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L RESUMEN

La valvula adrtica bivalva es una de las malformaciones cardiacas congénitas mas prevalentes,
con una incidencia global del 1% al 2%, esta asociada con un alto riesgo de disfuncion de la
valvula aodrtica y complicaciones de la aorta.

La evolucion puede ser compleja y heterogénea, se acompafia de muchos eventos vasculares
adversos y la presentacion es observada en forma aguda y cronica. Se ha propuesto que los
efectos hemodinamicos y el trastorno genético primario interactian en diversos grados,
causando simultdneamente la progresion de la aortopatia. Los microRNAs (miRNA) son una de
clase acido ribonucleico (RNA) no codificante de pequeno tamafio con alrededor de 20 a 25
nucledtidos, que se encuentran involucrados en la regulacién de la expresion génica. Estos
miRNA’s regulan funciones de muchos tipos celulares y estan directamente asociadas con la
fisiopatologia de un gran niumero de enfermedades cardiovasculares

Los miRNA’s circulantes se han sugerido como posibles biomarcadores de enfermedad en aorta
bivalva por lo cual sera importante identificar si hay asociacién con el tipo de aortopatia. Existe
poca informacion de las vias de sefalizacion involucradas, asi como la interaccion de los
miRNA’s con la progresién de la aortopatia.

El estudio de la participacién de diversos mecanismos de dafo asociados en aorta bivalva
permite establecer una comprension de los mecanismos implicados en la funcién reguladora del
miRNA’s lo cual podria reflejar procesos de remodelacion en la aorta proximal en pacientes con
aortopatia bivalva. El analisis de cada uno puede permitir a futuro definir dianas diagnésticas y
terapéuticas. Hay informacion suficiente de como algunos miRNA’s participan de forma
especifica en Insuficiencia cardiaca, arritmias, hipertrofia ventricular, enfermedad coronaria, IAM,
y calcificacion de la valvula. Algunos otros han sido enfocados a evaluar la morfologia valvular y
otros en la participacion del estrés. Por lo que en este estudio nos enfocaremos en la
identificacion de miRNA-17-5p, hsa-let-7e, miRNA-196a-5p y la patologia de valvula aortica y de
aorta.

TITULO
ANALISIS MIRNAS COMO REGULADORES CLAVE EN LA DILATACION DE AORTA ASCENDENTE EN
PACIENTES CON VALVULA AORTICA BIVALVA OPERADOS POR ESTENOSIS AORTICA

Objetivo: Cuantificar la expresion de los miRNA-17-5p, hsa-let-7e, miRNA-196-5p en tejido
valvular de pacientes con aorta bivalva e Identificar miRNA y el tipo de aortopatia y tipo de
valvula aértica bicuspide.

Material y Método: Un total de 78 pacientes con aorta bivalva fueron incluidos, 17 (22%)
mujeres y 61 (78) hombres con edad promedio general de 58 + 12. De los cuales 40 (52%) casos
con aorta bivalva y 38 (48) controles con aorta trivalva. Se trata de un estudio observacional,
analitico, prospectivo, el estudio se realizd en el Instituto Nacional de Cardiologia, Ciudad de
México, del afio 2023-2024.

Resultados: Las cirugias realizadas fueron 27 Bentall y de Bono 9 (22.5%) pacientes, bivalva y
18 (47.3%) trivalva, procedimiento de Wheat 16 (20.5%) pacientes, bivalva 10 (25%) y trivalva 6
(15.7%), Cambio valvular adrtico 26 (33%) pacientes, bivalva 19 (47.5%) y trivalva 7 (18.4%),
protesis mecanica 46 (63%) pacientes, bivalva 28 (70%) y trivalva 21 (55%), protesis biolégica
27 (35%) pacientes, bivalva 10 (25%) y trivalva 17 (45%).



La mortalidad se presento en tres pacientes (3.8%), se presentaron en los casos de aorta bivalva
(7.5%), las causas fueron por choque cardiogénico.

