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Resumen:

Introduccion: la muerte subita (MS) originada por la fibrilacién ventricular (FV) durante el
infarto agudo de miocardio (IAM) es una de las principales causas de muerte en paises
occidentales. La FV es una patologia asociada a factores genéticos y/o ambientales. Dentro de
los factores genéticos, los ARN largos no codificantes (ARNInc) pueden jugar un papel en la

fisiopatologia de la FV en el IAM.

Objetivos: (1) analizar la expresiéon de 10 ARNInc en 24 pacientes con IAM, de los cuales 12
presentaron FV, (2) analizar la expresion de 10 ARNInc en 24 pacientes con IAM, de los cuales

12 no presentaron FV, y (3) comparar la expresion de estos 10 ARNInc en ambos grupos.

Material y métodos: se realizd una busqueda bibliografica para seleccionar 10 ARNInc
relacionados con enfermedad coronario y/o arritmias. El andlisis de expresion de estos 10
ARNInc se realizé mediante la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (qQPCR). Los

datos de expresion se analizaron con los programas GraphPad Prism 6y gBase.

Resultados: de los 10 ARNInc analizados (MIAT, CDKN2B-AS1 o ANRIL, MALAT, NEATI,
KCNQIOTI, UCAI, LIPCAR, SLCI16A1-AS1, TK2-4, TNFRSFM-ASI), se observd una
expresion significativamente menor de CDKN2B-AS1 o ANRIL y de KCNQIOTI en los
pacientes con FV en el IAM vs pacientes con IAM sin FV (P <0,05).

Conclusiones: los resultados obtenidos muestran que los ARNInc CDKN2B-ASI o ANRIL y
KCNQIOTI en pacientes con FV durante un IAM pueden tener un papel importante en el
desarrollo de esta patologia. Por lo tanto, se debe continuar con el estudio de los ARNInc y su

relacion con la FV en el [AM.
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Resumo

Introducion: a morte subita (MS) orixinada pola fibrilacion ventricular (FV) durante o infarto
agudo de miocardio (IAM) € unha das principais causas de morte en paises occidentais. A FV ¢
unha patoloxia asociada a factores xenéticos e/ou ambientais. Dentro dos factores xenéticos, os

ARN longos non codificantes (ARNInc) poden xogar un papel na fisiopatoloxia da FV no IAM.

Obxectivos: (1) analizar a expresion de 10 ARNInc en 24 doentes con IAM, dos cales 12
presentaron FV, (2) analizar a expresion de 10 ARNInc en 24 doentes con IAM, dos cales 12

non presentaron FV, e (3) comparar a expresion destes 10 ARNInc en ambos os grupos.

Material e métodos: realizouse unha procura bibliografica para seleccionar 10 ARNInc
relacionados con enfermidade coronaria e/ou arritmias. A andlise de expresion destes 10
ARNInc realizouse mediante a reaccidon en cadea da polimerase en tempo real (QPCR). Os datos

de expresion analizaronse cos programas GraphPad Prism 6 e gBase.

Resultados: dos 10 ARNInc analizados (MIAT, CDKN2B-AS1 ou ANRIL, MALAT, NEATI,
KCNQIOTI, UCAI, LIPCAR, SLCI16A41-AS1, TK2-4, TNFRSFM-ASI), observouse unha
expresion significativamente menor de CDKN2B-AS1 ou ANRIL e KCNQ1OTI nos doentes con
FV no IAM vs doentes con IAM sen FV (P <0,05).

Conclusions: os resultados obtidos mostran que os ARNInc CDKN2B-ASI ou ANRIL e
KCNQIOTI en doentes con FV durante un IAM poden ter un papel importante no
desenvolvemento desta patoloxia. Por tanto, débese continuar co estudo dos ARNInc e a stia

relacién coa FV no [AM.

III



Summary

Introduction: sudden death (SD) caused by ventricular fibrillation (VF) during acute
myocardial infarction (AMI) is one of the main causes of death in western countries. VF is a
pathology associated with genetic and/or environmental factors. Among the genetic factors, long

non-coding RNAs (IncRNA) may play a role in the pathophysiology of VF in AMI.

Objectives: (1) to analyze the expression of 10 IncRNA in 24 patients with AMI, of which 12
presented VF, (2) to analyze the expression of 10 IncRNA in 24 patients with AMI, of whom
12 did not present VF, and (3) to compare the expression of these 10 IncRNAs in both groups.

Material and methods: a bibliographic search was carried out to select 10 IncRNA related to
coronary disease and / or arrhythmias. The analysis of the expression of these 10 IncRNA was
performed by the real-time polymerase chain reaction (qPCR). Expression data was analyzed

with GraphPad Prism 6 and gBase programs.

Results: of the 10 IncRNA analyzed (MIAT, CDKN2B-AS1 or ANRIL, MALAT, NEATI,
KCNQIOTI, UCAI, LIPCAR, SLC16A41-AS1, TK2-4, TNFRSFM-ASI), it was observed a
significantly lower expression of CDKN2B-AS1 or ANRIL and KCNQI1OT] in patients with VF
in AMI vs patients with AMI without VF (P < 0.05).

Conclusions: the results obtained show that CDKN2B-AS1 or ANRIL and KCNQI1OTI IncRNA
in patients with VF during AMI may play an important role in the development of this
pathology. Therefore, the study of IncRNA and their relationship with VF in AMI should

continue.
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Introduccion

La muerte subita (MS) constituye una de las principales causas de muerte en los paises
occidentales, y representa un desafio para la salud publica por su frecuencia y caracteristicas
demograficas. La MS se define como la parada cardiaca que se produce inesperadamente y
de forma repentina en personas que aparentemente gozan de un buen estado de salud (Bay¢s
& Elousa, 2012; Santos et al., 2020). La parada del corazon se produce abruptamente, y en
el caso de no recibir atencidon médica inmediata, concluye con la muerte del paciente.
Dentro de las causas cardiovasculares, alrededor del 80% es consecuencia de una
cardiopatia isquémica, fundamentalmente por un infarto agudo de miocardio (IAM) (Bay¢s
& Elousa, 2012; Rodriguez-Reyes et al,, 2015; Fonseca et al., 2017). El1 IAM es un
sindrome coronario agudo que se caracteriza por la aparicion brusca de un cuadro de
sufrimiento isquémico, falta de riego, a una parte del musculo del corazén producido por la
obstruccién aguda y total de una de las arterias coronarias. Una de las principales
complicaciones del IAM, y que se asocia a la MS en el marco del IAM es la fibrilacion
ventricular (FV), con una incidencia aproximada del 3-12% de los casos de IAM (Chorro

et al.,2007; Hervella et al., 2020).

