>G p-Argl31Gly rs74315380 LP NA VUS (2019) VUS (VUS-LP)
62 TIN c.78412C>T p-Arg26138Ter 18794729384 LP 0.0004 VUS (2019) LP
63 TIN c.67528G>T p-Glu22510Ter NA NA NA VUS (2019) VUS (VUS-LP)
64 TIN .39790C>T p-Argl3264Ter 15751746401 LP 0.0004 VUS (2019) LP
65 TIN c59787G>A p-Trp19929Ter NA NA NA VUS (2019) VUS (VUS-LP)
65 VCL c.158A>G p-Asn53Ser 15751938777 vus 0.001 VUS (2019) VUS (VUS-LP)

Genetic data of variants, LB: Likely Benign. LP: Likely Pathogenic. MAF: Minor Allele Frequency. NA: Not

Available, VUS: Variant of Unknown Significance. VUSc: Variant of unknown significance with Controver-

sial/Conflicting data. VUS-LP: Variant of Unknown Significance-Likely Pathogenic. VUS-LB: Variant of Unknown

Significance-Likely Benign.
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Figure 1. Global number/percentage of VUSs. (A) Global reclassification of variants. (B) Reclas-
sification each year. LB: likely benign. VUS: variant of unknown significance. VUS-LP: variant of
unknown significance—likely pathogenic. VUS-LB: variant of unknown significance—likely benign.

Our comprehensive analysis showed that 15 of the 125 rare variants (12%) were
reclassified; five variants downgraded their role to LB and ten upgraded their level to LP.
All rare variants downgraded the level of pathogenicity were missense (one in LMNA,
one in SCN5A, and three in TTN) and modifications were due to increased MAF from
the previous to current classification. Concerning the ten rare variants upgraded to LP,
four were nonsense (one in TNNT2, three in TTN) and six missenses (one in LMNA, three
in MYH7, two in RBM20). The 110 rare variants previously classified as VUS remain
currently as VUS. At this point, we developed three subgroups within the VUS category, as
mentioned in the Methods section. We observed that 27 (24.54%) variants were reclassified
as VUS-LB and 67 (60.9%) as VUS-LP. The remaining 16 (14.54%) rare variants remain as
VUSs (Tables 1 and 2; Figures 1 and 2).

111



Tnt. J. Mol. Sci. 2024, 25, 3807

7of 15

Table 2. Type, and classification of genetic variants.

2023 Intronic Indels Nonsense Missense Total
B 0 0 0 0 0
LB 0 0 0 5 (4%) 5 (4%)
VUS-LB 3 (2.4%) 1(0.8%) 0 23 (18.4%) 27 (21.6%)
vus vus 2 (1.6%) 0 1 (0.8%) 13 (10.4%) 16 (12.8%) 110 (88%)
VUS-LP 2 (1.6%) 10 (8%) 7 (5.6%) 48 (38.4%) 67 (53.6%)
LP 0 0 4 (3.2%) 6 (4.8%) 10 (8%)
P 0 0 0 0 0
Total 7 (5.6%) 11 (8.8%) 12 (9.6%) 95 (76%) 125 (100%)

Type and classification of genetic variants. LB: likely benign. LP: likely pathogenic. VUS: variant of un-
known significance. VUS-LP: variant of unknown significance—likely pathogenic. VUS-LB: variant of unknown
significance—likely benign.

Figure 2. Number, type, and classification of variants. (A) Missense variants. (B) Nonsense variants.
(C) Indel variants. (D) Intronic variants. LB: likely benign. VUS: variant of unknown signifi-
cance. VUS-LP: variant of unknown significance—likely pathogenic. VUS-LB: variant of unknown

significance—likely benign.
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We also performed an analysis by gene (ACTC1, ACTN2, BAG3, DES, DSP, FLNC, JPH2,
LMNA, MYH7, RBM20, SCN5A, TNNC1, TNNI3, TNNT2, TTN, and VCL) and type of variant
(missense, intronic, indels, and nonsense), as well as each year of previous classification
(2016, 2017, 2018, and 2019) compared to current classification. Firstly, concerning years
of previous classification, we observed that the further away that year was (2016 in our
study), the more variability we found compared to 2023, after applying our algorithm.
Additionally, the closer the year of classification to now, the greater the proportion of VUSs
showed a tendency toward potential pathogenicity, as well as a lower tendency to play a
potential benign role in DCM. Therefore, out of 70 VUS in 2016, five (7.14%) decreased to
LB, and seven increased their pathogenicity to LP (10%). Inside the group of the remaining
58 VUSs, 33 seemed to show a tendency for increasing their potential deleterious role
(56.89%) and 16 showed a tendency for decreasing their role to benignity (27.58%). In 2017,
one of 35 increased its definitive role to LP (2.85). Of the remaining 34 VUSs, 21/34 seemed
to show a tendency for the potential deleterious role (61.76%) and 9/34 a tendency for
benignity (26 47%}). In 2018, from the fourteen VUSs, nine seemed to show a tendency for
a potential deleterious role (64.3%) and two a tendency for being not-deleterious (14.3%).
In 2019, the last year included in our study, two VUSs showed a tendency toward LP
(33.33%). The remaining four VUSs showed a tendency for a potential deleterious role
(VUS-LP). Regarding the type of variant, most of those previously classified as VUSs that
nowadays showed a tendency to increase their deleterious role to LP were missense (4.8%)
and nonsense (3.2%). A group of sixty-seven variants (forty-eight missense, ten indels,
seven nonsense and two intronic) showed a tendency to be deleterious (VUS-LP) after
applying our algorithm (Tables 1 and 2; Figures 1 and 2).

Additionally, we performed an exhaustive analysis focused on TTN, the major gene
currently associated with DCM. We identified that 3 of 81 rare variants changed from VUS
to LB (3.7%). These three variants were missense and were previously classified in 2016.
Three more rare variants upgraded to LP, which were all nonsense. After applying our
algorithm to the remaining 75 VUSs, 22 (29.33%) showed a tendency to not be deleterious
(VUS-LB), 20 of which were missense and 2 intronic, and 43 (57.33%) seemed to have
a potential deleterious role despite not being confirmed (VUS-LP), of which thirty-one
were missense, six nonsense, four indels, and two intronic. Concerning the proportion of
potential pathogenicity, indels and nonsense showed high levels (100% and 90%, respec-
tively), whereas missense and intronic showed medium rates (63.49% and 50%, respectively)
(Tables 1 and 2; Figures 1 and 2).