La sobrevida a 30 dias es menor en el grupo de aorta bivalva lo cual es del 92.3% posterior a lo
cual se mantiene hasta los 26 meses de seguimiento y en los casos tratados con aorta trivalva
fue del 100% en esta serie y se mantuvo hasta los 26 meses del seguimiento de estos pacientes.

Conclusiones:

este trabajo confirma el papel crucial de los miRNAs en la patogénesis de la dilatacion adrtica en
pacientes con VAB, subrayando su potencial como herramientas diagnosticas y terapéuticas. La
integracion de estos biomarcadores en la practica clinica podria mejorar significativamente el
manejo y tratamiento de pacientes con enfermedades aorticas

Palabras Clave: aorta bivalva, miRNA’s, estenosis aortica.

Il. INTRODUCCION

La valvula adrtica bivalva (VAB) es una de las malformaciones cardiacas congénitas mas
comunes, con una incidencia global del 1% al 2%. Esta condicién esta asociada con un alto
riesgo de disfuncion valvular aértica y complicaciones adrticas, y acompafiada de diversos
eventos vasculares adversos. Se ha propuesto que la interaccion entre efectos hemodinamicos
y trastornos genéticos primarios contribuye a la progresion de la aortopatia en estos pacientes.

Los miRNAs tienen un importante papel para la regulacion de la expresién génica post-
transcripcional; tal es el caso, que han sido propuestos como potenciales biomarcadores para la
enfermedad. Este estudio se enfoca en la identificacion y analisis de miRNAs especificos como
miRNA-17-5p, hsa-let-7e y miRNA-196a-5p, y su asociacion con la patologia. La identificacion
de estos miRNAs no solo podria ayudar a entender mejor los mecanismos subyacentes de la
aortopatia bivalva, sino también a desarrollar nuevas dianas diagnosticas y terapéuticas.

Comprender el estudio de los miRNAs en valvula aortica bivalva y pared de aorta, es de suma
importancia, ya que permite tener una comprension mas profunda de sus roles en la
remodelacién de la aorta ascendente y su progresién en la aortopatia. Dando pie a mejores
estrategias que mejoren los resultados clinicos en los pacientes con esta patologia congénita.

M. MARCO TEORICO

En los ultimos afos, se ha descubierto que los microRNAs (miRNAs) resultan ser reguladores
centrales del desarrollo del corazén y potenciales biomarcadores en diversas enfermedades
cardiovasculares. Gracias a su capacidad para dirigirse a miles de moléculas de acido
ribonucleico mensajero (RNAm), los miRNAs tienen un fuerte impacto en la regulacién genética
y las vias funcionales celulares, controlando la expresion de componentes clave en la
transduccion de sefiales en diferentes niveles. Como resultado, la posibilidad de medir sus
niveles mediante métodos no invasivos ha abierto una nueva via en el diagndstico, prondstico y
tratamiento de muchas enfermedades complejas (1).



A. Biologia de los microRNAs
Los microRNA (miRNA) son pequefios RNA no codificantes que regulan la expresion génica post-
transcripcionalmente al unirse a las regiones 3' no traducidas de sus RNAm objetivo y conducen
a la represién traslacional y la degradacidon del RNAm. Esta unién resulta en la inhibicién de la
traduccion del RNAm en proteinas o en la degradacion del RNAm, lo que disminuye la cantidad
de proteina producida a partir de ese gen en particular.
El proceso de regulacion mediado por los miRNAs es importante para una variedad de funciones
celulares y procesos biologicos. También se ha demostrado que los miRNAs estan involucrados
en el desarrollo y progresion de diversas enfermedades, incluyendo enfermedades
cardiovasculares, cancer, enfermedades neuroldgicas y metabdlicas, entre otras.
La presencia de una cantidad significativa de miRNAs en el ambiente extracelular, como en el
suero, plasma y otros fluidos corporales resulté en un descubrimiento central en la medicina
translacional representando una aplicacién potencial en la practica clinica. Estos miRNAs son
exportados de forma selectiva al espacio extracelular y se incorporan en vesiculas extracelulares
(exosomas, microvesiculas) o lipoproteinas que los protegen de la degradacion, en el espacio
extracelular se han asociado con diversas enfermedades, incluyendo enfermedades
cardiovasculares, lo que sugiere su potencial uso como novedosos biomarcadores no invasivos
para el diagnostico, pronédstico y tratamiento de diversas enfermedades (2).

