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INTRODUCCION.

El dolor torécico es uno de los principales motivos de consulta en cardiologia,
traduciendo principalmente la existencia de cardiopatia isquémica (1). No obstante, en
una elevada proporcion de pacientes con isquemia miocardica, no se documentan lesiones
coronarias obstructivas de las arterias coronarias epicardicas en las pruebas invasivas

(1,2).

En la circulacion coronaria arterial se produce una progresiva ramificacion de los
vasos, constituyéndose dos compartimientos diferenciados que pueden comprometerse
individualmente o de forma combinada: a) el “compartimiento macrovascular”
constituido por las arterias epicardicas (funcion de conduccion); y b) el “compartimiento
microvascular” constituido por las arteriolas (funcion regulatoria del flujo) y los capilares
(funcion de intercambio). El progreso tecnoldgico ha posibilitado el desarrollo de nuevos
indices coronarios fisioldgicos invasivos que permiten un exhaustivo examen de ambos

compartimientos arteriales, permitiendo discernir de forma precisa su afectacion (2-5).

Por otro lado, los micro-RNAs (miRNAs) comprenden un abanico de pequefios
fragmentos de RNA no codificante (nc-RNA) que influyen en la regulacién post-
transcripcional de la expresion génica; habiéndose demostrado que su expresion puede
encontrarse alterada en la cardiopatia isquémica(6). Sin embargo, no existen trabajos de
investigacion que evallien de forma integral el rol de los miRNAs en relacion con el

compartimiento coronario afectado(7).

Asi, nuestro objetivo sera evaluar prospectivamente, la relacion de los diferentes

patrones de afectacion coronaria con los niveles de miRNAs circulantes.



ANTECEDENTES

- Evaluacion fisiolégica invasiva de la circulacion coronaria.

La circulacién coronaria es el conjunto de vasos encargados de proveer de sangre
rica en oxigeno y nutrientes al miocardio, siendo la funcién cardiaca altamente
dependiente del mantenimiento y modulacién del flujo coronario. EI miocardio es uno de
los tejidos con los requerimientos aerdbicos basales méas altos del organismo (8-10 mL
02/min/100 g en el miocardio vs. 0.15 mL O2/min/100 g en el masculo esquelético) (3,8).
A nivel anatomico la regulacion del flujo coronario se estructura en dos compartimientos
diferenciados. Por un lado, se encuentra el compartimiento macrovascular que comprende
arterias > 400 micras (vasos de conductancia) cuya funcion es distribuir el flujo coronario
a los distintos territorios, y por otro, el compartimiento microvascular que comprende
arterias < 400 micras, arteriolas intermedias y pequefias arteriolas (vasos de resistencia)
cuya funcion es regular la cantidad de flujo coronario, mediante su vasodilatacion o
vasoconstriccion, que llega a los capilares en los que se produce el intercambio de

nutrientes y deshechos celulares (3,8).

Macrovasculatura Microvasculatura
= Conductancia = Resistencia
Vasos >400pm Vasos <400pum

Arterias Epicardicas ,_\

Pequefias Arterias ’-‘
Arteriolas Intermedias

Arteriolas Pequefias

l Capilares
Transporte 1y Regulacion Intercambio
Y "
Fractional Flow Reserve (FFR)
Resting Full-Cycle Ratio (RFR) Index of Microvascular Resistance (IMR)

Adjusted Resting Full-Cycle Ratio (RFRa)

Coronary Flow Reserve (CFR)

llustracion 1. Fisiologia de la circulacion coronaria



Los estudios hemodinamicos acerca de la circulacion sanguinea coronaria se
basan en la “Ley de Poiseuille” para circuitos hemodindmicos y su relacion con la “Ley
de Ohm” para los circuitos eléctricos. En base a ellas se establece que el caudal de fluido
a través de un circuito se relaciona de forma proporcional con el gradiente de presion a

través del mismo e inversamente proporcional a la resistencia del circuito(9).

Ley de Ohm Ley de Poiseuille
AVe APcor APcor
Ie = Qcor = =
Re RCor BpL/mr*)
Ie Intensidad de Corriente Qcor | Flujo Coronario
AVe | Gradiente de Voltaje Eléctrico APcor | Gradiente de Presion Transcoronario
Re | Resistencia Eléctrica Rcor | Resistencia Coronaria

Tabla 1. Equivalencia entre la ley de Ohm y la ley de Poiseuille

En condiciones fisiologicas basales la relacion entre la presion y el flujo sanguineo
en las arterias coronarias no es lineal, observandose que en un amplio rango de presiones
el flujo coronario se mantiene estable. Este fenomeno se conoce como “autorregulacion
coronaria”(8). No obstante, en situaciones de vasodilatacion completa de los vasos de
resistencia, ya sea inducida fisiolégicamente mediante el ejercicio o farmacoldgicamente,
por ejemplo, con adenosina, la relacion entre el gradiente de presion y el flujo coronario
se vuelve lineal permitiendo aplicar las consecuencias de la “Ley de Poiseuille” para
obtencidn de indices fisioldgicos coronarios y evaluar asi la funcién circulatoria coronaria

(8,10).



- Reserva de Flujo Coronario: Coronary Flow Reserve (CFR)(11)

El aumento de flujo desde la situacién basal, donde rige el mecanismo de
“autorregulacion coronaria”, a la situacion de hiperemia maxima, en la que el caudal de
flujo coronario depende del gradiente de presion en la circulacion coronaria; constituye
un excelente indicador del estado funcional de la circulacion, tanto a nivel macrovascular
como microvascular. En condiciones normales, la circulacion coronaria puede aumentar
mas de 5 veces en hiperemia méaxima respecto a la situacion basal.

Asimismo, el flujo coronario o “Coronary Flow” (CF) puede evaluarse mediante
técnica de termodilucion al determinar el “Tiempo de transito medio” o “Mean Time
Transit” (Tmn) al inyectar suero salino a temperatura ambiente en la coronaria izquierda
y cuantificar el cambio de temperatura de la “mezcla sangre-suero salino” entre 2 sensores
de temperatura de una guia intracoronaria posicionada distalmente en la arteria arteria a
evaluar. Asi el CF seria la inversa del Tmn, y la CFR corresponderia con razén entre el
CF en hiperemia méaxima y el CF en reposo, dando cuenta de la capacidad del lecho
coronario para incrementar el CF en situaciones de altos requerimientos energéticos que
requiriesen aumentar el gasto cardiaco y por ende el flujo coronario necesario para que el
miocardico pueda afrontar dicho aumento del gasto cardiaco. Se determina como

sigue(11):

Coronary Flow (CF)




CF

Tmn

Coronary Flow Reserve (CFR)

Coronary Flow at Hyperemia 1/ Tmn Hyp Tmn Rest
CFR = = =
Coronary Flow at Rest 1/ Tmn Rest Tmn Hyp
CF Coronary Flow
Tmn Mean Time Transit
CFR Coronary Flow Reserve
Normal value of CFR >2.0

Tabla 2. Coronary Flow (CF) y Coronary Flow Reserve (CFR)

- Indice de Resistencia Microvascular: Index of Microvascular Resistance (IMR)(12).

El IMR es un indice desarrollado para evaluar la resistencia del compartimiento
microvascular. Siguiendo la “Ley de Poiseuille”, combinada con el principio de
generacion de hiperemia maxima, se determina la presion en la distalidad del lecho
macrovascular y el Tmn en hiperemia maxima.

En base a estos supuestos, se obtiene un indice coronario altamente relacionado

con la disfuncién microvascular de la siguiente forma:

Coronary Flow at Hyperemia
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QHyp =
Tmn Hyp

Index of Microvascular Resistance (IMR)

APmicrov Hyp P at Distal LAD (Pd) - P Venous Sinus (Pv) Dado que
IMR = = Pv=0
QHyp 1/ Tmn Hyp

IMR = Pd x Tmn Hyp

QHyp Coronary Flow at Hyperemia

Tmn Hyp Mean Time Transit at Hyperemia
APmicrov Hyp Transmicrovascular Gradient at Hyperemia
Normal value of IMR <25

Tabla 3. indice de resistencia microvascular.

- Reserva Fraccional del Flujo: Fractional Flow Reserve (FFR)(13,14).

La FFR es un indice coronario hiperémico que permite realizar una evaluacion
funcional de las lesiones epicardicas, basandose también en la relacion lineal entre presion
y flujo en el &rbol coronario durante la hiperemia maxima.

En base a ello, el gradiente de presion translesional que genera una estenosis
epicardica es proporcional a la caida de presion a traves de dicha lesidn. Asi, un valor de
FFR de 0.60 para una lesién epicardica se corresponderia con una reduccion del 40% del
flujo coronario en hiperemia maxima (0 reserva coronaria), atribuible a dicha lesion
coronaria en comparaciéon con la misma arteria si no presentara dicha estenosis. Es un
indice con un amplio cuerpo de evidencia, tratindose del patron-oro de los indices
coronarios para la determinacion de isquemia relacionada con enfermedad del

compartimiento macrovascular. Se determina de la siguiente manera:
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Fractional Flow Reserve (FFR)

At Hyperemia:
P distal to lesion (Pd) - P at Venous Sinus (Pv) Dado que
FFR = Pv=0
P at Aorta (Pa) - P at Venous Sinus (Pv)
At Hyperemia:
Pd
FFR =
Pa
Normal value of FFR >0.80

Tabla 4. Reserva Fraccional del Flujo: Fractional Flow Reserve (FFR).

- “Resting Full-Cycle Ratio” (RFR) (15).

Dada la necesidad de inducir hiperemia maxima para la valoracion del FFR
mediante farmacos vasodilatadores que pudiesen condicionar reacciones adversas y/o que
dificultasen la generalizacion de las técnicas de evaluacion fisiologica de las lesiones
epicardicas, se desarrollaron indices coronarios de reposo o no hiperémicos para la
evaluacion del compartimiento macrovascular. Se trata de indices que no requieren la
administracion de drogas y presentan una elevada correlacion con los valores de FFR.