La FV es un trastorno del ritmo cardiaco (Figura 1) caracterizado por presentar un
ritmo ventricular rapido (mas de 250 latidos por minuto), irregular, de morfologia caotica
y que potencialmente Illeva de forma irremediable a la pérdida total de
la contraccion cardiaca, con una falta total del bombeo sanguineo y por tanto a la muerte
del paciente de no ser tratado a través de reanimacion cardiopulmonar (RCP) y/o

desfibrilacion (Asaria et al., 2017; Glinge et al., 2020; Szabd et al., 2020).

Figura 1. Ejemplo de un electrocardiograma de 12 derivaciones de los latidos ultrarrapidos e irregulares y

sin patrén en la FV (Benito ef al., 2012).



La susceptibilidad a la FV en el contexto del IAM es multifactorial y se han identificado,
entre otros factores: herencia genética, alteracion de los electrolitos y disfuncion
hemodinamica (De Ferrari et al., 2020; Glinge et al., 2020). Dentro de los factores
genéticos, la investigacion se ha centrado en el andlisis de variantes en canales idnicos
asociados a la FV en el IAM, en especial en el gen SCN54 que codifica el canal de sodio
cardiaco Navl.5 (Jabbari et al., 2017; Glinge et al., 2020; Hervella et al., 2020). Sin
embargo, existen otros factores genéticos que pueden jugar un papel fundamental en la
FV en el IAM, que aun no se han explorado en profundidad. Dentro de estos factores,
destacan los ARN no codificantes (ARNnc), claves en el desarrollo y en la funcionalidad

del sistema cardiovascular (Beermann et al., 2016; Lopez et al., 2017; Barretta et al.,

2020).

En el pasado, la comunidad cientifica consideraba el ARNnc como “basura evolutiva” de
la transcripcion génica, debido a que no existian estudios que explicaran su funcion
bioldgica. Sin embargo, la exploracion y estudio del transcriptoma ha permitido conocer
su implicacion en la regulacion de la expresion génica a nivel transcripcional y
postranscripcional, y por ello se han identificado como elementos claves en procesos
fisiologicos y patoldgicos (Barretta ef al., 2016; Beermann et al., 2016; Han et al., 2017,
Gonzélez et al., 2017; Ono et al., 2018).

La clasificacién mas comun de los ARNnc se realiza en funcidon de su longitud. Asi se
clasifican en ARN pequefios no codificantes/cortos (ARNpnc), aproximadamente 22
nucledtidos de longitud, y ARN largos no codificantes (ARNInc) cuya longitud es mayor
a 200 nucledtidos (Gonzalez et al., 2017; Ono et al., 2018). Las diferentes subclases de
ARNpnc estd integrada por una gran familia de genes reguladores, que les permite ejercer
una serie de funciones a nivel del desarrollo y proliferacion celular en diferentes
organismos, conformado por: ARN de interferencia (ARNi), ARN pequefios
nucleares/nucleolar (ARNpno), ARN ribosomal (ARNr), ARN de transferencia (ARN),
ARN que interactua con Piwi (ARNpi) y micro ARN (miARN) (Beermann et al., 2016;
Han et al., 2017; Gonzélez et al., 2017).

Si nos centramos en los ARNInc podemos ver que se han asociado a procesos moleculares

que implican la regulacién de la expresion de genes (transcripcional, postranscripcional



y actividad proteica), organizacién de dominios nucleares, y modificacion de la
cromatina. Ademas, la alteracidon de la expresion de algunos ARNInc ha sido asociada a
patologias cardiovasculares y oncoldgicas. Este grupo de ARNInc estéd integrado por ARN
antisentido, pseudogenes y ARN circulares (Vausort ef al., 2014; Sallam et al., 2018). En
la Figura 2 se muestra los diferentes mecanismos de regulacion de la expresion génica de
los ARNInc: a) competidores que inhiben la unién de la proteina a su secuencia
complementaria de ADN, por el anclaje a la proteina o a la secuencia, b) activador o
reclutador de las modificaciones epigenéticas, y c¢) precursor de ARN pequefios
implicados en otros procesos de regulacion de la expresion génica (Corral-Vazquez et al.,

2017; Gomes et al., 2017).

a Mecanismo competidor b Mecanismo activador/reclutador C Mecanismo precursor

Proteinas de
unién a DNA

. metilacion del DNA
¢ - (A
/

Factor de

DNA

Modificador

-
A

uncion

3 biologicas

Figura 2. Mecanismos de regulacién de la expresion génica realizada por los ARNInc: a) mecanismo

competidor, b) mecanismo activador o reclutador y ¢) mecanismo precursor (Corral-Vazquez et al., 2017).

En cuanto al papel de los ARNnc en las patologias cardiovasculares, los miARN son la
clase mas numerosa y estudiada. Investigaciones recientes, han demostrado que la
expresion en el tejido cardiaco contribuye a la funciéon normal o patoldgica del sistema
cardiovascular, por ejemplo, el miARN-1 promueve la diferenciacion de los cardiomiocitos,
entre tanto que el miARN-133 la inhibe (Gonzélez et al., 2017; Ono et al., 2018). Ademas,
los microARN miR-133a y miR-423-5p se han identificado como posibles biomarcadores
en pacientes con insuficiencia cardiaca. Es importante destacar que los miARN son los
primeros ARNnc que se han analizado en pacientes con arritmias ventriculares durante el
IAM, identificado al miARN 133a/b con expresion disminuida en tejido cardiaco a los dias

2-7 post-infarto (Bauters ef al., 2013; Giner et al., 2016).



Esto demuestra que el estudio de los ARNnc puede contribuir a conocer la fisiopatologia
de la FV en el IAM, mejorar el prondstico de estos pacientes, y convertirse en una diana

farmacologica para nuevos tratamientos (Bauters et al., 2013; Corral-Vazquez et al., 2017).

Los ARNInc no han sido estudiados en el contexto de la FV durante el IAM, sin embargo,
diferentes estudios apuntan a un posible papel en esta patologia, ya que por una parte se han
asociado al IAM y por otra parte se han asociado a las arritmias (Ishii e al., 2006; Li et al.,
2018; Yeh et al., 2020). El MIAT fue uno de los primeros ARNInc identificados en tejido
cardiaco en el estudio realizado por Ishii ef al. 2006, el MIAT es descrito como un regulador
en el nucleo de la célula que interactua con factores nucleares y ademas es caracterizado
como un ARNInc enddgeno competitivo en el citoplasma. Ademas, en el estudio de Zhu et
al. (2016) se observd que el MIAT presenta un incremento significativo en la hipertrofia
cardiaca, inducida por angiotensina II (Angll), y que contribuye al desarrollo patologico

del infarto de miocardio (IM).