B. miRNAs y enfermedades cardiovasculares
Se han identificado numerosos mMiRNAs que estan asociados con enfermedades
cardiovasculares. Estos miRNAs han sido objeto de investigacion en estudios clinicos y
experimentales para comprender su papel en la fisiopatologia cardiovascular y su potencial como
biomarcadores o posibles dianas terapéuticas. Los miRNAs a los que se enfocara él estudio se
enlistan a continuacion:

a) miRNA-17-5p: Su sobreexpresion conduce a una disminuciéon de la actividad de los
inhibidores tisulares de las metaloproteinasas de matriz y a la activacion simultanea de
las metaloproteinasas y, por tanto, inducen una dilatacién aértica progresiva con
degradacién de la matriz extracelular. Recientemente un estudio analizé la expresion de
este miRNA en pacientes con valvula aortica bivalva, confirmando que existe una mayor
expresion de miRNA relacionados con miR-17 en tejido menos dilatado en comparacion
con tejido muy dilatado del mismo.

b) hsa-let-7e: se considera un miRNA relacionado con el endotelio y se encuentra altamente
expresado la dilatacion de aorta ascendente. Los estudios han revelado la expresion
aberrante de miembros let-7 en enfermedades cardiovasculares, como hipertrofia
cardiaca, fibrosis cardiaca, miocardiopatia dilatada (MCD), infarto de miocardio (IM),
arritmia, angiogénesis, valvula aortica bivalva, aterosclerosis e hipertension. Let-7
participa en la diferenciacion cardiovascular de células madre embrionarias. TLR4, LOX-
1, Bcl-xl y AGO1 son ahora los genes blanco, identificados de let-7. Se sospecha que el
let-7b circulante es el biomarcador del infarto de miocardio agudo y el let-7i, el
biomarcador de la MCD. Se necesitan mas estudios para identificar los objetivos
genéticos y las vias de senalizacion de let-7 en las enfermedades cardiovasculares mas
especificamente en valvulas bivalvas. Let-7 podria ser un objetivo terapéutico potencial
para las enfermedades cardiovasculares.

c) miRNA-196a-5p: En el genoma de los vertebrados, los genes miR-196 estan incrustados
dentro de grupos de genes del factor de transcripcion Hox. La familia miR-196 incluye
miR-196a1, miR-196a2 y miR-196b transcritos a partir de tres genes diferentes ubicados



en los cromosomas 17921, 12q13 y 7p15, respectivamente, HOXBS8, que es esencial para
la diferenciaciéon mieloide, podria ser el objetivo de miR-196a2 demostrado por Kawasaki
y Taira, en 2004. En un estudio previo, Xu et al. (2009) descubrieron que el genotipo CC
miR-196a2 rs11614913 aumentaba el riesgo de enfermedad coronaria al aumentar la
cantidad de miR-196a2 maduro y afectar la uniéon de HOXB8 a miR-196a2 maduro,
alterando asi la sefalizacion de miR-196a-HOXB8-Sonic hedgehog (Shh). Poca
informacion existe de este miRNA y su asociacion con la valvula bivalva sin embargo se
ha demostrado que este miR tiene una mayor regulacion negativa en las valvas aérticas
estendticas de pacientes con VAB en comparacion con pacientes con VAT, lo cual podria
estar asociado con la calcificacion de diferentes estructuras en el corazon.