Entre estos indices destaca el RFR. Se trata de un indice que sin necesidad de
vasodilatadores permite valorar la significacion hemodinamica de las lesiones
epicardicas, identificando el menor valor del cociente presion distal a la estenosis (Pd) /
presion aortica (Pa) durante todo el ciclo cardiaco en reposo y, en oposicion a otros indices
de reposo, sus mediciones serian menos dependientes de la morfologia de las ondas de

presion, la sefial eléctrica y las variaciones fasicas en la resistencia microcirculatoria.
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Resting Full-Cycle Ratio (RFR)

Pa
Pd

Average Pd/Pa ‘5“

Pd / ‘ ‘ Instant Pd/Pa
/ \

Filtered Pd/Pa |/

FFR = Lowest value of =——— during whole cardiac cycle / i _
Pa ‘c“ \'\ (Lowest filtered Pd/Pa) “"‘

Normal value of RFR >0.89

Tabla 5. Resting Full-Cycle Ratio.

- Modelos computacionales angiograficos para la evaluacion de los compartimientos

coronarios(16).

Basandose en los principios anteriormente expuestos y en la dindmica
computacional de flujos, se han desarrollado modelos computacionales que permiten
estimar la afectacion de los compartimientos coronarios mediante indices coronarios
basados en la angiografia. El “Quantitative Flow Ratio” (QFR) es un indice que ha
mostrado presentar una buena correlacion con el FFR, siendo superior a la angiografia
convencional en la evaluacion de la potencial isquemia generada por las lesiones
coronarias epicardicas. Ademas, mas recientemente se han desarrollado incluso indices
coronarios basados en la angiografia que permiten estimar la resistencia microvascular
sin necesidad de emplear guias de presion como el “Angiography-derived Index of

Microcirculatory Resistance” (IMRangio).

- Test de vaso-reactividad coronaria con Acetilcolina(1).
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En condiciones normales, una arteria provista de un endotelio sano responde a la
acetilcolina con liberacién de oOxido nitrico, generando vasodilatacion. En casos de
bloqueo de la accion de la enzima 6xido nitrico sintasa o denudando la pared arterial del
endotelio, se genera por el contrario vasoconstriccion, secundaria a una estimulacion de
los receptores muscarinicos del musculo liso, no contrarrestada por el 6xido nitrico de
origen endotelial. Asi, la infusién de acetilcolina puede emplearse para evaluar la funcion
endotelial y la adecuada tonicidad de los vasos coronarios. Un porcentaje relevante de
pacientes con angina sin enfermedad coronaria obstructiva asociada pueden presentar este
tipo de alteraciones. Aungue se han empleado distintos métodos para desenmascarar esta
entidad, actualmente el mas empleado es el test de infusion intracoronaria de acetilcolina.
Su objetivo para determinar la presencia de disfuncion endotelial o alteraciones tonicas
se basa en la reproduccion de los sintomas, el desencadenamiento de vasoconstriccion y
la deteccion de alteraciones electrocardiograficas. A continuacion, se detallan la

evaluacion de los resultados de dicha prueba:

Test de Infusidn de Acetilcolina Intracoronario: Criterios Diagndsticos

* Negativo con respuesta vasodilatadora * Negativo con respuesta vasoconstrictora
(normal): (Disfuncion endotelial):

-No clinica -No clinica

-No cambios ECG -No cambios ECG

-Vasodilatacién tras Ach (respecto basal) -Sin constriccién =2 90% (respecto NTG)

-Leve vasoconstriccién (respecto basal)

* Vasoespasmo epicardico: * Vasoespasmo microvascular:

-Reproduccién de sintomas -Reproduccién de sintomas

14




-Ascenso o Descenso ST
-Constricciéon = 90% (respecto NTG)

-Descenso ST
-Sin constricciéon = 90% (respecto NTG)

Tabla 6. Test de vaso-reactividad coronaria con acetilcolina.

- Micro-RNAs y enfermedad cardiovascular

- Sintesis y funcion de los micro-RNAs.

En el genoma humano, los genes que codifican proteinas representan Unicamente el 1.1%,

mientras que mas del 70% del genoma se transcribe dando lugar a RNA no codificante (nc-RNA)
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que desempefia importantes funciones en la regulacion de procesos fisiopatoldgicos y en la

homeostasis celular.

Los miRNAs son un tipo de pequefios nc-RNA (17 a 25 nucleétidos) que juegan
un importante papel en la regulacion de la expresién génica. Hasta la fecha, los miRNAs

son los nc-RNA maés estudiados y descritos en la literatura (17).

El concepto inicial de que los miRNAs regulan la expresién de los genes se
desarroll6 hace casi 30 afios, en 1993 en los laboratorios de Ambros y Ruvkun al estudiar
el desarrollo del nematodo Caenorhabditis elegans(18). Varios estudios han demostrado
que los miRNA se conservan evolutivamente en todas las especies y suelen expresarse de

forma ubicua (19) (20)(21)

Los miRNAs pueden regular negativamente la expresion génica a nivel
postranscripcional uniéndose al RNA mensajero (MRNA) y provocando el silenciamiento génico
mediante la inhibicion de la traduccion y/o degradacion del mRNA; asi como activar la
transcripcidn de determinados genes diana. Se ha estimado que los miRNAs controlan la actividad
del 30-50% de los genes que codifican proteinas, jugando un importante papel en la regulacién
de varios procesos bioldgicos, incluida la embriogénesis, la proliferacion y la diferenciacién

celular, la apoptosis 0 tumorogénesis (22).

En el sistema cardiovascular, los miRNAs regulan diversos procesos que incluyen
el crecimiento y la contractilidad de los cardiomiocitos, el desarrollo y mantenimiento del
ritmo cardiaco, la formacién de placa, el metabolismo de los lipidos y la angiogénesis (6).
La expresion alterada de determinados miRNAs puede encontrarse en muestras
sanguineas de pacientes con diversas enfermedades cardiovasculares, lo que los convierte

en atractivos candidatos como biomarcadores.

- Relacién entre los micro-RNAs y la enfermedad cardiovascular: resumen de la

evidencia.
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Actualmente ya son muchos los miRNAs relacionados, a través de diferentes mecanismos

fisiopatoldgicos, con la enfermedad cardiovascular. A continuacion, resumimos la evidencia

actual acerca de los principales miRNAs evaluados en los escenarios clinicos relacionados con el

objeto de nuestra investigacion; a saber, la aterosclerosis y la enfermedad arterial coronaria.

mMiRNAs y aterosclerosis

miR-21

miR 143,

miR-133

miR-100

Uno de los primeros miRNAs identificados en el desarrollo de ateroesclerosis.

Se expresa altamente en células endoteliales y su expresion es esencial en el
desarrollo vascular.

Niveles reducidos favorece la formacion de placa.

Inhibe la expresion de VCAM-1, molécula expresada por las células endoteliales
que permite la adhesion y migracion de los leucocitos a la pared vascular. (23)

Relacionado con estadios precoces del proceso ateroesclerético en pacientes con
hipertension arterial(24).

Expresion inducida por TNF-o e IFN-B. Aumenta la poblacion de granulocitos y
monocitos durante la inflamacion. Regula también expresion del gen AT1R
(receptor de angiotensina Il tipo 1) encontrandose asociado a la regulacion de la
presién arterial y la ateroesclerosis(25).

Se expresan en las células del masculo liso vascular (VSMC) e inhiben la migracién
y proliferacion dentro de la placa ateroesclerética en desarrollo. (26)

Inhibe el crecimiento y proliferacion de las células del musculo liso vascular. (27)

Favorece la ateroesclerosis a través de la regulacidn de la homeostasis del colesterol.
También favorece la inflamacion y fibrosis miocéardica. (28)

Suprime la expresién de moléculas de adhesién endotelial atenuando la interaccion
entre el endotelio y los leucocitos y reduciendo la inflamacion de las placas
ateromatosas. (29)

mMiRNAs y Enfermedad Arterial Coronaria

miR-1, miR-133, miR-
208, miR-499
miR-126, miR17, miR92a

miR-126,

miR-197, miR-223

Presentan sobreexpresion en pacientes con sindrome coronario agudo y se
relacionan con la extension del dafio y prondstico de los pacientes(30,31).

Infra expresion de estos miRNA en pacientes con enfermedad arterial coronaria
estable en comparacion con sujetos sanos(32).

Ha demostrado presentar asociacion positiva con IAM en poblacion general en un
seguimiento de 10a (estudio prospectivo). (33)

Ha demostrado presentar asociacion positiva con 1AM en poblacion general. (34)
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miR126, miR-145

miR-1

miR-214

miR-499

miR-208

miR-142

La presencia de gradientes transcoronarios se relaciona con la presencia de placas
ateromatosas inestables. (35)

Inhibe la expresion del gen Spredl y promueve la angiogénesis y la formacion de
circulacion colateral. En relacion con la cardiogénesis y la regulacion de la
diferenciacion de las células madre en cardiomiocitos. (36,37)

Sus niveles presentan correlacion con la expresién de factor de crecimiento
endotelial vascular. Un aumento de la concentracion de este RNA puede ser usado
para predecir la presencia y severidad de las lesiones coronarias en pacientes en
enfermedad arterial coronaria. (38)

Altamente enriquecido en el corazon embrionario
* Involucrado en las etapas cardiogénicas tardias

* Responsable de la diferenciacion terminal de mioblastos a cardiomiocitos y
especificacion de fibra muscular rapida / lenta (39,40)

Involucrado en las Gltimas etapas del desarrollo cardiaco
* Relacionado con el compromiso de cardiomiocitos de mioblastos

* Regular la expresion de la cadena pesada de miosina cardiaca (proteina contractil
principal) (39)

Potencial marcador para predecir MACE en pacientes con enfermedad arterial
coronaria después de intervencionismo coronario percutaneo.(41)

Tabla 7. Principales microRNAs asociados a la enfermedad cardiovascular (ECV) y su forma de

actuacion.
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- Variabilidad de los micro-RNAs en los estudios publicados.

