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- RESUMEN -

INTRODUCCION: el rechazo celular agudo (RCA) es una complicacién importante tras

un trasplante cardiaco (TxC). La biopsia endomiocardica (BEM) es el método de
referencia para la deteccién precoz de ese RCA, pero tiene importantes limitaciones.
Entre éstas destacan ser invasivo, un probable error de muestreo, el alto coste y la
interpretacion subjetiva que provocan gran variabilidad en los informes del patélogo.
Por ello, seria de gran utilidad encontrar un biomarcador no invasivo de deteccion de
RCA en el paciente trasplantado. Entre los posibles candidatos se encuentran los
microRNAs circulantes. El estudio central de esta tesis tiene como objetivo principal
seleccionar y validar microRNAs en muestras de suero para la deteccion precoz de RCA

en el seguimiento del TxC.

METODOS: en este estudio prospectivo, observacional y unicéntrico se incluyeron a 121
pacientes con TxC. El RCA en base a la BEM se clasificd segun la International Society of
Heart and Lung Transplantation (ISHLT) del 2004, existiendo 4 grados: “OR” sin rechazo,
“1R” rechazo leve, “2R” rechazo moderado, “3R” rechazo grave. Inicialmente, en una
fase inicial de busqueda, se llevd a cabo un experimento con perfiles de expresién de
microARNSs en los sueros de los pacientes pre-RCA “ORs1“, durante el RCA “2Rs,” y post-
RCA “ORs3”. Al episodio enterd se le llamoé “ORs1 -2Rs; >0Rs3”. Se analizaron 179
microRNAs en cada suero mediante RT-qPCR (Reverse Transcriptase quantitative
Polimerase Chain Reaction) y se seleccionaron aquellos microRNAs con un patrén de
subida/bajada (o viceversa) significativa durante el episodio “ORs1 >2Rs2 >0Rs3”. En la

fase siguiente de validacién se comprobara la eficacia diagndstica para detectar RCA de
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los microRNAs seleccionados. Para esto se buscaran nuevas muestras de suero para
formar dos grupos nuevos de pacientes, un grupo sin rechazo “NoR” y otro con RCA

(BEM>2R).

RESULTADOS: en la fase inicial de busqueda se analizaron microRNAs en un total de 21
episodios de RCA “ORs1 =2Rs> -0Rs3”, y sus respectivas muestras de suero (n = 63). De
entre los 179 microARN analizados, solo miR-181a-5p cumplié los criterios establecidos
de subida y bajada significativa y por tanto, el Unico microRNA seleccionado para la
siguiente fase. En la validacion, miR-181a-5p se analizd en 45 muestras con RCA y 45
muestras sin RCA, encontrandose significativamente sobreexpresado en el grupo con
RCA. El candidato miR-181a-5p, ademas, alcanzd un area bajo la curva AUC = 0,804 (IC
95 %: 0,707-0,880), y una sensibilidad y especificidad del 78% y 76%, respectivamente,

con un alto valor predictivo negativo (98%).

CONCLUSION: miR-181a-5p ha demostrado muy buenas cualidades como biomarcador
no invasivo de RCA en el TxC. Un alto valor predictivo negativo junto con un reducido
coste y simplicidad de analisis, justificarian su uso como ayuda en el manejo y

seguimiento del paciente trasplantado cardiaco.
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- RESUMO -

INTRODUCION: o rexeitamento celular agudo (RCA) é unha complicacién importante

despois do trasplante cardiaco (TxC). A biopsia endomiocardica (BEM) é o método de
referencia para a deteccién precoz deste RCA, pero ten importantes limitacidons. Estes
inclien ser invasivo, o probable erro de mostraxe, o alto custo e a interpretacién
subxectiva do patélogo, que provocan unha gran variabilidade nos resultados finais.
Polo tanto, seria moi util atopar un biomarcador non invasivo para detectar RCA no
paciente trasplantado. Entre os posibles candidatos estan os microRNA circulantes. O
obxectivo principal do estudo central desta tese é descubrir e validar microRNA en

mostras de soro para a deteccién precoz de RCA no seguimento de TxC.

METODOS: 121 pacientes con HTx foron incluidos neste estudo prospectivo,
observacional, dun centro. A RCA baseada en BEM foi clasificada segundo a Sociedade
Internacional de Trasplante de Corazdn e Pulmdn (ISHLT) en 2004, con 4 graos: "OR" sen
rexeitamento, "1R" rexeitamento leve, "2R" rexeitamento moderado, "3R"
rexeitamento grave. Inicialmente, nunha fase de busca inicial, realizouse un
experimento con perfis de expresion de microRNA nos soros de pacientes pre-RCA
“ORS1”, durante RCA “2RS2” e post-RCA “ORS3”. Todo o episodio chamouse "ORS1
—>2RS2 ->0RS3". Analizaronse 179 microRNA en cada soro mediante RT-qPCR (Reaccién
en cadea da polimerase cuantitativa da transcriptase inversa) e selecciondronse aqueles
microARN cun patrén de subida/descenso significativo (ou viceversa) durante o episodio
"ORS1 -2RS2 -0RS3". A seguinte fase de validacion comprobara a eficacia diagndstica

para detectar RCA dos microRNA seleccionados. Para iso, buscaranse novas mostras de
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soro para formar dous novos grupos de pacientes, un grupo sen rexeitamento “NoR” e

outro con RCA (BEM2>2R).

RESULTADOS: na fase de busca inicial analizaronse os microRNA nun total de 21
episodios de RCA “ORS1 —-52RS2 -0RS3”, e as suas respectivas mostras de soro (n = 63).
Entre os 179 microANAs analizados, s6 o0 miR-181a-5p cumpriu os criterios para unha
regulacién significativa ao alza e 4 baixa e, polo tanto, o Unico microRNA seleccionado
para a seguinte fase. Na validacion, miR-181a-5p analizouse en 45 mostras con RCA e as
mesmas sen RCA, encontrandose significativamente sobreexpresada no grupo con RCA.
O candidato miR-181a-5p tamén logrou unha area baixo a curva de 0,804 (IC 95%: 0,707-
0,880), e unha sensibilidade e especificidade do 78% e 76%, respectivamente, cun alto

valor preditivo negativo (98%).

CONCLUSION: miR-181a-5p demostrou moi boas calidades como biomarcador non
invasivo de RCA en TxC. Un alto valor preditivo negativo xunto cun custo reducido e
sinxeleza de analise xustificarian o seu uso como axuda na xestidon e seguimento do

paciente trasplantado cardiaco.
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- ABSTRACT -

INTRODUCTION: acute cellular rejection (ACR) is an important complication after heart

transplantation (HTx). Endomyocardial biopsy is the reference method for the early detection of
this ACR, but it has important limitations. These include being invasive, the probable sampling
error, the high cost and the subjective interpretation of the pathologist, which cause great
variability in the final results. Therefore, it would be very useful to find a non-invasive biomarker
for detecting ACR in the transplant patient. Among the possible candidates are circulating
microRNAs. The main objective of the central study of this thesis is to discover and validate

microRNAs in serum samples for the early detection of ACR in the follow-up of HTx.

METHODS: 121 HTx patients were included in this prospective, observational, single-center
study. RCA based on EMB was classified according to the International Society of Heart and Lung
Transplantation (ISHLT) in 2004, with 4 grades: “OR” without rejection, “1R” mild rejection, “2R”
moderate rejection, “3R” rejection serious. Initially, in an initial search phase, an experiment
was carried out with microRNA expression profiles in the serum of pre-RCA patients “ORs:”,
during rejection “2Rsy” and after rejection “ORs3”. The entire episode was called “ORs1 = 2Rs;
—>0Rs3”. A total of 179 microRNAs in each serum were analyzed by RT-qPCR (Reverse
Transcriptase quantitative Polymerase Chain Reaction) and those microRNAs with a significant
rise/fall pattern (or vice versa) during the episode “ORs; =2Rs; >0Rss” were selected. The next
validation phase will check the diagnostic efficacy to detect RCA of the selected microRNAs. For
this, new serum samples will be sought to form two new groups of patients, a group without

“NoR” rejection and another with ACR (BEM>2R).
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RESULTS: in the initial search phase, microRNAs were analyzed in a total of 21 episodes of RCA
“ORs1 =2Rs2 -0Rs3”, and their respective serum samples (n = 63). Among the 179 microRNAs
analyzed, only miR-181a-5p met the criteria for significant up- and down-regulation and
therefore, the only microRNA selected for the next phase. In validation, miR-181a-5p was
analyzed in 45 samples with RCA and 45 samples without RCA, being found significantly
overexpressed in the group with RCA. The miR-181a-5p candidate also achieved an area under
the curve AUC = 0.804 (95% Cl: 0.707-0.880), and a sensitivity and specificity of 78% and 76%,

respectively, with a high negative predictive value (98%).

CONCLUSION: miR-181a-5p has demonstrated very good qualities as a non-invasive biomarker
of ACR in HTx. A high negative predictive value together with a reduced cost and simplicity of
analysis would justify its use as an aid in the management and monitoring of the heart transplant

patient.
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1. INTRODUCCION 1.1 La insuficiencia Cardiaca

1. INTRODUCCION

1.1. Lainsuficiencia cardiaca

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de morbilidad y
mortalidad en el mundo occidental. En Espafia, segun el Instituto Nacional de Estadistica
(1), las enfermedades del sistema circulatorio siguen siendo la primera causa de muerte.
En 2020, el afio de la pandemia de la COVID-19, murieron en Espafia 119.853 personas
por causa cardiovascular, lo que supuso el 24,3% de los fallecimientos totales. Los
tumores, con 112.741 defunciones (22,8%), fueron la segunda causa de muerte en
nuestro pais; y las enfermedades infecciosas y parasitarias, entre las que se encuentra
la COVID-19, se situaron como la tercera causa de muerte con 80.796 fallecimientos
(16,4%).

Mas alld de las formas agudas de enfermedad (el sindrome coronario agudo y la
enfermedad cerebrovascular), la enfermedad crénica cardiovascular ha adquirido una
enorme importancia como consecuencia del envejecimiento de la poblacién y la mejora
de la supervivencia de estos pacientes (2-6). Entre estas formas crénicas de
enfermedad, la insuficiencia cardiaca (IC) representa el principal problema de salud, y
su abordaje es un reto para cualquier sistema de salud occidental (7-8).

La IC es un sindrome complejo, expresion final de muchas enfermedades
cardiacas, tanto estructurales como funcionales, y que conducen a una incapacidad del
corazdn para aportar oxigeno y nutrientes a los tejidos, o sélo es capaz de hacerlo
aumentando las presiones de llenado. Mas concretamente, podemos definir la IC
como un sindrome que cursa con sintomas y signos de congestion pulmonar y/o

sistémica o de bajo gasto cardiaco derivados tanto del fracaso del corazon como
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1. INTRODUCCION 1.1 La insuficiencia Cardiaca

bomba (en uno o ambos ventriculos), como de los mecanismos compensatorios que
se ponen en marcha para hacer frente a ese fracaso. Al menos la mitad de los
pacientes con IC presentan una fraccion de eyeccién del ventriculo izquierdo (FEVI)
reducida (FEVI<40%). De esta manera, la IC se caracteriza por la presencia de
sintomas como disnea en reposo o ejercicio, fatiga, ortopnea, cansancio, edema en
los miembros inferiores, signos tipicos como ingurgitaciéon yugular, estertores
pulmonares, edemas periféricos, hepatomegalia, taquicardia, taquipnea y derrame
pleural (9).

En los paises desarrollados se estima que del 1 al 2 % de la poblacidon padece
IC (10-11), aunque como muchos estudios sélo recogen aquellos casos de IC
diagnosticados, la prevalencia real puede ser mayor (12). La prevalencia aumenta
con la edad y va desde un 1% para menores de 55 afios hasta mas del 10% en
mayores de 70 afios, siendo la edad media de aparicion de 75 afios. En los grupos mas
jovenes, la prevalencia es mayor en hombres pero a medida que aumenta la edad,
tiende a ser similar en ambos sexos (13-15).

Mientras que la enfermedad cerebrovascular y el infarto agudo de miocardio han
descendido de forma significativa su mortalidad y estancia hospitalaria, la insuficiencia
cardiaca, las cardiopatias hipertensivas, la cardiopatia isquémica crdnica y un grupo
heterogéneo amalgama de diferentes patologias cardiovasculares se mantienen o ha
aumentado. En la Figura 1 se muestran datos de mortalidad absoluta para la
insuficiencia cardiaca y para el infarto agudo de miocardio. En ellas se observa la clara

diferencia de tendencia en las dos principales formas de enfermedad cardiaca (1).
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Causa | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014
IAM | 21594 | 20433 | 19437 | 18684 | 18101 | 17644 | 16536 | 15893
IC 20092 | 20241 | 17592 | 16038 | 17089 | 18453 | 16888 | 17095

Causa | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020 | 2021 | 2022
IAM | 15932 | 14908 | 14956 | 14521 | 13673 | 13927 | 13463 | 13643
IC 19029 | 17931 | 19165 | 19142 | 19040 | 19358 | 20173 | 20584

Figura 1: Mortalidad absoluta para la IC y el IAM entre 2007-2022 (tomado de https:
//www.ine.es/dyngs/INEbase/es). IC: Insuficiencia Cardiaca; IAM: Infarto Agudo de Miocardio

Actualmente, la IC es la causa del 5% de los ingresos hospitalarios urgentes,
ocupa el 10% de las camas hospitalariasy representa el 3.5% del gasto sanitario en
Espaina (9). El prondstico de los pacientes admitidos en el hospital por primera vez
con diagndstico de IC es muy pobre, con una vida media de aproximadamente 1,5
anos. La quinta parte de estos pacientes mueren dentro del primer mes desde el
ingreso, cerca de la mitad hacia el primer afio y tres cuartas partes a los 5 afnos. La

IC sintomatica confiere un prondstico tan malo comoel de algunos canceres (16).
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El tratamiento de la IC es complejo e incluye farmacos, dispositivos
electromecanicos, intervenciones cardiacas percutaneas o quirurgicas y, para
determinados pacientes con IC avanzada (17) terapias complejas como el trasplante

cardiaco (TC) o la asistencia mecdnica circulatoria de larga duracion (9).

En los ultimos afios se estan consiguiendo avances importantes gracias a las
nuevas estrategias de tratamiento y manejo farmacoldgico basado en la evidencia
(IECAS y betabloqueantes), al desarrollo de los dispositivos de resincronizacién
cardiaca y a la optimizacidn en la gestion de las unidades especializadas de IC. Todo
ello ha colaborado en la ligera mejoria del pronéstico y la calidad de vida de estos
pacientes. Pese a ello, la IC sigue siendo un siendo un problema de primera

magnitud en los sistemas sanitarios de todos los paises desarrollados (18).
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1.2. Trasplante cardiaco

El trasplante cardiaco (TxC) es el tratamiento de eleccién para aquellos
pacientes con IC avanzada y sin comorbilidades que contraindiquen el
procedimiento (19). Aunque el primer TxC en humanos se realizé en 1967, su uso no
se generalizd hasta la introduccion en 1983 de la ciclosporina como inmunosupresor.
Se estima que se han realizado mas de 100000 TxC en todo el mundo desde entonces
(20). En Espaia, desde 1984, se han realizado unos 9000 procedimientos en 20 centros,
(Figura 2) (21). Las indicaciones mas frecuentes de TxC en nuestro medio son la
cardiopatia isquémica (42%), la miocardiopatia dilatada (34%) y, en menor proporcién,
las valvulopatias evolucionadas (9%) y otras cardiopatias (15%) como miocarditis,

cardiopatias congénitas y miocardiopatia hipertroéfica (22).
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Figura 2: Nimero de TxC entre 1984-2022 totales y por edad (tomado de F. Gonzélez-Vilchez et
al. (20)).
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En Espafia, el paciente tipo de los ultimos afios seria un hombre en 3 de cada 4
casos, de unos 50 afios y que, en ligeramente mas de un tercio de los casos, se somete
a un trasplante urgente, normalmente con un dispositivo de asistencia ventricular. Los
esfuerzos del sistema espafiol de obtencién de érganos han conseguido un aumento del
pool de donantes y junto a la mejora de la técnica quirdrgica y experiancia global de los
equipos de trasplante han consolidado esta terapia para los pacientes con IC avanzada

(21).

En cuanto a la inmunosupresién, no ha habido grandes novedades en los Ultimos
afios, y la mayoria de las pacientes en Espafiareciben Basiliximab como terapia de
induccidon y la triple terapia basada en Tacrolimus, Micofenolato de Mofetilo y

esteroides (21).

La supervivencia post-TxC ha aumentado ligeramente en los ultimos 30
anos (Figura 3). Asi, la supervivencia en Espafia en el periodo 2013-2022 es del
81.4% en el primer afio post-TxC y de 73.4% a los 5 afos, con una mediana de
supervivencia global de 12 ainos (21). Estas cifras son equivalentes a las de los
registros internacionales (20). Los factores mas asociados a la mortalidad son
aquellos relacionados con el estado clinico pre-TxC del receptor (soporte
circulatorio o ventilacién mecanica) asi como varias comorbididades (edad,
infeccién, diabetes, fallo renal, etiologia isquémica). Aproximadamente el 40% de
los pacientes ingresa el primer aifo post-TxC, generalmente para seguir un tratamiento
de rechazo o infeccion; en el segundo afio sélo ingresan el 20%. La mayoria refieren

estar en buena clase funcional, pero menos del 40% se reincorporan al trabajo (20).
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Figura 3: Comparacion de las curvas de supervivencia de TxC entre 2013-2022 y 1984-2012
(tomado de F. Gonzalez-Vilchez et al. (21)).

Esta lenta pero continua mejora de los resultados son consecuencia de una
mejor seleccidon de donates y receptores, de los avances en la preservacién del

6rgano, una mejor y personalizada inmunosupresiéon y la profilaxis contra el

citomegalovirus.