Estudios de asociacion miRNAs

Aortopatia asociada a la valvula aértica bicuspide (VAB)

Existe debate sobre la patogénesis subyacente de la aortopatia asociada a la valvula aértica
bicuspide (VAB). Ademas de las bases genéticas del VAB, también se ha reconocido un papel
de las fuerzas hemodinamicas en el desarrollo de la enfermedad, donde la formaciéon anormal de
las cuspides durante la embriogénesis conduce a un flujo y una tension de corte alterados. En
este contexto, se ha demostrado que los miRNAs llenan el vacio entre los factores genéticos y
hemodinamicos, regulando la expresion génica y respondiendo a cambios ambientales a nivel
postranscripcional (3).

De hecho, diferentes miRNAs, han demostrado ser sensibles a la tensién de corte en las células
endoteliales de la valvula adrtica, lo que potencialmente desencadena enfermedades valvulares,
razon por la cual se les atribuye un caracter mecanosensible (4).

Existe evidencia acumulada que sugiere que la alteracién en los patrones de expresion de
miRNAs podria modificar la homeostasis del tejido valvular, lo que conduce a la estenosis adrtica
con valvulas bicuspides. Los datos obtenidos sobre los niveles de expresion de miRNAs en las
células endoteliales aisladas y las diferencias entre las valvulas adrticas bicuspides sugieren que
el metabolismo desregulado de especies reactivas de oxigeno que conducen a la apoptosis
podria contribuir a desencadenar la degeneracion de la valvula aodrtica.

Mas aun, Du et al demostraron un notable aumento de miRNAs en las valvas de valvulas aorticas
bicuspides (VAB) en comparacion con las valvulas aorticas tricuspides (VAT), lo cual se
correlaciond inversamente con una mayor expresion de RNAm de SMAD?7 tanto en células
intersticiales de valvulas humanas como porcinas. Ademas, los autores examinaron los cambios
funcionales entre las VAB y las VAT, mostrando una mayor expresion de MMP2 y MMP9 en las
valvas de las VAB, lo que indica un desorden en la matriz extracelular de las valvas de las VAB,
probablemente induciendo calcificacion valvular (5,6).

En la investigacion de Poggio et al., realizaron un estudio experimental in vitro que demostré que
los procesos biolégicos que ocurren a nivel del endotelio involucrados en las etapas iniciales de
la estenosis adrtica con valvulas bicuspides difieren entre si pues encontraron diferencias en la
expresion basal de varios miRNAs entre las células endoteliales aisladas de las valvulas. Los
analisis funcionales de las vias revelaron una posible alteracién en la via del metabolismo de
peréxido de hidrégeno, lo que lleva a un dafio excesivo en el ADN, y de la via de sefalizacion
apoptética intrinseca, confirmando que las células endoteliales de valvulas adrticas bicuspides
tienen un deterioro en el metabolismo del peréxido de hidrogeno, lo que lleva a un aumento en
la apoptosis (7,8).

Un grupo de pacientes que se sometieron a reparacion/reemplazo electivo de la valvula adrtica
con reemplazo adrtico proximal debido a la enfermedad de VAB, con o sin aneurisma aodrtico
concomitante; el analisis de miRNAs del tejido aértico incluyd miRNAs entre los cuales se
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encontraban miRNAs asi como un analisis de la expresion de MMP2, TIMP1/2 a nivel de RNAm
y proteina, es decir, los microRNAs del tejido adrtico pueden reflejar procesos de remodelacion
de la aorta proximal en la aortopatia de VAB, y estos microRNAs especificos del tejido adrtico
pueden ejercer efectos reguladores en la aortopatia a través de su impacto en la homeostasis de
MMPs/TIMPs en el nivel de la curvatura mayor (10,11).