Finally, we identified ten patients harboring an LP variant (six harboring only an
LP variant and four more harboring one LI? variant plus at least one VUS-LP). All these
deleterious variants were located in LMNA (one variant), MYH?7 (three variants), RBM20
(one variant), TNNTZ (one variant), and TTN (six variants) genes, Our algorithm showed
that 44 patients carried at least one rare variant classified as VUS-LP. A total of sixty-three
variants with a highly potential deleterious role were identified (forty-four missense, eleven
indels, seven nonsense, and one intronic). These rare variants with a potential deleterious
role were located in the same genes abovementioned, as well as BAG3, DES, DSP, FLNC,
JPH2, SCN5A, TNNC1, and VCL (Tables 1 and 2; Figure 2).

3. Discussion

In the era of precision medicine, conclusive molecular genetic tests inform diagnoses,
prognoses, and risk assessments for patients and their relatives in G-DCM [1]. The use
of current ACMG recommendations helps to obtain a classification of rare variants [6].
However, an implicit stringent variant adjudication approach and a lack of sufficient
scientific data, or available but controversial data, lead to many rare variants remaining
categorized as VUSs. This ambiguous role does not provide conclusive data on the cause
of disease and cannot be disregarded [5]. Continuous data improvement may modify a
previous ambiguous classification, helping to gain certainty and, therefore, playing an
actionable clinical role [2]. This fact highlights the importance of periodic reanalysis of
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VUS, at least in a timeframe from 2 to 5 years, as suggested by our group in previous
studies [10,15,17,20]. Therefore, revising and clarifying the roles of VUSs is necessary for
obtaining a comprehensive diagnosis [5]. In G-DCM, a sole study focused on variant
reevaluation has been published to date, showing a near 30% decrease in ambiguity in VUS
classified more than 10 years ago and without following ACMG recommendations [18].
A high percentage of reclassification suggests an immediate update of variants classified
not following current ACMG recommendations, as already suggested by our group [10].
Another study showed a reduction in VUSs using analyses including only genes with a
definitive-MCD association [19], demonstrating that the prior choice of genes to study is a
key point, in our view, before performing a genetic analysis. Our study moved one step
forward and designed an easy-to-use algorithm, helping to unravel the tendency of VUSs
in G-DCM.

In our study, 12% of VUSs definitively modified their first classification, helping,
thus, to clarify their role in G-DCM. This modification has been performed mainly by
updating population frequencies; a simple and quick action. We suggest that it should
be mandatory at least to update MAF periodically in public databases. We identified that
4% of VUSs decreased their ambiguous roles to benign. In concordance with previous
studies, reducing the ambiguity of a VUS is an important advantage of a comprehensive
reanalysis because these VUSs can be disregarded as the main cause of disease in each
patient [17,20]. The 8% of VUSs increased the pathogenic potential to LP in G-DCM
due to the reduction in MAT and, in a few cases, additional functional data since the
first classification. All these variants are located in genes with a current definite/strong
association with DCM [2]. However, no family segregation data were available in our
study, impeding a conclusive translation into families. At this point, it is important to
highlight the necessity of performing comprehensive large family correlation analysis to
gain certainty. Another main item is functional studies. The use of this basic approach can
help to unravel the pathophysiological mechanism of a rare variant, helping to conclude a
definite pathogenic role. In recent years, the use of iPSC-derived cardiomyocytes, especially,
has allowed researchers to demonstrate the molecular and cellular pathways involved
in the pathogenicity of a rare variant. Both kinds of studies are crucial to help with
clinical diagnosis, due to the fact that patients harboring a deleterious variant in any
cardiomyopathy-associated gene showed a higher risk of mortality and a significantly
increased risk of developing cardiomyopathy [7,8].

We identified that most of the rare variants remain classified as VUSs to date, following
the current ACMG recommendations. This implies no impact on clinical management [1].
However, a recent study suggests that a VUS in a robust DCM-associated gene is associated
with an adverse prognosis [21]. To shed light on the ambiguity implicit in VUSs, subgroups
were categorized according to the abovementioned algorithm (please see methods section)
already used in other inherited arrhythmogenic diseases [17,20], but now explicit for G-
DCM, according to definite gene-disease association, lack of data or available contradictory
data, and extremely rare population frequencies. Despite already being published, we
suggest the additional use of our algorithm in other centers, and large cohorts in order
to corroborate proper VUS subclassification. Hence, of the 110 rare variants that remain
as VUSs after reclassification following the ACMG recommendations, 60.90% increase
their potential pathogenic role (VUS-LP), 14.54% remain as VUSs, and 24.54% potentially
decrease their ambiguous role (VUS-LB). It is important to remark that despite a tendency
toward a benign or deleterious role in G-DCM, all these variants remain as VUSs and
no clinical translation and adoption of therapeutic measures should be performed [1,2].
Unfortunately, for the VUS analyzed in our study, neither a complete family segregation
nor a functional analysis is currently available, impeding a conclusive role following the
current ACMG recommendations. It is important to mention a recent study suggesting
that a VUS can be associated with an increased risk of cardiac mortality and heart failure
hospitalization, especially those VUSs located in definite genes (ACTCI, BAG3, DSP, FLNC,
LMNA, MYH7, NEXN, PLN, RBM20, TNNC1, TNNT2, TPM1, TTN, and VCL) [21]. In our
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study, 94.02% of reclassified VUS-LP variants were located in any of these genes with a
robust association with G-DCM, supporting a potential deleterious role and suggesting a
close follow-up of patients harboring any of these variants.

The reinterpreted variants were previously classified in different years, from 2016 to
2019, both inclusive. The percentage of reclassified variants was higher in 2016 than in
2019, in concordance with studies published several years ago in the field of reclassification
of YUS associated with inherited arrhythmogenic syndromes [10,15,17,20]. This is mainly
due to the constant updating of population frequencies, which allows us to have more
precise data that brings us closer to being able to classify the variants more precisely, as
occurred in previous studies [15,17,20]. Therefore, the number of variants remaining steady
as the number of VUSs decreases constantly in comparison to previous years and, for this
reason, the percentage of variants reclassified in 2019 was lower than in 2016, at least in our
study, which is also in concordance with previous studies of our group in other inherited
arrhythmogenic syndromes [15,17,20]. In this way, while being focused on updating
population frequencies, the algorithm we propose also allows us to observe that VUSs
with a tendency to be deleterious are increasingly classified today, while more variants
with a tendency to have a genetic background without a main causative role can be ruled
out. In G-DCM, we observed this pattern with a smaller number of VUSs each year, as we
move closer to the present. In addition, and following specific algorithms for unravelling
the role of VUSs in each disease, their classification is more precise, with a tendency to
be deleterious, as reported in other inherited arrhythmogenic diseases [15,17,20]. It is
important to mention that obtaining precise classifications occurs mainly due to updates
in population frequencies, without including functional studies or genotype-phenotype
correlations of large families for more than three generations. Despite these limitations,
as already mentioned, the inclusion of these additional studies is necessary to be able to
conclude a definitive pathogenic role in these rare variants in G-DCM [1,5].