El CDKN2B-AS1 o ANRIL se ha descrito como un posible biomarcador de la enfermedad
coronaria debido a su implicacion en la regulacion de la proliferacion, adhesion celular y la
apoptosis (Temel & Ergoren, 2019). Los estudios realizados por Congrains ef al. (2012) y
Motterle et al. (2012) describieron que los niveles de expresidon en sangre periférica del
CDKN2B-ASI o ANRIL, se encontraban disminuido en pacientes con arteriosclerosis. Otro
ARNInc asociado al IAM con elevacion del segmento ST, por sus los altos niveles
plasmaticos, es el LIPCAR. Ademads, este ARNInc es considerado como un biomarcador de

riesgo de hospitalizacion y muerte cardiovascular (Li ez al., 2018; Temel & Ergéren, 2019).

Los ARNInc ademads de haberse relacionado con el IAM también se han asociado a arritmias
ventriculares. EI ARNInc KCNA2-AS, por ejemplo, regula negativamente el gen KCNA2,
que codifica la subunidad del canal del potasio KvI.2, ejerciendo una funcién fundamental
en varias actividades fisiologicas, incluyendo la frecuencia cardiaca (Ishii ef al., 2006; Li
etal.,2018; Temel & Ergoren, 2019). El estudio realizado por Long ef al. (2017) observaron
que el nivel de KCNA2-AS estaba significativamente elevando, mientras que la expresion
de KCNA2 estaba significativamente bajo en los ventriculos cardiacos de ratas con

insuficiencia.



Por lo tanto, comprender las funciones de los ARNInc en pacientes con FV durante el [AM
permitiria: (1) estratificar el riesgo de desarrollar FV durante un episodio de isquemia
aguda, (2) establecer una recomendacion individualizada de medidas preventivas para
evitar una muerte subita, (3) abrir una nueva via en la terapéutica de la enfermedad, ya que
se estan identificando ARNInc como dianas farmacoldgicas y (4) profundizar en el
conocimiento de los factores desencadenantes y/o facilitadores de la inestabilidad eléctrica

en el miocardio isquémico.

2. Objetivos
Los objetivos de este trabajo son los siguientes:
I. Analizar la expresion de 10 ARNInc en estudio (MIAT, CDKN2B-ASI o ANRIL,

MALAT, NEATI, KCNQI1OTI, UCAI, LIPCAR, SLC1641-AS1, TK2-4, TNFRSFM-ASI)

en 12 pacientes con FV en el contexto del IAM.

II. Analizar la expresiéon de 10 ARNInc en estudio (MIAT, CDKN2B-AS1 o ANRIL,
MALAT, NEATI, KCNQIOTI, UCAI, LIPCAR, SLC16A41-AS1, TK2-4, TNFRSF M-ASI)

en 12 pacientes con IAM sin evidencias de FV.

III. Comparar la expresion de los 10 ARNInc en estudio (MIAT, CDKN2B-AS1 o ANRIL,
MALAT, NEATI, KCNQI1OTI, UCAI, LIPCAR, SLC16A1-AS1, TK2-4, TNFRSFM-ASI)

en ambos grupos.

3. Materiales v métodos

3.1 Pacientes incluidos en el estudio

Para la seleccion de pacientes se siguieron los siguientes criterios de inclusidn: pacientes
de edad superior a 18 afios, presencia de IAM con elevacion del segmento ST y pacientes
que puedan y quieran participar de forma voluntaria en el curso de este estudio y asi lo

manifiesten por escrito mediante su firma en el consentimiento informado.

¢ Los criterios de inclusion especificos fueron:



-Casos: Pacientes con MS por FV, resucitada en el contexto de un sindrome coronario
agudo (electrocardiograma sugestivo de sindrome coronario agudo y/o lesiones

coronarias sugestivas de sindrome coronario agudo con elevacion del segmento ST).
-Controles: Pacientes con IAM con elevacion del segmento ST sin FV ni MS.

¢ Los criterios de exclusion fueron:
-Pacientes con otras causas conocidas de MS (miocardiopatias y canalopatias, entre otras).

-Pacientes con MS de causa diferente a la isquemia (abuso de substancias tdxicas, como

la cocaina, que pueden dar lugar a un Sindrome Brugada-/ike).

3.1.1 Obtencién de muestras y datos clinicos

La recogida de muestras se realizo en el periodo 2019-2020 de la Unidad de
Hemodinamica del Servicio de Cardiologia del Complexo Hospitalario Universitario
de A Coruiia (CHUAC). Durante el proceso de cateterismo para la reperfusion de la
arteria y aprovechando la via central de acceso, se extrajo sangre en un tubo con
anticoagulante acido etilendiaminotetraacético (EDTA por sus siglas en inglés).
Realizada la extraccion, las muestras fueron enviadas al laboratorio en las primeras
24 horas. Para la obtencion del plasma, se realizd una centrifugacion a 1.500 g
durante 10 min, se aseguraron las condiciones de bioseguridad en todo el proceso y
se verificaron que las muestras no presentaran hemolisis. En caso de presentar

hemolisis las muestras no se incluian en el estudio.

Todos los pacientes incluidos en el estudio autorizaron mediante la firma del
consentimiento informado, en conformidad con la guia ética de la declaracion de
Helsinki, el uso de las muestras para investigacion. Este estudio fue aprobado por el
Comité Etico de Investigacion Clinica (CEIC) de Galicia, bajo la referencia
2013/109 y las muestras pertenecian a la “Coleccion de muestras para la linea de
investigacion en hemodindmica”, recogida en el Registro Nacional de Biobancos, en

el apartado de Colecciones con codigo C.0002483.



3.2

Los datos clinicos de las muestras fueron recogidos sistematicamente por la Unidad
de Hemodindmica en una base de datos, en la cual se pueden consultar los datos

demograficos y clinicos.

Seleccion de los ARNInc v genes enddgenos de referencia

3.2.1 ARNInc seleccionados

Para la seleccion de los 10 ARNInc se realizd una busqueda sistematica siguiendo
las recomendaciones del método PRISMA para revisiones sistematicas y
metaanalisis. La busqueda de las bibliografias se realizd en las bases de datos
cientificas: PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/), Web of Science
(https://www.recursoscientificos.fecyt.es/), 'y Scopus (scopus.com/home.uri),
utilizando las palabras claves Acute Myocardial Infarction, Ischemic Heart Disease,
Ventricular Fibrillation, Sudden Death, Long Noncoding RNA, Ventricular
Arrhythmias, y gPCR combinandolas a través del uso de los operadores AND, OR 'y
NOT. Delimitando la busqueda desde el afio 2009-2021 en articulos completos

gratuitos, ensayos clinicos y revistas cientificas, en inglés o en castellano.