Como referimos previamente, la evidencia acerca de los miRNAs ha aumentado de forma
muy importante en los Gltimos afios. Sin embargo, es importante destacar que la utilidad de los
miRNAs como biomarcadores puede variar entre los distintos estudios. Factores como el
escenario clinico, el tipo de muestra, asi como el momento de obtencion y su procesado pueden

afectar a los resultados reportados en los distintos estudios (42-48).

En un reciente metaanalisis donde se analizan y comparan los miRNAs aislados en
pacientes con enfermedad arterial coronaria respecto a sujetos sanos muestra sobreexpresion de
determinados miRNAs (miR-1, miR-499, miR-133a, miR-208/208a, miR-21, miR-142 y miR-
145) en los pacientes con enfermedad coronaria; mientras que otros miRNAs (miR-126, miR-
208b, miR-92a, miR-145 y miR-142) mostraban resultados incongruentes con sobreexpresion en
algunos estudios e infraexpresion en otros (42). Este estudio también muestra interesantes
comparaciones entre los miRNAs aislados en enfermedad coronaria estable y en sindrome

coronario agudo comparado con controles sanos como muestra la siguiente tabla.

Enfermedad coronaria (cualquier tipo) vs controles sanos.

Sobreexpresion en enfermedad coronaria: miR-1, miR-499, miR-133a, miR-208/208a, miR-21, miR-142,
miR-145

miR-126, miR-208b, miR-92a, miR-145 y miR-142

Enfermedad coronaria estable vs controles sanos.

MIR sobreexpresados: miR-125, miR-187a, miR 502
MIR infraexpresados: miR-145, miR-29b, let-7
miR126, miR-155, miR-17, miR-92
MIR sobreexpresados: miR-1, miR-499, miR-208/208a, miR-133a/b, miR-27a, miR-30e, miR-93, miR-21
: let-7, miR-208b, miR-126,miR-145, miR134, miR-223, miR-142

Sindrome coronario agudo vs enfermedad coronaria estable.

Sobreexpresados en sindrome coronario agudo: miR-21, miR-208a/b, miR-133a/b, miR-140, miR-146a, miR-
499/499a, miR-27a/b, miR-451a, miR-29a/c
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: miR-30, let-7, miR-142, miR26/ab, miR-92a, miR-150, miR-22, miR-
223.

Tabla 8. MicroRNAs identificados en pacientes con enfermedad arterial coronaria (estable y/o
sindrome coronario agudo). En verde microRNAs con infraexpresion. En rojo microRNAs con
sobreexpresion. En amarillo microRNAs con sobre/infraexpresion. (42)

Es por ello que, a pesar del importante volumen de literatura sobre los miRNAs en
diferentes cardiopatias, por lo que hay que ser cautelosos a la hora de interpretar los datos
ofrecidos por los distintos estudios y emplear una metodologia robusta que permita una rigurosa
evaluacion de los miRNAs en cualquier proyecto de investigacion que contemple la evaluacion

de estos biomarcadores.
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HIPOTESIS

Los distintos patrones de afectacion coronaria se asocian con la sobreexpresion o

infraexpresion de determinados miRNAs.

OBJETIVO PRINCIPAL

Caracterizar la expresion de los miRNAs en funcion del compartimiento coronario

afectado en pacientes con dolor torécico.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

1.- Evaluar la asociacion de la expresion de los miRNAs con el grado de estenosis
y la extension de la afectacion de las arterias coronarias epicéardicas.

2.- Evaluar la asociacion de los niveles de miRNAs con indices basados en la
angiografia para determinacion de los compartimientos coronarios.

3.- Evaluar la asociacion de la expresion de los miRNAs con la presencia de
factores de riesgo cardiovascular y/o enfermedad vascular establecida.

4.- Evaluar la asociacion de la expresion de los miRNAs con otros marcadores
hematologicos y bioquimicos.

5.- Caracterizar la alteracion de otros marcadores hematoldgicos y bioquimicos en

funcioén del compartimiento coronario afectado en pacientes con dolor toracico.
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MATERIAL Y METODOS.

- Reclutamiento.

Se incluirdn pacientes con angina remitidos para realizacion de coronariografia,
del Hospital Universitari Arnau de Vilanova de Lleida (queda abierto a la participacion
de otros centros). Tras confirmar que los pacientes sean elegibles para el estudio y de que
hayan firmado el consentimiento informado (Anexo 1), los pacientes seran incluidos en

el estudio.

- Criterios de inclusion:
1. Edad > 18 afios.

2. Pacientes con dolor tordcico sugestivo de angina evaluados por un cardiélogo

remitidos para coronariografia diagndstica y eventual angioplastia coronaria.
3. Ecocardiograma que descarte causas cardiacas no coronarias de dolor toracico.

4. Consentimiento informado.

- Criterios de exclusion:
1. Alergia al contraste no susceptible de recibir pre-medicacion.
2. Asma bronquial severa o intolerancia a la adenosina.

3. Bloqueo auriculoventricular (> 2° grado) o intolerancia a la acetilcolina.
4. Infarto agudo de miocardio con elevacion del segmento ST.

5. Infarto agudo de miocardio sin elevacion del segmento ST.
6. Shock cardiogénico.

7. Mujeres con posibilidad de estar embarazadas.
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8. Disfuncion renal con un filtrado glomerular estimado < 30 mL/min/1.73mz2.

9. Incapacidad para comprender la naturaleza del estudio y/o firmar el
consentimiento informado.

10. Cualquier otra condicién médica que en opinién del investigador pueda comportar
problemas de seguridad para los pacientes o puedan alterar los resultados del
estudio.

*NOTA: Dado que, en la practica clinica habitual, una proporcién importante de pacientes son
remitidos para coronariografia sin prueba de deteccion de isquemia positiva previa e incluso con
prueba de detecciéon de isquemia negativa ante una sospecha elevada de dolor anginoso, en
nuestro estudio no sera obligatorio la presencia de prueba de deteccion de isquemia para ser

incluido en el estudio quedando a criterio del cardi6logo emisor solicitar la coronariografia.

- Estimacion del tamano muestral.

Estudios previos para la determinacion de miRNAs en presencia de disfuncion
endotelial coronaria han reclutado en torno a 40-50 pacientes para completar la
investigacion. En nuestro caso, se estudiara la relacion entre los miRNAs con los distintos
patrones de afectacion en funcion del compartimiento coronario afectado, a saber: Grupo
1 (Angina Macrovascular y Microvascular); Grupo 2 (Angina Macrovascular); Grupo 3
(Angina Microvascular); y Grupo 4 (Dolor Toréacico No Coronario). Dado que el Grupo
4 corresponde a pacientes sin alteraciones de la circulacién coronaria, se utilizard como
grupo de control respecto a los otros grupos hasta completar un reclutamiento de 25
pacientes por grupo, en cuantia similar a otros grupos control en estudios similares,
totalizando 100 pacientes. Asimismo, ante la posibilidad de que algunos pacientes

presenten espasmo macrovascular y/o microvascular que podria solaparse con alguno de
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los otros grupos, se ha definido el Grupo 5 (Angina Espastica Macrovascular o

Microvascular) que no computara a efectos de estimacion del tamafio muestral.

- Analisis Estadistico.

Las variables continuas seran expresadas como media + desviacion estandar (DE)
0 mediana con rango intercuartilico (RCI), de acuerdo con su distribucion. Segln sea
apropiado, se empleara el test U de Mann-Whitney para comparar variables continuas,
mientras que se empleara el test de Chi-cuadrado o el test de Fisher para comparar las
variables categoricas. En caso de requerirse estudios de subgrupos dentro de cada grupo
(ejemplo: pacientes del grupo 1 [angina macrovascular y angina microvascular] y
diabetes), se realizara la prueba de ANOVA Factorial cuando se supongan varianzas
iguales o la prueba de Brown Forsythe cuando se supongan varianzas desiguales, seguido
de un analisis posthoc con la correccidon de Bonferroni para comparaciones multiples. Los
resultados se mostraran como media con un intervalo de confianza (IC) del 95%. La
igualdad de varianzas entre grupos se calculara para cada variable dependiente mediante
la prueba de leven, con la correccion de Bonferroni para probar la homogeneidad de la
varianza entre todos los niveles de comparacion.

Se empleara un nivel alfa de 0.05 para evaluar la significacion estadistica. Los

datos se analizaran utilizando el software SPSS o mediante STATA.

- Seleccién de micro-RNAs.
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De forma imprescindible se determinaran aquellos miRNAs que hayan mostrado
Unicamente sobre o infraexpresion en estudios previos de aterosclerosis coronaria o

enfermedad coronaria estable, a saber:

- Sobreexpresion: miR-21, miR-133, miR-125, miR-187a, miR-502.

- Infraexpresién: miR-100, miR-143, miR-145, miR-29b.

Asimismo, dado que los Kits para la determinacién de miRNAs permiten el
analisis de multiples miRNAs en cada muestra, se determinaran de acuerdo con los

expertos en biologia molecular otros potenciales candidatos.

- Recogida, procesado, conservacion y analisis de las muestras biologicas.

En cada paciente, previo a la coronariografia y a la administracion cualquier
farmaco necesario para la realizacion de la misma, especialmente la heparina requerida
para los procedimientos coronarios, asi como de contraste yodado; se realizara una
extraccion de 6 mL de sangre (Tubos con EDTA K3: Vacuette K3EDTA). La recoleccion
y preparacion de muestras de plasma se realizara de acuerdo con los procedimientos
operativos estandarizados del NCI (EEUU). Las muestras seran almacenadas en el
Biobanco del IRBLIeida perteneciente a la Plataforma Nacional de Biobancos. Los analisis
especificos de miRNAs se realizaran en el Laboratorio del grupo TRRM del Institut de
Recerca Biomeédica de Lleida. El andlisis del resto de pardmetros bioquimicos y/o
hematologicos se realizara en los laboratorios del Hospital Universitari Arnau de Vilanova
de Lleida y/o centros colaboradores (Anexo 2: Tubo de EDTA K3 y Resto de

parametros).