Finally, it is important to remark that most of deleterious or potentially deleterious
variants were identified in the TTN gene, the main gene associated with G-DCM in adult
and pediatric population. Re-evaluation was also higher in TNNT2, RBM20, MYH7, and
LMNA, in concordance with reports related to aggressive phenotypes, especially in the
pediatric population [22,23]. Therefore, if a variant is re-analyzed in a pediatric patient,
it should be also taken into account. Focused on TTN, the major gene currently associ-
ated with DCM [1,2], despite this ratio being based mainly on radical variants (nonsense,
indels. . .) [24]. Most of the reported VUSs in the TTN gene are missense [25], as observed
in our study. The role of TTN missense variants in G-DCM has been difficult to elucidate
because of a lack of data concerning this gene, which encodes the largest protein in the
human body and is associated with several skeletal muscular diseases [26]. This lack of
data impedes a conclusive classification of most rare variants, clarifying a definite role of
only three missense variants to LB and three nonsense variants to LL. After applying our
specific algorithm for G-DCM, and updating only population frequencies, practically all
nonsense and indel variants increased their potential deleterious role to VUS-LP in contrast
to nearly 50% of intronic and missense VUSs. We moves one step forward in the prediction
of missense VUS in TTN, contrary to a study suggesting that TTN missense variants should
be classified as likely benign due to lack of data [27]. Our approach suggests a tendency
for a potential deleterious role, but it is necessary to include functional and large family
segregation studies to clarify the role of missense variants in TTN, according to a recent
study [28]. For this reason, we suggest that the adoption of measures based on missense
variants in TTN should be undertaken with caution and in a personalized way.

There are some limitations to mention. The reclassification and reinterpretation of
rare genetic variants in our cohort have important limitations. Firstly, all cases included
in our cohort may carry additional rare variants in other genes not included in our panel.
However, we have analyzed all genes currently associated with G-DCM. In addition, a lack
of available functional data for most rare variants impedes a more accurate interpretation.
In this same way, a lack of family segregation, which is also crucial to clarify the role of a
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rare variant, in our view, is a key point to finally conclude the potential deleterious role
of a rare variant. To support our results, reclassifications/reinterpretations of all variants
should be corroborated in additional larger cohorts of G-DCM patients, to clarify their
potential actionable role in clinical practice. At this point, it is important to take into
account the ethnicity of the patient, due to genetic differences from diverse ancestries, to
guide testing interpretation [29]. Finally, who should assume to perform the reclassifica-
tion/reinterpretation and the implicit economic cost are controversial points not assessed
in our study.

4. Materials and Methods
4.1. Study Cohort

Our retrospective study included 65 patients (all adults, >18 years old; mean age:
43.2 years old; 61.23% men; all Caucasian) with a definitive clinical diagnosis of DCM,
determined following the available clinical guidelines [1,30,31]. Suspected cases with an in-
conclusive diagnosis were not included, to avoid bias in the reclassification of genetic variants.

All patients were genetically analyzed (please see Section 4.2). All patients included
in our study carried at least one rare variant classified as a VUS, according to the ACMG
recommendations [6].

4.2. Genetic Analysis

Genetic analysis was approved by the Ethics Committee of Hospital Josep Trueta
(Girona, Catalonia, Spain), following the World Medical Association Declaration of Helsinki.
Clinical and genetic data on all the patients were anonymized and kept confidential. Written
informed consent was obtained from all the patients before genetic analysis.

A resequencing custom-made panel included all the main genes associated with G-
DCM [2,5] (ACTC1, ACTN2, BAG3, DES, DSP, FLNC, J[PH2, LMNA, MYH7, NEXN, PLN,
RBM20, SCN5A, TNNC1, TNNI3, TNNT2, TPM1, TTN, and VCL). Isoforms of all the genes
are described in Ensembl 75 (www.ensembl.org/), linked to a RefSeq code (www.ncbi.nlm.
nih.gov/refseq/) or CCDS (www.nchi.nlm.nih.gov/CCDS/), The bioinformatic analysis
included adaptor and low-quality base trimming of the FASTQ files. GEM III was used
for map-trimmed reads. The output was sorted, and uniquely and properly mapped
read pairs were selected. SAMtools v.1.2 was used for variant calling from the cleaned
BAM files. The final annotation steps provided information included in public databases.
Rare genetic variants (with a minor allele frequency—MAF—of <1%) were confirmed by
Sanger sequencing. The exons and exon—intron boundaries of each gene were amplified in
both directions.

The SeqScape v2.7 software (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) was used
to reanalyze all sequences obtained. No new rare variants were identified in any of the
analyzed genes. The original classification compared rare variants with DNA sequences
from 350 healthy Spanish individuals (individuals not related to any index case and of the
same ethnicity) as control cases. Sequence variants were described following the Human
Genome Variation Society (HGVS) rules (www.hgvs.org/). Currently, all rare variants in
any of the genes analyzed were contrasted in the Genome Aggregation Database (gnomAD)
(https://gnomad.broadinstitute.org/). All rare variants were also consulted in ClinVar
(www.nchinlm.nih.gov/clinvar/intro/), VarSome (www.varsome.com/), CardioClassi-
fier (www.cardioclassifierorg/), InterVar (https:/ /wintervar.wglah.org/), and CardioVAI
(https:/ /cardiovai.engenome.com/).

4.3. Data Sources

An exhaustive review of the available data on each rare variant was performed inde-
pendently by five authors; subsequently, the reviews were compared and verified. Data
were collected from the Human Gene Mutation Database (HGMD) (www.hgmd.org), ClinVar
(https:/ /www.nchinlm.nih.gov/clinvar/intro /), the National Center for Biotechnology Infor-
mation single-nucleotide polymorphism (SNP) database (https:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/snp),
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Google Scholar (https:/ /www.scholat.google.com), Springer Link (https:/ /www.springer.com),
and Science Direct (www.sciencedirect.com).