La combinacién de palabras claves permitio la obtencién de un total de 4.978
documentos. Después del recuento se procedid a la eliminacidén de referencias
duplicadas, eliminando un total de 35, lo que nos dej6 4.943. De estos 4.943 articulos
se excluyen 4.907 después del primer cribado, por lo que se obtuvieron 45 articulos
de referencia de textos completos evaluados para elegibilidad y finalmente se
excluyeron 28 debido a 3 razones: 1) articulos incompletos, 2) los que utilizaron una
metodologia distinta, y 3) los que no evaluaron la poblacion de interés, por lo que en
definitiva se incluyeron 17 articulos para la seleccion de estos ARNInc. Todo el
proceso de seleccion en las diferentes etapas de la metodologia PRISMA se detalla

en la Figura 3.



. Referencias identificadas mediante la Referencias identificadas mediante otros
bisqueda en base de datos electronicas métodos de busqueda
n=4978 n=0

Identificacion

Referencias después de eliminar los duplicados

n=4943
Q k.
= Cribaje de referencias Referencias excluidas
= n=4943 n=4907
=
&)
k.
Articulos en texto completo Articulos a texto complete
evaluados para elegibilidad > excluidos n=28§
= n=45
% Razon #1. Restmenes,
= L articulos mncompletos.
-
vt > Razon #2. Articulos excluido
én Estudios incluidos por utilizar una metodologia
= =17 distinta.
Razén #3. No evalian la
poblacion de interés.
A
@
=]
-E Referencias incluidas
> n=17
=
=

Figura 3. Diagrama de flujo PRISMA para el cribaje y seleccion de referencias bibliogréficas.

3.2.2 Genes endbgenos de referencia

Los genes endogenos de referencia intervienen como controles internos que permiten

la correccion de las variaciones experimentales, provocadas por los errores de

eficiencia o calidad del material de partida, pipeteo, componentes inhibidores, y

transcripcion inversa o reversa (RT por sus siglas en inglés). En funcion a la

bibliografia investigada, se seleccionaron 8 genes endogenos de referencia (ACTB,

B2M, GUSB, HPRT, PPIA, RPLPO, TBP, TFRC) y se realizo el andlisis de variacién

bioldgica, en este caso pacientes IAM con y sin FV con el uso de la herramienta

bioinformatica geNorma (Primer Design, Ltd., Southampton University, Highfield

Campus, Southampton Haunts, Reino Unido) (de Jonge et al., 2007).




3.3 Analisis de expresion de ARNInc

El estudio de la expresion de ARNInc se llevo a cabo a través de la reaccion en cadena de
la polimerasa en tiempo real o cuantitativa (qQPCR por sus siglas en inglés) cuyas etapas
son: (1) extraccion de ARN, (2) retrotranscripcion para obtener ADN de cadena
complementaria (ADNCc), (3) preamplificacion de fragmentos de secuencia deseada

(preAMP por sus siglas en inglés), y (4) gPCR (Figura 4).

Extraccion
de ARN preAMP
() () () ()

ADNc gPCR

Figura 4. Esquema de las etapas en el analisis de los ARNInc.

3.3.1 Extraccion de ARN

La extraccion del ARN total se llevd a cabo utilizando el kit comercial miRNeasy
Serum/Plasma Advanced (QIAGEN, Hilden), siguiendo el protocolo del fabricante

que se describe en la Figura 5.

3 T e 3
3

Suero/plasma

\/
s -eb N E N > ° E’
|
W/
9 ) é:
ARN éluido

Figura 5. Procedimiento de extraccion de ARN total: (1) Transferencia de plasma a un tubo
Eppendorf. (2) Adiccion Buffer RPL. (3) Uso del Buffer RPP. (4) Transferencia de las muestras a las
columnas del kit RNeasy UCP MinElute. (5) Lavado de las membranas. (6) Adiccion del etanol al
80%. (7) Secado de la membrana. (8) Elucion del ARN. (9) ARN listo para usar.



+* Procedimiento:

— Paso 1: Las muestras conservadas en el congelador a -80°C fueron retiradas
con una antelacion de 30 minutos, y se descongelaron a temperatura
ambiente. Una vez descongeladas, se pasdo 200 pL de plasma a un tubo

Eppendorf de 2 mL.

— Paso 2: A continuacidn, se afiadio 60 puL de Buffer RPL a la muestra, se
mezclaron con un agitador tipo vortex durante 5 segundos y se incubo la

muestra a temperatura ambiente durante 3 minutos.

— Paso 3: Pasado el tiempo de incubacion, se afiadié 20 pL. de Buffer RPP, se
volvid a agitar y se incubaron las muestras a temperatura ambiente durante 3
minutos. Posteriormente, se centrifugd a 1.2000 g durante 3 minutos a
temperatura ambiente para sedimentar el precipitado. Obtenido el
sobrenadante (230 pL para 200 uL de plasma) se transfirié a un nuevo tubo
Eppendorf, agregando el mismo volumen del sobrenadante de isopropanol y

realizando la homogenizacion de las mezclas utilizando vortex.

— Paso 4: Cada una de las muestras se transfirié a un tubo de recogida con
columna del kit RNeasy UCP MinElute (QIAGEN, Hilden), se centrifugd

durante 15 segundos a > 8.000 g con la tapa cerrada.

— Paso 5: Desechando este filtrado, se procedid a lavar la membrana; un primer
lavado con 700 uL de Buffer RWT y un segundo lavado con 500 uL de Buffer
RPE, centrifugdndose durante 15 segundos a > 8.000 g en ambos casos con

la tapa cerrada y realizando el descarte del filtrado.

— Paso 6: Realizados estos lavados, se procedié a afiadir 500 uL de etanol al
80% a la columna de centrifugado RNeasy UCP MinElute (QIAGEN,
Hilden), se volvid a centrifugar esta vez durante 2 minutos a > 8.000 g con

la tapa cerrada. Se descartd el filtrado.
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— Paso 7: En el tubo Eppendorf de 2 mL unido a la columna de centrifugado
RNeasy UCP MinElute (QIAGEN, Hilden), se sec6 la membrana de silica

centrifugando durante 5 minutos a maxima velocidad con la tapa abierta.

— Paso 8: Por ultimo, ARN es eluido con 20 puL de agua libre de RNasa
directamente en el centro de la membrana de la columna y se realiz6 una
centrifugacion de 1 minuto a maxima velocidad, para obtener un eluyente de

18 uL listo para su utilizacion en los siguientes procesos.