Sophocleous et al. estudiaron cambios regionales alrededor de la pared de la aorta ascendente
(AoA) en pacientes con VAB y aortopatia, integrando datos moleculares e imagenes clinicas en
pacientes a los que se les resecd quirurgicamente tejido aortico y midieron marcadores
moleculares a lo largo de la circunferencia de AoA. Compararon los perfiles de miRNAs,
contenido proteico, fragmentacion y degeneracion de la elastina ente segmentos
circunferenciales dilatados (anterior/derecho) vs no dilatados (posterior/izquierdo); los analisis
identificaron cinco miRNAs diferencialmente expresados a lo largo de la circunferencia de AoA
(12).

Zhang et al. analizaron el perfil de expresion y el mecanismo de los miRNAs circulantes en
exosomas plasmaticos relacionados con VAB y AoA, en comparacién con individuos sanos con
valvula aértica tricuspide y bajo riesgo cardiovascular, mediante secuenciacion de RNA pequefio
para identificar los miRNAs especificos. Los niveles de expresiéon de miRNAs exosomales
aumentados se alteraron significativamente en la enfermedad de VAB; miRNAs esta involucrado
en la aparicion y desarrollo de VAB y su complicacién de dilatacion de AoA al regular la
sefalizacion de TGF-f3, este miRNA podria dirigirse a SMAD2 y disminuir los niveles de proteina
de SMAD2 y P-SMAD2 (13).

En un estudio mediante micromatrices (microarrays) en muestras de tejido de individuos con
valvula adrtica tricuspide sana, pacientes con VAB y pacientes con VAB para comparar e
identificar los miRNAs especificos asociados con la VAB y la dilatacion adrtica.

Los patrones de expresion de los miRNAs candidatos se validaron mediante reaccion en cadena
de la polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR) en una cohorte independiente. Observaron
que los niveles de expresion de los miRNAs circulantes estan significativamente influenciados
por la morfologia de la valvula adrtica (bicuspide/tricuspide) y podrian estar funcionalmente
involucrados en la regulacion de la senalizacion del TGF-B1 (16).

Aneurismas aorticos

Hasta la fecha, la mayoria de las investigaciones relacionadas con los miRNAs se han centrado
en la remodelacion vascular y la patogénesis de la formacion de aneurismas adrticos (AA),
excluyendo a los pacientes con valvula adrtica bicuspide (VAB).

Calcificacion

El desarrollo de la enfermedad valvular adrtica calcificada (EVAC) es un proceso complejo de
calcificacion ectopica que involucra varios factores que conducen a la estenosis de la valvula
aortica, cambios hemodinamicos y, en casos graves, incluso la muerte subita.

Se han propuesto diversas rutas, la evidencia mas reciente sugiere que la proteina morfogenética
0sea 2 (BMP2) puede inducir la activacion proosteogénica de las células intersticiales de la
valvula (VICs) adrtica. Se demostré que los miRNAs participan en la regulacion de la
diferenciacion osteogénica en las VICs. El analisis de prediccion de objetivos y el ensayo de
doble luciferasa confirmaron que los miRNAs se une preferentemente a BMP2. Ademas, se
examiné el efecto del eje miRNAs/BMP2 en la diferenciacion osteogénica en las VICs mediante
el enfoque de ganancia y pérdida de funcion en las valvas calcificadas de la valvula adrtica in
vivo; es decir, el miRNAs regula la diferenciacion osteogénica en las VICs a través de la



regulacién negativa de BMP2, lo que destaca que miRNAs podria ser un objetivo terapéutico
potencial para la EVAC (17,18,19).

En un estudio extenso, Zheng et al. En su analisis sugirio vias potencialmente importantes en la
inflamacion y la fibrocalcificacion durante la patogénesis de la EVAC, y los patrones de células
inmunes en la EVAC indicaron que los macrofagos MO y las células B de memoria estaban
significativamente aumentados, y que muchos genes en las células inmunes también se
expresaban de manera diferente (20,21).