4.4. Classification/Inferpretation

From 2016 to 2019, all rare variants in genes associated with DCM were classified
according to the ACMG recommendations [6]. Now, the same rare variants have also been
reclassified and the same ACMG recommendations also followed, but updates are included:
the PM2 item was considered fulfilled if the MAF in the relevant population databases was
<0.01% [32]. In addition, all reported deleterious variants currently classified as definitively
pathogenic in [ASs following ACMG recommendations are very rare (MAF < 0.005%) [33].
Other recent updates, according to gene-specific [34] and disease-specific associations, have
also been taken into account [35,36]. The final classification of a rare variant as a VUS
may be due to a lack of data or incongruences in the available data [37,38]. The current
prevalence for familial DCM is approximately 1/2500 (MAF: 0.04%). Taking into account
these two items, we propose a subclassification of VUSs into three subgroups: VUS-LB,
VUS-LP, or remaining VUS (please see Figure 3). The first point is a definite gene-association
with DCM (ACTCI, ACTN2, BAG3, DES, DSP, FLNC, J[PH2, LMNA, MYH7, NEXN, PLN,
RBM?20, SCN5A, TNNC1, TNNI3, TNNT2, TPM1, TTN, and VCL) [2]. Then, the existence
or not of data (if available, contradictory data). Finally, the use of the MAF (prevalence of
familial DCM is the threshold), being very low (<0.005% or no MAF), low (>0.005% and
<0.04%), or medium (>0.04%). We have already implemented this approach in previously
published manuscripts focused on other [AS [16,20,21]. Genetic data were independently
evaluated and classified by five authors, who are specialists in the genetics of inherited
arrhythmias, to avoid bias. All investigators agreed on the final classification of all the rare
variants included in our study.

Definite gene-association with DCM
(ACTC1, ACTN2, BAG3, DES, DSP, FLNC, JPHz2, LMNA, MYH7, NEXN,
PLN, RBM=20, SCN54, TNNC1, TNNI3, TNNT2, TPM1, TTN and VCL)

T

No Data Conflicting Data
Very-low MAF low . Very-low MAF low .
(<0.005% 01 (<0.04%and MAF me‘l“““ (<0.005%or  (<0.04% and M?;Fonée(l/:)‘)“"
no MAF) >0.005%) (>0.04%) no MAF) >0.005%) -04
VUS-LP VvuUs VUS-LB

Figure 3. Algorithm of classification for VUS. MAF: minor allele frequency. VUS: variant of unknown
significance. VUS-LP: variant of unknown significance—likely pathogenic. YUS-LB: variant of
unknown significance—likely benign.

5. Conclusions

In summary, a definite genetic diagnosis of rare variants related to G-DCM has ac-
tionable consequences for patients and their relatives. This emphasizes the importance of
cautious genetic interpretation of variants and highlights the necessity of periodic reclassi-
fication/reinterpretation if a variant remains as a VUS, at least once every five years. Part
of VUS clarifies its function after an update of population frequencies; a simple, cheap, and
fast action. Due to a lack of functional studies as well as comprehensive clinical studies of
large familial cases, most rare variants remain as VUSs in G-DCM following the stringent
criteria suggested in ACMG recommendations. Identifying a deleterious or benevolent
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tendency of a VUS help with follow-up patients and their relatives despite no clinically
actionable, so far. We propose a specific algorithm to help the interpretation of VUSs
in G-DCM.
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18.1 ARTICULO 1. MIRNAS CIRCULANTES COMO BIOMARCADORES PARA LA DETECCION
DE INTOLERANTES A ESTATINAS.
Las guias de practica clinica que establecen los objetivos para la reduccion de los
factores de riesgo cardiovascular, entre ellos los niveles de lipidos en la sangre
(especialmente los niveles de LDLc vy triglicéridos), y de mayor aplicacién para el
tratamiento y prevencion de enfermedades cardiovasculares recomiendan las
estatinas. Sus beneficios han sido ampliamente demostrados [30][39][290]. Aunque
generalmente se toleran bien, las tasas de abandono y falta de adherencia son
elevadas después del primer afio de tratamiento [292]. La principal causa de
abandono son sus efectos adversos, sobre todo a nivel muscular [293]. Esta elevada
tasa de abandono terapéutico conduce a un incremento de la morbilidad y
mortalidad cardiovascular [59][294]. Identificar a los pacientes que presentan
intolerancia a las estatinas es primordial para evitar el riesgo cardiovascular y
alcanzar los objetivos de LDLc establecidos por las guias [39]. El impacto negativo
por el abandono del uso de estatinas secundario a efectos adversos conduce la
reduccion de la prevencion secundaria cardiovascular con empeoramiento de la
aterosclerosis a lo largo de los afios. Hasta la fecha, no existen protocolos a nivel
clinico, diagnéstico, ni biomarcadores que permitan sospechar quienes presentaran

esta condicion.

El sindrome muscular asociado a estatinas incluye varias presentaciones, siendo la
mialgia es uno de los fenotipos mas comunes [48][65][295]. A nivel molecular existen
diferentes vias patoldgicas que podrian explicar la toxicidad de las estatinas y su
relacion directa con el dolor muscular. Entre ellas se han barajado la disfuncion
mitocondrial a través de la deficiencia de coenzima Q10, la reduccion de la beta-
oxidacion de los &cidos grasos o la promocion de la apoptosis muscular. Asi, se ha
propuesto que influyen la interaccion farmaco-farmaco, el ejercicio o ciertos
polimorfismos genéticos [293]. Si bien se desconoce el proceso biologico que
subyace en el sindrome muscular asociado a estatinas; ello limita las medidas

preventivas.

La dificultad para alcanzar un diagnéstico clinico, la falta de marcadores moleculares
0 pruebas no invasivas para detectar los efectos adversos secundarios de las

estatinas y el impacto sobre el abandono de la terapia preventiva hacen necesario
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encontrar una herramienta que permita identificar a los pacientes que
potencialmente presentaran efectos adversos a este tratamiento. Algunos grupos
han relacionado los miRNAs con la eficacia de diferentes estatinas y su efecto
pleiotrépico sobre las células endoteliales [296][297][298][299]. Hasta la fecha, el
uso de miRNAs circulantes como herramienta diagndstica para la deteccion de

individuos |IE permanece inexplorado.

Nuestro estudio identificé cinco miRNAs plasmaticos (let-7c-5p, let-7d-5p, let-7f-5p,
miR-376a-3p y miR-376c¢-3p) sobreexpresados en pacientes con IE en comparacion
con el grupo de pacientes NIE, todos ellos de elevado o muy elevado riesgo
cardiovascular. Cuando se exploraron las vias biolégicas de estos miRNAs se
observa que let-7c-5p interviene en la atenuacion muscular a través del factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B, transforming growth factor beta). Su efector
intracelular Smad3 inhibe la miogénesis y estimula la adipogénesis y la acumulacién
de lipidos en miofibras [300][301]. El let-7f-5p, regulado por la familia de factores de
transcripcion FoxO, se presenta sobreexpresado en la miastenia gravis con
anticuerpos tirosina quinasa especificos del musculo en individuos seropositivos
[302]. La miastenia gravis es una enfermedad autoimmune neuromuscular causada
por anticuerpos que atacan a los receptores en la unién neuromuscular. Por altimo,
el miR-376a-3p se ha relacionado con enfermedades de las arterias coronarias.
Actla mediante la proteina 1 que interactia con el receptor nuclear, lo que conduce
a la apoptosis celular. Por lo tanto, miR-376a-3p podria estar vinculado, por esta via
con el efecto de las estatinas en la reduccién del riesgo de enfermedad de las

arterias coronarias [303].