En Espafna, los principales esfuerzos de la Organizacion Nacional de
Trasplantes en cuanto a TxC, se centran en una mejor asignacion de los érganos
donados (23), asi como en incrementar la disponibilidad de érganos. En cuanto a
poblacidn pediatrica, un avance importante es el TxC ABO incompatible, técnica

cada vez mas adoptada en nuestro pais (24).
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1.3. Complicaciones post-trasplante cardiaco

Las principales causas de muerte en los 5 primeros afos post-TxC son el
fracaso primario del injerto (23.2%) y la infeccién (21,0%). El primero se da,
sobretodo, en el primer mes post-TxC, mientras que la infeccién predomina a
partir del segundo mes (Figura 4). La enfermedad vascular del injerto (EVI) y el

rechazo agudo serian, respectivamente, responsables del 9% y del 7% de

muertes en los 5 afios post-TxC (21).
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Figura 4: Principales causas de muerte por periodods post-TxC entre 2013-2022. GVD/SCD:
graft vascular disease/sudden cardiac death (tomado de F. Gonzalez-Vilchez et al.(21))
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1.3.1. Fracaso primario del injerto

El fracaso primario del injerto se define como un fallo agudo del corazén
trasplantado para satisfacer las necesidades circulatorias del receptor sin una
causa aparente o complicacién quirurgica. Es muy dificil de predecir y de
manejar (25), requiriéndose a menudo altas dosis de tratamiento inotrépico y

ayuda mecanica circulatoria para prevenir un fallo multiorganico.

1.3.2. Rechazo Agudo

Como se ha comentado, el rechazo agudo es responsable del 7% de las muertes
durante los 5 primeros afos post-TxC, aunque el rechazo se asocia al desarrollo
posterior de EVI por lo que esa cifra seria aln mayor. El rechazo agudo es una respuesta
inmunolégica mediada por linfocitos T contra los antigenos HLA del donante
presentados por las células presentadoras de antigeno. Esta presentacion produce una
activacion y proliferacién delos linfocitos T alexpresarIL-2 y otras citoquinas. Los linfocitos
T activados reaccionaran ante cualquier célula que exprese esos antigenos HLA en su
superficie, provocando bien un rechazo celular, bien un rechazo humoral o ambos (26).
El rechazo celular se produce a través de los linfocitos T CD8* citotodxicos y los linfocitos
T-CD4* que activa a los macréfagos, infiltrando el miocardio y produciendo dafio celular
y en ocasiones necrosis miocitaria. En la biopsia endomiocardica (BEM) se observa, de
forma caracteristica, de infiltracion de células mononucleares de predominio linfocitario
y necrosis miocitaria. El rechazo humoral se produce a través de la activacién de los
linfocitos B para producir anticuerpos especificos anti-HLA del donante que se unen al

endotelio capilar dando lugar a dafo endotelial y vascular (27).
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El riesgo de desarrollar RCA es mas alto en los tres primeros meses post-TxC y
aproximadamente el 60% de los pacientes desarrollardn al menos un episodio de
rechazo en los 6 primeros meses post-TxC. Otros factores de riego de rechazo celular
son el sexo femenino, raza negra, mayor diferencia HLA y dispositivo de asistencia
ventricular previo al trasplante (27).

El rechazo humoral puede ocurrir en cualquier momento post-TxCy se asocia
a una mayor mortalidad, perdida el injerto, y desarrollo de EVI. Los factores de
riesgo del rechazo humoral son un panel de anticuerpos anti-HLA positivo,

embarazo, trasfusiones previas y retrasplante (27).

1.3.3. Enfermedad vascular del injerto

Desde que el segundo paciente trasplantado en todo el mundo en 1968, el sefior
Blaiberg, muriera a los 19 meses post-TxC de infarto de miocardio, ya se conocio el
alcance de la EVI. Fue una sorpresa para la comunidad médica la enfermedad coronaria
se desarrollara tan rapidamente (28). Esta es una de las causas mas importante de
mortalidad post-TxC, suponiendo un 9% de la mortalidad global y su
presentacion temprana es un marcador de mal prondstico. Esta presente en
hasta el 18% de los pacientes con mas de un afio de evolucidn post-TxCy en mas
de 50% de los pacientes tras 10 afios post-TxC (29)

La EVI se debe a un complejo proceso multifactorial causado tanto por
mecanismos inmunes como no inmunes (30), siendo el RCA uno de los factores

de riesgo mas importantes (31).
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La EVI se caracteriza por el estrechamiento difuso concéntrico y
longitudinal de las arterias coronarias epicardicas y pequefas ramas.
Histolégicamente los vasos afectados muestra un engrosamiento
concéntrico de la intima con un aumento del nimero de células de musculo
liso dentro de una matriz de tejido conjuntivo, aunque las placas cldsicas
fibroadiposo también se ven habitualmente (32). En contraste la ateroesclerosis
tradicional es focal, no circunferencial y a menudo se observa préxima a los vasos
epicardicos. Asi la EVI implica inflamacién de los vasos y lesién endotelial
siendo su factores de riesgo los clasicos de la aterosclerosis (diabetes,
hipertensién, obesidad, tabaquismo y hiperlipemia) pero ademas también
factores de riesgo no clasicos dependientes del trasplante como la diferencia
en HLA, episodios previos de rechazo, infeccién por CMV y edad del donante
(33). Por otro lado, la EVI también se asocia con trombos murales y oclusivos
intracoronarios que pueden causar infarto agudo de miocardio que se producen
habitualmente pasados dos meses desde el TxC (34). El importante papel de las
plaguetas se ve respaldado por una fuerte asociacion entre la activacidon plaguetaria y
el desarrollo y progresién de EVI (35).

Dado que la mayoria de los receptores de trasplante carecen de
inervacion del injerto, es poco probable que experimenten angina de pecho
en presencia de enfermedad coronaria significativa y pueden permanecer
asintomaticos o presentarse clinicamente como IC, arritmias o muerte
subita. Por ello, es necesario realizar coronariografias de control después del
primer afo post-TxC. Dada su naturaleza difusa, en ocasiones es necesario

afadir ecografia intravascular coronaria para mejorar la sensibilidad vy
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medir exactamente el grado de engrosamiento de la intima, ya que una
progresion en el primer afio de mds de 0.5 mm se asocia a una EVI mas agresiva

y peor prondstico (36).
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1.4. Seguimiento del trasplante cardiaco

En todo paciente con TxC es necesario conseguir un equilibrio entre el régimen
inmunosupresor y el riesgo de rechazo. Si éste se administra por encima de lo requerido
hay peligro de desarrollar toxicidad y efectos adversos (insuficiencia renal, infecciones,
alteraciones hematoldgicas, alteraciones gastrointestinales,...). Por el contrario, si
administra por debajo de lo requerido hay mas probabilidad de rechazo del érgano
trasplantado. Debido a la variabilidad interindividual para un correcto ajuste de dosis de
los inmunosupresores mas empleados, hay que buscar herramientas para predecir estos
efectos no deseados. El seguimiento del TxC se realiza, en la mayoria de los centros,
mediante BEMs periddicas que detectan de forma precoz el rechazo cardiaco agudo, en
especial el subclinico. Esto, junto la clinica del paciente y otras pruebas complementarias
como el electrocardiograma, el ecocardiograma, los biomarcadores de IC y necrosis
miocardica y los niveles de inmunosupresores, permite ajustar la dosis de
inmunosupresores y/o complementar el tratamiento con otros farmacos, como
profilaxis o tratamiento de las complicaciones mas frecuentes (infecciones, hipertension
arterial, osteoporosis) (37). La BEM no deberia ser la Unica prueba en la que basar el
cambio de tratamiento inmunosupresor (38), por las limitaciones que se comentan en

el préximo punto.
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1.4.1. Biopsia Endomiocardica

La BEM sigue siendo, desde hace mas de 30 afios, el método de referencia (gold
standard) para la deteccion temprana de RCA en el TxC. Las BEM de protocolo se realizan
con mas frecuencia durante los 6 primeros meses post-TxC, ya que el RCA es mas
probable en este periodo. A partir de ese momento, las BEM se espacian aunque el
riesgo de RCA nunca desaparece, y el hecho de no sufrirlo al principio no quiere decir
gue no se vaya a desarrollar mas tarde (39). Tras un episodio de RCA se suele realizar
una BEM a las dos semanas para comprobar la eficacia del tratamiento (40).

Las BEM se obtienen a través de un cateterismo cardiaco, con acceso por la vena
yugular interna derecha o, con menos frecuencia, a través de una vena femoral hasta el
ventriculo derecho, donde se toma la muestra del tabique interventricular. Es
recomendable obtener 5-6 fragmentos de tejido que contengan, al menos, un 50% de
miocardio para poder ser evaluados por el patdlogo. La mayoria de los fragmentos se
fijan en formalina. Desde 1990, la “International Society of Heart and Lung
Transplantation” (ISHLT), propuso un esquema estandarizado de nomenclatura para
los grados de rechazo agudo en base a la histologia e inmunohistoquimica. En 2004
se reviso y se sustituyé por el usado actualmente (41). Los grados de RCA serian:

e Grado “OR”: sin rechazo.

e Grado “1R”: rechazo leve (infiltracidn intersticial y/o perivascular con mas de
un foco de dafo miocitario).

e Grado “2R”: rechazo moderado (dos o mas focos de infiltracion con dano
miocitario)

e Grado “3R”: rechazo severo (infiltracién difusa con dafio miocitario multifocal,

con o sin edema, hemorragia o vasculitis)
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En ocasiones hay pacientes hemodindmicamente comprometidos sin evidencia de
rechazo celular o necrosis miocitica evidente. En estos pacientes, ademas de considerar
un posible error de muestreo por la limitada sensibilidad de la BEM, hay que considerar
siempre el rechazo humoral mediado por anticuerpos, de dafio preferentemente
vascular, donde el depdsito de anticuerpos puede ser detectado por microscopia de
fluorescencia e inmunohistoquimica. Hay un creciente esfuerzo de la comunidad
internacional por la estandarizacidn en el diagndstico y relevancia del rechazo humoral
(42).

Las principales limitaciones de las BEM serian:

e Caracter invasivo: y como tal no esta exento de complicaciones, aunque con una
incidencia muy baja (=0,5%) (43). En el contexto de TxC es caracteristica, debido
a la repeticion de BEMs en cada paciente, la regurgitacion tricuspidea, que se
puede dar hasta en el 30% de los pacientes. Aunque esta complicacién suele ser
bien tolerada, en ocasiones se requiere un recambio valvular (44).

e Error en el muestreo: puede ser que las piezas de BEM extraidas para detectar
RCA no sean representativas del miocardio afectado, pudiendo llevar a una
infravaloracién diagnodstica (un falso negatio) de un posible rechazo (45).

e Variabilidad interobservador: los criterios de la ISLHT de 1990 hacian que la
clasificacién del RCA en funcidn de la BEM tuviera un componente subjetivo muy
grande con mucha variabilidad en los resultados en funcidn del patélogo. Para
intentar minimizar el componente subjetivo, la ISHLT publicé en 2004 los nuevos
y simplificados criterios de clasificacion del RCA segun la BEM. No obstante, se

demostrd (46) que esta variabilidad interobservador seguia existiendo, siendo la
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concordancia entre patodlogos en torno al 70%, y mucho menor, un 30%, en
grados altos de rechazo.
Todas estas limitaciones descritas, junto al gran consumo de recursos humanos y
monetarios, han llevado a numerosos grupos a buscar biomarcadores que puedan

sustituir o complementar las BEM en el seguimiento del pacientes con TxC.
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1.4.2. Biomarcadores no invasivos de rechazo celular agudo

Existen multitud de estudios de biomarcadores no invasivos para detectar RCA en
el contexto del TxC (47), aunque con muchos de ellos con resultados limitados o
contradictorios (48-49). Aqui se comentan los biomarcadores mas prometedores
teniendo en cuenta tanto su capacidad diagndstica como su posible transferibilidad a la
practica clinica diaria:
1.4.2.1. Imagen: la ecocardiografia es la prueba de primera linea para valorar la
funcién y anatomia del corazén trasplantado. Aunque la ISHLT no hace ninguna
recomendacion en cuanto al seguimiento del TxC con ecocardiograma, varias
asociaciones recomiendan realizarlas con cierta periodicidad post-TxC (50). Hay
mucha informacidon que proporciona el ecocardiograma que no es sensible ni
especifica para la deteccion de RCA. Por ejemplo, la presencia de un derrame
pericdrdico se observa en aproximadamente dos tercios de los pacientes a los 3
meses del TxC, y una cuarta parte a los 6 meses, independientemente del estado de
RCA (51). Sin embargo, el ecocardiograma se utiliza con frecuencia en el seguimiento
del TxC para monitorizar la funcién sistélica del injerto o cuando hay una sospecha
clinica de RCA a pesar de tener una BEM negativa “OR”. Por tratarse de método no
invasivo, facilmente disponible y repetible, es siempre de gran ayuda. En los ultimos
afios se han descrito nuevos parametros ecocardiograficos como el strain de
ventriculo izquierdo y derecho, que pueden mejorar el rendimiento de esta técnica
(52).
La resonancia magnética cardiaca (RMC) produce imagenes de alta resolucion que
facilitan mucho la evaluacién de la estructura y funcion cardiaca. Tiene un gran
potencial como marcador no invasivo de RCA y, mas concretamente, el tiempo de
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relajacion T2, que muestra una correlacion positiva y significativa con la histologia.
En el mayor estudio realizado con 68 pacientes a los que se les realizéd 123 RMC, se
encontrd que el tiempo de relajacion T2 tenia un valor predictivo negativo del 97%

para detectar RCA > “2R”, con un valor predictivo positivo del 35% (53).

1.4.2.2. Perfiles de expresion génica: es la Unica estrategia no invasiva recogida en
las guias de la ISHLT como posible alternativa a la BEM (54), y esta disponible
comercialmente como Allomap®. Se basa en un panel de 11 genes estudiados por
PCR en muestras de sangre periférica, con cuya expresion relativa se desarrolla un
score (0-40) en el que los niveles mas altos se asocian con mayor riesgo de rechazo.
En el estudio “CARGO” (Cardiac Allograft Rejection Gene Expression
Observational Study) (55), el Allomap® consiguid un VPN del 99.6% para descartar
RCA = “2R”en pacientes con TxC. Posteriormente, el ensayo clinico “IMAGE” (Invasive
Monitoring Attenuation through Gene Expression) demostrd resultados muy
similares entre un seguimiento exclusivo por perfil de expresion génica frente a un
seguimiento por BEM (56). La principal critica a este ensayo clinico fue que sélo
incluyeron pacientes a partir del sexto mes post-TxC, y es sabido que el RCA es mas
frecuente en los primeros 6 meses post-TxC. Un estudio posterior, el E-IMAGE (Early-
IMAGE) (57) incluyoé pacientes a partir del 2 mes post-TxC, obteniendo los mismos
buenos resultados para detectar RCA que el estudio previo. Finalmente, el estudio
CARGO Il (58), con mas de 13 paises europeos participantes, con la inclusion de 238
pacientes y el estudio de 1135 perfiles de expresidén génica, corroboraron los buenos
resultados. Como hemos mencionado, el AlloMap® es la Unica técnica que la guia de

la ISHLT recomienda (clase lla, evidencia C) para descartar la presencia de RCA de
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grado “22R” a partir de los 6 meses desde el TxC. Las ventajas de este test en el
seguimiento del TxC es que permite reducir el nUmero de BEMs de protocolo, gracias
a su alto VPN en pacientes clinicamente estables. La disminucion de BEMs trae, a su
vez, una reduccidn de riesgos para el paciente y de costes para el sistema. Por estas
razones en Estados Unidos se utiliza habitualmente, mientras que en Europa sélo esta
disponible en Francia (Estrasburgo), hecho que hace compleja la logistica en cuanto

a envio de muestras y tiempos de respuesta a la vez que encarece sus costes.

1.4.2.3. DNA libre derivado del donante: el dd-cfDNA (donor derived cell-free DNA,
en inglés) en plasma se comenzd a estudiar para el estudio prenatal de las trisomias
y otras patologias genéticas del feto. Para ello es necesario detectar y estudiar el DNA
libre fetal en la sangre de la madre (59). Otro uso que se le comenzé a dar desde el
inicio al DNA libre fue la detecciéon de mutaciones propias de células neopldsicas en
la circulacién del huésped (60). También desde el descubrimiento del DNA libre se
propuso su uso como marcador de rechazo de un érgano trasplantado (61). Para ello,
habria que diferenciar claramente qué fraccion pertenecia al donante y cudl al
receptor y cuantificar ambas. Para este cometido las técnicas analiticas
fundamentales han sido tanto la secuenciacién masiva como la PCR digital (62). Los
buenos resultados obtenidos por dd-cfDNA en varios ensayos clinicos (63-64) han
llevado a la aparicidon de kits comerciales aprobados por Medicare para su uso en la
monitorizacién del rechazo del érgano trasplantado (65). Para la validacién de este
kit, denominado AlloSeq® (CareDx, California), se incluyeron, entre otras, numerosas
muestras procedentes de pacientes con TxC. Este estudio, junto a otros que también

incluyeron muestras procedentes de TxC (66-67) obtuvieron muy buenos resultados
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en la deteccion de rechazo del 6rgano trasplantado. Las limitaciones de esta técnica
son la necesidad de mas evidencia cientifica y la complejidad de la propia técnica que
hace que los tiempos de respuesta sean excesivamente largos para una situaciéon

clinica que requiere tiempos de intervencion muy ajustados.