El aislamiento de RNA y la cuantificacion de miRNA se realizara por personal

experimentado sin acceso a los datos clinicos. Todos los experimentos se realizaran
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utilizando la técnica gold-standard; RT-qPCR, en condiciones estandarizadas en el mismo
laboratorio y de acuerdo con la metodologia previa utilizada por el grupo de
investigacion(46-48). Brevemente, el RNA total se aislara de 200 pL de muestras de
plasma congeladas utilizando el kit miRNeasy Serum/Plasma Advanced (Qiagen), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. EI RNA sintético de Caenorhabditis elegans
miR-39-3p (cel-miR-39-3p) se agregard como RNA de referencia externo. La purificacion
de RNA se realizard con las columnas de centrifugacion RNeasy UCP MinElute de
acuerdo con las recomendaciones del fabricante. EI RNA se almacenaré en un congelador
a -80 °C hasta su posterior analisis. El analisis de RT-qPCR se realizard de acuerdo con
las recomendaciones de las guias MIQE(49). La cuantificacion de miRNA se realizara de
acuerdo con el protocolo del sistema mMIRCURY® LNA® RT Kit (Qiagen), que ofrece
una precision y reproducibilidad 6ptimas(50). Las reacciones de RT se realizaran
utilizando el kit mMiRCURY LNA RT (Qiagen). EI cDNA se almacenara a -20°C. La PCR
cuantitativa (QPCR) se realizara con el kit miRCURY LNA SYBR® Green PCR (Qiagen)
utilizando 384-well mMIRCURY LNA miRNA Custom PCR Panels (Qiagen). La gPCR se
realizara en un sistema de PCR en tiempo real QuantStudio ™ 7 Flex (Thermo), seguido
de un analisis de melting curve. Las curvas de amplificacion de qPCR se evaluaran con el
software QuantStudio Software v1.3 (Thermo). Un Cq superior a 35 ciclos se considerara
indetectable y se censurara al nivel minimo observado para cada miRNA. Los miRNAs en
los que el 80% de las muestras cumplen estos criterios se consideraran por debajo del
limite de deteccion. La cuantificacion relativa se realizard mediante el método 2 99,

donde:

ACq = Cqmirna — CQcel-mir-39-3p.

- Analisis bioinformético.
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Se realizara conforme a publicaciones previas del grupo de investigacion(51) . Las
rutas moleculares afectadas por los de transcritos identificados se analizaran mediante la
herramienta de computacion web DIANA-miRPath v3.0 que combina estimaciones y

datos experimentales con la herramienta KEGG para identificar rutas moleculares.
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- Coronariografia diagnostica y evaluacion fisioldgica del arbol coronario.

Tras la realizacion de la angiografia coronaria diagnéstica, segun las
recomendaciones para que las imégenes sean valorables para “Quantitative Coronary
Angiography”, “Quantitative Flow Ratio” (QFR) y Angiography-derived Index of
Microcirculatory Resistance” (IMRangio), se realizard una valoracion inicial de la
severidad de la lesién a evaluar mediante el indice de reposo “Resting full-cycle ratio”
(RFR).

A continuacion se realizaré test de vaso-reactividad con acetilcolina segun lo
previamente expuesto. Dado el riesgo de espasmo epicardico en caso de isquemia
macrovascular derivada de lesiones epicardicas, se realizara el test de acetilcolina solo en
pacientes que no presenten valores patologicos sugestivos de isquemia (RFR (<0.89). Para
homogeneizar datos, se realizard dicho test para la evaluacion de espasmo en la
descendente anterior.

Finalizado el test de acetilcolina, se procedera a la realizacion en la descendente
anterior de indices coronarios hiperémicos “Fractional Flow reserve” (FFR), “Coronary
Flow Reserve” (CFR) e “Index of Microcirculatory Resistance” (IMR) posicionando la
guia de presion en el segmento distal del vaso.

Cabe sefialar que se puede evaluar el RFR, FFR, CFR e IMR, ademas de la
descendente anterior, en otras arterias en un mismo paciente en caso de lesiones
tributarias de evaluacion. Asimismo, en los pacientes remitidos para coronariografia que
posean test de isquemia positivo, se posicionara la guia de presion también en la arteria
que corresponda al territorio compatible con la isquemia detectada en el test en caso de
no corresponderse con las lesiones apreciadas en la coronariografia.

Las medidas seran obtenidas mediante el dispositivo "PressureWire™ X

Guidewire de 0.014” (Abbott Vascular Inc., Santa Clara, CA,). Para la induccion de
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hiperemia se empleara adenosina como farmaco vasodilatador. En el Anexo 3 se
presentan mas detalladamente las recomendaciones para la realizacion de los estudios de

fisiologia coronaria.

- Determinacion del patron coronario afectado.

Una vez obtenidos los pardmetros, se determinara el patron de angina
correspondiente a cada paciente, en funcién de los valores de FFR, CFR e IMR,
realizandose el tratamiento correspondiente a los hallazgos obtenidos. La decision de
tratamiento medico, percutaneo o quirurgico de las lesiones coronarias epicardicas que
condicionen isquemia se realizara en base al FFR.

La afectacion macrovascular se definira cuando el valor de FFR sea < 0.80 y la
afectacion microvascular cuando el valor de IMR sea >25 0 el CFR sea < 2.0 en presencia
de un FFR > 0.80. Los patrones de angina dependeran de las distintas combinaciones
segun la afectacion de los compartimientos coronarios, a saber: Grupo 1 (Angina
Macrovascular y Microvascular); Grupo 2 (Angina Macrovascular); Grupo 3 (Angina
Microvascular); y Grupo 4 (Dolor Toracico No Coronario). Dado que el presente
protocolo también contempla una aproximacion al estudio del espasmo coronario se
considerard un grupo adicional, mediante la valoracién del test de acetilcolina en
pacientes que presenten angina microvascular o dolor toracico no coronario (Grupos 3 'y
4). Los pacientes que presenten espasmo macro 0 microvascular en dicho test seran

encuadrados en el Grupo 5 (Angina Espastica Macro o Microvascular).

INTERES CIENTIFICO DE LA INVESTIGACION.
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La presente propuesta de investigacién podria aportar resultados relevantes acerca
de la caracterizacion epigendmica de la angina de pecho, mediante la determinacion de

mMiRNAES.

Tradicionalmente, se entiende la enfermedad arterial coronaria como un fenémeno
que comienza por la disfuncién endotelial y, a medida que progresa, afecta
progresivamente a todo el arbol coronario (52). Asimismo, se considera que este proceso
se dilata por un largo periodo de tiempo, lo que conlleva que los pacientes con enfermedad
arterial coronaria puedan presentar una fase preclinica muy prolongada hasta el desarrollo
de isquemia miocardica. Sin embargo, una vez alcanzada esta fase de la enfermedad, uno
de los principales factores pronosticos es la presencia de isquemia. Es de resaltar también
la heterogeneidad de la presentacion de la cardiopatia isquémica, existiendo datos que
muestran que en los pacientes puede existir afectacion microvascular o macrovascular

aisladas, asi como una combinacién de estas (53).

Hasta la fecha, Unicamente un reciente trabajo espafiol (54) que muestra la utilidad
de los miRNAs para distinguir la miocarditis aguda del sindrome coronario agudo ha
despertado verdaderamente el interés de los cardiologos clinicos acerca de estos
marcadores de enfermedad tan prometedores en otro tipo de patologias. En relacién con
la enfermedad arterial coronaria, salvo el citado trabajo, la relevancia clinica de los
miRNAs continta siendo escasa. Ello puede ser debido a que el hallazgo de nuevos
marcadores, que aporten informacion clinica adicional con respecto a la aportada por los
factores clinicos, bioquimicos o de diagnostico por la imagen, es dificultosa dado el gran
desarrollo de la investigacion en dichos campos desde hace varias décadas, especialmente

en los pacientes que sobreviven a un infarto agudo de miocardio.
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En nuestra opinién, la gran fortaleza a priori de esta investigacion radicaria en la
determinacion robusta de 4 grupos de comparacion, con las técnicas mas especificas para
su caracterizacion (estudios de fisiologia coronaria), que contemplarian las tres posibles
combinaciones de afectacion de los compartimientos del arbol coronario (Grupos 1 a 3)
y un grupo de pacientes sin cardiopatia isquémica (Grupo 4). Asimismo, un Gltimo grupo
(Grupo 5), aportaria informacion adicional sobre la presencia de espasmo coronario. La
definicion precisa de estos grupos permitiria valorar de forma robusta la sobreexpresion
o0 infraexpresion de los miRNAs, e incluso valorar la existencia de gradientes en los
miRNAs en funcion de la extension de la isquemia miocardica y de la cantidad de

compartimientos vasculares coronarias afectados.

Hasta ahora, escasos trabajos han valorado los miRNAs en forma similar a nuestra
propuesta de investigacion, como en la disfuncion endotelial coronaria (7). Sin embargo,
hasta donde conocemos no se ha evaluado especificamente el papel de los miRNAs en
relacion con indices de disfuncion microvascular como el IMR ni se ha desarrollado un
estudio que intente comprender globalmente el papel de los mismos en funcion de los
compartimientos vasculares coronarios involucrados en la presencia de isquemia

miocardica.

También es resefiable, que la investigacion en fisiologia coronaria esta
experimentado un nuevo auge, y en nuestra opinion, las aportaciones en este campo serian
muy valiosas. Ademas, la determinacién de patrones de miRNAs podria redundar en una
oportunidad para mejorar el tratamiento de los pacientes e incluso en la reduccion de la

necesidad de realizacion de pruebas fisioldgicas invasivas.

Por todo ello, consideramos que el presente estudio podria ser de gran interés

cientifico.
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ANALISIS DE LA VIABILIDAD DEL PROYECTO.

Consideramos que el proyecto es viable por los siguientes motivos. La Unidad de
Hemodinadmica del Hospital Universitari Arnau de Vilanova de Lleida realiza méas de
1.110 coronariografia diagnésticas y mas de 500 angioplastias coronarias al afio y por
consiguiente la realizacion de los estudios de fisiologia coronaria invasiva podria llevarse
a cabo en un periodo temporal razonable.