Otros miRNAs han sido previamente descritos en relacion a la toxicidad de las
estatinas son miR-499 y miR-145 [304]. En 2016, Min et al., utilizando modelos
combinados, in vivo e in vitro, demostraron una sobreexpresion de miR-499-5p
relacionada con lesiones musculares durante el ejercicio cuando la contraccion
muscular inducida por carbacol se combina con la ingesta de estatinas. Los niveles
circulantes de miR-1, miR-133a y miR-206 aumentaron significativamente en
pacientes en tratamiento con estatinas que practicaban deportes de resistencia y
mostraron efectos adversos musculares [305]. Fu et al. demostraron la lesion

inducida por estatinas en el musculo esquelético a través de la sobreexpresion de
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miR-1la mediante la regulacion de la via de la quinasa 1 activada por mitdgenos
[306]. También existen modelos animales donde se ha demostrado que el ejercicio
moderado y gradual puede tener un papel beneficioso en la ingesta de estatinas y su
impacto en el musculo esquelético [307][308]. El proceso de diferenciacion y
especializacion celular de los cardiomiocitos necesita de una condiciones fisioldgicas

y moleculares concretas que podrian verse afectadas por las estatinas.

Posteriormente, se usé la Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes y Gene
Ontology para analizar la funcidon biolégica y los posibles procesos metabdlicos
asociados a los miRNAs seleccionados. Asi, cuatro de los 5 miRNAs
sobreexpresados (let-7c-5p, let-7f-5p, miR-376a-3p y miR-376c¢-3p) interactlan para
regular los genes POTEG, BEND4, CASTOR2 y POTEM (Figura 9). Estos genes
estan directamente relacionados con la homeostasis muscular y los procesos
apoptoéticos. CASTOR2 es uno de los genes que ha sido descrito como una diana de
la via proteolitica de FoxO que conduce a la atrofia muscular [309]. FoxO, es una
familia de factores de transcripcion, implicados en la degradacion de proteinas y la
apoptosis. Se han relacionado con la atrofia muscular y la caquexia con el uso de
ciertos tratamientos de quimioterapia a través de las vias IGF1/AKT/FoxO [310].
Cuatro de los 5 miRNAs sobreexpresados (let-7c-5p, let-7d-5p, let-7f-5p y miR-376c¢-
3p) interactian con el gen TGFBR1T la expresion del cual esta relacionada con el
crecimiento y la diferenciacion muscular [311]. La sefializaciéon de TGF[3 desempena
un papel fundamental en la regulacion del crecimiento y la atrofia muscular tanto en
miopatias heredadas como adquiridas [312]. Por dltimo, se identificd el factor de
crecimiento similar a la insulina (IGF1) como un gen objetivo compartido por los
cinco miRNAs. Esto se confirma los estudios que apoyan que las estatinas regulan
la sefalizacién de IGF1-R en diferentes niveles [313][314][315] AKT es un regulador
clave de la sintesis y degradacion del crecimiento y la regeneracibn muscular a
través de los factores de transcripcion AKT/mTOR y FoxO [316]. El IGF1 esta
relacionado con la miotoxicidad de las estatinas al inhibir la via IGF1/AKT, lo que
conduce a una mayor degradacion de las proteinas miofibrilares y una alteracién de
la sintesis de proteinas. De este modo, las estatinas inhiben la fosforilacion de AKT,
activan la cascada de caspasas y PAPR, induciendo apoptosis; ello esta

estrechamente asociada con la inhibicibn de la sintesis de colesterol a nivel de la
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hidroximetilglutaril-CoA (HMG)-CoA reductasa. Estas vias de miotoxicidad inducida

por estatinas se han contrastado tanto en modelos in vitro como in vivo [316].
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Figura 9. Andlisis KEGG y GO de miRNA expresados diferencialmente. ( A) Red de genes de miRNA
para let-7c-5p, let-7d-5p, let-7f-5p, miR-376a-3p y miR-376¢-3p. ( B ) Diagrama de Venn que muestra
la superposicién de objetivos genéticos de let-7c-5p, let-7d-5p, let-7f-5p, miR-376a-3p y miR-376c¢-
3p. (C) Analisis de enriquecimiento funcional GO y KEGG de let-7c-5p, let-7d-5p, let-7f-5p, miR-
376a-3p y miR-376¢-3p. Imagen tomada de Mangas Int J Mol Sci. 2022 [317].

Con el analisis mediante Gene Ontology se observé una mayor relacion entre los 5
miRNAs sobreexpresados y enfermedades relacionadas con la miopatia

mitocondrial. Estudios que han demostrado que las mitocondrias desempefian un
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papel importante en las miopatias inducidas por estatinas apoyan esta via molecular.
Estd establecido que las estatinas pueden tener impacto sobre la funcion
mitocondrial, y algunos de sus efectos adversos podrian estar mediados a través de
vias mitocondriales [318][319][320]. Por ello, los resultados obtenidos sugieren que
estos miRNAs circulantes podrian estar involucrados en los mecanismos de accion

de las estatinas sobre la funcién mitocondrial.

Respecto a su capacidad diagnostica, nuestros resultados demuestran que los 5
mMiRNAs seleccionados generan un mejor rendimiento predictivo sobre los pacientes
de elevado riesgo cardiovascular y con IE que utilizando cada miRNA por separado.
Estos miRNAs no habian sido asociados a la intolerancia a estos medicamentos
hasta la fecha (Tabla 3).

Tabla 3. Evaluacion del valor diagnoéstico potencial de los miRNA expresados diferencialmente y el
panel de 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. Tabla adaptada de Mangas Int J Mol Sci. 2022 [317].