1.4.2.4. microRNAs: en los ultimos afos han aparecido gran numero de
publicaciones de estas pequefias moléculas asociadas a todo tipo de enfermedades
y situaciones clinicas. El TxC y el manejo del RCA no es una excepcidon y, como parte
central de esta tesis, se explicard en detalle en el siguiente apartado, desde la biologia

de los microRNAs hasta su uso como biomarcador no invasivo en TxC.
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1.5. Los microRNAs

1.5.1. Biologia

Los microRNA, pequefias moléculas de RNA de tan sélo 21-25 nucleétidos, fueron
descubiertas en la década de 1990. A pesar de este descubrimiento tardio, son unos
importantes reguladores de la expresidn génica a nivel post-trascripcional, uniéndose a
mRNA complementario e inactivandolo (68). La sintesis de los microRNAs comienza con
la transcripcidon en el ntcleo de unos precursores de microRNAs de doble cadena y 3000
nucledtidos que, primero en el nucleo y luego en el citoplasma, son procesados para
disminuir su tamafio y conseguir un microRNA maduro de cadena simple y de unos 22
nucledtidos (Figura 5A). Este microRNA puede seguir varios caminos, bien unirse al
complejo miRISC y proceder a su labor inhibitoria en la propia célula o bien ser
transportado fuera de la célula hasta otra célula diferente donde realizaria alli la misma
funcién reguladora (69). Los microRNAs se unen al mRNA al que inhiben con ayuda del
complejo miRISC (Figura 5B), mediante complementariedad de la secuencia de bases,
principalmente, las bases 2 a 8 del microRNA. En el mRNA la unién suelen ser en las
zonas no codificantes 3’"UTR, zonas con gran importancia en la regulacién de la expresién

génica.
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A) Sintesis y maduracion de microRNAs
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Figura 5: Biologia de los microRNA, sintésis y funcién. A) sintesis y maduracién de microRNAS;

B) mecanismo de inhibicion de la transcripcidn e interaccién con el mRNA 2 (tomado de Gebert
et al (68) y Chen et al. (69))
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De particular importancia es que, al contrario de lo que se pensé al principio, los
microRNAs son muy estables fuera de la célula (70) y se encuentran en todo tipo de
fluidos bioldgicos y tejidos, incluida la circulacidon sanguinea (71). Los microRNAs son
secretados de las células donde se originan por varios mecanismos (69). Lo mds comun,
especialmente en circulaciéon sanguinea, es que buena parte de los microRNAs
extracelulares procedan de la apoptosis celular (secrecion pasiva) (Figura 6A). Estos
microRNAs “libres”se encuentran unidos a las proteinas AGO2 y NPM1, principalmente.
Por otro lado, se ha probado una secrecidn activa de microRNAS que consume energia
y responde a estimulos externos. Las secrecion activa se hace a través de microvesiculas
(exosomas principalmente) o asociadas a lipoproteinas, en concreto, HDL (Figura 6B).
De esta forma, pueden viajar a distancia hasta que la célula diana los interioriza vy alli

haran su papel regulador, inhibiendo un mRNA en concreto (72).
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Figura 6: Tipos de secrecion de los microRNAs del interior celular a la circulacién: A) secrecién
pasiva de microRNAs por parte de la célula, que al romperse, vierte a la circulacién su
contenido, incluyendo microRNAs; B) mecanismos de secrecidn activa (consume energia), bien
en el interior de microvesiculas, bien asociadas a lipoproteinas como el HDL. Los microRNAs
en circulacidon asociados al complejo AGO2/NPM1 no esta claro si se secretan activa o

pasivamente (tomado de Chen et al. (69))
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1.5.2. Aplicaciones clinicas de los microRNAs

Los microRNAs secretados activamente son una huella dactilar no sélo del tipo de
tejido, sino de cualquier alteracion homeostasica que se pudiera producir en él. De esto
se concluye que, gracias a su estabilidad en sangre y a su condicién de regulador
importante de la homeostasis, los microRNAs son muy buenos candidatos como
biomarcadores en cualquier tipo de enfermedad, como asi lo demuestran los
numerosisimos estudios desarrollados en los ultimos afios. No obstante, son contados
los casos de microRNAs que hayan alcanzado la practica clinica o estén préximos a
hacerlo. Expondremos dos ejemplos con bastantes posibilidades de conseguirlo:

e Cancer: muchos grupos de investigaciéon y recursos estan volcados en el
descubrimiento de un microRNA que sea un buen marcador tumoral, ya sea para
cribado, diagndstico, prondstico o seguimiento de todo tipo de canceres. Entre los
mas prometedores estaria miR-371a-3p en el manejo del cancer germinal de
testiculo (73). Estos tumores, que suponen mas del 95% de los canceres de
testiculo, tienen una alta prevalencia entre hombres jovenes. El miR-371a-3p
alcanzd una alta sensibilidad y especificidad, 89% y 93%, respectivamente, y una
curva ROC con un AUC = 0.94, para clasificar correctamente a 166 pacientes con
cancer frente a 100 controles sanos. Ademads, miR-371a-3p, desaparecia una vez
extirpado el tumor y reaparecia en las recidivas, por lo que también seria idoneo
para el seguimiento y manejo de este tumor.

e Miocarditis aguda: en este estudio (74), tras una busqueda compleja con
investigacidon animal de microRNAs candidatos para detectar miocarditis aguda, se
identificd hsa-Chr8:96 como posible candidato. Tras esta etapa inicial de busqueda
se realizd investigacidon sobre esta asociacion mediante un estudio clinico con
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humanos. Asi, en una cohorte de 132 pacientes con sospecha de miocarditis aguda

versus dafio miocardico y/o disfuncidn ventricular, cuantificaron hsa-Chr8:96 en

el plasma de los pacientes. El diagndstico final de esta poblacién fue 42 pacientes

con miocarditis y 90 con infarto de miocardio. También se cuantificé hsa-Chr8:96

en 80 controles sanos. Los niveles fueron significativamente mas altos en

miocarditis aguda frente a infarto y frente a controles sanos (Figura 7A). Ademas

se obtuvo un drea bajo la curva ROC de 0.927 para diferenciar miocarditis aguda

frente a infarto y de 0.988 frente a sanos (Figura 7B)
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Figura 7: Principales resultados del estudio de Blanco-Dominguez et al donde buscan un
microRNA candidato para la deteccion de miocarditis aguda (74). STEMI: ST Elevation
Myocardial Infarction, NSTEMI: Non ST Elevation Myocardial Infarction
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2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

2.1. Literatura previa: microRNAs en el seguimiento del TxC

En el campo del TxC también se han realizado varios estudios con microRNAs
para buscar un biomarcador complementario a la BEM en el seguimiento del rechazo
agudo. Al menos ocho estudios hasta la fecha (2022) han buscado algin microRNA
diferencialmente expresado durante el RCA. Seis estudios se han centrado en Ia
deteccion de microRNAs circulantes (75-80), mientras que dos estudios los buscaron en
el tejido mismo de la BEM (81-82). Dewi et al (75) es el Unico estudio longitudinal, con
muestras tomadas antes, durante y después del rechazo celular. Dewi et al encontraron
un aumento significativo de miR-142-3p y miR-326 durante el RCA, alcanzando un area
bajo la curva de 0.86 y 0.80, respectivamente. Con un tamafio muestral pequefio (sélo
10 pacientes con RCA), los mismos autores en un estudio posterior aumentaron la
cohorte a 26 pacientes con RCA. En esta ocasion se obtuvieron valores de area bajo la
curva un poco mas bajos (AUC = 0.70) (76). En el estudio de van Huyen et al (78)
encontraron 4 microRNAs diferencialmente expresados (miR-10a, miR-31, miR-92a-3py
miR-155) con unas curvas ROC casi perfectas (AUC = 1) para detectar rechazo. No
obstante, la cohorte estudiada estuvo formada por 14 RCA y 17 rechazos mediados por
anticuerpos, por lo que los resultados obtenidos no fueron exclusivamente de rechazo
celular tras el TxC. Pérez-Carrillo et al. (80) incorporaron como principal novedad en su
estudio la secuenciacidn masiva durante la fase de busqueda, cubriendo asi la totalidad
de microRNAs presentes en suero. La fase de validacion de su microRNA candidato, miR-
144-3p, se realizd ya con la técnica convencional de gqPCR consiguiendo buenos

resultados (AUC =0.98). Por todo elloy, aunque el nimero de estudios es alin pequefio,
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estos resultados sugieren que los microARN son buenos candidatos como
biomarcadores no invasivos de RCA en el paciente con TxC.

Una revision de los datos de los estudios previos en su conjunto, muestra una baja
reproducibilidad entre ellos (Tabla 1) ya que, de los 15 microRNAs valorados como
posibles candidatos (diferencialmente expresados), sélo dos, miR-92a-3p y miR-144-3p,
se replicaban entre grupos diferentes de investigacion. Posiblemente, este haya sido
uno de los motivos, como en muchas otras enfermedades donde se han estudiado
microRNAs, por el que estos biomarcadores no hayan llegado a la practica clinica (83).
Se han descrito posibles explicaciones de esta baja reproducibilidad entre estudios con
microRNAs para una misma patologia y, posiblemente la principal, sea la falta de
estandarizacion en todo el proceso de analisis de los microRNAs (84-85). Otra
importante fuente de variabilidad es la propia variabilidad biolégica de los microRNAs
en cada individuo (intraindividual) o poblacional (interindiviual). La variabilidad bioldgica
se puede minimizar con un disefio apropiado del estudio (86). Otra posible fuente de

error, como en muchos estudios biomédicos, es un tamafo muestral inadecuado (87).
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Tabla 1: estudios con microRNAs circulantes asociados a RCA en TxC

FASE DE BUSQUEDA FASE DE VALIDACION
Autor | Tipo de _ miRNAs _ MiRNAs
(ref) |muestra N mMiRNAs candidatos N diferencialmente AUC
testados (<0.05) expresados
<. (p<0.05)
miR-27a-3p
10 RCA miR-101-3p

Dewi 'S miR-142-3p .

R-142-3 0.80

2013 | Suero |10preRCA | 175 miR-144-3p ? mrlniR-32 6'° 056

(75) 10 miR-326 '

postRCA miR-339-3p
miR-424-5p

miR-27a-3p 0.72

miR-101-3p 0.75

Dewi 26 RCA miR-142-3p 0.78
2017 Suero Usaron la de su estudio anterior Vs miR-144-3p 0.70

(76) 37 noR miR-326 0.69

miR-339-3p 0.71
miR-424-5p 0.73
Dewi Exosoma 5 RCA miR-92a-3p
2017 Vs 175 miR-142-3p -
de suero .
(77) 5noR miR-339-3p
miR-10a
miR-21 . .

Van 11 RCA miR-31 m|B-10a 14 RCA ml!i-lOa 0.98
Huyen Suero Us miR-923 miR-31 Vs miR-31 0.87
2014 30noR | miR-142-3 miR-92a-3p 22 noR miR-92a 0.96

(78) en P miR-155 miR-155 0.97

miR-451

Guo Eligieron miR-29 como candidato en base a >1 RCA .

20171 Sangre una busqueda bibliografica v miR-29 0.79

(79) q g 231 noR
Perez- 28 ACR MiR-106a-5p | 38 pca
Carrillo Todos miR-144-3p .

Suero 'S . Vs miR-144-3p 0.98

2022 12 noR (NGS) miR-652-3p 93 noR

(80) miR-6747-3p

NGS: Next Generation Secuencing, noR: muestras analizadas sin recahzo, postRCA: muestras
usadas después del rechazo (mismo paciente), preRCA: muestras usadas antes del rechazo
(mismo paciente), RCA: muestras analizadas durante el rechazo celular agudo, TxC: Trasplante
cardiaco
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2.2. microRNAs en TxC, aportaciones de este estudio

En primer lugar, ya se han detallado previamente en esta Tesis (43-46) las
importantes limitaciones asociadas a la BEM que sigue siendo la principal herramienta
en la deteccion de RCA en el TxC. Por este motivo han ido surgiendo en los ultimos afios
varios biomarcadores no invasivos para detectar el rechazo del 6rgano trasplantado (25-
42). Algunos de ellos, incluso se han patentado y llevado a la practica clinica aunque
también con muchas limitaciones, especialmente en relacion a su complejidad
metodoldgica y alto coste asociado.

Los microRNAs se han postulado como potenciales biomarcadores para un gran
numero de patologias, y también se han publicado varios estudios en relacion a su uso
para la deteccién de rechazo en TxC (75-82). Si bien, y aunque los resultados obtenidos
por estos estudios son buenos individualmente, se objetiva poca replicabilidad entre
ellos.

Por todo lo expuesto aqui, defendemos la importancia y necesidad de llevar a
cabo nuestro estudio, primando sobremanera un buen disefio experimental asi como
cada aspecto metodoldgico del analisis de los microRNAs. Se seguirdn las ultimas
recomendaciones en el andlisis de microRNAs (84-85) para intentar conseguir una buena
estandarizacion de todo el proceso, hecho clave para que los resultados de un nuevo

biomarcador sean transferibles a un uso clinico real.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

° HIPOTESIS: Ia hipdtesis de esta Tesis Doctoral es que un grupo de microRNAs
presentes en el suero de pacientes sometidos a TxC puedan detectar precozmente

la presencia de rechazo celular agudo del érgano trasplantado.

° OBIJETIVOS: el propdsito general del presente trabajo fue la busqueda y
validacién de microRNAs que pudieran detectar RCA en el suero de los pacientes
sometidos a TxC en el Complexo Hospitalario Universitario de A Corufa.

El estudio se ha planteado con la intencidon de dar respuesta a los siguientes
objetivos principales:
1. Encontrar microRNAs en el suero de pacientes con TxC que se encuentren
diferencialmente expresados durante un episodio de RCA.
2. Estudiar la capacidad diagnostica para detectar RCA de los microRNAs
diferencialmente expresados.
Adicionalmente se han establecido los siguientes objetivos secundarios:
3. Estudiar suimplantacién en un escenario real de seguimiento de TxC.
4. Valorar las posibles ventajas de los microRNAs frente a otros biomarcadores

no invasivos de RCA en el TxC.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Diseno del estudio

El disefio experimental consistid en un estudio prospectivo, observacional y
unicéntrico donde se incluyeron pacientes intervenidos de TxC entre Abril de 2013 y
Agosto de 2018 en el Complexo Hospitalario Universitario A Corufia (CHUAC, A Corufia,
Espaia).

El presente trabajo se enmarca en la linea de investigacién en Insuficiencia
Cardiaca Avanzada y Trasplante Cardiaco del Instituto de Investigacion Biomédica de A
Coruia (INIBIC), que dirige la Dra. Maria G. Crespo Leiro. Esta linea de investigacion
cuenta con una coleccién de muestras y datos dada de alta en el Registro Nacional de
Biobancos, Seccion de Colecciones con el cédigo de registro C:0000419. Este estudio fue
aprobado por el Comité ético de investigacion de Galicia (Referencia: 2015/311 (Anexo
I1)) vy se realizé en conformidad con la guia ética de la Declaracion de Helsinki. Los
pacientes incluidos en este estudio firmaron el consentimiento informado para el uso

de sus muestras bioldgicas e informacidn clinica con fines de investigacion.

Tras el TxC todos los pacientes tuvieron un programa de seguimiento que incluia
BEMs secuenciales. El mismo dia de la BEM al paciente se le extraia sangre para analitica
de rutina y, si daban su consentimiento, el excedente de suero se guardaba en la
seroteca para posterior uso en investigacion clinica. También a todos los pacientes se
les da de alta en la base de datos (Simén, Anexo Ill) con todas las variables clinicas que
puedan ser de interés para su seguimiento y posterior analisis, especialmente la

probabilidad de presentar rechazo en funcién de alguna de estas variables.
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El estudio se disend para ser llevado a cabo en dos fases secuenciales. La primera
fase, llamada fase de busqueda, consistié en un estudio de perfiles de expresion de
microRNAs. En esta fase se identificaron y seleccionaron aquellos microRNAs
diferencialmente expresados durante un RCA. Los microRNAs seleccionados se
incluyeron en una segunda fase de validacion, donde se estudid su capacidad

diagnodstica para detectar RCA en los pacientes trasplantados.

4.1.1. Fase de busqueda

En esta primera fase se identificaron aquellos pacientes que en la base de datos
de la seroteca de TxC presentaban episodios de RCA (segin BEM), es decir, con un grado
igual o superior a “2R”. Una vez seleccionados los pacientes con “BEM>2R”, se buscé en
estos mismos pacientes aquellos que, ademads, tuvieran una BEM=0R (es decir, sin RCA)
inmediatamente antes y después del episodio de RCA. Los microRNAs se analizaron en
las muestras de suero extraidas el mismo dia que las BEM seleccionadas. Al episodio
entero de rechazo y sus 3 muestras de suero correspondientes se las denomind “ORs1
—>2Rs2 >0Rs3”. En cada una de esas 3 muestras se analizaron 179 microRNAS (Anexo V)
mediante RT-qPCR, y las 3 muestras del mismo episodio se procesaron siempre en la
misma serie analitica, a fin de minimizar la variabilidad analitica.

Para la siguiente fase de validacion se seleccionaron, de entre los 179 microRNAs
estudiados, aquellos que cumplieron las 3 condiciones siguientes:

e Diferencia significativa (p<0.05) entre ORs1 y 2Rs>

e Diferencia significativa (p<0.05) entre 2Rs, y ORs3

e Un patron de subida y bajada (o viceversa)
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4.1.2. Fase de validacion

En esta fase se evalud la capacidad diagndstica de los microRNAs seleccionados
durante la fase anterior. Para ello, se identificé en la base de datos asociada a la
seroteca de TxC, las BEM>2R no seleccionadas para la fase previa de busqueda, bien
porque no tenia BEM=0R antes y después, bien porque se extrajeron con posterioridad
a la finalizacion de la primera fase. Los sueros extraidos el mismo dia que las BEM>2R
formaron el grupo de casos “RCA”. Por otro lado, se seleccionaron BEM=0R y sus sueros
asociados que no hubieran sido utilizados en la fase anterior. Estas muestra formaron el
grupo control. En todas las muestras obtenidas se cuantificaron los microRNAs
candidatos para evaluar su posible utilidad en el diagndstico de RCA y en el manejo del

paciente TxC.
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4.2. Biopsias endomiocardicas, rechazo celular agudo y

régimen inmunosupresor

Las BEMSs utilizadas en este estudio fueron examinadas por patélogos
experimentados del Servicio de Anatomia Patoldgica y se clasificaron segun el criterio
ISHLT 2005 para RCA como: no rechazo “OR”, rechazo leve “1R”, rechazo moderado “2R”
y rechazo severo “3R". Se considerd rechazo clinicamente significativo cuando el grado
de EMB era >2R (porque en pacientes asintomaticos sin disfuncion del injerto, suele ser
el umbral para el tratamiento de rechazo).