Asimismo, el Institut de Recerca Biomeédica de Lleida cuenta con la tecnologia
necesaria para realizar el procesamiento, conservacion de las muestras y analisis de
miRNAs, con amplia experiencia y publicaciones en dicho campo. Ademas, en el Servicio
de Cardiologia del Hospital Universitari Arnau de Vilanova de Lleida contamos con
Unidad de Investigacion con enfermeria especificamente destinada a este cometido lo que
asegura la extraccion protocolizada de las muestras.

También es de destacar que el Servicio de Cardiologia Hospital Universitari
Arnau de Vilanova tiene experiencia en este ambito, como muestra el hecho de que ha
realizado investigaciones acerca de la validacion y desarrollo de indices coronarios no
hiperémicos(55), asi como de patologias que presentan disfuncién microvascular, como
el sindrome de TakoTsubo (56).

Ademas, dado que el estudio esta abierto a la colaboracion con otros centros, se

aseguraria completar el reclutamiento en un tiempo razonable.
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Anexo 1: Consentimiento Informado.
HOJA DE INFORMACION PARA PACIENTES

Estudio “Caracterizacion epigenética de la angina pectoris segun el
compartimiento coronario afectado: relacion entre la evaluacion
coronaria fisiolégica invasiva y los micro-RNAs”.

Por favor, lea atentamente la informacion facilitada en este documento, pregunte a su médico
cualquier duda, y solicitele cualquier aclaraciéon que considere necesaria, para que pueda decidir
de forma libre y con la informacidn necesaria si quiere o no participar en esta investigacion.

Introduccidn y objetivos:

Se solicita su participacién en este proyecto de investigacidon cuyo objetivo es determinar la
asociacion de la expresion de los miRNAs en funcion del compartimiento coronario afectado; en
pacientes que sufren angina pectoris y se someten a un cateterismo cardiaco.

Las lesiones en las arterias del corazon (lesiones coronarias) pueden limitar la cantidad
de sangre que llega al musculo cardiaco y producir sintomas como dolor de pecho
(angina pectoris), dificultad respiratoria, y finalmente infarto de miocardio. Se sabe que
la enfermedad de las arterias del corazon puede estar presente en las arterias
principales (epicardicas) o en las arterias microscopicas que nacen de las arterias
principales (microcirculacion). La valoraciéon completa de esta enfermedad se realiza
mediante un cateterismo cardiaco, que es una prueba invasiva que requiere de una
puncion arterial y que puede presentar, aunque no de forma frecuente, potenciales
complicaciones.

Los micro-RNAs son unas moléculas que regulan determinados procesos fisioldgicos,
siendo liberadas a la sangre por las células y cuya concentracién en sangre varia por
diversas causas, siendo la enfermedad de las arterias del corazén una de ellas.
Actualmente, el estudio preciso de la enfermedad de las arterias del corazén requiere
de la realizacion de un cateterismo cardiaco, que como se menciona anteriormente, se
trata de un procedimiento invasivo.

Los micro-RNAs modifican su concentracidn en sangre a causa de las lesiones en las
arterias del corazén; y son una potencial herramienta para diagnosticar esta
enfermedad de una forma mucho mas sencilla, rapida segura y cdmoda para el paciente,
ya que para realizar su estudio solo se requiere una extraccidn sanguinea. Sin embargo,
ésta es una técnica novedosa y todavia no se conoce de manera exacta cuales son los
micro-RNAs que modifican su concentracidn en sangre en pacientes con lesiones
coronarias.

39



Este estudio pretende determinar cudles son los micro-RNAs que modifican su
concentracion en pacientes con lesiones coronarias, asi como determinar si existen
patrones concretos que permitan distinguir si existe enfermedad en las arterias
epicardicas o en la microcirculacién; para que esta técnica se pueda estandarizar y usar
en el futuro de forma cotidiana en la practica clinica habitual.

Este estudio estd siendo evaluado por el Comité Etico de Investigacion Médica (CEIM) del
Hospital Universitario Arnau de Vilanova de Lleida y cumple los requisitos de la Ley de
Investigacion Biomédica 14/2007.

Riesgos:

La participacién en el estudio no le implicara ningun inconveniente a nivel personal, ya
gue los estudios a realizar seran exactamente los mismos, tanto si acepta la
participacién en el estudio como si decide no participar. La Unica diferencia que existiria
en caso de aceptar participar en el estudio seria que se realizaria una extraccién
sanguinea (sin requerir una puncién adicional) que seria analizada y cuyos resultados
junto con datos anonimizados, serian incluidos en una base de datos, para poder realizar
el estudio.

Beneficios:

Usted no obtendra ningun beneficio de su participacion en este estudio. Sin embargo, la
investigacion de esta entidad podria tener implicaciones diagndsticas para los pacientes que
estén en riesgo o la desarrollen en el futuro.

Proteccidn de datos personales:

Se garantiza la confidencialidad y proteccion de los datos obtenidos de acuerdo con la legislacion
2016/679 del Parlamento Europeo y del consejo del 27 de abril de 2016 Proteccion de Datos
(RGPD). De acuerdo con la ley vigente, tiene usted derecho al acceso de sus datos personales;
asimismo, y si esta justificado, tiene derecho a su rectificacién y cancelacién. Si asi lo desea,
debera solicitarlo al Delegado de Proteccién de datos mediante el correo electrénico
dpd@ticsalutsocial.cat

Mediante la firma del presente documento, usted consiente expresamente que tanto el
centro como el investigador sean responsables respectivamente del tratamiento de sus
datos y se comprometan a cumplir con la normativa de proteccién de datos en vigor.

El acceso a la informacion quedara restringido al personal que realiza la investigacion,
estando obligado a mantener la confidencialidad de los datos. Los resultados de la
investigacidon podran ser comunicados a las autoridades sanitarias y a la comunidad
cientifica a través de congresos y publicaciones.
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Actividades del estudio:

= Su médico realizard una recogida de datos de su historia clinica en el
momento de realizar el cateterismo cardiaco.

= Extraccidn sanguinea durante el cateterismo cardiaco sin requerir de una
puncion adicional.

= No tendra que venir a ninguna visita adicional.

= No se realizard ninguna actuacién diferente a la practica clinica habitual.

Participacion voluntaria

Su participacién en el estudio es completamente voluntaria y usted puede negarse a participar
sin ofrecer ninguna explicacién. Asi mismo se pone en su conocimiento que sera atendido de la
misma maneray con el mismo rigor profesional independientemente de su participacién en este
estudio.

Persona de contacto:
Durante la duracién de esta investigacion podra formular cualquier pregunta que tenga.
Si tiene algun problema o mas preguntas sobre la misma o sobre sus derechos como

paciente, pongase en contacto con la persona indicada a continuacion

Médico responsable:

DT =Y olol oY TR

] =] (o] 1T R
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HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Esta hoja es especifica para participar en el proyecto titulado: “Caracterizaciéon epigenética de
la angina pectoris seguin el compartimiento coronario afectado: relacion entre la evaluacién

coronaria fisioldgica invasiva y los micro-RNAs”

[\ [e]a0] o] =No (] W o= Yol =Y ] (=TT

FECha de NACIMIENTO: ....eevieiie ittt ettt et s et b et e saeeasses b et sasaenbes saee

Yo autorizo la recogida de datos de mi historia clinica con fines de investigacion.

Ademas, estoy de acuerdo con los siguientes puntos:

1. He leido la hoja de informacién del estudio

2. He recibido la informacion necesaria

3. HE hablado CON @I DI/ oottt ettt ettt st s sttt ea s eraesese et et st st sae e e senesseane
y he tenido la posibilidad de preguntar acerca del proyecto.

4. Mi participacion es voluntaria.

5. La participaciéon no va a repercutir sobre la asistencia sanitaria que precise.

6. Todos los datos clinicos, resultados de pruebas y mi identidad no puede ser revelada sin mi
permiso.

Firmado por (paciente): Firmado por (Investigador)

Fecha: Fecha:
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Anexo 2: Tubo de EDTA K3 y Resto de parametros.

Se obtendran 6mL de muestra venosa periférica, preferiblemente de antebrazo. La
muestra se extraera previamente a comenzar el procedimiento.
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Se recomienda el establecimiento de peticiones preconfiguradas para facilitar el

I0CesO.

- Bioquimica
o Bioquimica general
= Glucosa serum
= Urea serum
= Creatinina serum
= Jons serum
= Urat serum

= Colesterol

= LDL

= HDL

= Apo B 100

= Trigliceridos
= CK

= Troponinal hs
= GOT/AST

= GPT/ALT

= GGT

= Fosfatasa alcalina
= Bilirrubina total serum
= L|DH serum
= Ferro
= Ferritina
= |, Saturacié Transferrina
= Transferrina
= PCR serum

o Bioquimica Hormonal
= NT-proBNP
= TSH
= Folat serum
= Vitamina B12 (Cobalamina)

- Citologia

o Hematimetria
= Hemograma

o Hgb Glicadas
= HBAIlc

- Hemostasia

o Hemostasia rutina

= Hemostasia basica



Anexo 3: Indicaciones generales para la realizacion de los estudios

coronarios fisioldgicos invasivos.

- ANGIOGRAFIA CORONARIA, QCA, QFR E IMRangio.

» Se realizaran al menos 4 proyecciones para la coronaria izquierda y 2 proyecciones para la
coronaria derecha de cara a la ulterior valoracion de QCA, QFR e IMRangio.

* Se inyectaran 7mL a 3mlL/seg para inyecciones en la coronaria izquierda.

* Se inyectaran 5mL a 3mL/seg para inyecciones en la coronaria derecha.

* Se recomienda realizar proyecciones para desplegar la descendente anterior con al menos 25°
de diferencia en la angulacion (Ej: AP craneo 40°0°, Craneal derecha 30%30°).