Por lo tanto, la identificacion de estas especies moleculares estan asociados a la patologia aértica
que han demostrado la complejidad y la diversidad de los mecanismos moleculares que
subyacen en estas patologias. Los miRNAs presentes en la enfermedad valvular adrtica
calcificada y con dilataciéon de aorta, tienen un papel fundamental en la regulacion de vias de
sefalizacién, procesos celulares y cambios en la expresion génica que contribuyen a la
progresion y el desarrollo de estas enfermedades. La identificacion de estos miRNAs dan pie a
futuras investigaciones que evaluen las conexiones entre estos miRNAs y las alteraciones en
VAB, asi como aorta ascendente. Generenado nuevas oportunidades para desarrollar diferentes
manejos dirigidos a la modulacion de estas moléculas reguladoras con el fin de prevenir estas
enfermedades.

Iv. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
¢La expresion de los miRNA-17-5p, hsa-let-7e, miRNA-196-5p y hsa-miR-16 se asocian a la
patologia de valvula adrtica bicuspide en pacientes mexicanos?

Hipétesis

A. Hipétesis alterna
Existe una asociacion significativa entre los perfiles de expresion de miRNAs y la presencia de
patologia adrtica en pacientes.

B. Hipétesis nula
No hay asociacion significativa entre los perfiles de expresion de miRNAs y la presencia de
patologia adrtica en pacientes.

V. JUSTIFICACION

Las enfermedades aodrticas representan una preocupante carga de morbilidad y mortalidad a
nivel global, y su prevalencia estd en aumento. México no es ajeno a este escenario, con un
creciente numero de pacientes que buscan atencién médica en centros especializados como el
Instituto Nacional de Cardiologia (INC). A pesar de este panorama, existe una brecha de
conocimiento en cuanto a la comprensioén precisa de los mecanismos subyacentes a estas
enfermedades, lo que limita la capacidad de desarrollar estrategias de prevencion y tratamiento
efectivas.



Como se ha descrito, los miRNA’s han surgido como elementos clave en la regulacion de la
expresion génica, se ha demostrado que desempefian un papel importante en el desarrollo y la
progresion de diversas enfermedades, incluidas las patologias adrticas. Estas especies
geneticas en poblaciones especificas puede influir en la expresion de miRNA y, por lo tanto, en
la predisposicion a enfermedades aodrticas. Dada la diversidad genética unica de la poblacion
mexicana y la alta prevalencia de enfermedades cardiovasculares en el pais, es esencial llevar
a cabo un estudio centrado en la poblacion con oresencia de aorta bivalva.

El Instituto Nacional de Cardiologia es un centro de referencia en México, con una amplia
experiencia en el diagndstico y tratamiento de enfermedades cardiovasculares, incluidas las
aorticas. Un estudio que investigue la asociacion de diversos miRNA con enfermedades aodrticas
en pacientes mexicanos atendidos en este Instituto puede proporcionar informacién valiosa. La
realizacion de un estudio a nivel local permitira la identificacion de perfiles de expresion de miRNA
especificos para esta poblacion, lo que podria conducir a la identificacién de biomarcadores Utiles
para el diagnéstico temprano, la estratificacion de riesgos y el monitoreo de la progresion de
enfermedades adrticas.

VL. OBJETIVOS
VLI. Objetivo general:

Cuantificar la expresion de los miRNA-17-5p, hsa-let-7e, miRNA-196-5p en tejido
valvular de pacientes con aorta bivalva e Identificar miRNA y el tipo de aortopatia y
tipo de valvula adrtica bicuspide.