El protocolo estandar de inmunosupresion fue la terapia triple con tacrolimus,
micofenolato de mofetilo y prednisona. Los pacientes recibieron terapia de induccion,
principalmente con basiliximab y, en algunos casos, como en pacientes sensibilizados,
timoglobulina. El tratamiento de los episodios de rechazo fue con bolo de esteroides

intravenosos, 250 mg a 1000 mg segun la gravedad, durante 3 dias.
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4.3. Analisis de microRNAs en el laboratorio

4.3.1. Preanalitica de las muestras de suero

El mismo dia que a los pacientes TxC se les realizo la BEM de seguimiento, se les
extrajo de forma rutinaria sangre para realizar una analitica completa con fines
asistenciales. La extraccion se realizd6 mediante venopuncion, en tubo de suero con gel
separador (Vacuette), el cual se deja coagular 20 minutos para luego ser centrifugado
10 minutos a 1900 g y 4°C. Una vez que la analitica de rutina fue completada
(normalmente en el mismo dia), se recogio el suero sobrante (normalmente, en torno a
1,5 mL) en un vial Eppendorf correctamente identificado y se envidé a la coleccion de
muestras de “Insuficiencia Cardiaca”, donde se centrifuga el suero de nuevo 15 minutos
a 3000 g y 4°C para eliminar totalmente restos celulares. Finalmente, las muestras de
suero se dividieron en, al menos, 2 alicuotas de 500 pL cada una, se identificaron y
congelaron a -802C. En el momento de la extraccién de la sangre, ninguno de los
pacientes seleccionados para el estudio presentaba rechazo mediado por anticuerpos o
utilizaba terapia con heparina/salicilato y ninguna muestra de suero presentaba

hemodlisis.
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4.3.2. Extraccion de los microRNAs del suero

En biologia molecular, cuando se trabaja con DNA o RNA, tras la extraccién de
éstos en la muestra de interés (sangre, tejido, cultivos...), se suele medir su
concentracion para partir siempre de la misma concentracion de DNA o RNA y
estandarizar todo el proceso de analisis. Sin embargo, la cantidad de microRNAs en
suero es muy baja y es muy dificil cuantificarla por los métodos habituales. Por ello, para
estandarizar y normalizar los resultados del estudio, se partido siempre del mismo
volumen de suero de 200 uL para todas las muestras (71). Antes de la extraccion de los
microRNAs se afiadié a todas las muestras de suero una cantidad conocida de
microRNAs sintéticos (Spike-in: UniSp6) para normalizar los resultados y como control
interno de que todo el proceso de analisis ha ido correcto en cada etapa. También se
afadié MS2, que mejora la capacidad de recuperacién de los microRNAs durante el
proceso de extraccion (71). No se realizo digestion previa de las muestras de suero con
DNAsas ya que no contienen cantidades DNA suficentemente elevadas como para
alterar nuestros resultados.

Para la extraccidon de los microARNs en este estudio se utilizé el kit “miRNeasy
Serum / Plasma Advanced Kit ” (cat: 217204, Qiagen, Alemania)“, que es un método sin
fenol basado en la lisis de muestras de suero a base de guanidina, un paso de eliminacién
de inhibidores y la purificacion de RNA total basado en membranas de silice. EIl RNA total

se eluyd en 21 pl de agua.
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4.3.3. RT (Reverse Transcriptase)

Las técnicas de PCR utilizan siempre DNA, por lo que cuando se quiere analizar
RNA en sus diferentes formas (mRNA, microRNA...) previamente a la qPCR hay que
transformalo en DNA. Para ello se realiza una reaccion llamada de Transcripcion Inversa
(RT, Reverse Transcription), en donde el RNA monocatenario que queremos analizar por
gPCR se transforma previamente en su DNA complementario (DNAc) de doble hebra.
Para ello se siguio el siguiente procedimiento:
e Fase de busqueda: la sintesis de DNAc se realizé utilizando el "kit mirCURY LNA
RT" (Cat: 339340, Qiagen) de acuerdo con el protocolo del fabricante. En concreto,
para obtener 20 uL de reaccion de RT se afiadieron 4 pL del microRNA aislado, 4
pL de “5xRT Reaction Buffer”, 2 uL de “10xRT Enzyme Mix”, 9 uL de agua libre de
RNasa y 1 plL de spike-in UniSp6. La reaccion de RT se incubd a 422C durante 60
minutos (elongacion) y 952C durante 5 minutos (inactivacién polimerasa) y se
mantuvo a 49C durante 5 minutos. El cDNA sintetizado se almacend
inmediatamente a -202C hasta qPCR.
e Fase de validacion: se realizé la RT de la misma forma en la fase anterior pero con
la mitad de volumen de microRNA eluido y de todos los reactivos, dando un

volumen final de 10 pL en lugar de 20 pL.
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Se eligieron los kits de RT miRCURY de Qiagen porque en una séla reaccion se
pueden sintetizar los cDNAs de todos los microRNAs presentes en la muestra,
reduciendo el volumen de muestra necesario asi como el tiempo y por tanto el coste del
proceso. En este caso se afiade una cola de poli(A) a todos los microRNAs de tal modo
que luego, con la ayuda de un cebador universal de poli(T), se consigue iniciar la reaccién

de elongacién de todos los microRNAs presentes en la muestra (Figura 8).

microRNA
D e
+ AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 3
Cola de poli(A)
microRNA Cola de poli(A)
O ——V.V.V.V.V.V.V.V.V.V.V.V.V.V.V.V.Y.V.V. N
+ & TITITITITITITITYS
cDNA cebador universal
cDNA
Sy —— V.Y.V.Y.V.Y.V.Y.V.Y.V.Y.V.Y.V.N.VV.V
3 e TTTTTTTTTTTITTITTITTITTIT &

Figura 8: Pasos de la RT (Reverse Transcription) del kit “RT miRCURY” (Qiagen)
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4.3.4. gPCR (quantification Polimerase Chain Reaction)

e Fase de busqueda: se utilizé el kit “miRCURY LNA miRNA Serum/Plasma Focus PCR
Panel Kit (Qiagen, cat: 339325)". Este incluye 2 placas de PCR de 96 pocillos con
cebadores prealicuotados para 179 microRNA de suero (Anexo 1V), ademds de
calibradores interplaca y pocillos de blanco. Se utilizaron también 4 controles
internos spike-in de RNA (UniSp2, UniSp4, UniSp5, UniSp6) para controlar cada
etapa del proceso. Los 179 microRNA séricos estudiados se encuentran entre los
mas abundantes en el suero humano. Para cada muestra se mezclaron 20 uL de
ADNCc (procedentes de la RT del paso previo) con 980 uL de agua libre de RNAasa
y 1000 pulL de “2xmiRCURY SYBR Green Master Mix” (Qiagen, Cat: 339345). A
continuacion, se dispensaron 10 pL de esta mezcla en cada pocillo de los 2x96
pocillos. El reactivo “2xmiRCURY SYBR Green Master Mix” contiene un tampon de
PCR, una mezcla de dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) y DNA polimerasa
QuantiNova® (DNA Tag-polimerasa, anticuerpo QuantiNova, QuantiNova Guard).
La qPCR se realizé en un LightCycler 480 Real-Time PCR System (Roche, Suiza)
mediante un programa que comprendia una incubacién a 952C durante 2 min,
seguido de 40 ciclos de amplificacién a 952C durante 10 segundos y 562C durante
60 segundos. Las curvas obtenidas se estudiaron en el software de Roche LC para

obtener el ciclo de cuantificacién (Cq) por el método de la segunda derivada.
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e Fase de validacion: se utilio el reactivo "miRCURY LNA miRNA PCR Assay Kit
(Qiagen, cat: 339306)”, disefiado para mir-181-5p. Primero se mezclaron 2 plL de
cDNA de la reaccion de RT con 58 plL de agua libre de RNasa (dilucion final de cDNA
1:30). Luego, las reacciones de gPCRs de 10 ulL se realizaron en placas de 96
pocillos mezclando: 5 pL de “2xmiRCURY SYBR Green Master Mix”, 1 pL de agua

libre de RNAasa, 1 L de cebador y 3 uL de DNAc (diluido 1:30).

La DNA polimerasa de este kit estd inactiva a temperatura ambiente, evitando
posibles amplificaciones inespecificas hasta que comiencen los ciclos de gPCR. Cuando

se calienta a 952C durante 2 minutos se activa.
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4.3.5. Tratamiento de los resultados. Normalizacion

Se establecié un punto de corte de Cg237 por encima del cual se considera “no

amplificacién”, es decir, no se detecta microRNA. De la misma manera, si un microRNA

no amplifica se considera que su Cq=37. Aquellos microRNAs que no se detectaron en

mas del 80% de las muestras se excluyeron para analisis posteriores y asi reducir el ruido

en los calculos estadisticos. Normalizacion:

Fase de busqueda: se utilizé el método de “Media Global, (MG)”para
normalizar los resultados de la qPCR expresandose éstos como expresion
relativa (2°2¢9). Primero, se calculé la MG como el Cq promedio de todos los
microARN en cada muestra. Posteriormente, todos los microRNA se
normalizaron mediante: ACq = Cgmir - Cqem Y la expresion relativa se calculd
utilizando el método (2°2%9). Finalmente, se utilizd el método Fold Change (2
8ACa) para comparar la expresidn relativa entre muestras de los diferentes
grupos:  -AACQ = (Cqmir muestral - Cdem) — (CAmir muestra2 - Cem)

Fase de validacidn: se utilizo el algoritmo geNorm (software gbase PLUS de
Biogazelle) para evaluar qué microRNA de la fase de busqueda eran mas
estables y adecuados para normalizar los resultados de expresion de miR en la
siguiente fase de validacién. Con base en los resultados de geNorm (0.5
<promedio de geNorm M < 1.0), el factor de normalizaciéon dptimo podria
calcularse como la media geométrica de miR-23b-3p y miR-30c-5p. Ambos miR
se seleccionaron como genes de referencia para normalizar los resultados en la

fase de validacion.
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4.4. Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizé el software GraphPad Prism 8.0. Las variables
continuas se presentan como media (IC del 95%) cuando tienen una distribucion normal
y como mediana (rango intercuartilico RIQ, <25-75>) cuando tienen una distribucién no
normal. Los datos categdricos se muestran como recuento y porcentaje (n,%). La
distribucién de normalidad se evalud con las pruebas de D’Agostino-Pearson y Shapiro-
Wilk. La correlacidn de Pearson (r) se utilizdé para medir la fuerza de una asociacién lineal
entre 2 variables cuantitativas. Para ver la asociacién entre variables cualitativas se
utilizd el test exacto de Fisher. Un valor de p bilateral <0,05 se considerd

estadisticamente significativa para todos los cdlculos.

e Fase de busqueda: el analisis de las diferencias entre 3 grupos (“ORs1 2Rs2 > 0Rs3”)
se realizé6 mediante el analisis de varianza unidireccional con datos pareados y la
prueba de Tukey post-hoc (distribuida normalmente) o la prueba de Friedman con
la correccion de Dunn (distribuciéon no normal). Los niveles de expresién de
microRNA relativos [2”-(ACq)] se transformaron logaritmicamente (base2) antes de
analizarlos estadisticamente al igual que en la fase de validacién.

e Fase de validacion: se realizé la prueba t de Student para datos no apareados
(distribucion normal) o la prueba U de Mann-Whitney (distribucion no normal) para
comparar las diferencias entre 2 grupos (fase de validacién). Con el software
MedCalc se generd una curva ROC para cada uno de los microRNA seleccionados.
Se calcularon las areas bajo la curva (AUC) y sus respectivos IC del 95% para evaluar
la sensibilidad y la especificidad en la deteccién de RCA. Se calcularon el valor
predicho negativo (VPN) y el valor predicho positivo (VPP) para el punto de corte
con el AUC méaximo (indice de Youden) y la prevalencia de RCA obtenida (% EMB >

2R).
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5. RESULTADOS

5.1. Poblacion de estudio

Entre Abril de 2013 y Agosto del 2018 se realizaron 121 Trasplantes Cardiacos
(TxC) en nuestro hospital. En este grupo de pacientes, las cardiopatias primarias por
orden de prevalencia fueron la miocardiopatia dilatada (n=45; 37%), la miocardiopatia
isquémica (n=44; 36%), la miocardiopatia hipertréfica (n=13; 11%), miocardiopatias
congénitas (n=6; 5%), miocardiopatias valvulares (n=5; 4%) y otras (n=8; 7%). La mediana
de edad de los pacientes trasplantados fue de 59 afios (Rango Intercuartilico, RIQ: 49-
65 afios) siendo el 82% de ellos varones. Cuatro pacientes fallecieron durante el
procedimiento quirdrgico. A los 117 pacientes restantes, durante el primer afio post-TxC
se les realizé un total de de 1113 BEMs de seguimiento, con una mediana de BEMs por
paciente de 9 (RIQ: 8-11). Estas BEMs estaban programadas a tiempos concretos:
durante los 2 primeros meses cada 15 dias, y luego 1 BEM cada mes hasta los 8 meses

post-TxC. Estos tiempos se cumplieron escrupulosamente (Tabla 2).

Tabla 2: Tiempo transcurrido desde el TxC hasta la BEM.

BEMs (n2 ordinal)

Dias
Desde TxC
Mediana (RIQ)

11 25 43 64 90 121 155 184 241
(10-13) |(23-30)| (39-52) |(78-124)|(82-107)|(106-143)|(133-177) |(166-206) | (196-370)

Meses
Desde TxC
Mediana (RIQ)

0,4 0,8 1,4 2,1 3,0 4,0 5,2 6,1 8,0
(0,3-0,4) |(0,8-1)(1,3-1,7)|(2,6-4,1)|(2,7-3,6)| (3,5-4,8) | (4,4-5,9) | (5,5-6,9) |(6,5-12,3)

BEM: Biopsia Endomiocardica, RIQ: Rango Interquartilico TxC: trasplante cardiaco
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El nUmero de BEMs segun el grado de RCA (ISHLT 2004) fueron: “Grado OR” = 565
(51%), “Grado 1R” =461 (41%), “Grado 2R” =75 (7%), “Grado 3R” =2 (0.2%) y “BEM No
valida” = 10 (0.9%). Para el presente estudio se descartaron las BEMs donde se detectd
rechazo mediado por anticuerpos, ya sea de manera aislada (n=3, 0.3%) o concomitante
con RCA (n=17, 1.5%).

No se encontrd asociacion significativa entre la probabilidad de sufrir rechazo y el
tiempo transcurrido desde el TxC (Figura 9A). Como se puede observar en la gréfica, no
hay diferencia significativa en el tiempo (en dias) donde aparecen BEM>2R y el resto de
BEM sin rechazo. Por otro lado, si que parece haber asociacién entre el grado de BEM y
el patélogo que la examina (Figura 9B). Como se observa en la grafica, la dispersion de
los resultados entre los 10 patdlogos que revisaron mas de 50 BEM en nuestro estudio
es alta. Asi, se comprobd que entre el patélogo que mas RCA informdé (BEM22R = 14%)
y el gue menos (BEM>2R = 2%), habia un 12% de diferencia, y por tanto, una variabilidad

bastante importante.

A) tiempo desde TxCy grado de BEM B) %BEM="2R" en funcidn del patdlogo
15
m %2R
2R- : x |
ns
5 1R k = !
2 L 1 ns
OR- .
) ) ) 1
0 50 100 150 200
Dias P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10

Figura 9: Estudio RCA en funcién del timpo post-TxC y en funcién del patélogo. A) Grado de
RCA en funcién del tiempo post-TxC; B) %BEM = “2R” en funcidn del patdlogo. BEM: biopsia
endomiocardica.RCA: Rechazo Celular Agudo; TxC: Trasplante Cardiaco, Px: patélogo “x”
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El 93.8% de los pacientes TxC llevaron un régimen inmunosupresor a base
Tacrolimus, Micofenolato de mofetilo y Prednisona. El 6.2% restante se inmunosuprimid
con Ciclosporina, Micofenolato de mofetilo y Prednisona. La terapia de induccién con
Basiliximab se utilizé en el 93,8% de pacientes y con Timoglobulina en el 6,2%. Durante
los episodios de RCA a los pacientes se les suministré un bolo intravenoso de
Metilprednisolona durante 3 dias, 250 mg/dia (52,4%), 500 mg/dia (38,1%), o 1 g/dia

(9,5%).

65
Ignacio P Constanso Conde | Tesis Doctoral | UDC 2023



5. RESULTADOS 5.1. Poblacion de estudio

66
Ignacio P Constanso Conde | Tesis Doctoral | uUDC 2023



5. RESULTADOS 5.2. Fase de busqueda

5.2. Fase de busqueda

De los 121 pacientes TxC sélo 11 pacientes presentaban un episodio “ORs: = 2Rs;
- ORs3” y 5 pacientes con 2 episodios “ORs: = 2Rs2> = ORs3“ separados en el tiempo. Es
decir, se encontraron un total de 21 episodios RCA “ORs1 = 2Rs2 = ORs3”, de los que se
seleccionaron sus respectivas muestras de suero (21episodios x 3sueros = 63 sueros).

Las caracteristicas de los pacientes en cada grupo de muestras “ORsz”, “2Rs2”, “ORs3” se

7

detallan en la Tabla 3:

Tabla 3: caracteristicas por grupo de muestras “ORs:“, “2Rs2”, “ORs3“ de la fase de busqueda.