3.3.2 RT v obtenciéon de ADNc

La RT es un proceso de la gPCR que implica la generacion de ADNc a partir de
ARN. Los ensayos realizados fueron llevados a cabo en un solo tubo utilizando el
kit de StaRT Reverse Transcription (AnyGenes®, Paris), preparando un Mix con
cebadores especificos y una vez preparado se adiciona el ARN. Este procedimiento
fue realizado haciendo uso del termociclador 7700 BIO-RAD (Tabla 1), siguiendo

las instrucciones del fabricante.

Tabla 1. Procedimiento de la RT'y obtencion de ADNc

A. Preparacion del Mix para la RT

Componentes del Mix Cantidades: x1 (+10%)
H>O 1,5 uL (1,65 uL)
StaRT Buffer 1 uL (1,1 pL)
Random Primers 1 uL (1,1 uL)
dNTP Mix 1 uL (1,1 pL)
StaRT Reverse Transcriptase 0,5 uL (0,55 uL)
B. Mezcla del Mix y las muestras en estudio (10 pL)
Mix S5uL
ARN 5uL
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Tabla 1 (continuacion). Procedimiento de la RT y obtencion de ADNc

C. Proceso de RT en el termociclador y obtencion de ADNe¢

29 paso (RT)

Pasos en el termociclador

1" paso (Precalentamiento)

3¢ paso (Activacion de enzima)

4% paso (Enfriamiento)

Tiempo

10 min

120 min

5 min

Temperatura

25°C

37°C

85°C

4°C

3.3.3 preAMP

La preAMP basada en PCR es un método utilizado para aumentar la concentracion
de ADNc obtenido en el paso de la RT, amplificando solo los genes diana utilizando
el kit comercial Specific PreAmplification SpeAmpn (AnyGenes®, Paris). Este

procedimiento fue llevado a realizados en dos fases: (1) desnaturalizacion y

amplificacion del ADNc, y (2) purificacion e inactivacion de la enzima (Tabla 2).

Tabla 2. Procedimiento de la preA MP

Fase 1: Desnaturalizacion y amplificaciéon del ADNe¢

Preparacion

Proceso de preAMP en el termociclador

Componentes  Cantidades:

del Mix x1 (+10 %)

2X Perfect 12,5 uL
Master Mix (13,75 puL)

7,5 uL (8,25
ul)

Prim

Etapas

Desnaturalizacidon
inicial-Activacion
de la Hot Start

Taq

Pre amplificacion

de ADNc

N° de

ciclos

10

Tiempo

10 min

10's

30s

Temperatura

95 °C

95°C

60 °C
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Tabla 2 (continuacion). Procedimiento de la preA MP

Fase 2: Purificacion e inactivacion de la enzima (25 pL preAMP)

Preparacion Proceso de preAMP en el termociclador
N° de
Componente Cantidades Etapas Tiempo Temperatura
ciclos
Mix 20 uL Purificacion 1 30 min 37°C

Nota: Se pausa el equipo y se aflade 3 pL del reactivo

AmpPure, a cada pocillo o tubo

ADNCc 5puL
Inactivacion de la
10's 95 °C
enzima
334 gPCR

El ensayo de gPCR es utilizado para la medicion cuantitativa de la cantidad de ADN
de una muestra al mismo tiempo en que se realiza la reacciéon. Combinando la
amplificacion y la deteccion, esta permite la correlacion del producto de la PCR en
cada uno de los ciclos a través de la emision de una sefial fluorescente que es

detectada por el equipo.

El procedimiento de gPCR fue realizado en una placa de 48 pocillos, donde se afiadio
a cada pocillo 20 pL del Mix preparado a partir del kit de LncRNAs gPCR assays
(AnyGenes®, Paris). Ademas, se utilizé el SYBR Green para evitar la amplificacion
de ADN gendémico contaminante de la muestra. Realizado el proceso de elaboracion
del Mix, y mezclado con las muestras en estudio y el blanco, la placa fue colocada
en el equipo LightCycler® 480 (Roche 454, Branford) para la realizacién de la gPCR
(Tabla 3).
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Tabla 3. Procedimiento de la gPCR

A. Elaboracion del Mix para la gPCR

Componentes Cantidades: x1 (10%)
H,O 7 uL (7,7 uL)
SYBR 10 pL (11 pL)

Primer 1 uL (1,1 uL)

B. Mezcla del Mix y las muestras en estudio (20 pL)

Mix 18 uL

ADNc 2 uL

B. Proceso de gPCR en el termociclador

Etapas N° de ciclos Tiempo Temperatura MO(.iq de
adquisicion
Desnaturalizacion inicial-
Activacion de la Hot 1 10 min 95 °C /
Start Taq
10s 95°C /
Amplificacién 40-45
30s 60 °C Cuantificacion

10s 95°C /

Curvas de Melting 1 30s 65 °C /
0s 95°C Continuo

3.4 Analisis estadistico

Durante la amplificacion de la gPCR se genera una sefial de fluorescencia que nos permite
detectar la cantidad de productos amplificado de la PCR, dividida en 4 fases: (1) inicial o
basal, (2) geométrica (exponencial), (3) lineal, y (4) estacionaria. Realizadas cada una de
estas fases se obtienen los resultados de las curvas amplificadas y el umbral del ciclo o

Cycle threshold (Ct por sus siglas en inglés) basado en la normalizacién de los datos

14



respecto a un gen de referencia. El valor Ct esta relacionado con el ntimero de ciclos en el
ensayo de la PCR necesarios para la amplificacion del ADN. Asi, a menor valor Cz, mayor

cantidad de amplificaciones.

El analisis estadistico de la expresion génica de los ARNInc fue llevado a cabo en base a
los datos obtenidos de la gPCR de los 24 pacientes analizados y al resultado de los genes
enddgenos de referencia. Los valores obtenidos para cada gen en los diferentes pacientes
fueron analizados calculando el valor Ct a través de la formula (224" siguiendo el

esquema de la Figura 6.

Obtencion del Obtencion del :
) Transformacion

valor ACt Obtenci6n del valor 2 44 de los datos
valor AACt obtenidos por

log, (2449
—] —_ —] Paso 3 —_

Figura 6. Pasos realizados para el analisis de los datos obtenidos.

R

*» Pasos realizados para el analisis de los datos obtenidos:

— Paso 1. En una planilla de Excel “Hoja de analisis de los resultados” se
calcul6 el incremento de Ct (ACt), realizando una resta de la media obtenida
de los valores Ct del gen objetivo frente a la media de los genes enddgenos

(Férmula 1).

ACt= Ctr—Ctr

Férmula 1. Férmula utilizada para obtener el valor ACt, realizando una resta de: Ctr (Gen
objetivo o Target) - Ctr (Media de los genes endogenos de referencia) (Green & Sambrook,

2018).