% de % de :
0, 0,

AUC (IC del 95%) sensibilidad especificidad Exactitud %  Valor p

Let-7c-5p 0.65 (0.5->0.7) 61.70 55.56 59.04 0.017
Let-7d-5p 0.62 (0.507-> 0.747) 52.63 58.70 55.95 0.046
Let-7f-5p 0.688 (0.5->0.8) 60.53 64.44 62.65 0.003
mi-R376a-3p 0.682 (0.5->0.8 68.89 64.10 66.67 0.004
mi-R376¢-3p 0.736 (0.6->0.8) 70.45 64.10 67.47 <0.001
Panel de 5 0.936 (0.8->0.9) 81.25 84.85 82.72 <0.001

Con la intencibn de aumentar su valor diagnéstico, desarrollamos un modelo
multiparamétrico, que incluia tres miRNAs, let-7f-5p, miR-376a-3p y miR-376c¢-3p,
junto con dos parametros clinicos como los afios de dislipidemia (DLP) y la
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concentracion de colesterol no-HDLc. Este score mostr6 una mayor precision
diagnostica. El no-HDLc es considerado un indicador util para evaluar el riesgo
cardiovascular [321]. Este parametro incluye todas las fracciones de colesterol
aterogénicas, y se utiliza comunmente en la evaluacion del perfil lipidico para
obtener informacion adicional sobre el riesgo cardiovascular mas alla del colesterol
total o del LDLc individualmente. En 2021 se publicé una actualizacién de los indices
de calculo de riesgo SCORE2 [12] y SCORE2-OP [322] reforzando la importancia

del colesterol no-HDLc en la evaluacion clinica.

Los niveles elevados de LDLc en la sangre estan asociados con un mayor riesgo de
ECV de causa aterosclerdtica. El uso de medicamentos como las estatinas es crucial
para reducirlos y disminuir el riesgo cardiovascular. El beneficio clinico de niveles
mas bajos de LDLc, ya sea genética o farmacoldégicamente, es determinante; cuanto

mas bajos y antes disminuyan, mejor sera la evolucién del paciente [323].

En resumen, nuestro estudio ha identificado un grupo de 5 miRNAs que discrimina a
los individuos con IE frente a los que no la presentan. Hasta la fecha, no se habia
descrito ningun biomarcador de estas caracteristicas. Proponemos un score
multiparamétrico, que incluye tres miRNAs y dos parametros clinicos, que apoyara
al médico para la deteccion con mayor robustez de pacientes con IE. El uso de estos
marcadores permitira una estrategia terapéutica dirigida a evitar el abandono de una
terapia vital para este perfil de pacientes, ofreciendo una alternativa real para tratar a

pacientes con alto y muy alto riesgo cardiovascular.
Limitaciones

Una primera limitacion es el reclutamiento prospectivo en clinica ambulatoria. El
tamafio de la mustra no suficientemente grande para realizar un estudio estadistico
robusto. Es necesaria revalidaciéon experimental y estadistica incrementando la
cohorte. Finalmente, aunque las bases de datos registraron la expresion de los
genes parentales, no tenemos confirmacion sobre la secrecion directa de estos
mMiRNAs circulantes al espacio extracelular. Por lo tanto, la asociacién de miRNAs
con IE y todas las interacciones son putativas. Por lo tanto, se necesitan estudios
confirmativos mas amplios sobre los miRNAs circulantes para generar una firma de

pronéstico mejor y reproducible para IE.
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18.2 ARTICULO 2. LA SUPRESION DE MIR-16-5P PROTEGE A LOS CARDIOMIOCITOS
HUMANOS CONTRA LA LESION INDUCIDA POR EL ESTRES DEL RETICULO
ENDOPLASMICO Y EL ESTRES OXIDATIVO

Se ha demostrado ampliamente que existe una correlacion entre el desarrollo de
enfermedades cardiacas y determinados procesos moleculares tales como el estrés
en el RE celular y el estrés oxidativo [130][324]. Nuestro grupo demostro en trabajos
previos la sobreexpresion de miR-16-5p en plasma de pacientes con ICM vy
miocardiopatia dilatada no isquémica (nICM) [263]. El miR-16-5p tiene un papel
critico en la progresion de la MCD a través de procesos biologicos interrelacionados
como el estrés del RE, la inflamacién, la autofagia y la apoptosis. El presente trabajo
parte de la hip6tesis que miR-16-5p puede contribuir al estrés oxidativo a través de
la induccion del estrés de RE pudiendo su inhibicién ejercer una funcion
cardioprotectora en la lesion cardiaca mediada por estrés de RE.

Asi, tras confirmar la sobreexpresion de miR-16-5 p en la poblacion con ICM
procedimos a valorar si existia un incremento del estrés oxidativo en el plasma de
esta poblacién frente a una poblacion no isquémica, confirmandose a través del
incremento de MDA y AOPPs, y el descenso de la actividad de las enzimas
antioxidantes, CAT, SOD, GPx y GSH. El MDA y los AOPP son dos marcadores de
estrés oxidativo reconocidos en las enfermedades cardiacas isquémicas ambos se

mostraron sobreexpresados en la cohorte ICM [325][326][327].

La sobreexpresion de miR-16-5p en el plasma de pacientes con ICM induce estrés
del RE e incremento del ROS, contribuyendo al estrés oxidativo. Ello se confirma
con el incremento de AOPP tras la sobrexpresion de miR-16-5p, si bien MDA no se
alter6. En esta misma situacion los genes CAT, SOD, GPx estan infraexpresados y
por tanto las proteinas CAT, GPX1 estaban marcadamente menos presentes en las
células AC16.

La funcién mitocondrial en cardiomiocitos se ve alterada por el estrés del RE
[328][329]. Esta disfuncion mitocondrial, mediada por el estrés del RE, da lugar a un
incremento de la produccion de ROS en el corazon adulto [330][331]. Los resultados
de nuestra investigacion demostraron que la respiracion mitocondrial, a través de la
medida de la tasa de consumo de oxigeno por la mitocondria (OCR) en los

cardiomioblastos humanos se ve disminuida al sobreexpresar miR16-5p. Asi se ven
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afectadas la sintesis de ATP acoplada a la respiracién mitocondria, el proton H+, la
respiracion maxima respiratoria y la reserva respiratoria mitocondrial. Las células
AC16 presentaron una alteracion mitocondrial que tendria su origen en un estrés
oxidativo causado por el estrés del RE. Este deterioro de la funcién mitocondrial esta
mediada por la deficiencia de ATF6 [332] y, como nexo necesario entre el estrés del
RE y estrés oxidativo en la isquemia miocéardica [324]. Jin y colaboradores
demostraron que la eliminacion de ATF6 en miocitos cardiacos sometidos a
isquemial/reperfusion aumentaba los niveles de ROS y la muerte celular por
necrosis; sin embargo, en la situacién inversa, un incremento de ATF6, estos efectos
se mitigaban. Esto coincide con hallazgos previos en los que se describe que la
supresion de ATF6 en modelos animales aumentaba el dafio en
isquemial/reperfusion, mientras la sobreexpresion del gen mediada por AAV9
restablecia la funcién cardiaca [324]. Otro trabajo en esta linea demostraba que bajo
activacion farmacoldgica de ATF6 mejoraba la proteostasis del RE y disminuia el

estrés oxidativo de los miocitos cardiacos in vitro [333].