VLII. Objetivos especificos:

1. Comparar los niveles de miRNAs en una muestra de pacientes con patologia adrtica.

2. Evaluar la expresion de hsa-let-7e, miRNA-17-5p, miRNA-196-5p con diametros de la
dilatacion aorta toracica

3. Correlacionar la expresion de los miRNA'’s en el tipo de patologia aortica y el tipo de
valvula bicuspide

4. Determinar in-silicio los genes blancos que se encuentren asociados con la presencia
de aorta bivalva.

5. Evaluar la asociacion de miRNA’s estudiados con complicaciones por cirugia o Re
operaciones

6. Correlacionar los miRNA’s con la morfologia de aorta bivalva

7. Correlacionar miRNA’s con FEVI

8. Correlacionar miRNA’s con presencia de trastornos del ritmo.

9. Evaluar asociacion de miRNA'’s e insuficiencia cardiaca preservada, moderadamente
reducida y reducida.

10. Evaluar correlacién entre miRNA'’s y biomarcadores de dislipidemia

11. Evaluar la relacion entre los perfiles de expresion de miRNAs y caracteristicas clinicas
en una muestra de pacientes con patologia adrtica, como la presencia de dilatacion
aortica, diseccion, hipertension y otros factores de riesgo cardiovasculares.

12. Describir las variables sociodemograficas de la muestra de pacientes.



VIL.

DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio observacional, analitico, prospectivo.

VIIL.

PACIENTES Y METODO
A. Lugar o sitio del estudio

El estudio se realizara en el Instituto Nacional de Cardiologia, Ciudad de México

B. Criterios de seleccion
1. Criterios de inclusion

Se incluiran en el estudio a pacientes:

ounkhw N=

o N

Adultos mayores de 18 afios.

Pacientes que han sido diagnosticados con patologia aértica confirmada por pruebas de
imagen, como ecocardiografia, tomografia computarizada o resonancia magnética.
Pacientes que reciben atencion médica en el Instituto Nacional de Cardiologia.

Tanto pacientes de género masculino como femenino.

Pacientes dispuestos a proporcionar muestras de tejido para analisis de miRNAs.
Pacientes que proporcionen informaciéon detallada sobre sus antecedentes médicos,
incluyendo condiciones cardiovasculares previas y tratamientos recibidos.

Pacientes que otorguen su consentimiento informado para participar en el estudio.
Pacientes mexicanos con al menos 2 generaciones anteriores de origen

2. Criterios de exclusion

Se excluiran del estudio las siguientes pacientes:

1.

No

Individuos menores de 18 afios.

Pacientes con patologia adrtica que no hayan sido confirmados mediante pruebas de
imagen.

Pacientes con enfermedades concomitantes que puedan influir significativamente en la
expresion de miRNAs, como patologias autoinmunes sistémicas.

Pacientes que han recibido tratamientos especificos que puedan alterar la expresion de
miRNAs, como terapias inmunosupresoras.

Pacientes con dificultades cognitivas que tengan dificultad para la comprension de los
procedimientos y requisitos del estudio.

Pacientes que se nieguen a proporcionar muestras o informacién médica relevante.
Mujeres embarazadas o en periodo de lactancia por las posibles implicaciones para la



interpretacion de los resultados.

3. Criterios de eliminacion

1. Retiro voluntario del paciente del estudio durante cualquier etapa.

2. Incumplimiento sustancial de los procedimientos de recoleccion de muestras o la
provision de informacion requerida.

3. Deterioro de la calidad de las muestras, lo que podria afectar la precision de los analisis.

4. Incapacidad de obtener una cantidad suficiente de muestras para el analisis de miRNAs.

Recoleccion de Muestras:

Técnica quirargica

Para técnica quirargica para el cambio valvular adrtico posteriormente al protocolo de
anestesiologia y paciente con anestesia general, posterior a la apertura esternal y de pericardio,
se administra heparina, se canula paciente y se inicia circulacién extracorporea, ya en hipotermia
leve se realiza pinzamiento adrtico y administracion de cardioplejia anterograda, se realiza
aortotomia, se visualiza valvula aortica y se realiza reseccion de la misma con tijera metzenbaum
y con pinzas de allis para poder realizar una completa reseccién y sin lesionar estructuras
adyacentes como el anillo aértico, valva anterior de valvula mitral, septum interventricular y
ostiums coronarios, posterior al retiro de valvas, se colocan punto en anillo adrtico y de coloca
protesis valvular, se verifica correcto funcionamiento, se toma muestra de pared de aorta,
posteriormente se realiza aortorrafia, se asciende temperatura y despinza aorta, posteriormente
se realiza separacion de circulacion extracorpérea y se da por finalizado procedimiento
quirurgico.