— Paso 2. Obtenidos los resultados de cada uno de los pacientes en estudio, se
realizd una media ACt, que es la suma de todos los valores y divididos en el
total, en los pacientes con y sin FV, una vez obtenido este valor se

normalizaron los datos utilizando la formula AACt (Formula 2).
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AACt = ACt — Media ACt

Formula 2. Férmula utilizada para obtener el valor AACt, realizando una resta de: ACt y la

media ACt (Green & Sambrook, 2018).

Paso 3. Se realiza el calculo de los niveles de expresion a través del método
2-8ACT que hace referencia a la eficiencia de amplificacion por PCR uniforme

del 100% en todas las muestras utilizando la féormula 24T (Férmula 3).

27 — (AACY)
Férmula 3. Férmula utilizada para obtener el valor 2 “*4“!, realizando 2 elevando y restando

el valor obtenido de AACt en el paso anterior (Green & Sambrook, 2018).

Paso 4: se aplica la ecuacion logaritmica en base 2 para la transformacion de

los datos obtenidos utilizando la formula logy 244¢ (Férmula 4).

log (2 €Y

Férmula 4. Férmula utilizada para obtener la funcion logaritmica 2 aplicada al resultado

obtenido del valor 2 “*4*a cada una de las muestras de estudio (Green & Sambrook, 2018).

Tras la transformacion de los datos con las formulas mencionadas anteriormente, se realizo

un analisis de expresion, mediante el procesamiento de los datos con el programa del

GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc., California, EE. UU.). Ademas, se realizd

una comparacidon de los resultados significativos en el programa gBase (BioGazelle,

Zwijnaarde, Belgium) a fin de comparar y analizar los resultados obtenidos.

Los datos obtenidos se normalizaron con los test D' Agostino-Pearson Omnibus y Shapiro-

Wilk para ajustandolos a una distribucion normal. Se consideré un P-valor < 0,05 como

diferencia estadistica significativa, y con el ajuste de los datos a una distribucién normal

se aplicaron pruebas paramétricas.

4. Resultados

4.1 Pacientes

Este trabajo se establecid como un estudio caso-control pareados por sexo:

L. Grupo “control” en donde se incluyeron 12 pacientes sin FV en el [AM.
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II. Grupo “FV” caracterizado por 12 pacientes con FV durante el [AM.

Las edades de los 24 pacientes incluidos en el estudio estaban comprendidas entre 44 y 85
afios. La mediana de edades de la poblacién en estudio con FV y sin FV fue 59+14,37
aflos y el porcentaje, segun sexo de los pacientes, fue de 67,7% de hombres y 33,3% de
mujeres. En lo que se refiere a la localizacion del IAM en los pacientes con FV fue de un
58,3% de IAM anterior y un 41,7% de IAM inferior. Mientras que en los pacientes sin FV
la localizacion anterior del IAM fue de 41,7% y la inferior de 58,3%. En cuanto al ntimero
de arterias afectadas, en pacientes con FV en el IAM el 75% presento afectacion de una
unica arteria y el 25% de los pacientes presentaron 3 arterias afectadas. En cambio, en los
pacientes sin FV el 33,3% de los pacientes tuvieron una Unica arteria afectada, el 25%
presentaron 2 arterias afectadas y el 41,7% a pacientes tenian las 3 arterias afectadas. En
cuanto al momento en el que se produjo la FV, podemos observar que la FV se
desencadend en un 25% de los pacientes como el sintoma inicial, en un 50% de los casos
la FV se produjo durante el transporte al hospital o en urgencias y por ultimo el 25% de

los pacientes presentaron la FV durante el procedimiento.

En la Tabla 4 se incluyen las caracteristicas de la poblacion estudiada, algunas de ellas
mencionadas anteriormente. Entre ellas; pacientes con y sin FV, sexo, edad, localizacion,

numero de arterias afectadas, y momento de la FV.

Tabla 4. Caracteristicas de la poblacion en estudio

Numero
FV/NO Sexo Edad Localizacion de
# Numero Momento de la FV
FV (F/M) (aiios) del IAM arterias
afectadas
1 FV M 50 Anterior 1 Sintoma inicial
2 FV M 45 Anterior 1 Procedimiento
3 FV F 65 Inferior 1 Urgencias/Transporte
4 FV M 69 Anterior 3 Procedimiento
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Tabla 4 (continuacién). Caracteristicas de la poblacion en estudio

Nuimero
FV/NO Sexo Edad Localizacion de
# Numero Momento de la FV
FV (F/M) (afios) del IAM arterias
afectadas

5 FV M 47 Inferior 1 Urgencias/Transporte
6 FV M 30 Anterior 1 Procedimiento

7 FV F 53 Inferior 1 Urgencias/Transporte
8 FV F 59 Inferior 1 Sintoma inicial

9 FV M 55 Inferior 3 Urgencias/Transporte
10 FV M 71 Anterior 3 Urgencias/Transporte
11 FV M 57 Anterior 1 Urgencias/Transporte
12 FV F 44 Anterior 1 N/A

13 NO FV M 84 Inferior 2 N/A

14 NO FV F 76 Anterior 2 N/A

15 NO FV E 50 Anterior 1 N/A

16 NO FV M 75 Inferior 3 N/A

17 NO FV M 68 Anterior 1 N/A

18 NO FV M 81 Inferior 3 N/A

19 NO FV M 74 Inferior 3 N/A

20 NO FV M 59 Inferior 3 N/A

21 NO FV M 53 Anterior 1 N/A

22 NO FV F 44 Anterior 1 N/A
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Tabla 4 (continuacidn). Caracteristicas de la poblacién en estudio

Numero
FV/NO Sexo Edad Localizacion
# Numero de arterias  Momento de la FV
FV (F/M) (afios) del IAM
afectadas
23 NO FV F 85 Inferior 2 N/A
24 NO FV M 63 Inferior 3 N/A

F: femenino; M: masculino; N/A: no aplica.

4.2 Seleccion de los ARNInc v genes enddgenos de referencia

42.1 ARNInc

Mediante la metodologia PRISMA se realizo una busqueda sistematica en articulos
cientificos, revistas y ensayos clinicos y se seleccionaron 36 referencias
bibliograficas para seleccionar ARNInc que pudiesen tener un posible papel en la
FV causado por un IAM. Tras la lectura y analisis de estos articulos se seleccionaron
10 ARNInc candidatos para el estudio de pacientes con FV en el IAM: CDKN2B-
AS1 0 ANRIL, KCNQI1OTI, LIPCAR, MALAT 1, MIAT, NEATI, SLC16A1-AS1, TK-
2-4, TNFRSF14-ASI y UCA I mostrados en la Tabla 5.