Para demostrar el papel protector sobre el dafio mediado por el estrés del RE
cuando se produce la infraexpresion de miR-16-5p se trataron los cardiomiocitos
AC16 con tunicamicina (TN). La TN aumenta el estrés del RE en los cardiomiocitos,
aumentando la expresion de GRP78; ademas mientras los marcadores de IRE2a y
PERK estan aumentados, la rama de ATF6 esta disminuida. ATF6 activa la
expresion de los genes que codifican proteinas antioxidantes. Asi, la inhibicién de
mMiR-16-5p con TN provoca que CAT y SOD1 se sobreexpresaban. De este modo, la
TN disminuye la expresion de ATG14 que regula la autofagia, y este efecto se
rescata cuando se inhibe miR16-5p. La inhibicion de miR-16-5p protege a los
cardiomioblastos humanos de la apoptosis inducida por el estrés del RE, permitiendo
la expresion de BCL-2 en células AC16 tratadas con TN y maximizo6 la regulacion
positiva de CHOP inducida por TN. Esto podria estar promovido por la regulacion
positiva de ATF6 y XBP1 tras la inhibicion de miR-16-5p [334]. Esta establecido que
CHORP regula la apoptosis inducida por estrés del RE al disminuir la expresion de
BCL-2 [335]. Sin embargo, BCL-2 es un objetivo directo de miR-16-5p [233], lo que
indica que BCL-2 también puede regularse de manera independiente de CHOP,
como ya se describi6 previamente [336]. Asi, nuestro modelo experimental

demuestra que el gen ATF6 es una diana directa de miR-16-5p y que la inhibicion de
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este miRNA revierte la regulacion negativa de ATF6 inducida por tunicamicina (TN)
en células cardiacas humanas. Por lo tanto, nuestras observaciones sugieren que
miR-16-5p podria agravar el estrés oxidativo de una manera dependiente del estrés
del RE, alterando la via citoprotectora mediada por ATF6 en los cardiomiocitos

humanos.

Dado que se ha demostrado que ATF6 se une al promotor de XBP1, mejorando su
expresion [334], la regulacion positiva de XBP1l puede deberse a un efecto
combinado de la activacion de ATF6 sobre la inhibicion de miR-16-5p junto con la
expresion de XBP1 inducida por TN. Esta circunstancia es similar a la regulacion
positiva de GPR78, cuya expresion también esta regulada por ATF6. De acuerdo
con resultados anteriores que muestran que, aunque las tres vias de la UPR a
menudo se activan juntas, puede ocurrir la activacidon selectiva de algunas vias junto

con la supresion de otras [337][338].

El tratamiento con TN también indujo la expresion de miR-16-5p. Ello refuerza
nuestra hipotesis de que miR-16-5p puede intervenir en la interaccion entre el estrés
del RE mediado por ATF6 y la produccion de ROS por el cardiomiocito. Con TN solo
la expresion de SOD1 se reguld negativamente. La discrepancia entre estos
resultados y los observados con el tratamiento con miR-16-5p puede explicarse por
el hecho de que la TN promueve la expresion de XBP1, mientras que miR-16-5p
altera la expresion de XBP1 [263]. Como XBP1 es capaz de regular CAT a la baja
[339], el efecto de miR-16-5p en la expresion de CAT podria compensarse mediante
la regulacién positiva de XBP1. La expresion de SOD1 se rescatd mediante la
inhibicibn de miR-16-5p, mientras que se indujo la expresiéon de CAT, lo que
respalda la idea de que miR-16-5p podria exacerbar el estrés oxidativo, regulando la

expresion de genes antioxidantes a través de ATF6.
Limitaciones

Nuestra cohorte es pequefia aunque muy especifica; todos los pacientes incluidos
eran estrictamente sujetos de ICM. Se necesitarian estudios que incluyan un tamafio
de muestra mayor para validar estos datos. La falta de muestras de tejido cardiaco,
caracteristica intrinseca comun en los estudios clinicos en humanos, es un factor

limitante importante para poder analizar los procesos in situ. Por ello se midieron
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marcadores de estrés oxidativo en muestras de sangre, que son los mas utilizados
en la practica clinica. La edad de la poblacion de estudio mostré diferencias
significativas entre cohortes, lo que podria haber afectado el estado de estrés
oxidativo. Sin embargo, el andlisis de correlacion de Pearson no muestra correlacion
entre la edad y la expresion de miR-16-5p en pacientes con ICM (r=-0,553;
p=0,062), lo que indica que la expresion de miR-16-5p no depende de la edad. Este
estudio se basdé en experimentos in vitro y no se ha probado el efecto de la
supresion de miR-16-5p in vivo por lo que se deberia replicar con animales para ver

los resultados en organismos Vivos.
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18.3 ARTICULO 3. IMPLEMENTACION DE UN NUEVO ALGORITMO PARA LA
REINTERPRETACION DE VARIANTES AMBIGUAS EN LA MIOCARDIOPATIA DILATADA
GENETICA

El diagndstico genético permite identificar la alteracion genética que causa la

patologia, como es el caso de la MCD. Ademas, identificar la causa implica poder

realizar segregacion familiar y saber quién es portador del defecto genético por lo
qgue implica estar a riesgo de padecer la misma enfermedad. Por lo tanto, estas
variantes genéticas se utilizan como otra clase de marcadores genéticos que se
usan para el diagnostico, prondstico y evaluacion del riesgo de MCs. En este caso la
identificacion de variantes patdgenas o probablemente patdégenas (P/LP) e incluso

variantes de significado incierto (VUS), en pacientes afectos y en sus familiares a

riesgo de sufrir la misma patologia es una herramienta de recomendacion

internacional [72], pese a que solo las P y LP tienen una aplicacion clinica.

Para determinar la asociaciéon de una variante a una enfermedad hay que seguir
guias internacionales que obligan a valorar la informacion clinica del paciente, la
frecuencia de los alelos en la poblacion general, las proyecciones in silico de los
efectos moleculares, existencia de estudios funcionales, entre otros factores [178].
Categorizar variantes como P/LP ayuda a los clinicos a confirmar diagndsticos,
proporcionar pronosticos, refinar las estrategias de tratamiento y abordar los riesgos

para los miembros de la familia.

Muchas variantes se clasifican como VUS porque en el momento de su evaluacion,
las evidencias disponibles no permiten establecer su causalidad en relacion con la
patologia. Las VUS pueden reevaluarse cuando surge evidencia adicional, lo que a
veces lleva a su reclasificacion como P/LP o benigna o probablemente benigna
(B/LB) [186] aunque frecuentemente muchas de ellas se mantengan en la categoria
de VUS.