N=21
R 2R R p-val
(ORs1 = 2Rs2 >0Rs3) ORs1 52 ORss value
dias post-TxC 58 102 178
(IC 95%) (35-80) (79-125) (139-216) todos <0,0001
Tacrolimus (ng/mL) 11,2 9,4 9,3
(RIQ) (9,8-12,7) (8,1-10,7) (8,2-10,4) todos NS
Creatinina (umol/L) 149 133 144
(RIQ) (130-170) (120-146) (124-164) todos NS
Hematies (x10%%/L) 3,46 3,57 3,81
(RIQ) (3,27-3,66) | (3,30-3,84) (3,59-4,03) ORs1vs ORs3 < 0,005
Plaquetas (x10°/L) 176 166 173
(RIQ) (146-206) (138-193) (143-203) todos NS
Leucocitos (x10°/L) 7,35 6,19 7,05
(RIQ) (6,06-8,64) | (5,02-7,37) (5,91-8,20) todos NS
Linfocitos (x10°/L) 0,82 1,06 1,18 ORs1 vs 2Rs2<0,05
(IC 95%) (0,60-1,05) | (0,84-1,29) (0,98-1,37) ORs1 vs ORs3 <0,05
Neutréfilos (x10°/L) 5,99 4,48 5,17
(RIQ) (4,71-7,27) | (3,50-5,46) (4,13-6,20) todos NS
CMV (carga viral) Indetectable --

CMV: citomegalovirus; IC: Intervalo de confianza; NS: no significativo; RIQ: rango
interquartilico; TxC: trasplante cardiaco
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El nimero de dias transcurridos desde el TxC hasta cada uno de los 3 grupos de
muestras fueron: 58 dias (RIQ: 35-80) para el grupo “ORs1”, 102 dias (RIQ: 79-125) para
“2Rsy”,y 178 dias (RIQ: 139- 216) para “ORs3”. Es importante sefialar que la consideracién
planteada inicialmente de que las muestras “BEM=0R” sin rechazo fueran
inmediatamente anteriores y posteriores a la muestra con rechazo “2R” tuvo que ser
desestimada porque sino, no tendriamos mas que un episodio que cumpliera con ese
requisito. En la mayoria de los pacientes, antes y después de la muestra “2Rs,” se daban
estados intermedios de rechazo celular “1R”, lo cual es lo esperado fisioldgicamente. No
obstante, el propdsito final del estudio, de plantear un disefo longitudinal no se ve
afectado.

Los 3 grupos “ORs1“, “2Rs2“, “ORs3“ fueron comparables en cuanto a niveles de
tacrolimus, creatinina sérica, plaquetas, leucocitos totales y neutrdéfilos. Se detectd una
ligera diferencia, aunque significativas (p<0,05), en el recuento de hematies entre las
muestras “ORs1“y “ORs3“, asi como para linfocitos entre la muestra “ORs:“ frente a las
otras 2 muestras “2Rs;“y “ORs3“. Ningun paciente tenia infeccién por citomegalovirus

(CMV) en el momento del muestreo (carga viral indetectable).
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El ciclo de cuantificacién Cq medio de los 179 microRNAs analizados en cada una
de las 63 muestras de suero fue Cqg = 34.7 (IC 95%: 34.5-35.0) sin diferencias
significativas entre los 3 grupos “ORs1”, “2Rs2”y “ORs3“ . En el grupo “ORs1” el ciclo medio
fue Cqors1 = 34.7 (IC 95%: 34.2-35.1), en el grupo “2Rs2” fue Cqzrs2 = 34.7 (IC 95 %: 34.3-
35.1), y en el grupo “ORs3” fue Cqorsz = 34.8 (IC 95%: 34.4-35.2). De los 179 microRNAs
analizados, 31 de ellos no se expresaron (Cq = 37) en mas del 80% de las muestras, por
lo que no fueron incluidos en el posterior analisis de los datos (Anexo V). De los
restantes 148 microRNAs, sdlo 10 de ellos se expresaron en todas las muestras
analizadas: miR-16-5p, miR-23a-3p, miR-25-3p, miR- 30d-5p, miR-92a-3p, miR-150-5p,
miR-223-3p, miR-320a, miR-320b y miR-486-5p. Por otro lado, los 10 microRNAs mas
abundantes se representan en la Figura 10. En la misma figura también se aprecia que
hay practicamente la misma cantidad de microRNAs sobreexpresados (n=69, 47%) como
infraexpresados (n=79, 53%) cuando se compara el grupo con rechazo “2Rs;” frente al
grupo sin rechazo “ORs:“. Esto es muy importante porque indica la correcta
normalizacion y tratamiento de los datos en nuestra poblacidn de estudio, ya que es lo

gue se espera desde un punto de vista biolégico.
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A) microRNAs mas abundantes en suero
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Figura 10: Expresion de microRNAs en nuestro estudio, aspectos generales. A) microRNAs mas
abundantes en suero; B) microRNAs sobre e infraexpresados. Cq: ciclo de cuantificacion
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De los 148 microARN analizados, sélo 4 de ellos mostraron una diferencia
significativa en la expresion relativa (2"2°9) entre los grupos “ORs1“ y “2Rs,”: miR-181a-

5p, miR- 339-3p, let-7f-5p y miR-505-3p (Figura 11).
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MIR-181-5P | (. 427.1,064) | (0,701-1,371) | (0,597-1,073) | 00194 | 00225 | NS
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MiR-339-3P | 147.0,356) | (0.249-0.474) | (0.200-0,468) | 20442 | NS NS
0,807 1.620 1,224
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: 0,284 0,209 0,233
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Figura 11: microRNAs diferencialmente expresados en la fase de busqueda. NS: no
significativo
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No obstante, sélo miR-181a-5p mostrd también una diferencia significativa entre
“2Rs2” y “ORs3” con un patrén de subida y bajada. En los otros tres microRNAs, aunque
en las graficas se observa un patron también de subida y bajada, no se alcanza la
significancia deseada, por lo que no se incluyen en la siguiente fase de validacion.

Por otro lado, se estudio si los niveles séricos de miR-181a-5p podrian estar
asociados al recuento de linfocitos en sangre mas que al RCA. Recordemos que la
variable “linfocitos” era la Unica de las estudiadas donde habia diferencia significativa
entre las tres muestras del episodio de rechazo “ORs; = 2Rs; = ORs3“. Para ello, se
estudié la correlacion entre ambas variables (“miR-181a-5p” vy “linfocitos”)
obteniéndose un “r” de Spearman =0.170 (IC 95 %: -0.096 a 0.412). Esto implica que no
hay correlacion entre ambas variables y que la expresion de miR-181a-5p es

independiente del recuento de linfocitos en sangre.
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5.3. Fase de validacidn

Para el grupo “RCA” (BEM2 2R) se identificaron 45 muestras de suero, todas ellas
correspondian a un grado “2R” excepto una, que era “3R”. Para el grupo control sin
rechazo, “NoR”, se buscaron el mismo niumero de muestras, pero con BEM=0R y que no
pertenecieran a ningun paciente incluido en el grupo “RCA”. Se estudiaron varias
variables clinicas en ambos grupos a fin de comprobar que no hubiera diferencias
significativas entre ambos. El tiempo (dias) transcurrido desde el TxC hasta la fecha de
la toma de muestra fue de 51 dias (RIQ: 26-99) para el grupo “RCA” y 100 dias (RIQ: 44-
170) parael grupo “No-R”. El resto de las caracteristicas de los pacientes se detallan en
la Tabla 4 y no se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos para

ninguna de las variables estudiadas.

Tabla 4: Caracteristicas basales de los pacientes en la fase de validacion

Caracteristica NoR (n=45) RCA (n=45) P-value
Hombres 36 (80%) 36 (80%) -
Edad (a fecha del TxC) 60 (44-65) 55 (49-63) NS
dias post-TxC (IC 95%) 100 (44-170) 51 (26-99) <0.005
Tacrolimus (ng/mL) 11.1 10.6 NS
(RIQ) (9.9-12.2) (9.4-11.7)
Creatinina (umol/L) 110 98 NS
(RIQ) (88-133) (77-133)
Hematies (x10%%/L) 3.71 3.60 NS
(RIQ) (3.52-3.89) (3.48-3.73)
Plaquetas (x10%/L) 223 216 NS
(RIQ) (199-247) (183-249)
Leucocitos (x10%/L) 6.19 6.68 NS
(RIQ) (5.35-7.92) (4.58-9.17)
Linfocitos (x10°/L) 1.14 1.20 NS
(IC 95%) (0.96-1.31) (1.03-1.37)
Neutréfilos (x10°/L) 4.52 4.69 NS
(RIQ) (3.43-5.93) (3.06-7.17)

IC: Intervalo de confianza; NS: no significativo; NoR: no rechazo; RCA: rechazo

celular agudo; RIQ: rango interquartilico; TxC: trasplante cardiaco
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5.3. Fase de validacion

Al cuantificar miR-181a-5p en ambos grupos se encontré que estaba

sobreexpresado significativamente (p < 0.0001) en el grupo “"RCA” en comparacién con

el grupo “NoR”. La mediana de los niveles de expresion de miR-181a-5p fue de 0.465

(RIQ: 0.338-0.541) y 0.254 (RIQ: 0.155-0.341) en los grupos “RCA” y “NoR”,

respectivamente (Figura 12A). El analisis de sensibilidad al desarrollar la curva ROC de

miR-181a-5p para detectar RCA, mostrd que para un punto de corte “24¢ > 0.33”, se

obtenia un AUC = 0.804 (IC 95%: 0.707-0.880) (p < 0.0001) (Figura 12B). La sensibilidad

y especificidad obtenidas para este punto de corte fue 78% y 76%, respectivamente. En

nuestro estudio se observd una prevalencia de RCA del 7% (BEM2 2R ), y unas valores

de VPN y VPP de 98% y 20%, respectivamente.
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Figura 12: Resultados principales de miR-181a-5p en la fase de validacidn. A: expresion relativa
de miR-181a-5p en NoR y RCA; B: curva ROC de miR-181a-5p para deteccidn de RCA.
AUC: area under the curve; NoR: sin rechazo; RCA: rechazo celular agudo
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Tabla 5: andlisis de los resultados de las curvas ROC obtenidos por miR-181a-5p para

detectar RCA en nuestro estudio (obtenidas del software Medcalc)

5.3. Fase de validacion

Variable miR-181a-5p
Classification variable | ACR
Sample size 90
Positive group ? 45 (50.00%)
Negative group ° 45 (50.00%)
*ACR =1
®ACR =0
Area under the ROC curve (AUC)
Area under the ROC curve (AUC) 0.804
Standard Error 0.0466
95% Confidence interval 0.707 to 0.880
z statistic 6.522
Significance level P (Area=0.5) <0.0001
Youden index
Youden index J 0.5333
Associated criterion >(0.329858889
Sensitivity 77.78
Specificity 75.56
Summary Table
Estimated specificity at fixed sensitivity
Sensitivity Specificity 95% Cl® Criterion
80.00 71.11 46.67 to 88.89 >0.310092392
90.00 44.44 24.90 to 66.67 >0.235499366
95.00 44.44 11.11 to 71.02 >0.216587786
97.50 40.00 4.44 t0 57.96 >0.197178108
99.00 8.89 0.053 to 40.00 >0.090512926
Estimated sensitivity at fixed specificity
Specificity Sensitivity 95% Cl @ Criterion
80.00 64.44 39.04 to 86.67 >(0.377303837
90.00 35.56 9.13 t0 62.22 >(.500348699
95.00 31.11 8.89 to 63.89 >0.523168479
97.50 22.22 0.00 to 0.00 >0.571089331
99.00 6.67 0.00 to 0.00 >(0.879074395
® BC, bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978).
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6. DISCUSION

Desde hace mas de 3 décadas la biopsia endomiocdardica (BEM) se considera el
gold standard para el seguimiento de los pacientes con TxC. Con ella, se puede detectar
si el organo trasplantado estd sufriendo rechazo y, en ese caso, ajustar el
tratamiento(38-42). No obstante, la BEM es una técnica con muchas limitaciones
asociadas . Al ser un procedimiento invasivo no esta exento de riesgo (43-44), ademas,
la toma de muestra puede no representar al érgano en su totalidad y no detectar un
rechazo en curso (45). Pero la limitacidn mas importante es la subjetividad en la
valoracion anatomo-patoldgica que lleva asociada una gran variabilidad en la
clasificacion correcta del rechazo (46) y, por tanto, de su tratamiento. Son numerosos
los estudios buscando biomarcadores no invasivos que sustituyan o complementen la
BEM (47). Entre los mas prometedores son las técnicas de imagen (ecocardiograma y
resonancia magnética cardiaca) (50-53), los perfiles de expresién génica (Allomap®) (54-
58) y el DNA libre derivado del donante (dd-cfDNA) (59-67). También los microRNAs se
han postulado como potenciales biomarcadores no invasivos en la deteccidn de rechazo
y manejo del paciente trasplantado (75-82).

En el estudio que ocupa esta Tesis Doctoral, después de una fase inicial de
busqueda donde se analizaron 179 microRNAs (Anexo IV) en sueros procedentes de
pacientes TxC. S6lo miR-181a-5p cumpliria las estrictas condiciones para pasar a la fase
siguiente de validacidén clinica. Asi, se objetivdé que miR-181a-5p mostraba un patrén de
subida y bajada significativas durante los episodios de RCA estudiados. Para ver si miR-
181a-5p conseguia replicar estos resultados con una cohorte de pacientes diferentes, se

desarrollé una segunda fase de validacion. En esta nueva fase, miR-181a-5p constatd
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gue estaba sobreexpresado en los sueros de pacientes con RCA (BEM>2R), frente a los
sueros de pacientes sin rechazo (BEM=0R). El drea bajo la curva ROC obtenida por
nuestro candidato miR-181a-5p fue muy buena, AUC = 0.804 (IC 95%: 0.707-0.880), y
una sensibilidad y especificidad del 78% y 76%, respectivamente.

Hasta el afio 2022, en base a los resultados de 7 articulos cientificos (incluyendo
el nuestro)(75-80, 88), pertenecientes a 5 grupos de investigacién diferentes, 13
microRNAs diferentes se postulaban como candidatos a biomarcadores de RCA en TxC
(Tabla 1). De los 13 microRNAs propuestos sélo dos, miR-92a-5p y miR-144-3p, aparecen
en mas de un grupo diferente. En nuestro estudio sélo miR-339-3p aparece en alguno
de los otros estudios y, aunque direfencialmente expresado, no consiguid cumplir
nuestro criterio de subida y/o bajada significativa para pasar a la siguiente fase de
validacién (88). Esta falta de reproducibilidad entre estudios donde se trabaja con
microRNAs no es exclusivo de los que abordan el TxC, sino que es comun en todos los
estudios con microRNAs, independientemente de la patologia estudiada (83). Esta
limitacion podria explicarse, en parte, por un tamafo muestral limitado, la pobre
estandarizacion de todas las etapas del analisis de los microRNAs y el uso de varias
estrategias para la normalizacion de los datos. En nuestro estudio, se han seguido las
ultimas y mas exigentes recomendaciones para la estandarizacion de los experimentos

realizados con microRNAs circulantes (84-85).
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El disefo longitudinal de nuestro experimento en la fase de busqueda de
microRNAs candidatos, en donde se estudié al mismo paciente antes, durante y después
del episodio de rechazo, proporciona potencia y significancia estadistica (al ser cada
paciente su propio control). Ademas se ha conseguido un un tamano muestral bastante
bueno. Por otro lado, cuando se realizan experimentos de perfil de expresién de
microRNAs, siempre se deberia comprobar que el nimero de microRNAs sobre e
infraexpresados sean parecidos, asi se demostraria que el método de normalizacién
utilizado es correcto. En nuestro estudio, durante la fase inicial de busqueda con perfiles
de expresion, después de una normalizacion utilizando la media global, se comprobd
gue dicha normalizacién era correcta (Figura 11B). En la fase de validacién, la
normalizacion de los resultados de la RT-qPCR, se realizd con 2 genes endégenos de

referencia (miR-23b-3p y miR-30c-5p) y el método de la media geométrica.
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Un hecho muy importante y que apoya los resultados de nuestro estudio la
relacién entre miR-181a-5p y rechazo celular, es que ya se ha descrito que la familia miR-
181 regula el desarrollo de los linfocitos T y B (89-92), principales mediadores del
rechazo de un érgano trasplantado. Li et al. (90) demostraron que miR-181a modula la
sensibilidad de los linfocitos T tanto a antigenos extrafios como enddgenos a través de
la sefializacidn del receptor de linfocitos T. También se demostré que la sobreexpresién
de miR-181a aumenta el nimero de linfocitos B. En el corazdn, durante un episodio de
RCA, los linfocitos T median un proceso inflamatorio que lleva a la infiltracion y lesién
del miocardio por células mononucleares (macréfagos activados, linfocitos Ty B). El alto
grado de evidencia de que miR-181a esta involucrado en esta respuesta aloinmune
hace que nuestros resultados sean muy plausibles desde el punto de vista biolégico.
Ademas, este hecho refuerza no sdlo la hipdtesis planteada a lo largo de esta Tesis
Doctoral de considerar miR-181a-5p como biomarcador no invasivo en la deteccion de
RCA, sino también para la monitorizacién del tratamiento inmunosupresor e, incluso,

como posible diana terapéutica.
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En la actualidad, sdlo hay una prueba no invasiva aprobada por la FDA y

recomendada por la ISHLT para el seguimiento del RCA, el Allomap® (CareDx) (55-58).

Este test, basado en un perfil de expresidn génica de leucocitos sanguineos, consiguid

un AUC=0.70, inferior al obtenido por miR-181a-5p en nuestro estudio, que fue AUC =

0.80 (Tabla 6). Para poder comparar la capacidad de deteccién de rechazo de varios

biomarcadores no invasivos versus miR-181a-5p se eligié para todos una prevalencia de

5% que, aunque arbitraria, esta proxima a un escenario real de TxC. Asi podemos

comparar los VPN y VPP de estos test entre si (ya que VPN y VPP dependen de la

prevalencia). Nuestros resultados mostraron que miR-181a-5p presentd un VPN de

98.5%, mientras que el VPN de Allomap® es ligeramente menor (VPN = 95,7 %). Por lo

tanto, los resultados aqui obtenidos para miR-181a-5p son similares, o incluso mejores

que los de Allomap® vy que el dd-cfDNA o la RMC (53, 58, 66).