Tabla 5. ARNInc objetivos resultados de la busqueda

Nombre Nombre Patologias

. Funcion . Referencias
genético completo asociadas

ARN 1 antisentido

del inhibidor de Controlar los o Vausort et al.
CDKN2B- ) ) IM y arritmias )
quinasa 2 B cambios (2014); Liet al.
ASI 0 ANRIL ) ) ) cardiacas
dependiente de epigenéticos (2019)
ciclina 0 ANRIL
KCNQI de cadena  Regula la Sindrome QT
o Vausort et al.
opuesta / transcripcion largo e
KCNQI10TI ) ) ) o (2014); Yang et
transcriptor de maltiples insuficiencia
al. (2018)
antisentido 1 genes cardiaca
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Tabla 5 (continuacion). ARNInc objetivos resultados de la busqueda

Nombre

genético

MALAT 1

MIAT

NEATI

SLC16A41-
AS1

TK-2-4

TNFRSF14-
ASI

UCAI

Nombre

completo

Transcrito 1 de
adenocarcinoma
de pulmén
asociado a

metastasis

Transcriptor

asociado a IM

Transcriptor 1 del
ensamblaje del
paraspeckle

nuclear

SLC1641 ARN

antisentido 1

Transcriptor del

Inc-TK2-4

TNFRSF14
antisentido ARN 1

Asociado a
carcinoma

urotelial 1

Funcion

Modular la
actividad
proteica en
genes que
favorecen la

metastasis

transcripcion

asociada al IM

Regular la
transcripcion
de maltiples

genes

Regular el

ciclo celular

Intervenir en
las
regulaciones

epigenéticas

Codificar

proteina

Regular la
proliferacion

celular

Patologias

asociadas

Cardiopatia

isquémica

IM,FAyla
fibrosis
miocardica
inducida por la
FA

M,
insuficiencia
cardiaca y lesion
isquémica /

reperfusion

IAM

Cardiomiopatia

IAM

IM con
elevacion del
ST, angina

inestable

Referencias

Puthanveetil et
al. (2015); Li et
al. (2019)

Ishii et al.
(2006); Yan et
al. (2006)

Zhao et al.
(2018); Gast et
al. (2019); Sun
et al. (2020)

Zhou et al.
(2016); Jansen
etal. (2017);
Zhai et al.
(2017)

Sarin et al.
(2016); Huang
etal. (2017)

Schmidt et al.
(2016); Zhai et
al. (2017)

Huang et al.
(2015); Yan et
al. (2016)
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4.2.2 Genes endOogenos de referencia

Para comprobar que los genes endogenos de referencia eran los idoneos para ser
utilizados como controles en las siguientes placas, se analizo la expresion de 8
posibles genes (ACTB, B2M, GUSB, HPRT, PPIA, RPLP0O, TBP, TFRC) en las

muestras de pacientes con y sin FV en el JAM.

Los resultados obtenidos tras la gPCR fueron importados al programa geNorm y
clasificados segun su estabilidad de expresion. En una representacion grafica se pudo
observar la replicacion de los genes, siendo ACTB y RPLP( aquellos que mostraron
una menor desviacion estandar, y una mayor estabilidad en su expresion en las

muestras analizadas (Tabla 6).

Tabla 6. Resultados obtenidos del programa geNorm de los genes ACTB y RPLP0

Genes endogenos de referencia M Cv
ACTB 1,089 0,522
RPLPO 1,089 0,321
Media 1,089 0,422

CV: coeficiente de variacion; M: media

4.3 Analisis de expresion vy analisis de datos de los ARNInc

El anélisis de expresion de los 10 ARNInc bajo estudio mostrd una expresion
significativamente menor (P-valor < 0,05) en los ARNInc CDKN2B-ASI o ANRIL y
KCNQIOTI en pacientes con FV frente a los pacientes sin FV en el IAM (Figura 5).
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Figura 5. ARNInc que presentaron una disminucion significativa en la expresion en pacientes con FV en el

IAM vs pacientes sin FV en el IAM. * P-valor < 0,05.
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En la tabla 7, se muestran los resultados obtenidos (P-valor < 0,05) de los ARNInc
CDKN2B-AS1 0 ANRIL y KCNQ1OT]I en la prueba ¢-fest frente a los resultados obtenidos

en el programa bioinformatico gBase.

Tabla 7. Resultados obtenidos del #-test y gBase.

CDKN2B-AS1 0 ANRIL KCNQI10T1
Pacientes en
estudio t-test qBase t-test qBase
(P-valor) (P-valor) (P-valor) (P-valor)
FV/NOFV 0,0180 0,0243 0,0487 0,0462

A continuacién, se muestran los 8 ARNInc restantes que no mostraron resultados

significativos en los pacientes con y sin FV en el IAM (Figura 6 y 7).
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Figura 6. Resultados de la expresion relativa de los ARNInc 7K-2-4, MIAT, MALATIy NEAT en pacientes

con y sin FV en el IAM que no presentaron una modificacion significativa.
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Figura 7. Resultados de la expresion relativa de los ARNInc LIPCAR, SLC16A41, TNFRSF14y UCAI en

pacientes con y sin FV en el IJAM que no presentaron una modificacion significativa.
Discusion

En este trabajo se analizo la expresion de 10 ARNInc (MIAT, CDKN2B-AS1 o ANRIL,
MALAT, NEATI1, KCNQIOTI, UCAI, LIPCAR, SLC16A1-AS1, TK2-4, TNFRSFM-ASI),
en 24 pacientes con IAM, 12 de ellos con FV. Se identificaron 2 ARNInc, CDKN2B-AS1 'y
KCNQIOTI, con una expresion significativamente menor en los pacientes con FV en
comparacion con aquellos pacientes sin FV en el IAM, en la fisiopatologia de la FV en el

IAM.

5.1 CDKN2B-ASI o ANRIL en el IAM durante la FV

El ARN 1 antisentido del inhibidor de quinasa 2B dependiente de ciclina (CDKN2B-AS1),
también nombrado como ARN no codificante antisentido en el locus INK4 (ANRIL), es
un ARN no codificante de proteina largo categorizado como un ARN circular de alrededor
3,8 kb de longitud, ubicado en el brazo corto del cromosoma 9 humano en la p21, que se
encuentra dentro del grupo de genes CDKN2B-CDKN2A (Kunnas et al., 2018; Temel &
Ergoren, 2019).
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El producto de los genes CDKN2B-CDKN2A4 es una molécula de ARN funcional que
interacciona con el complejo represivo polycomb-1 (PRC1) y -2 (PRC2), y a través de
estas interacciones, participa en la represion transcripcional (Manjula ef al., 2020; Wang
et al., 2021). Se ha evaluado que la region 9p21 es una diana importante en los estudios
relacionados con el proceso de envejecimiento celular, debido a su posible asociacion a
enfermedades cardiovasculares, y otras patologias que incluyen varios tipos canceres,
diabetes tipo II, Alzheimer, fragilidad en los ancianos, y glaucoma (Sun et al., 2018;

Manjula et al., 2020).