* Se recomienda realizar proyecciones para desplegar la circunfleja con al menos 25° de
diferencia en la angulacion (Ej: Caudal izquierda 45°20 a 25°, AP caudo 30%0 a -109).

« Se remitiran las imagenes via online al centro encargado del analisis de QCA, QFR a
IMRangio.

- ESTUDIO FISIOLOGICO

Orden de procedimientos.

* 1° RFR para valoracion inicial de severidad de lesion.

* 2° Test de Acetilcolina si valor de RFR sugestivo de negativo (RFR>0.89).
* 3° FFR, CFR ¢ IMR.

Recomendaciones para realizacidn de estudios fisiolégicos invasivos

Unicamente se realizara Test de Acetilcolina para los pacientes que previsiblemente se
asignaran posteriormente a Grupos 3 y 4 en virtud de valor de RFR inicial (>0.89)

* Monitorizacion electrocardiografica del paciente mediante electrocardiograma de 12
derivaciones.

* Las imagenes de cinefluoroscopia se obtendran en una proyeccion craneal que despliegue
adecuadamente la arteria descendente anterior.

* Se avanzara la guia de presion hasta la distalidad de la descendente anterior y se realizaran
medicion de RFR. En caso de RFR negativo (>0.89) continuar con el test de acetilcolina. Ver
seccion siguiente para recomendaciones acerca de correcta realizacion de RFR.

* Se controlaran las variaciones en la Pa/Pd y RFR durante el proceso de inyeccion.

* Valorar la presencia de “streaming” que pudiese inducir falsos positivos de RFR por
acodamiento de la coronaria por la guia presion.

* Dado el caracter previsiblemente difuso del espasmo coronario, se realizara mediante
inyecciones crecientes de acetilcolina hasta 3 dosis de 2, 20 y 100 mcg en la coronaria
izquierda.

* No se realizaran inyecciones de acetilcolina en la coronaria derecha dado el muy alto riesgo de
bradicardia severa.

* El tiempo de administracion del bolo intracoronario se realizara lentamente durante 180
segundos.

* Se debe lavar posteriormente de forma lenta el catéter guia con suero salino para prevenir
inyecciones bruscas del farmaco remanente en el catéter en el momento de adquirir la imagen de
cinefluoroscopia.

» Tras cada inyeccion se evaluard la presencia de sintomas sugestivos de angina y similares a los
gue motivaron el estudio, se adquirird una imagen de cinefluoroscopia y se realizara un
electrocardiograma de 12 derivaciones.

* En caso de documentarse espasmo angiografico significativo 0 ascenso/descenso del ST
sugestivo de espasmo micro 0 macrovascular no se continuara con la progresion a la siguiente
dosis.

* En caso de espasmo significativo, asi como al finalizar el test, se administraran 300 mcg de
NTG ic para abolir el efecto de la acetilcolina.
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Seleccion y Posicionamiento del Catéter

* Usar catéteres guias (al menos 5F) sin agujeros laterales.

* Asegurar la canulacion coaxial del catéter guia en el ostium coronario, preferiblemente con
catéteres de alto soporte (Ej. EBU para coronaria izquierda) para asegurar adecuada inyeccion
de medicacion i.c.

* Decanular el catéter guia del ostium para calibrar la presion, ecualizar y registrar el pd / pa si
existen dudas acerca de que el catéter pueda obstruir parcialmente el ostium.

Calibracion

* Antes de iniciar las mediciones, asegurarse de que la presion adrtica se ajusta a cero
correctamente (1/3 versus 2/3 de diametro del térax).

« Purgar la guia de presion, colocarla en posicion horizontal en el momento de conectar/calibrar
y no mover la guia de presion mientras se realiza el proceso.

* Antes de ecualizar las presiones, avanzar la guia hasta que el sensor de presion se coloque
exactamente en el extremo del catéter guia.

* Antes de igualar las presiones, lavar el catéter guia con suero fisioldgico para eliminar el
agente de contraste viscoso.

* Antes de igualar las presiones, retirar el introductor y cerrar la valvula hemostatica.

« Las curvas de presion generalmente se promedian en tres a cinco latidos cardiacos. Por lo
tanto, la ecualizacion de presion requiere algo de tiempo, y no deben producirse artefactos
durante ese tiempo.

Posicionamiento de la Guia de Presién-Temperatura

« Para la evaluacion de lesiones epicardicas (FFR, RFR), el sensor de presion debe colocarse en
la distalidad del vaso principal a analizar.

* En primer lugar se realizara la medicion de RFR 'y posteriormente la medicion de FFR, CFR e
IMR.

* Para la determinacion de CFR e IMR, es muy relevante que el sensor de presion se ubique en
el segmento distal del vaso correspondiente a la lesion a evaluar.

« En todos los pacientes se realizara evaluacion de mediciones de RFR, FFR, CFR e IMR en la
descendente anterior.

* En pacientes que presenten lesiones tributarias de evaluacion en vasos alternativos (circunfleja
0 derecha) también se realizar4 medicion de RFR, FFR, CFR e IMR en dichos vasos.

» En caso de pacientes remitidos para coronariografia que presenten test de isquemia positivo,
también se realizara la determinacion de FFR, CFR e IMR, ademas de en las arterias de las
lesiones a evaluar, en las arterias compatibles con la isquemia detectada en dichos test de
isquemia.

« Una segunda guia, ademas de la guia de presion, podria provocar artefactos y, por lo tanto,
debe evitarse.

» Detectar artefactos: el sensor podria interactuar con la pared del vaso, especialmente en casos
de calibre de vaso estrecho o tortuosidad severa.

» El agente de contraste viscoso en la arteria coronaria puede afectar el gradiente pd/pa.

Hiperemia

« Antes del avanzar la guia de presién, administrar nitroglicerina ic (habitualmente 300 mcg)
tras la realizacion del test de acetilcolina.

- Medicamentos para la hiperemia.

- Adenosina endovenosa 140 pg / kg / min

- En caso de resultados de mediciones en el area limite, es posible un aumento de la dosis de
adenosina ev. Sin embargo, dosis intravenosas> 180 pg / kg / min pueden reducir la perfusion
coronaria y, por lo tanto, no se recomiendan.

Registro y Evaluacion

* Los artefactos deben ser cuidadosamente observados y excluidos.

-RFRY FFR

* Para la determinacion del RFR, se requieren un minimo de 5 ciclos cardiacos consecutivos.
* Tras la administracion de adenosina intravenosa, los valores de presion pueden disminuir al
minimo antes de alcanzar un estado estable. Esperar hasta obtener valores estables.
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* Los valores medidos durante bloqueo auriculoventricular / bradicardia inducido por la
adenosina deben clasificarse como "no evaluables".

* Los latidos ectopicos pueden falsear los valores obtenidos, por lo que hay que asegurarse de
obtener valores en periodos de tiempo de estabilidad eléctrica.

* Se recomienda realizar pullback final con FFR en hiperemia méaxima.

-CFReIMR

* Para la determinacion del CFR y el IMR se realizaran 3 rapidas inyecciones de 3cc de suero
salino fisioldégico en situacion basal. Posteriormente, durante la administracion de adenosina ev
y una vez se alcance el estado de maxima hiperemia se realizaran nuevamente 3 rapidas
inyecciones de 3cc de suero salino fisiologico.

* Alteraciones en la temperatura del suero salino o de la velocidad de inyeccion del suero salino
pueden condicionar valores andmalos de Tmn que son detectados por el software. Evaluar
cuidadosamente la concordancia de dichos valores para valorar si hay que repetir alguna
inyeccion.

* Para determinar el CFR se emplea la informacion del Tmn obtenido en situacion basal y bajo
hiperemia méxima. Para determinar el IMR solo se emplea la informacion del Tmn obtenido en
hiperemia maxima.

Recoleccion de datos: Ademas de los valores de RFR, FFR, CFR e IMR, se recogera:
» Pa/Pd basal.

« Pa/Pd en hiperemia maxima.

» CFR normalizado.

* IMR corregido.

* RRR.

* PB-CFR.

» Tmn reposo y TMn hiperemia.
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Abstract

Background

MicroRNAs (miRNAs) are noncoding RNAs involved in post-transcriptional genetic regula-
tion with a proposed role in intercellular communication. miRNAs are considered promising
biomarkers in ischemic heart disease. Invasive physiological evaluation allows a precise
assessment of each affected coronary compartment. Although some studies have associ-
ated the expression of circulating miRNAs with invasive physiological indexes, their global
relationship with coronary compartments has not been assessed. Here, we will evaluate cir-
culating miRNAs profiles according to the coronary pattern of the vascular compartment
affectation.

Study and design

This is an investigator-initiated, multicentre, descriptive study to be conducted at three cen-
tres in Spain (NCT05374694). The study will include one hundred consecutive patients
older than 18 years with chest pain of presumed coronary cause undergoing invasive physi-
ological evaluation, including fractional flow reserve (FFR) and index of microvascular resis-
tance (IMR). Patients will be initially classified into four groups, according to FFR and IMR:
macrovascular and microvascular affectation (FFR<0.80/ IMR>25), isolated macrovascu-
lar affectation (FFR<0.80 / IMR<25), isolated microvascular affectation (FFR>0.80/ IMR
>25) and normal coronary indexes (FFR>0.80 / IMR<25). Patients with isolated
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microvascular affectation or normal indexes will also undergo the acetylcholine test and
may be reclassified as a fifth group in the presence of spasm. A panel of miRNAs previously
associated with molecular mechanisms linked to chronic coronary syndrome will be ana-
lysed using RT-gPCR.

Conclusions

The results of this study will identify miRNA profiles associated with patterns of coronary
affectation and will contribute to a better understanding of the mechanistic pathways of coro-
nary pathology.

Introduction

In the coronary artery circulation, there is a progressive branching of the vessels, which con-
form to two compartments that can be diseased individually or in combination: a) the macro-
vascular compartment: epicardial arteries (conduction function); and b) the microvascular
compartment: arterioles (flow regulating function) and capillaries (exchange function).