Tabla 6: Caracteristicas de los principales biomarcadores no invasivos en la deteccién de RCA

en TxC.
Test f\utor Pacientes I\s:::-s AUC S E | VPN VPP*
Afio (Ref) | (BEM22R) | 7O | (95% CI)
RMC , O'\gir(i;) 1(2)3 >1 , 89 | 70 | 99 | 13
Allomap 28;‘?{’5‘;) é255) 26 | o 6()7'70973) 25 |89 | 96 | 10
dd-cfDNA ;/(')alr:i(%%k) (1283 >1 0.83 58 |93 | 98 | 30
miR-181a-5p g%q;t?;;? (Zg) 1 0.701'?(?. gg) |78 |76 99 | 15

AUC: Area Under the Curve; BEM: Biopsia Endomiocardica; dd-cfDNA: cell-free donor derived
DNA; E: especificidad; RCA: rechazo celular agudo; RMC: resonancia magnética cardiaca; S:
Sensibilidad; VPN: Valor Predicitivo Negativo; VPP: Valor Predicitvo Positivo TxC:trasplante

cardiaco

+: VPN y VPP calculado para una prevalencia arbitraria de RCA del 5%
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Lo que se busca, a priori, con estos biomarcadores no invasivos es alcanzar altos
VPN, que permitan cribar a todos los pacientes en seguimiento de TxC para seleccionar
aquellos con mas riesgo de padecer RCA. Todo ello con un seguridad muy alta de que no
se escape ningun RCA. Cuando estos biomarcadores no invasivos detectan un posible
RCA entonces, en principio, si que habria que realizar la BEM, ya que todos los
biomarcadores no invasivos en uso tienen un VPP muy bajo, es decir, su positividad no
implica necesariamente RCA. Con esta estrategia de cribado se reducirian el nimero de
biopsias necesarias en el seguimiento del paciente TxC, y con ello, se reducirian los
posibles efectos adversos para el paciente y los costes monetarios asociados a las BEM
(93). La ventaja de miR-181a-5p frente al resto de biomarcadores no invasivos seria la
sencillez de la tecnologia necesaria y del proceso de analisis, que no requiere una alta
especializacion del personal que la realiza, ni laboriosos procedimientos, ni envios de
muestras a laboratorios externos, todo ello a un coste muy ajustado y con grandes

posibilidades de estandarizacién del proceso.
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Limitaciones

Nuestro estudio tiene varias limitaciones, las mas relevantes serian su caracter
unicéntrico y que no se valoraron el efecto de diferentes tratamientos u otras
condiciones clinicas sobre los niveles de miR-181a-5p. No obstante, recientemente se
ha llevado a cabo un estudio multicéntrico (4 hospitales espafioles) para validar miR-
181a-5p como biomarcador no invasivo de RCA. Los resultados han sido positivos,
obteniendo una potencia diagnodstica similar a nuestro estudio (pendiente de
publicacidn, ya presentado pdster en Congreso Europeo de Cardiologia 2023, ver Anexo
V).

El miR-181a-5p aunque parece ser un biomarcador de RCA prometedor, queda un
largo camino hasta que pueda llegar a un escenario clinico real, siendo conveniente para
ello el desarrollo de PCR digital para estandarizar los resultados obtenidos. Cabe
destacar que nuestros resultados se han obtenido en condiciones ideales, ya que se
dispuso de muestras de pacientes con (EMB >2R) y sin rechazo.

Finalmente, y aunque realizamos un ambicioso estudio donde se estudiaron los
179 microRNAs mds expresados en suero, otros microRNAs no incluidos también

podrian tener un papel en el RCA.
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7. CONCLUSIONES

En el presente estudio, desarrollado a través de esta Tesis Doctoral, se ha
postulado la hipétesis del uso de los microRNAs como biomarcadores no invasivos para
la deteccidn de rechazo celular agudo en el seguimiento del paciente trasplantado
cardiaco. Para ello, tras un fase inicial de busqueda donde se han analizado 179
microRNAs en el suero de 63 muestras, 21 de ellas con RCA (BEM=>2R), se selecciona sélo
un microRNA, el miR-181a-5p, como biomarcador no invasivo para detectar RCA. Este
microRNA candidato se validd en la siguiente fase donde se analizaron 45 muestras de
suero con RCA (BEM22R) y 45 sueros sin rechazo asociado (BEM=0R). Finalmente, se
obtuvieron las siguientes resultados y conclusiones:

1. El microRNA miR-181a-5p esta sobreexpresado en los sueros de los pacientes
que presentan RCA asociado (BEM>2R).

2. miR-181a-5p permitié detectar RCA (BEM>2R) frente a un grupo sin rechazo
(BEM=0R) con una sensibilidad = 78%, una especificidad = 76% y un AUC = 0.804
(1C95%: 0.707-0.880).

3. En un escenario real en TxC de prevalencia del RCA en torno al 5% de las BEM,
miR-181a-5p consigue un alto valor predictivo negativo VPN = 98.5% . Esto lo
convierte en una buena herramienta de cribado de RCA, con poca probabilidad
de falsos negativos, permitiendo una importante reducciéon de BEMs en el
seguimiento del TxC.

4. La simplicidad, bajo coste, posiblidad de estandarizacion y similar rendimiento
diagndstico que otros biomarcadores no invasivos para la deteccion del RCA en
el TxC, parece justificado considerar a miR-185a-5p como potencial herramienta

en el seguimiento post-TxC.
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ANEXO I: publicacion en revista cientifica

Resultados parciales de la investigacidon que nuclea en esta Tesis Doctoral han
dado lugar a un articulo cientifico publicado en Octubre de 2020 en la revista Journal of
Heart and Lung Transplantation. Se trata de una publicacion indexada, que sigue
proceso de revisidon por pares y cuyo factor de impacto Journal Citation Report (JCR)
correspondiente al afio 2022 es de 8.9. El articulo, cuya referencia se muestra a

continuacion:

Constanso-Conde |, Hermida-Prieto M, Barge-Caballero E, Nufiez L, Pombo-
Otero J, Suarez-Fuentetaja N, Paniagua-Martin MJ, Barge-Caballero G, Couto-Mallén D,

Pan-Lizcano R, Vazquez-Rodriguez JM, Crespo-Leiro MG. Circulating miR-181a-5p as a

new biomarker for acute cellular rejection in heart transplantation. J Heart Lung

Transplant. 2020 Oct;39(10):1100-1108. doi: 10.1016/j.healun.2020.05.018. Epub 2020

Jun 7. PMID: 32654912.
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KEYWORDS: BACKGROUND: Acute cellular rejection (ACR) 1s a major complication in heart transplantation (HTx).
Endomyocardial biopsy is the reference method for carly detection of ACR, but a new non-invasive
approach i needed. Tentative candidates could be circulating microRNAs, This study aimed to dis-
cover and validate microR NAs in serum for ACR detection after HTx.

METHODS: This prospective, observational, single-center study included 121 HTx patients. ACR was
graded according to International Society of Heart and Lung Transplantation classification (OR—3R ).
First, in the discovery phase, microRNA expression profile was carned out in serum samples from
patients at pre-rejection, during, and post-rejection time (0R g — 2Rg;- — ORg;). Relative expression
{27459 of 179 microRNAs per sample was analyzed by reverse transcription quantitative polymerase
chain reaction. Second, a microRNA with a significant nse and fall pattern during ACR was selected
for the next validation phase. where it was analyzed (reverse ranscripion quantitative polymerase
chain reaction) in serum samples from 2 groups of patients: the no-ACR group (OR grade) and the
ACR group (=2R grade). Finally, a sensitivity analysis (receiver operating characteristic curve) was
done to assess microRNA accuracy for ACR detection in HTx.

RESULTS: A total of 21 ACR episodes (0Rg, — 2Rg, — OR ;) with their respective serum samples
(n=63) were included in the discovery phase. Among the 179 microRNAs analyzed. only miR-
181a-5p met the rise and fall crteda. In the validation phase, miR-181a-5p relative expression
(27%%9) in the ACR group (n=45) was significantly overexpressed (p < 0.0001) vs the no-ACR
group (n=45). miR-181a-5p showed an area under the curve of 0L804 (95% confidence mterval:
0.707-0.880); sensitivity and specificity of 78% and 76%. respectively; and a negative predicted
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CONCLUSIONS: miR-185a-5p in serum is a candidate as a non-invasive ACR biomarker (arca under the
curve =0.80 and negative predicted value = 98%). Thus, this biomarker could reduce the need for endo-
myocardial biopsies and the associated nsks and costs of this invasive procedure.
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Heart transplantation (HTx) is the preferred option for
patients with end-stage heart failure who are eligible. How-
ever, patients are at risk for developing several complications
during the post-transplant period.” One of the most frequent
complications is acute cellular rejection (ACR),  an alloim-
mune response where T-cell activation plays a central role.
In tact, up to 25% of patients will present any grade of ACR
during the first year after transplantation, and a significant
minority of these patients will require treatment. The gold
standard method to detect ACR has been the endomyocardial
biopsy (EMB), which is an invasive and uncomfortable pro-
cedure for the patients with the potential risk of serious com-
plications_: Moreover, the possibility of sampling error with
talse negative results, as well as a pathological grading sys-
tem with substantial observer dependency.ﬁ make EMB a
technique with important limitations.

Non-invasive methods” (e.g., echocardiography, cardiac
magnetic resonance imaging, and nuclear imaging) and the
newest molecular techniques (e.g., gene expreﬂsicnir' and
donor-derived cell-free DNA") are being investigated to
improve the diagnostic of ACR. In the last years, micro-
RMAs have emerged as a potential biomarker.*”

MicroRNAs are small 21-25 single-stranded RNAs that
regulate gene expression by binding to a complementary
nucleotide sequence in messenger RNA."” MicroRNAs pos-
sess many natural characteristics that make them excellent

potential clinical biomarkers, as they are present in circula-
tion and they are remarkably stable.® Unique microRNA
fingerprints that identify disease states ranging from cardio-
vascular disease to diabetes and cancer have been identi-
fied”'" In the field of HTx, at least 7 studies were
performed trying to elucidate the possible role of micro-
RNAs as ACR biomarkers (Table 1).">'® Five studies ana-
Iyzed the presence of circulating microRNAs, ' #3517
whereas the other 2 focus on the expression of microRNAs
in EMB.""® However, the low replicability observed
between these studies, with 12 different microRNAs
reported as potential ACR biomarkers (Table 1), has been
the main reason why many promising microRNA bio-
markers have never reached the clinical setting_"'j A possi-
ble explanation for the poor reproducibility In these studies
could be the microRNA biclogical variation, the different
microRNA profiles studied, and a deficient analytic stan-
dardization.”” Thus, in recent years, numerous recommen-
dations have been emerging to standardize the entire
microRNA analytic pmc:c:ss.:ﬂ Moreover, the biological
variation could be minimized with an appropriate study
design.”' These last considerations were carefully taken
into account in this study that aimed to evaluate the poten-
tial of circulating microRNAs as biomarkers of ACR detec-
tion in HTx.

Methods
Study design

This prospective, observaional, single-center study  included
patients who underwent HTx between April 2013 and August
2018 in the Complexo Hospitalario Universiano A Coruna (A
Coruna, Spain). The EMB protocol to monitor rejection was every
10 w0 15 days in the first 2 months, every 20 days in Months 3 and
4, and monthly in Months 5 and 6. After the sixth month, in stable
patients and without any episode of treated rejection, the next
EMB was at 12 months; in those patients who had an episode of
rejection reated or needed to reduce immunosuppression because
of complications, EMBs were performed every 2 months up to 12
months. On the same day, before the EMB procedure, blood sam-
ples were drawn to monitor laboratory parameters according to
the standard clinical practice of the HTx program, and the remain-
ing serum volume was aliquoted and sent to the research labora-
tory. EMBs were graded according to the International Society of
Heart and Lung Transplantation 2005 enteria for ACR: no rejec-
tion, OR; mild rejection, 1R; moderate rejection, 2R; and severe
rejection, 3R.™ In this study, rejection was considered when EMB
grade was >2ZR (because in asymptomatic patients without graft
dysfunction, it is usually the threshold for rejection reatment) and
no rejection when EMB grade was OR. The study was approved
by the local Ethics Committee (Comité ético de investigacion de
Galicia, reference: 2015/311). The standard immunosuppression
protocol was triple therapy with tacrolimus, mycophenolate mofe-

til, and prednisone. Patients received induction therapy mostly
with basiliximab and, in certain cases such as sensitized patients,
thymoglobulin. Treatment of rejection episodes was with intrave-
nous steroid bolus, 250 mg to 1O mg depending on seventy. for
3 days. Writien informed consent was obtained from all patients
in accordance with the Declaration of Helsinki.

The study was performed in 2 phases. First, i the discovery
phase, 4 microRNA expression profile was camried out to identify
and select circulating microRNAs differentially expressed during
ACR. Then, a microRNA with a significant rise and fall pattern

their diagnostic value to detect ACR in HTx patients.
Discovery phase

In the discovery phase, the patents included were those in whom a
Grade =2R EMB and a previous and a subsequent Grade OR EMB
(not necessarily the one that preceded or followed the Grude >2R
EMB, but the nearest ones) were reported. Serum samples matched
in time with those EMBs were selected and called ORg, (pre-rejec-
tion), 2Rs: (rejection), and ORs, (post-rejection). The entire episode,
named as ORg; — 2Rz — 0Rg1. and their 3 serum samples were
always processed in the same run to minimize analytic varability.
RNA was isolated from 200 ul of serum wsing miRNeasy
Serum/Plasma Advanced Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Total
ENA was eluted in 21 pl of RNase-free water, and complemen-
tary DNA synthesis was performed following mRCURY LNA
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RT Kit ({(agen) instructions. A total of 179 microRNAs per
serum sample (Supplementary Table 51, available online at waw.
jhltonline.org) wene analyzed with the quantitative polymermase
chain reaction {gPCR) kit miRCURY LNA miRNA Senim/Plasma
Focus PCR Panel Kit (Qiagen) in a LightCycler 480 Real-Time
PCR System (Roche, Basel, Switzedand ). Roche LC software was
used for acquiring the quantification cycle (Cq) by the second
derivative method. Detalled steps to perform RNA- isolation,
reverse transcription {RT), and gPCR are described in the Supple-
mentary Material (available online).

A cut-of f for unspecific amplification was setat Cg=17. In the
casc of undctoctable microRMNA, Cg was sct to 37, Those micro-
RMAs that were not detected in mome than 0% of samples were
excluded for further analysis to reduce statistical noise. The glohal
mean method was used to normalize gPCR results expressed as
relative expression (27495 The fold change { 2-%%°%) method was
used to compare the relative ex pression between samples,

MicroRMAs were selected for the next validation phase if they
fitted the following 3 conditions:

1. Significant difference in microRNA  wlative cxpression
{27259 hetween OR g, and 2Res;

2. Significant difference in {27453 hetwoen 2Rg2 and ORsz; and

3. Arise and fall pattem in (2 °°%),

Validation phase

Serum samples matched in ime with Gmade =2ZR biopsics and not
used in the discovery phase wemr selected to form the ACR group.
The same number of scrum samples matched in time with R grade
hiopsies and not wsed in the discovery phase were mndomly selected
to form the no-ACR group. All selected samples were processed in
duplicate, RNA isolaton, RT reaction, gPCR meaction, and data anal-
ysis were camried out as in the discovery phase. In this phase, the
gPCR reactions were performed wsing individual primers and the
miRCURY LNA miRNA PCR Assay Kit (cat: 339306, Qiagen). Og
geometric mean from previousy selected reference genes, miR-23b-
3p, and miR-30c-3p was used to nomualize nesults as in the global
mean method {more details in Supplementary Material online).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 8.0 sofi-
ware, Contineous variables are presented as mean (95% CI) when

normally distributed and as median (intenquartile mnge, <23
=T75>) when non-nomally distributed. Categorical data are dis-
played as count and percentage {r, %). The nomality distribution
was tested by IV Agostino=Pearson and the Shapiro—Wilk test.
Analysis of differcnces among 3 groups (discovery phasc) was
performed using one-way analysis of variance with matched data
and post-hoc Tukey test (normally distributed) or Friedman's test
with Dunn's cormection (non-nomally  distributed). Unpaired
Student’s rtest (nomally distributed) or Mann =Whitney U-test
{non-normally distributed) was performed to compare the differ
ences between 2 gmufgih'a]idatim phase). Relative microRMNA
cxpression levels (2777 7) weore log-transformed (basc2) before
they were analyzed statstically, Pearson’s correlation was used to
measune the strength of a linear association hatween 2 varables
and was denoted by r. A receiver operating characteristic {ROC)
curve was generated for selected microRM As with MedCale soft-
ware. Arcas under the curve { AUCs) and their respective 95% Cls
weme calculated to evaluate the sensitivity and specificity for
detecting ACR. Negative predicted value (NPV) and positive pre-
dictad value (PPV) were caloulated for the cwt-off with maximum
AUC {Youden index) and the prevalence for ACR obtained (%
EMB = 2R). A two-sided p-value < 005 was considersd statisti-
cally significant for all caleulations.

Results
Study population

A total of 121 patients were included in the study and their
primary heart diseases were dilated cardiomvopathy (n=45;
3T%). ischemic cardiomyopathy (n=44; 36%). hypertro-
phic cardiomyopathy (n=13; 11%), congenital cardiomyop-
athy (n=6; 5%, valvolar cardiomyopathy (n=5; 4%, and
others (n=18; 7%, The median age of the recipients was 59
(interquartile range [TQR]: 49-65) vears and 82% of them
were males. After excluding 4 patients (perioperative death),
atotal of 1,113 EMBs were performed in the remaining 117
patients, with a median number of EMBs per patient of 9
(IQR: 8-11). The number of EMBs according to ACR Inter-
national Society of Heart and Lung Transplantation 2005
classification grading criteria was OR = 565 (51%), IR =461
(41%), 2R=75 (7T%), 3R =2 (02%), and not valid=10
(0.9%). Biopsies where antibody-mediated rejection (AME)
were detected, either isolated AMR (n=3, 03%) or

Table 2 Patient Characteristics at Sampling in OR, 2R, and OR During the Discovery Phase

N=21(0R, — 2R — ORy) ORs, 2Res ORes pvalue

Tacrolimus levels, ng/mL (95% CT) 11.2 (9.8-12.7) 9.4(B.1-10.7)  9.3(B.2-10.4)  allNs.

Serum creatinine, pemol/L (I0R) 149 (130—170) 133 (120-146) 144 (124—164)  allNS.

Red blood cells, » 101 (I0R) 3.46 (3.27-3.66) 3.57 (3.30-3.B4) 3.B1(3.50—4.03) ORs, vs ORs; < 0.005

Blood platelets, » 10%/L (10R) 176 (146—-206) 166 (138-193) 173 (143-203)  allms.