En las MCs la revaloracion de variantes se recomienda en un periodo inferior a 5
anos [182][183][184][340]. En el estudio realizado en MCD, hemos identificado que
el 12% de las variantes VUS modificaron su asignacion inicial permitiendo esclarecer
su relacién con la patologia. Hasta donde conocemos es el primer estudio de estas
caracteristicas centrado exclusivamente en MCD. El 8% de las VUS aumentaron el

potencial patogénico a variante de significado incierto con potencial perjudicial (VLP)
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debido a la reduccion de la frecuencia del alelo de menor frecuencia (MAF) y para
algunas variantes, la disponibilidad de nuevas evidencias como estudios funcionales

adicionales desde la primera clasificacion.

Stroeks y colaboradores sugieren que una variante VUS en un gen fuertemente
asociado a una patologia (como lo son en nuestro estudio) estd asociada con un
prondstico adverso de la enfermedad [341]. En base a ello, nosotros sugerimos un
algoritmo de subclasificacion de las variantes VUS de manera que aquellas con
mayor cantidad de evidencias hacia su posible funcidon patogénica queden como
VUS-LP mientras aquellas con mayor peso de benignidad pasen a la categoria de
VUS-LB. Estas nuevas categorias no afectan a la practica del profesional clinico

para la adopcion de medidas terapéuticas [72][142] o seguimiento del paciente.

El reandlisis de variantes debe establecerse como una practica comun en todos
aquellos servicios donde sea posible. Aunque el porcentaje que va a cambiar de
categoria variard en funcién de la patologia con la que se trabaje, las variantes
missense son habitualmente las mas abundantes y seran las que tengan un mayor
namero de re-clasificaciones. En nuestro estudio, las variantes missense VUS son
las méas frecuentemente reportadas. Por ello también son las que mayoritariamente
cambian su clasificacién si son re-evaluadas al cabo del tiempo. Esta evidencia

coincide con la descrita por otros estudios reportados [186][342].

Con la armonizacion de criterios de clasificacion a partir de las guias internacionales
aparecidas desde 2015 [178] la cantidad de variantes descritas como causales o
posiblemente causales de una patologia ha ido reduciéndose. Esto casa con los
resultados presentados ya que el porcentaje de variantes reclasificadas fue
disminuyendo entre 2016 y 2019. Segun Chen et al. el tiempo medio entre la
clasificacion original y la reclasificacion es de 30,7 meses para pasar a LB/B y se
necesitan 22,4 meses para LP/P [186]. La frecuencia poblacional contribuye a
reclasificar en LB/B a lo largo del tiempo. Al centrarnos en la actualizacion de las
frecuencias poblacionales, el algoritmo propuesto ofrece la capacidad de denotar
qgue las variantes VUS con inclinacién hacia ser perjudiciales tienden a clasificarse
cada vez mas en la actualidad. Al mismo tiempo, se pueden descartar un mayor
namero de variantes VUS que no sugieren un trasfondo genético causal. En MCD,

hemos observado este patrén, evidenciado por una disminucion anual en el nUmero
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de VUS a medida que nos aproximamos al presente. Es importante mencionar que
la obtencion de clasificaciones precisas se debe principalmente a las actualizaciones
en las frecuencias poblacionales, sin incluir estudios funcionales o correlaciones
genotipo-fenotipo de grandes familias durante mas de 3 generaciones. A pesar de
estas limitaciones, como se menciond anteriormente, la inclusion de estos estudios
adicionales es necesaria para poder concluir un papel patogénico definitivo en estas
variantes raras en MCD [72][343].

Aunque las variantes truncadas en el gen TTN explican el mayor porcentaje de
casos de MCD con origen genético, la funcién de las variantes missense como
origen de la enfermedad aun no esta claro [155]. En nuestro estudio la mayor parte
de variantes VUS permanecen en esta categoria o cambian a LB o B siendo
mayoritariamente missense [180][344]. Este gen, junto con LMNA, ha sido descrito
como el mas fuertemente vinculado a MCD [72][142], aunque esta relacion se
explica por la identificacidbn de variantes radicales (nonsense, indels...) [345]. En
nuestro caso practicamente todas las variantes nonsense e indel aumentaron su

papel potencial perjudicial a VUS-LP.
Limitaciones

Todos los casos incluidos en nuestra cohorte pueden ser portadores de otras
variantes raras en genes no incluidos en el panel utilizado para el analisis genético.
La falta de datos funcionales disponibles para la mayoria de las variantes raras, asi
como la falta de segregacién familiar impide una interpretacibn mas precisa. Para
respaldar nuestros resultados, las reclasificaciones/reinterpretaciones de todas las
variantes deberian corroborarse en cohortes adicionales mas grandes de pacientes

con MCD de origen genético.
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19 CONCLUSIONES

1. Se han identificado cinco miRNAs, let-7c-5p, let-7d-5p, let-7f-5p, miR-376a-3p
y miR-376¢-3p, sobreexpresados en el grupo de intolerantes a estatinas
respecto a pacientes no intorlerantes a estatinas.

2. La combinacion de los miRNAs sobreexpresados, let-7c-5p, let-7d-5p, let-7f-
5p, miR-376a-3p y miR-376¢c-3p, aumenta significativamente la capacidad
diagnéstica y su valor como biomarcador.

3. Un score que incluya, tres miRNAs con variables clinicas dislipémicas y los
niveles de colesterol no HDLc, mejora ain mas la capacidad diagnéstica.

4. miR16-5p induce estrés oxidativo en células AC16 y promueve la disfuncion
mitocondrial contribuyendo a una produccion excesiva de especies reactivas
de oxigeno.

5. La inhibicibn de miR-16-5p ejerce un efecto cardioprotector aumentando la
expresion de genes antioxidantes, revirtiendo la apoptosis inducida por estrés
del reticulo endoplasmatico y, asi, rescatando la expresion de genes
antiapoptoticos y de autofagia.

6. ATF6 es el gen diana directo de miR-16-5p, y mecanismo por el cual regula el
estrés del reticulo endoplasmaatico.

7. Una reclasificacion/reinterpretacion periddica de variantes de significado
incierto como minimo una vez cada cinco afos tiene consecuencias practicas
para los pacientes y sus familiares.

8. Las variantes de significado incierto reevaluadas cambian su clasificacion
principalmente debido a una actualizacion de las frecuencias poblacionales.

9. Proponemos un nuevo algoritmo especifico que ayuda en la interpretacion de
variantes de significado incierto en la miocardiopatia dilatada de origen

genético que podria mejorar la gestion clinica de los pacientes y sus familias.
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