Invasive physiological coronary indices allow for a thorough examination of macro and
microvascular compartments, allowing one to precisely discern their involvement [1-4].
Although coronary compartments have traditionally been evaluated separately, evidence sug-
gests that a global evaluation of coronary circulation improves management of patients with
ischemic heart disease.

MicroRNAs (miRNAs) comprise a group of small noncoding RNA transcripts that regulate
gene expression at the post-transcriptional level. miRNAs play a critical role in cellular path-
ways involved in physiology and pathology [5], including ischemic heart disease [6]. Although
miRNAs were initially identified as intracellular regulators, they have also been described in
different body fluids. In this scenario, circulating miRNAs have emerged as potential biomark-
ers with clinical application in medical decision-making [7]. A role as endocrine genetic sig-
nals has also been proposed [6,8]. To date, the role of miRNAs in coronary function has been
independently evaluated for macro and microcirculation [9,10]. However, studies assessing
the association between circulating miRNAs and the global coronary pattern are currently
lacking [8].

Therefore, the objective of the current investigation will be to evaluate globally and compre-
hensively the relationship between different patterns of coronary involvement, using invasive
methods, and circulating miRNA levels.

Materials and methods
Study design

Multicentre descriptive study to be conducted in three centres in Spain. This study is investiga-
tor-initiated, promoted by the Institut de Regerca Biomedica de Lleida (IRBLIleida). The list of
participant centres and investigators are detailed in the S1 File.

This study is adhered to the principles outlined in the Declaration of Helsinki. The approval
was granted by the ‘Comité de Etica de Investigacién con Medicamentos del Hospital Arnau
de Vilanova de Lleida” (Ethics Committee for Drug Research of the Arnau de Vilanova of
Lleida) with the CEIC-2665 registry, on March 31%, 2022. The study is registered at Clinical-
Trials.gov (NCT number: NCT05374694).
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Fig 1. Schedule of enrolment, interventions and assessments.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0283097.9001

The hypothesis to be tested is whether different patterns of coronary affectation are associ-
ated with the expression of certain miRNAs. To evaluate coronary patterns, invasive physiologi-
cal evaluation, including “fractional flow reserve” (FFR) [1,11,12] and “index of
microcirculatory resistance” (IMR) [1,13], a coronary guide pressure-temperature will be used.

The schedule of enrolment, interventions and assessments and the timeline and flowchart
of the study are detailed in Figs 1 and 2.
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Fig 2. Timeline and flowchart of the study. Inclusion of the patients will be since April 2022 to June 2023. Analysis of
biological samples and statistical analysis will be performed since July 2023 to December 2023. miRNAs, microRNAs;
QCA, quantitative coronary angiography; FFR, fractional flow reserve; IMR, index of microcirculatory resistance;
ECG, electrocardiographic.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0283097.g002

Patient selection

This study will include patients with suspected angina referred for coronary angiography
and eventual angioplasty, accordingly to the recommendations of the European Society of
Cardiology [1,14]. Inclusion and exclusion criteria are detailed in Table 1. It is noteworthy
that if a total occlusion of any coronary artery is detected on coronary angiography, pre-
cluding measurements with pressure-temperature guidewires; the patient will be excluded
for the initial purpose of the study and the biological samples for miRNAs analyses
discarded.
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Table 1. Inclusion and exclusion criteria.

Inclusion criteria

1. Age > 18 years.

2. Patients with chest pain suggestive of angina evaluated
by a cardiologist and referred for coronary angiography
and eventual coronary angioplasty.

3. Echocardiogram to rule out non-coronary cardiac

Exclusion criteria

1. Contrast allergy not susceptible to premedication.
2. Severe bronchial asthma or adenosine intolerance.
3. Atrio-ventricular block (>2"¢ degree) or
acetylcholine intolerance.

4. Acute myocardial infarction with ST-segment

causes of chest pain. elevation.
4. Informed consent. 5. Acute myocardial infarction without ST-segment
elevation.

6. Cardiogenic shock.

7. Total occlusion of any coronary artery that precludes
measurements with pressure-temperature guidewires.
8. Previous coronary artery bypass grafting.

9. Women with the possibility of being pregnant.

10. Renal dysfunction with an estimated glomerular
filtration rate <30 mL/min/1.73m?2.

11. Inability to understand the nature of the study and /
or sign informed consent.

12. Any other medical condition that, in the opinion of
the researcher, may lead to safety issues for patients or
may alter the results of the study.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0283097.t001

Invasive physiological evaluation of the coronary circulation:
Determination of coronary patterns

After diagnostic coronary angiography, a standardized analysis of the coronary lesions in
terms of percentage of stenosis, lesion length, and estimated diameter of the vessel will be per-
formed by quantitative coronary angiography (QCA).

Invasive physiological measurements will be performed according to recommendations
[1,11-16]. The left anterior descending coronary artery will be evaluated in all patients and the
left circumflex or right coronary artery in the event of a stenosis > 30% by QCA, being possible
to interrogate more than one coronary artery in the same patient. Furthermore, in patients
referred for coronary angiography who have a previous positive ischemia test, the artery corre-
sponding to the compatible territory with the detected ischemia will also be evaluated. An
intracoronary pressure and temperature sensor-tipped guidewire (Pressure Wire ™ X guide-
wire 0.014’, Abbott, IL, USA) will be used to perform the measures. The tip pressure sensor
will be advanced to the mid-to-distal portion of the vessel to investigate. Baseline aortic pres-
sure (Pa) and distal intracoronary pressure (Pd) will be obtained and resting indexes Pd/Pa
and “resting full-cycle ratio” (RFR) will be determined. To measure the mean transit time
(Tmn) under basal conditions, intracoronary administration of 3 mL of room-temperature
saline will be injected three times manually in succession (3 mL/s). Then maximal hyperemia
will be induced using adenosine iv (140 to 180 mg/kg/min) as a vasodilator drug and three
additional intracoronary room temperature saline boluses of 3 ml will be administered to
determine the maximum coronary flow presented as peak Tmn. Finally, the FFR, the “coro-
nary flow reserve” (CFR) and the IMR will be calculated, using the software Coroventis Coro-
flow (Coroventis AB, Uppsala, Sweden). The calculation and pathological cut-off values of
FFR (< 0.80) and IMR (> 25) are described in Table 2 [1,11-14].

For the coronary vasospasm test, acetylcholine will be used [16]. Due to the risk of epicar-
dial spasm in case of macrovascular ischemia, the acetylcholine test will be only performed in
patients with nonpathological FFR values (>0.80). More detailed recommendations for the
performance of coronary physiology studies are shown in S2 File [1,11-16].
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Table 2. Calculation and pathological values of FFR and IMR.

FFR=Pd/Pa IMR =Pd x Tmn
FFR: fractional flow reserve IMR: index of microcirculatory resistance
Pd: distal coronary pressure Pd: distal coronary pressure
Pa: aortic pressure Tmn: mean transit time
Pathological value: FFR < 0.80 Pathological value: IMR > 25

*Both FFR and IMR are calculated at maximal hyperemia.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0283097.t1002

Once the parameters have been obtained, the decision of possible medical, percutaneous, or
surgical treatment of epicardial coronary lesions leading to ischemia will be made based on
current clinical practice guidelines recommendations [14].

The coronary pattern corresponding to each patient will be determined based on FFR and
IMR values. Macrovascular affectation will be defined whether the FFR value is <0.80 and
microvascular affectation whether the IMR value is >25 [1,11-14]. Different groups related to
coronary patterns are shown in the Table 3. Since the present protocol also contemplates an
approach to the study of coronary spasm, an additional group will be considered, through the
performance of the acetylcholine test in patients with isolated microvascular affectation or
normal coronary indices. In the presence of macro or microvascular spasm, patients will be
included in Group 5 [16].

Sample collection: MicroRNAs and analytical parameters

In each patient, before coronary angiography and any drug administration; 6 mL of blood will
be drawn for the centralized miRNAs analyses. Samples will be obtained with support by
IRBLIleida Biobank (B.0000682) and Plataforma Biobancos PT20/00021. Blood samples will be
collected in ethylenediaminetetraacetic acid (BD) blood collection tubes by venipuncture and
centrifuged to separate plasma (1500 x g for 10 minutes). Plasma supernatant will be immedi-
ately aliquoted, frozen, and stored at -80°C until miRNA profiling. The analysis of other bio-
chemical and/or haematological parameters (S3 File) will be performed in the laboratories of
each participating centre.

Table 3. Study groups according to invasive physiological evaluation.

FFR & IMR
Group 1 Macrovascular & FFR < 0.8
Microvascular IMR > 25
Group 2 Isolated Macrovascular FFR<0.8
IMR < 25
Group 3 Isolated Microvascular FFR > 0.8
IMR > 25
Group 4 Normal indexes FFR > 0.8
IMR < 25
Acetylcholine Test
Group 5* Epicardial spasm >90% diameter contraction
OR Chest pain
Microvascular spasm ECG changes
<90% diameter contraction
Chest pain
ECG changes

FFR, fractional flow reserve; IMR, index of microvascular resistance; ECG, electrocardiographic.

*Only patients in groups 3 and 4 will undergo the acetylcholine test.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0283097.t003
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microRNA profiling

miRNA profiling will be performed in the laboratory of the TRRM group of the IRBLIeida by
experienced personnel without access to clinical data. All experiments will be performed using
the gold-standard technique; RT-qPCR, under standardized conditions in the same laboratory
and according to the previous methodology used by the research group [17,18].