White blood cells, x 10%/1 (HIR) 7.35 (6.06-8.64) 6.19 (5.02-7.37) 7.05 (5.91-8.20) allNS.

Blood lymphocytes, = 10%/L (95%CI)  0.82 (0.60-1.05) 1.06 (0.84—1.29) 1.18 (0.98—1.37) ORs:vs 2Rsz < 0.05 ORsy vs
OR= < 0.05

Blood neutrophils, » 10%/1 (10R) 5.90 (471-7.27) 4.8 (3.50-5.46) 5.17 (4.13-6.20) allNS.

CMV viral load Undetectable —

I, confidence interval: CMV, cytomegalovirus: T0R, interquartile range: N5, not significant.

Dizscargado pama Ancoymons User (2'2) an Xusta de Galicta Consellena de Sanidade de ClinicalEey ss por Eluevier an marzo 07, 2023, Para me
pemnoma] sxclmivamants. Mo 56 parmiten otros usos sin autorizacion. Copyright ©2023. Elseviar Inc. Todow los demechos resarvados.
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conoomitant with ACR (n= 17, 1.5%), were excluded from
the study.

Discovery phase

Eleven patients with a 0Rg; < 2Rgs — 0Rg episode and 5
patients with 2 O0Rg —» 2Rg: —» 0Rgs episodes  were
included. Thus, 21 ORgq — 2Rsgz —» ORss episodes and their
respective serum samples (n=63) were selectad. Patient
characteristics at sampling in ORg;. 2Ry, and ORgs are
detailed in Table 2. The time (days) elapsed from HTX to
serum sample collection was 58 (IQR: 35-80) davs for
0Rg;. 102 (IQR: 79-125) days for ZRg-, and 178 (IQR: 139-
216) days for 0Rgs. Ttis important to note that the ORSs cor-
responds to the fist OR biopsy after the 2R rejection. How-
ever, it does not have (o be necessarily the following biopsy
after the ZRgs because, in most of the patients, before the
ORgs biopsy, there were several 2R or IR biopsies. The
IMMUBGSUPEression regimen was tacrolimus, mycopheno-
late mofetil. and prednisone in 93.8% of patients and cvclo-
sporing, mycophenolate mofetil, and prednisone in 6.2%.
Induction therapy with basiliximab was used in 938% of
patients and with thymoglobulin in 6.2%. Rejection epi-
sodes were treated with a 3-day intravenous bolus of meth-
viprednisolone, 250 mgfday (52.4%). 500 mg/iday (38.1%]),
or | gfday (9.5%). The 3 groups were comparable re garding
tacrolimus levels, serum creating, blood platelets, white
blood cells, and blood neatrophils. A slight difference,
although significant, was detected for red blood cell count
betwesn samples 0Rg; and 0Rgs and for blood lvmphocyte
count betwesn sample 0Rg; and the other 2 samples. No
patient had cyvtome galowirus infection at the time of sam-
pling (undetectable viml load).

The mean Cg of the 63 serum samples was 3271 (95%
confidence interval [CI]: 34.47-34.95) with no signi ficant dif-
ferences amaong the 3 gmoups (Ogops=3465 [B5% I
3035100 Cgopee=3469 [95% CL 34.26-35.13]. and
Cppes=34.80 [95% (1: 3436-35.24]). OF the 179 micro-
RNAS analvzed. 31 were not expressed (Cg > 37) in mome
than 80% of the samples, so they were eliminated for further
analysis (Supplementary Table 81 online). OF the remaining
148 microRNAs, only 10 of them were expmssed in 100%
of the samples: miR-16-5p, miR-23a-3p, miR-25-3p, miR-
30d-5p. miR-92a-3p, miR-150-5p. miR-223-3p. miR-320a,

mik-320b, and miR-486-5p. After data normalization, Sup-
plementary Figure S1a onling shows the 10 microRMNAs with
the highest relative expression (27259, MicroRNA fold
change (2% of the rejection group (2Rgs) compared
with the no rejection group ((Rg) showed 79 (53%) micro-
RMAs underexpressed and 69 (47%) microRNAS overex-
pressed, with fold change (27%%9) values between —1.67
and 143 (Supplementary Figure S 1b onling).

Among the 148 microRBNAS analvzed, 4 of them showed
a significant difference in relative expression (27 %79
between the ORg; and 2Rg. groups: miR-181a-5p, miR-
339-3p, let-7-5p, and miR-505-3p (Figure 1). However,
only miR-181a-5p showed a significant difference in 2- %
between 2Rgs and 0Rgs and a rise and fall pattern.

To investigate whether the semm levels of miR-18la-5p
could reflect blood lvmphocyte count, a correlation was
performed between both variables. There was no statistical
correlation betwesn miR-181a-5p and blood Ivmphocyte
count. The Spearman’s r=0.170 (95% CT: -0.09 to 0.412)
demonstrated that miR-18la-5p expression is independent
of blood lvmphocyte count. Therefore, niR-181a-5p was
chosen to be evaluated in the next validation phase.

Validation phase

For the ACR group. 45 serum samples were found, 44
EME =2R and | EMB =3R. Therefore, the no-ACR group
was completad with 45 random semum samples from patients
with EMB = 0R. The time (davs) elapsed from HTxX to serum
sample collection was 51 (IQR: 26-99) days for the ACR
group and 100 (QR: 24170 davs for the no-ACE group.
Patients” characteristics are detailed in Table 3. The immu-
nosuppression regmen  was  tacrolimus,  myveophenolate
mafetil, and predmisone in 93% of patients; cvelosporine,
azathioprine, and prednisone in 4.7%: and cwclosporine,
mycophenolate mofetil, and prednisone in 2.3%. Induction
therapy with basiliximab was used in 93.5% of patients and
with thymoglobulin in 6.5%. Rejection episodes were treated
with a 3<day intravenous bolus of methylprednisolone:
250 mgfday (51.5%), 500 mgiday (36.4%), or 1 giday
(6.1%). There were no significant differences between both
groups. miR-181a-5p was significantly overexpressed (p <
0000 ) in the ACR group compared with the no- ACR group.
Median miR-181a-5p expression levels were 0465 (TQR:
(L3A38-0.541). and 0.254 (IQR: (L155-0.341) in the ACR and
m-ACR groups, respectively (Figure 2). Sensitivity analvsis
(ROC curve) showed that for a miR-181a-5p cut-off of
(2749 = 0.33), an AUC of 0804 (95% CL 0.707-0.880)
was obtained (p < 00000) (Figure 2, Supplementary Table
52 onling). The sensitivity and the specificity for this cut-off
were TB% and To%, respectively. For the prevalence
obtained of 7% in this study (EMB = 2R), NFV and FFV
were 98% and 20%, respectively.

Discussion

MicroRNAs have been postulated as new potential non-
invasive biomarker candidates for heart transplant repec-

tion."* " In this study, afier evaluating 179 serum micro-
BMAs in the initial discovery phase, the circulating miR-
181a-5p showed a rise and fall pattern that make it a poten-
tial non-invasive biomarker to detect ACR in HTx. These
results were confirmed in the discovery phased using a new
cohort of patients with ACR and where miR-181a-5p was
found 1o be overexpressed compared with those with no
rejection. Thus, a8 a non-invasive biomarker for ACR
detection in HTx, miR-181a-5p showed promising results,
with an AUC of 0.804 (95% C1: 0.707-0880) and a sensi-
tivity and specificity of T8% and 76%, respectively.

To our knowledge, 12 microRMAS has besn previously
described ™" associated with cardiac gmil rejection
(Table 1. In this study, we tested 10 of these microRNAs

Disscargado pam Ancoymous User (2/a) en Xumta & Galicia Consellena de Sanidade de ClinicalEley a5 por Elsevier o marzo 07, 2023, Para me
pemomal soochuivamants. Mo 5e parmiten otros uss sin ausorizacion. Copyright ©2023. Elsenviar Inc. Todo los demechos resarvados.
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Figure 1

Significant differentially expressed microRMAs during ACR epizode. Data ame presented as median relative expression

1’1""’“’1 {bar=) and intenguartile range {(whiskers). All adjusted p-values wene obtained by one-way ANOV A and post-hoc Tukey test. NS if
p =005 =if p < 005, and ** if p < 0.005. ACR, acute cellular mjection; ANOWV A, analysis of variance; N5, not significant.

(miR-101-3p, miR-142-3p, miR-144-3p, miR-326, miR-
339-3p, miR-£24-5p, miR-92a, miR-155, miR-29, and
miR-27-3p) and none of them presentad a rise and fall pat-
tern expression during the rejection event in the cohort stud-
ied. The other 2 microRNAS previously described. miR-10a
and miR-31, only were associated with ACR in | out of the
5 studies previously published.'” This lack of reproducibil -
ity between the studies could be in part explained by the &if-
ferent designs. the poor standardization, and the use of
several normalization methods of the data, Tn this study, the
latest recommendations to standardize the experiments

were followed. ™ First, the longitudinal design of the experi-
ment in the discovery phase, where the same patient is stud-
ied before, during, and after the ACR episode, together
with an adequate sample size, gave the study a reliable sta-
tistical power. Second, in microRNA expression profile
experiments, provided the normalization method 15 correct,
there should be as many ovemxpressad as underexpressed
microRMAS, In the discovery phase of this swdy, after
global mean normalization, microRNAs under- and overex-
pressed were fairly similar, 50% each (Supplementary
Figure S1b online). Finallv, in the validation phase, the

Diescargado para Anenymous User (o'2) an Kuma s Galicia Conssllana de Sanidade de ClinicalFey a5 por Elssviar an marzo 07, 2023, Pars mie
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Table 3 Validation Phase Patients’ Baseline Characteristics

Patient No-R AR

characterstics n =45 n=45 pvalue

Males 36 (B0%) 16 (B0%) —

Age at HTx 60 (44-65) 55 (49-63) NS.

Tacrolimus levels, 11.1(0.9-12.2) 10.6 {9.4-117) NS.
ng/mL (95% CI)

Serum creatiming, 110 (88-133) 9B (77-133)  NS.
pmol/L (IOR)

Red blood 3,71 (3.52-3.80) 3.60 (3.48-3.73) NS.
cells, = 1020
(10R)

Blood plate- 223 (109-247) 216 (183-240) NS.
lets, = 10%/L
(10R)

White blood 6.10 (5.35-7.07) 6.68 (4.58-0.17) NS.
cells, = 0%
(10R)

Blood lympho- 1.14 (0.96-1.31) 1.20 (1.03-1.37) N&.
oytes, = 1084
(05%, CT)

Blood neutro- 4.52 (3.435.93) 4.69 (3.06-7.17) NS.
phils, = 10%/L
(10R)

ALR, acute cellular rejection: OO, confidence interval HTx, heart
transplantation; MK, interquartile range; No-R, no rejection; NS, not
significant.

normalization of RT-gPCR data was performed first, using
2 endogenous reference genes (miR-23b-3p and miR-30c-
Sp)and the peometric mean method.

Sukma Dewi et al.'® is the only study where samples
before, during, and after cellular rejection were used. Sig-
nificantly increased levels of miR-326 and miR-142-3p dur-
ing ACR and an AUC of 0.86 and 0.80, respectively, were
described.' This was a small pilot sudy with only 10
patients mcluded, and later the same authors increased the
cohort (ACR =26)."" However, the most promising micro-
RMA in the previous H[LIJ.}'.I-I miR-326, in the new approach
presented a lower AUC, 0.69 versus 0.86. On the other
hand, in the study of Duong van Huven et al,"” 4 micro-
ENAs (miR-10a, miR-31, miR-92a, and miR-155) differen-
tiallv expressed in rejection patients with almost perfect
ROC curves (AUC == 1) were identified. However, the

cohort studied was formed by 14 ACR and 17 AMR
patients, and thus the results obtained wen not exclusively
of cellular rejection after HTx. Thus, although the number
of microRNA studies for the detection of ACR is small. all
these mesults suggest that microRNAs could be candidates
as bicmarkers.

Currently, there is only 1 non-invasive test approved by
FDA for menitoring ACR, Allomap (CareDx).* ™™ Allo-
map, a gene expression profiling test in blood levkocvies,
showed an AUC of 0.70, lower than the AUC here obtained
for miR-181a-5p (Table 4). Because the estimation of
NFVs and FPVs vanes based on the disease prevalence of
the scresned population, an estimated prevalence of 5%
was established o compare results (Table 4). Our results

) miR-181a-5p
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Figure 2 miR-1#1a-5p expression in validation phase (a)
miR-1#1a-5p melative expression {27%%% in no-ACR and ACR
gmups presented as median (hars) and interquartile range
(whisker=);, **** if p = 00001 (b) ROC curve for evaluation of
serum mik-18 la-5p as biomarker to detect ACR. ACR, acute cel-
lular mjection; ROC, receiver operating characteristic.

showed that miR-181a-5p presented an NPV of 98.5%,
whereas the NPV for Allomap was lower (NPV =957%).
Thus, the results here obtained for miR-18la-5p are similar
o or even better than, in terms of AUC and NPV, those of
Allomap and other biomarkers under investigation (T regu-

latory cells o endothelial progenitor cells, roponin I, and
donor-derived cell-free DNA) (Table 2).77* 5o, although
our results wene obtained analvzing 61 EMB blood samples
from patients with Grade >2R EMB from only 1 hospital
and under ideal conditions (no EMB = IR were ncludad).
our data led us to hyvpothesize that miR-181a-5p may
become a useful Womarker for monitoring ACR, using an
inexpensive, robust, and feasible @wchnology, which may
lead o a reductionin the number of EMBs.

Moreover, it has been described that the miR-181 family
regulates T- and B-cell development,” ' and this function
could explain this important role in ACR. Li et al.™ demon-
strated that miR-181a modulates the sensitivity of T cells o
foreign and endogenous antigens through T-cell receptor

Disscargads para Ancnymons Usar {n/a) an Numts ds Galicia Conselleria ds Sanidade de ClinicalElsy s por Elomvier an marzo 07, 2023, Para nso
pemoma] sxclmivaments. Mo 5e parmiten otros uses sin ausorizacion. Copyright ©2023. Elseviar Inc. Todow los demechos resarvados.

108

Ignacio P Constanso Conde | Tesis Doctoral | UDC 2023



Constanso-Conde et al.

MiR-181a-6p as biomarker for ACR after HTx 1107

Table 4 (haracterstics of Biomarkers for AR Detection Post-HTx

Months
Biomarker Ref Year  Morejection Acsterejection  post-HTx  AUC{95% (D) 5 5P NPV PPW
Allomap Crespo-Leiro etal ™ 2016 425 S5EMBz 2R 2-6 0.70 (0.67—-0.73) 25 B0 957 10.4
Troponin [ Patel et al.™ 2014 383 19 EMB = 2R >1 082 (0.76—-0.B8) 94 &0 005 11
& AMR
5 Mixed
I HC
cfdDNA DeVlaminck etal” 2014 185 24 EMB = 2R >1 0.83 58 93 977 304
or AMR
Treg/EPC Choi et al.* 2018 01 WEMB=2R — 0.71(0.50-084) — — — @ —
B HC
miR-181a-5p This study — 45 45 EMB = 2R 1-6 0.80 (0.71-0B8B) 7B T6 OUBS5 146

ACR, acute cellular rejection: AME, antibody-mediated rejection: AUC, area under the cutve: cfdDMA, cell-free donor-derived DNA: EME, endomyocandial
biopsy: HL, hemodynamic compromise: HTx, heart transplantation: NPV, negative predicted valus: PRV, positive predictad value: 5, sensitivity: 5P, speci-

ficity: Treg/EPC, T mgulatony cells to endathelial progenitor cells,

*WP and PPV calculated for an arbit@ny prevalence of 5% for acute rejection.

signaling, It was alse demomstrated that miR-181a overex-
pression increases the number of B cells.™" " In HTx, dur-
ing an ACR episode, T cells mediate an inflammatory
response that leads w infiltration and lesion of the mvocar-
dium by monenuclear cells (activated macrophages, T calls,
and B cells). The high grade of evidence that miR-181a is
stromgly involved in this alloimmune response makes our
results very plausible from the biological point of view.
This biological evidence supports the wdea that miR-181a
might be a promising biomarker not only for ACR detection
but alse for microRNA-based therapies and monitoring the
TITITINOS UPPIESS Ve reatment.

Limitations

Our study has several imitations and, although miR-18 la-
Sp seems to be a promising ACR biemarker, it is a long
pathway until it can reach its clinical application. First,
because of the design of the study, the diagnostic accuracy
of miR-181a-5p should be assessed in a larger multicenter
prospective cohort with randomly selected  patients. Tt
would also be necessary 1o assess miR- 18 la-5p in patients
with Grade IR ACR to study if miR-181a-5p correlates
with the severity of the mjection episode. Moreover, the
effect of different treatments on the levels of miR-181a-5p
post-rejection should also be analveed. Fnally, although
we performed an ambitious stwdy where 179 microRNAs
were studied, other microRN As not included may also have
arole in ACE.

Conclusions

miR-185a-5p in serum is a candidate as a non-invasive
ACR biomarker with an AUC of 080 and an NPV of
O8%. Thus, this biomarker could reduce the need for
EMBs and the associated risks and costs of this invasive

procedure.
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ANEXO Il: dictamen favorable del comité de ética de A Coruia

: CONBELLERIA DE BANID®DE 15703 BANTIAGD DE COMPOSTELA

XUNTA DE GALICIA Secretar Xerl. Conselerta o Garkne jBIICIB

Secretaria Xeral Técnica Tl: 881 546425, Ceofsege Es

DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION DE A CORUNA-

FERROL

Carlos Rodriguez Moreno, Secretario del Comitg de Etica de la Investigacion
de A Coruna-Ferrol

CERTIFICA:
Que este Comité evalud en su reunion del dia 5/20/2015 el estudio:

Titulo: Estudic de micro-RMA y long-noncoding RMA como biomarcadores no
invasivos de rechazo post-trasplante cardiaco

Promotor: M3 Generosa Crespo Leiro

Tipo de estudio: Outros

Version:

Codigo del Promotor:

Codigo de Registro: 2015/311

¥, tomando en consideracion las siguientes cuestiones:

La pertinencia del estudio, teniendo en cuenta el conocimiento disponible, as como
los requisitos legales aplicables, v en particular la Ley 14/2007, de investigacion
biomédica, el Real Decreto 171672011, de 18 de noviembre, por el que se establecen
los requisitos basicos de autorizacicn y funcionamiento de los biobancos con fines de
investigacion biomedica y del tratamiento de las muestras bioldgicas de origen
humano, v =2 regula el funcionamiento y organizacion del Registro Macional de
Biobancos para investigacion biomedica, la ORDEM SAS/34700/200%, de 16 de
diciembre, por la que se publican las Directrices sobre estudio: Posautorizacion de
Tipo Obsarvacional para medicamento:s de uso humano, v el la Circular n® 07 £ 2004,
investigaciones clinicas con productos sanitarios.