El CDKN2B-AS1 o ANRIL se expresa en las células endoteliales vasculares y células del
musculo liso coronario, en donde la regulacidon del nivel de expresion de este ARNInc
puede afectar a la proliferacion y senescencia o envejecimiento de las células vasculares
(Sun et al., 2018). Ademas, la variacion genética del CDKN2B-ASI o ANRIL esta
relacionada estrechamente con las enfermedades cardiovasculares al mediar la respuesta a

través de la sefializacion inflamatoria (Kunnas et al., 2018; Sun et al., 2018)

En esta investigaciéon se observd que la expresion del CDKN2B-ASI o ANRIL se
encontraba disminuida en los pacientes analizados con FV durante IAM con respecto al
grupo control de los pacientes sin FV en el [JAM. Recientemente, este ARNInc se asocid a
otro tipo de arritmia como es la fibrilacion auricular (FA), y enfermedades coronarias
(Zhou et al., 2016). El estudio realizado por Vausort ef al. (2014) acerca de ARNInc en
pacientes con IAM, realizaron una comparacion entre pacientes sanos y pacientes con
IAM a través del andlisis de los niveles de expresion de células de la sangre periférica o
circulante por gPCR, en donde los niveles de CDKN2B-AS1 o ANRIL fueron menores en
pacientes con IAM en comparacion con los sanos voluntarios, ademas se asoci6 a factores
de riesgos cardiovasculares (edad, diabetes mellitus e hipertension) y la alteracion de la

funcién del ventriculo izquierdo.

Por lo tanto, teniendo en cuenta los resultados de este trabajo y la bibliografia existente, el
ARNInc CDKN2B-AS1 o ANRIL pudieran tener un papel en las fisiopatologias de las

arritmias y la enfermedad coronaria.
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5.2 KCNQIOTI en el IAM durante la FV

El KCNQI de cadena opuesta o transcriptor antisentido 1 (KCNQI1OT1) es un ARNInc
cuya funcion es regular la expresion de otros genes a través de transformaciones
epigenéticas. Este ARNInc estd sujeto a un mecanismo que solo permite su expresion en
el alelo paterno, promueve la formacion de la estructura de la cromatina, y participa en el
desarrollo cardiaco. Ademas, estd localizado en la region cromosémica 11pl5 siendo
controlada esta region por el centro regulador de la impronta ICR2 localizado en el intrén
10 de KCNQI (Zhang et al., 2017; Gu et al., 2019). El gen KCNQI codifica para la
subunidad Kv11.1 del canal del potasio a través del cual se genera la corriente ks (L1 et

al., 2017; Gurha, 2019).

El silenciamiento epigenético del KCNQIOT! induce a la pérdida de la impronta genética
o imprinting del KCNQI, de esta forma, KCNQIOT]I regula la expresion de los canales
cardiacos codificados por el gen KCNQI (Coto et al., 2017; Mejia et al., 2018). Las
investigaciones recientes del ARNInc KCNQI1OT]I en el sindrome de QT han permitido
conocer sus funciones a través de la identificacion de un SPN (rs11023840) en estos
pacientes. Asi, la investigacion realizada por Coto et al. (2020) sobre un estudio cohorte
de 131 pacientes con QT corto prolongado asintomatico y 240 controles sanos, mostrd que
la expresion disminuida del ARNInc KCNQ1OT! vinculado al alelo A, podria dar lugar a
una expresion del gen KCNQI que se relaciona a una variante de riesgo al sindrome de

QT corto prolongado.

En nuestro estudio, los resultados obtenidos del ARNInc KCNQIOTI mostrd una
expresion disminuida en pacientes con FV en IAM, lo que permite establecer un posible
vinculo con los resultados obtenidos, la bibliografia investigada, y su funcién metabolica

en la regulacion de la expresion del gen KCNQI.

En consecuencia, los resultados obtenidos y las investigaciones realizadas muestran que existe

una relacidon con los ARNInc CDKN2B-AS1 y KCNQI1OTI en la FV tras un IAM. Sin embargo,

este trabajo se tiene que considerar un estudio preliminar, debido al bajo nimero de muestras

analizadas. Seria conveniente realizar un estudio con mayor nimero de muestra e incorporar

pacientes con factores de riesgos y extender el estudio a otras zonas geograficas a fin de

confirmar su asociacidén en los pacientes con FV tras un IAM. De confirmarse nuestros
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resultados en estudios con un mayor nimero de muestras estos dos ARNInc podrian: a) ayudar

a comprender la fisiopatologia de la FV en el IAM, b) tener un papel en la estratificacion del

riesgo ante del desarrollo de la FV durante una isquemia aguda, ¢) ayudar a seleccionar pacientes

en los que se debe establecer medidas preventivas para evitar la MS, d) abrir nuevas dianas

farmacoldgicas, y e) estudiar a fondo los factores desencadenantes y/o facilitadores acerca de la

inestabilidad eléctrica en el miocardio isquémico.

6.

Conclusiones/Conclusions/Conclusions

Conclusiones
Una vez realizado el trabajo de fin de master podemos concluir:

1. E1 ARNInc CDKN2B-AS1 esta significativamente menos expresado en pacientes con FV
en el [AM.

2. El ARNInc KCNQI1OTI esta significativamente menos expresado en pacientes con FV
en el JAM.

3. Ambas disminuciones podrian tener relacion con la FV en el IAM, pero debido al bajo
numero de pacientes incluidos en este estudio, sera necesario ampliar la casuistica para

confirmar estos resultados.

Conclusions
Unha vez rematado o traballo de fin de master, podemos concluir:

1. Os ARNInc CDKN2B-ASI ou ANRIL esta significativamente menos expresado en
doentes con FV en [AM.

2. Os ARNInc KCNQIOT]I esté significativamente menos expresado en doentes con FV en
[AM.

3. Ambas as diminucidns poderian estar relacionadas coa FV no IAM, pero debido ao baixo
numero de doentes incluidos neste estudo, serd necesario ampliar a casuistica para

confirmar estes resultados.
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Conclusions

Once the master's thesis has been completed, we can conclude:

1. The CDKN2B-AS1 IncRNA is significantly less expressed in patients with VF in AMI.
2. The KCNQI1OTI IncRNA is significantly less expressed in patients with VF in AMI.

3. Both decreases could be related to VF in AMI, but due to the low number of patients

included in this study, it will be necessary to expand the casuistry to confirm these results.
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