Total RNA will be isolated from 200uL of frozen plasma samples using the miRNeasy
Serum/Plasma Advanced Kit (Qiagen), according to the manufacturer’s instructions. Syn-
thetic Caenorhabditis elegans miR-39-3p (cel-miR-39-3p) will be added as an external refer-
ence RNA (1.6 x 10° copies/uL) to normalize differences in the RNA isolation efficiency.
The mixture will be supplemented with 1 ug of carrier RNA from bacteriophage MS2
(Roche) to improve RNA yield and the RNA spike-in Kit (Qiagen) for quality control. RNA
purification will be performed with RNeasy UCP MinElute spin columns according to the
manufacturer’s recommendations. RNA will be stored in a -80°C freezer until further
analysis.

miRNA profiling will be performed according to the protocol of the miRCURY LNA Uni-
versal RT microRNA PCR system (Qiagen). RT reactions will be performed using the miR-
CURY LNA RT Kit (Qiagen) in a total volume of 10 uL under the following conditions:
incubation for 60 minutes at 42°C, inactivation for 5 minutes at 95°C and immediate cooling
to 4°C. cDNA will be stored at —20°C. Individual miRNAs will be analysed using miRCURY
LNA miRNA Custom Panels (384-well plates) (Qiagen). qPCR will be carried out in a Quant-
Studio™ 7 Flex Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) in a total
volume of 10 pL. The qPCR conditions will be 95°C for 2 minutes, followed by 40 cycles of
95°C for 10 seconds and 5°C for 1 minute, followed by analysis of the melting curves. UniSp3
Interplate Calibator will be analysed to account for variability between the plates. Negative
controls excluding the template from the RT and PCR and the enzyme mix in the RT reaction
will be included. The amplification curves will be evaluated using QuantStudio Software v1.3
(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA). The quantification cycle (Cq) above 35 cycles
will be considered undetectable and censored at the minimum level observed for each miRNA.
miRNAs in which 80% of the samples meet these criteria will be considered to be below the
limit of detection. Relative quantification will be performed using the 274“4 method, where
ACq = Cqmirna—Cqcel-mir-39-3p- Expression levels will be logarithmically transformed for sta-
tistical purposes. Global mean expression for each sample will be compared between indepen-
dent centres in order to analyse potential confounding.

A panel of 14 circulating miRNAs has been selected after an extensive review of the litera-
ture [19-29]. The panel included miRNAs described as biomarkers of chronic coronary syn-
drome and previously associated with molecular pathways that could be altered in chronic
coronary syndrome in in vitro, in vivo, and patient-based approaches (Fig 3). Other potential
miRNAs related to the involvement of the macro and/or microvascular coronary compart-
ment may be considered.

Molecular pathway and gene ontology analyses

Bioinformatic prediction analysis will be performed using the web-based computational tool
DIANA-miRPath v3.0 [30]. DIANA-miRPath v3.0 combines information on manually
curated experimentally validated miRNA: gene interactions from TaRBase v7.0 with the Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) database and Gene Ontology (GO) annotations
(for biological processes). Enrichment analysis will be performed using Fisher’s exact test
(hypergeometric distribution). The adjusted p-value for false discovery rate (FDR) will be set
at <0.05.
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Fig 3. miRNAs to be evaluated in the study.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0283097.9003

Data management and plan to share individual participant data

Each centre will fill an anonymized and predefined case report form (CRF) developed by the
investigators. The selected variables are oriented to the cardiovascular risk factors, comorbidi-
ties, clinical findings, ischemia detection tests, medications, analytical parameters, echocardio-
graphic and angiographic findings, and invasive physiological indexes (S3 File). All data
collected during the study, after deidentification, will be shared. Data obtained through this
study may be provided to qualified researchers with academic interest in cardiovascular dis-
eases. Approval of the request and execution of all applicable agreements are prerequisites for
the sharing of data with the requesting party.

Sample size estimation

Because studies evaluating the association between circulating miRNAs and coronary patterns,
assessed by invasive physiological methods, are currently lacking, the sample size was not cal-
culated using standard procedures. Patients of Group 4 (normal coronary indexes) will be
used as control group to the Groups I to 3 until the recruitment of 25 patients per group will
be completed, in a similar number to studies that evaluated the relationship of miRNAs with
coronary endothelial function in patients undergoing cardiac catheterization [10,28,29], for a
total sample of 100 patients. Based on the t test for the differential expression of miRNAs
between two groups, accepting an alpha risk of 0.05 in a bilateral test with 25 patients per
group, there is a statistical power of 95% to detect a difference of one standard deviation as sta-
tistically significant. It should be noted that patients in Group 5 (coronary spasm) may overlap
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with patients in Groups 3 and 4, therefore, Group 5 has not been considered for sample size
estimation.

Statistical analysis plan

The characteristics of the study population will be summarized through standard descriptive
statistics. Differences in variables between study groups and correlations between continuous
variables will be analysed using the appropriate test (parametric or nonparametric). Differen-
tial expression of the miRNAs between groups will be evaluated using linear models with
empirical Bayes statistics [31]. Unadjusted and adjusted models will be fitted, considering a
propensity score (PS) to adjust by confounding factors. The PS will be defined as the probabil-
ity of belonging to a given study group and it will be estimated using a logistic regression
model that includes cardiovascular risk factors, medical conditions and medications as predic-
tor variables. Unsupervised clustering of patients based on miRNA levels will be performed
using parsimonious Gaussian mixture models [32]. The number of latent profiles will be deter-
mined using the parsimony criteria based on the minimum value of the Bayesian information
criterion measure from 0 to 5 latent profiles. Each patient will be assigned to one class accord-
ing to his or her highest computed probability of membership. The relationship between the
latent profiles and study groups will be evaluated using Fisher s exact test. In addition, we will
use a machine learning process based on random forest to construct miRNAs signatures asso-
ciated with discrimination of study groups. Variable importance plots will be displayed to illus-
trate the prediction value of each miRNA. The statistical software package R (www.r-project.
org) will be used for statistical analyses. The assumptions of the statistical models used in the
analyses will be adequately tested. The two-tailed significance level will be set at <0.05.

Discussion

In this multicentre observational study, we aim to investigate the association between circulat-
ing miRNA levels and the affectation of coronary compartments globally. The main focus of
this study will be on the coronary circulatory function regulated by miRNAs.

Comprehensive physiological assessment of coronary circulation: Role of
pressure and flow-derived indexes

Currently, invasive physiological evaluation has become an essential tool to guide myocardial
revascularization, characterize endotypes, and discriminate patients at high risk of adverse car-
diovascular outcomes in scenarios of chronic coronary syndrome [1,14].

The direct relationship between coronary pressure gradients and the coronary blood flow at
maximal vasodilation of resistance vessels is the physiological rationale for the development of
pressure and flow-derived indexes. Thus, knowing the pressure gradient and the blood flow
through the coronary compartments, it is possible to determine the circuit resistances and
accurately characterize the function of the coronary circulation [2,3].

Studies mainly conducted by Pijls and De Bruyne [11,12] served to establish physiological
bases of FFR and determine the expected cut-off points for this pressure-derived index. The
authors were able to establish FFR as the “gold standard” for the detection of myocardial ische-
mia related to epicardial coronary stenose by a prospective validation, integrating information
from different ischemia detection tests through a prospective multi-testing Bayesian approach.
Since then, invasive coronary indexes have been considered the best tool for detecting myocar-
dial ischemia. Later, Fearon et al. [13], by relating the pressure and the blood flow across
microcirculation, established IMR as a flow-derived index to assess microcirculatory function.
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Although there are alternative indexes that estimate coronary flow, by assessing flow veloci-
ties with Doppler-equipped guidewires, the Doppler signal is not analysable in up to 30% of
patients [33], which could make it difficult to classify patients into study groups.

In our study protocol, we selected FFR and IMR to perform an exhaustive evaluation of
both coronary compartments to clearly define the possible patterns of circulation affectation.
It is also remarkable that the Group 4 (normal coronary indexes) will be used as a control
group, allowing normal baseline levels of circulating miRNAs to be determined and correlated
with the other study groups. Additionally, an additional group, Group 5, will also provide
information on coronary spasms.

Therefore, we consider that the precise definition of the type of coronary circulatory dys-
function, by invasive methods, will allow us to establish a robust relationship between ischemia
patterns and biomarkers with potential application in clinical practice, such as miRNAs, to be
analysed in our protocol.

Biological assessment of coronary circulation: Potential of microRNAs as
biomarkers

miRNAs are small noncoding RNAs that post-transcriptionally regulate gene expression of
approximately 60% of all human genes [34], playing a critical role in mechanistic pathways
implicated in the response to stress and the control of homeostasis [5]. Extracellular miRNAs
have been detected in body fluids in a stable form [35]. These extracellular transcripts have
been proposed as mediators of intercellular communication, including at the autocrine, para-
crine, and endocrine level. As a consequence, extracellular miRNAs have been described as
biological mediators in adaptive responses, as well as in the onset and development of disease
states [8].

A wide array of studies has demonstrated that circulating levels of miRNAs can be analysed
in blood specimens and quantified through standard techniques already available in clinical
laboratories, i.e., qQPCR, reflecting pathological states and offer insights into the molecular phe-
notype of the patient, including many manifestations of ischemic heart disease [5,8,24,34-38].
All these characteristics seem to make miRNAs especially useful when assessing the involve-
ment of the coronary circulation in chronic coronary syndromes.

To date, multiple miRNAs related to chronic coronary syndromes have been identified,
being proposed as biomarkers with potential clinical applications in diagnosis and prognosis.
However, the miRNA expression shows wide variability in the literature [24,37,38]. To avoid
this methodological problem, we will relate the different coronary patterns only to those circu-
lating miRNAs showing consistent results in the different research works, and we will perform
specific analyses to take into account the potential variability on miRNA levels between cen-
tres, since this is a multicentric study.

For these reasons, we have designed a rigorous extraction, processing and analysis protocol
to reduce variations in the miRNA levels not attributable of other external causes to the type of
coronary pattern.

Thus, a strict protocol that relates the miRNA profile to the coronary pattern would allow a
biological evaluation of the pathophysiological state of the coronary circulation. This work
could establish molecular phenotypes related to alterations in the macrovascular and / or
microvascular compartment and their consequences in chronic coronary syndromes.

Conclusion

The results of Proyecto ANFIBIO will contribute to a global and comprehensive understanding
of the physiological and biological regulation of coronary circulation by evaluating the
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relationship between invasive physiological coronary indexes and the levels of circulating miR-
NAs. The Proyecto ANFIBIO will also identify potential biomarkers for the diagnosis and clini-
cal management of chronic coronary syndromes.
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