La idonsidad del protocolo en relacion con los objetivas del estudio, justificacion de
los riesgos y molestias previsibles para el sujeto, as como lo: beneficios esperados.
Los principios éticos de la Declaracion de Helsinki vigente.

Los Procedimientos Hormalizados de Trabajo del Comita.

Emite un INFORME FAYORABLE para la realizacion del estudio por elfla
investigador/a del centro:

Centros Investigadores Principales

C_H. Universitario de & Coruna M_* Generosa Crespo Leiro

En 5antiago de Compostela, a
El secretario
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ANEXO lllI: aplicacion informatica Simon

La aplicacién informatica Simon (Sistema de Monitorizacion Inteligente) es un gestor de
datos sanitarios desarrollado por el Servicio de Informatica del CHUAC con fines
asistenciales y de explotacion de informacidn clinica. Una variante de dicha aplicacion
se ha adaptado especificamente a las necesidades de seguimiento y monitorizacion de
los receptores de TC.

La aplicacién informatica SiMon comparte informacién con aplicaciones de
gestion de historia clinica de la Estructura de Xestion Integrada del Area Sanitaria de A
Coruina y ha servido de base para la obtencién de la mayoria de los datos analizados y
presentados en la presente Tesis Doctoral.

A continuacién se muestran, a modo de ejemplo, algunas de las pantallas de la

aplicaciéon informatica Simon.
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Figura 30. Aplicacién SiMon: Pantalla inicio.
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Figura 31. Plataforma SiMon: Pantalla de datos de anatomia patolégica correspondiente
a una visita clinica.
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ANEXO 1V: lista de los 179 micrornas estudiados en la fase de

busqueda y porcentaje de muestras donde se encontro

%

microRNA mUestras secuencia diana microRNA
hsa-let-7a-5p 93.9 UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU
hsa-let-7b-3p 424 CUAUACAACCUAcCUGccuuccc
hsa-let-7b-5p 98.5 UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU
hsa-let-7¢-5p 87.9 UGAGGUAGUAGGUUGUAUGGUU
hsa-let-7d-3p 84.8 CUAUACGACCUGCUGccuuucuy
hsa-let-7d-5p 83.3 AGAGGUAGUAGGUUGCAUAGUU
hsa-let-7e-5p 40.9 UGAGGUAGGAGGUUGUAUAGUU
hsa-let-7f-5p 89.4 UGAGGUAGUAGAUUGUAUAGUU
hsa-let-7g-5p 83.3 UGAGGUAGUAGUUUGUACAGUU
hsa-let-7i-5p 90.9 UGAGGUAGUAGUUUGUGCUGUU
hsa-miR-1 5.0 UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAU
hsa-miR-100-5p 21.2 AACCCGUAGAUCCGAACUUGUG
hsa-miR-101-3p 77.3 UACAGUACUGUGAUAACUGAA
hsa-miR-103a-3p 87.9 AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUGA
hsa-miR-106a-5p 92.4 AAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG
hsa-miR-106b-3p 143 CCGCACUGUGGGUACUUGCUGC
hsa-miR-106b-5p 89.4 UAAAGUGCUGACAGUGCAGAU
hsa-miR-107 77.3 AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUCA
hsa-miR-10b-5p 72.7 UACCCUGUAGAACCGAAUUUGUG
hsa-miR-122-5p 90.9 UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG
hsa-miR-125a-5p 87.9 UCCCUGAGACCCUUUAACCUGUGA
hsa-miR-125b-5p 60.6 UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA
hsa-miR-1260a 95.4 AUCCCACCUCUGCCACCA
hsa-miR-126-3p 98.5 UCGUACCGUGAGUAAUAAUGCG
hsa-miR-126-5p 86.4 CAUUAUUACUUUUGGUACGCG
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hsa-miR-127-3p 15.3 UCGGAUCCGUCUGAGCUUGGCU
hsa-miR-128-3p 9.1 UCACAGUGAACCGGUCUCUUU
hsa-miR-130a-3p 86.4 CAGUGCAAUGUUAAAAGGGCAU
hsa-miR-130b-3p 59.1 CAGUGCAAUGAUGAAAGGGCAU
hsa-miR-132-3p 56.1 UAACAGUCUACAGCCAUGGUCG
hsa-miR-133a-3p 6.8 UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUG
hsa-miR-133b 7.1 UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUA
hsa-miR-136-3p 2.3 CAUCAUCGUCUCAAAUGAGUCU
hsa-miR-136-5p 5.5 ACUCCAUUUGUUUUGAUGAUGGA
hsa-miR-139-5p 83.3 UCUACAGUGCACGUGUCUCCAGU
hsa-miR-140-3p 90.9 UACCACAGGGUAGAACCACGG
hsa-miR-140-5p 37.9 CAGUGGUUUUACCCUAUGGUAG
hsa-miR-141-3p 14.5 UAACACUGUCUGGUAAAGAUGG
hsa-miR-142-3p 81.8 UGUAGUGUUUCCUACUUUAUGGA
hsa-miR-142-5p 78.8 CAUAAAGUAGAAAGCACUACU
hsa-miR-143-3p 42.4 UGAGAUGAAGCACUGUAGCUC
hsa-miR-144-3p 74.2 UACAGUAUAGAUGAUGUACU
hsa-miR-144-5p 87.9 GGAUAUCAUCAUAUACUGUAAG
hsa-miR-145-5p 90.9 GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU
hsa-miR-146a-5p 72.7 UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU
hsa-miR-146b-5p 63.6 UGAGAACUGAAUUCCAUAGGCU
hsa-miR-148a-3p 53.0 UCAGUGCACUACAGAACUUUGU
hsa-miR-148b-3p 43.9 UCAGUGCAUCACAGAACUUUGU
hsa-miR-150-5p 100.0 UCUCCCAACCCUUGUACCAGUG
hsa-miR-151a-3p 82.3 CUAGACUGAAGCUCCUUGAGG
hsa-miR-151a-5p 86.4 UCGAGGAGCUCACAGUCUAGU
hsa-miR-152-3p 60.6 UCAGUGCAUGACAGAACUUGG
hsa-miR-154-5p 19.4 UAGGUUAUCCGUGUUGCCUUCG
hsa-miR-155-5p 15.2 UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGU
hsa-miR-15a-5p 86.4 UAGCAGCACAUAAUGGUUUGUG
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hsa-miR-15b-3p 62.1 CGAAUCAUUAUUUGCUGCUCUA
hsa-miR-15b-5p 90.9 UAGCAGCACAUCAUGGUUUACA
hsa-miR-16-2-3p 375 CCAAUAUUACUGUGCUGCUUUA
hsa-miR-16-5p 100.0 UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG
hsa-miR-17-5p 89.4 CAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG
hsa-miR-181a-5p 83.3 AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU
hsa-miR-185-5p 86.4 UGGAGAGAAAGGCAGUUCCUGA
hsa-miR-186-5p 11.3 CAAAGAAUUCUCCUUUUGGGCU
hsa-miR-18a-5p 74.2 UAAGGUGCAUCUAGUGCAGAUAG
hsa-miR-18b-5p 71.2 UAAGGUGCAUCUAGUGCAGUUAG
hsa-miR-191-5p 98.5 CAACGGAAUCCCAAAAGCAGCUG
hsa-miR-192-5p 93.9 CUGACCUAUGAAUUGACAGCC
hsa-miR-193a-5p 65.2 UGGGUCUUUGCGGGCGAGAUGA
hsa-miR-194-5p 92.4 UGUAACAGCAACUCCAUGUGGA
hsa-miR-195-5p 33.3 UAGCAGCACAGAAAUAUUGGC
hsa-miR-197-3p 97.0 UUCACCACCUUCUCCACCCAGC
hsa-miR-199a-3p 69.7 ACAGUAGUCUGCACAUUGGUUA
hsa-miR-199a-5p 20.4 CCCAGUGUUCAGACUACCUGUUC
hsa-miR-19a-3p 83.3 UGUGCAAAUCUAUGCAAAACUGA
hsa-miR-19b-3p 89.4 UGUGCAAAUCCAUGCAAAACUGA
hsa-miR-200a-3p 0.0 UAACACUGUCUGGUAACGAUGU
hsa-miR-200c-3p 28.8 UAAUACUGCCGGGUAAUGAUGGA
hsa-miR-205-5p 5.1 UCCUUCAUUCCACCGGAGUCUG
hsa-miR-208a-3p 0.0 AUAAGACGAGCAAAAAGCUUGU
hsa-miR-20a-5p 97.0 UAAAGUGCUUAUAGUGCAGGUAG
hsa-miR-20b-5p 1.5 CAAAGUGCUCAUAGUGCAGGUAG
hsa-miR-210-3p 33.3 CUGUGCGUGUGACAGCGGCUGA
hsa-miR-2110 34.8 UUGGGGAAACGGCCGCUGAGUG
hsa-miR-215-5p 87.9 AUGACCUAUGAAUUGACAGAC
hsa-miR-21-5p 78.8 UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA
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hsa-miR-221-3p 48.5 AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC
hsa-miR-222-3p 66.7 AGCUACAUCUGGCUACUGGGU
hsa-miR-223-3p 100.0 UGUCAGUUUGUCAAAUACCCCA
hsa-miR-223-5p 48.5 CGUGUAUUUGACAAGCUGAGUU
hsa-miR-22-3p 75.8 AAGCUGCCAGUUGAAGAACUGU
hsa-miR-22-5p 11.5 AGUUCUUCAGUGGCAAGCUUUA
hsa-miR-23a-3p 100.0 AUCACAUUGCCAGGGAUUUCC
hsa-miR-23b-3p 98.5 AUCACAUUGCCAGGGAUUACC
hsa-miR-24-3p 95.5 UGGCUCAGUUCAGCAGGAACAG
hsa-miR-25-3p 100.0 CAUUGCACUUGUCUCGGUCUGA
hsa-miR-26a-5p 97.0 UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU
hsa-miR-26b-5p 78.8 UUCAAGUAAUUCAGGAUAGGU
hsa-miR-27a-3p 90.9 UUCACAGUGGCUAAGUUCCGC
hsa-miR-27b-3p 90.9 UUCACAGUGGCUAAGUUCUGC
hsa-miR-28-3p 63.6 CACUAGAUUGUGAGCUCCUGGA
hsa-miR-28-5p 54.5 AAGGAGCUCACAGUCUAUUGAG
hsa-miR-29a-3p 59.1 UAGCACCAUCUGAAAUCGGUUA
hsa-miR-29b-3p 1.7 UAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUU
hsa-miR-29¢-3p 75.8 UAGCACCAUUUGAAAUCGGUUA
hsa-miR-301a-3p 71.2 CAGUGCAAUAGUAUUGUCAAAGC
hsa-miR-30a-5p 68.2 UGUAAACAUCCUCGACUGGAAG
hsa-miR-30b-5p 95.5 UGUAAACAUCCUACACUCAGCU
hsa-miR-30c-5p 97.0 UGUAAACAUCCUACACUCUCAGC
hsa-miR-30d-5p 100.0 UGUAAACAUCCCCGACUGGAAG
hsa-miR-30e-3p 52.3 CUUUCAGUCGGAUGUUUACAGC
hsa-miR-30e-5p 83.3 UGUAAACAUCCUUGACUGGAAG
hsa-miR-320a 100.0 AAAAGCUGGGUUGAGAGGGCGA
hsa-miR-320b 100.0 AAAAGCUGGGUUGAGAGGGCAA
hsa-miR-320c 98.5 AAAAGCUGGGUUGAGAGGGU
hsa-miR-320d 97.0 AAAAGCUGGGUUGAGAGGA
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hsa-miR-324-3p 49.0 ACUGCCCCAGGUGCUGCUGG
hsa-miR-324-5p 40.9 CGCAUCCCCUAGGGCAUUGGUGU
hsa-miR-32-5p 32.3 UAUUGCACAUUACUAAGUUGCA
hsa-miR-326 8.3 CCUCUGGGCCCUUCCUCCAG
hsa-miR-328-3p 66.7 CUGGCCCUCUCUGCccuuccGu
hsa-miR-331-3p 371 GCCCCUGGGCCUAUCCUAGAA
hsa-miR-335-3p 27.7 UUUUUCAUUAUUGCUCCUGACC
hsa-miR-335-5p 27.3 UCAAGAGCAAUAACGAAAAAUGU
hsa-miR-338-3p 12.9 UCCAGCAUCAGUGAUUUUGUUG
hsa-miR-339-3p 43.9 UGAGCGCCUCGACGACAGAGCCG
hsa-miR-339-5p 71.2 UCCCUGUCCUCCAGGAGCUCACG
hsa-miR-33a-5p 28.6 GUGCAUUGUAGUUGCAUUGCA
hsa-miR-342-3p 95.5 UCUCACACAGAAAUCGCACCCGU
hsa-miR-34a-5p 18.0 UGGCAGUGUCUUAGCUGGUUGU
hsa-miR-361-5p 81.8 UUAUCAGAAUCUCCAGGGGUAC
hsa-miR-362-3p 8.3 AACACACCUAUUCAAGGAUUCA
hsa-miR-363-3p 45.5 AAUUGCACGGUAUCCAUCUGUA
hsa-miR-365a-3p 12.1 UAAUGCCCCUAAAAAUCCUUAU
hsa-miR-374a-5p 90.9 UUAUAAUACAACCUGAUAAGUG
hsa-miR-374b-5p 74.2 AUAUAAUACAACCUGCUAAGUG
hsa-miR-375 47.0 UUUGUUCGUUCGGCUCGCGUGA
hsa-miR-376a-3p 30.3 AUCAUAGAGGAAAAUCCACGU
hsa-miR-376¢-3p 42.4 AACAUAGAGGAAAUUCCACGU
hsa-miR-382-5p 27.3 GAAGUUGUUCGUGGUGGAUUCG
hsa-miR-409-3p 31.8 GAAUGUUGCUCGGUGAACCCCU
hsa-miR-421 30.3 AUCAACAGACAUUAAUUGGGCGC
hsa-miR-423-3p 66.7 AGCUCGGUCUGAGGCCCCUCAGU
hsa-miR-423-5p 89.4 UGAGGGGCAGAGAGCGAGACUUU
hsa-miR-424-5p 45.2 CAGCAGCAAUUCAUGUUUUGAA
hsa-miR-425-3p 65.6 AUCGGGAAUGUCGUGUCCGCCC
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hsa-miR-425-5p 90.9 AAUGACACGAUCACUCCCGUUGA
hsa-miR-451a 98.5 AAACCGUUACCAUUACUGAGUU
hsa-miR-454-3p 65.2 UAGUGCAAUAUUGCUUAUAGGGU
hsa-miR-483-5p 63.6 AAGACGGGAGGAAAGAAGGGAG
hsa-miR-484 97.0 UCAGGCUCAGUCCCCUCCCGAU
hsa-miR-485-3p 12.9 GUCAUACACGGCUCUCCucucU
hsa-miR-486-5p 100.0 UCCUGUACUGAGCUGCCCCGAG
hsa-miR-495-3p 3.3 AAACAAACAUGGUGCACUUCUU
hsa-miR-497-5p 11.5 CAGCAGCACACUGUGGUUUGU
hsa-miR-501-3p 16.7 AAUGCACCCGGGCAAGGAUUCU
hsa-miR-502-3p 28.8 AAUGCACCUGGGCAAGGAUUCA
hsa-miR-505-3p 25.8 CGUCAACACUUGCUGGUUUCCU
hsa-miR-532-3p 78.8 CCUCCCACACCCAAGGCUUGCA
hsa-miR-532-5p 53.0 CAUGCCUUGAGUGUAGGACCGU
hsa-miR-543 7.5 AAACAUUCGCGGUGCACUUCUU
hsa-miR-574-3p 63.6 CACGCUCAUGCACACACCCACA
hsa-miR-584-5p 25.8 UUAUGGUUUGCCUGGGACUGAG
hsa-miR-590-5p 74.2 GAGCUUAUUCAUAAAAGUGCAG
hsa-miR-629-5p 48.5 UGGGUUUACGUUGGGAGAACU
hsa-miR-652-3p 60.6 AAUGGCGCCACUAGGGUUGUG
hsa-miR-660-5p 66.7 UACCCAUUGCAUAUCGGAGUUG
hsa-miR-7-1-3p 12.1 CAACAAAUCACAGUCUGCCAUA
hsa-miR-7-5p 58.5 UGGAAGACUAGUGAUUUUGUUGU
hsa-miR-766-3p 87.9 ACUCCAGCCCCACAGCCUCAGC
hsa-miR-874-3p 5.5 CUGCCCUGGCCCGAGGGACCGA
hsa-miR-877-5p 28.8 GUAGAGGAGAUGGCGCAGGG
hsa-miR-885-5p 50.0 UCCAUUACACUACCCUGCCucCU
hsa-miR-92a-3p 100.0 UAUUGCACUUGUCCCGGCCUGU
hsa-miR-92b-3p 36.4 UAUUGCACUCGUCCCGGCcucCC
hsa-miR-93-3p 60.9 ACUGCUGAGCUAGCACUUCCCG
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hsa-miR-93-5p 92.4 CAAAGUGCUGUUCGUGCAGGUAG
hsa-miR-99a-5p | 545 AACCCGUAGAUCCGAUCUUGUG
hsa-miR-99b5p |  87.9 CACCCGUAGAACCGACCUUGCG
mmu-miR-378a- 5.5 ACUGGACUUGGAGUCAGAAGG

3p
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