La recoleccion de la muestra de pared aorta se realiz6 en las cirugias de cambio valvular aortico,
Bentall y De Bono y procedimiento de wheat, en pacientes con aorta bivalva como trivalva,
tomando una pequefia muestra para pacientes que se les realiza cambio valvular aértico, a los
pacientes que se les realiza sustitucion de anillo aértico y aorta ascendente se realiza mayor
recoleccion de pared aorta.

Tras la reseccion, las muestras se lavaron con solucion salina estéril para eliminar la sangre y se
congelaron inmediatamente y fueron almacenadas a -80° C.

Procesamiento de Muestras

Pulverizacion de Muestras: Las muestras congeladas se pulverizaron utilizando nitrégeno
liquido para mantener la integridad del RNA y evitar la degradacion. Este proceso se llevo a cabo
en un mortero preenfriado, pulverizando hasta obtener un polvo fino. El tejido se resuspendié en
una solucion de Tripure (un reactivo basado en fenol y guanidina tiocianato) para la extraccion
de RNA total. La resuspension se realizé siguiendo las instrucciones del fabricante TripureTM
(Roche Molecular Biochemicals), asegurando una homogenizacion adecuada del tejido. Las
muestras resuspendidas en Tripure se almacenaron a -80 grados Celsius hasta su posterior
procesamiento. Este almacenamiento garantiza la estabilidad del RNA y previene su degradacion



Extraccion del RNA total.

El RNA total se extrajo del tejido adiposo epicardico y mediastino que se encontraba congelado
a -70°C, utilizando el reactivo TripureTM (Roche Molecular Biochemicals), posteriormente se
realizé la retrotranscripcién con 1ug de RNA total para la sintesis de cDNA siguiendo el protocolo
del kit “HighCapacity cDNA Reverse Transcription” (Applied Biosystems), el cDNA se guarda a -
20°C.

PCR-Tiempo real

La expresion del Let7a-5p (hsa-let-7a-5p), miRNA17a-5p (hsa-miR-17-5p) y miRNA-196a-5p
(hsa-miR-196a-5p) en pared de aorta de paciente con aorta bivalva y trivalva, se cuantifico
empleando ensayos TagMan para microRNA utilizando el equipo 7300 Real Time PCR System
(Applied Biosystems). Las condiciones de ciclaje fueron 2 min a 50°C y 10 min a 95°C, seguidos
por 40 ciclos de 15s a 95°C y 1min a 60°C.

Los niveles de expresiéon se determinaron por duplicado y se nhormalizaron con el gen enddégeno
miRNA-16-5p (hsa-miR-16-5p) en pared de aorta de paciente con aorta bivalva y trivalva. Se
realiz una cuantificacion relativa por medio de la siguiente formula: 22,

Analisis estadistico

Los datos se analizaron utilizando el software SPSS version 21 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
La normalidad de cada variable se determind mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Para
representar las variables cuantitativas, se utilizé la media + desviacion estandar (DE), y las
variables cualitativas se reportaron como frecuencias con sus respectivos porcentajes. Las
variables se compararon utilizando las pruebas t de Student o U de Mann-Whitney para 2 grupos.
Se empleo el analisis de correlacion de Pearson para evaluar la asociacion entre los niveles de
expresion de miR y los parametros bioquimicos clinicos. El valor diagndstico de la expresion de
miR se evalud calculando el area bajo la curva (AUC) en modelos ROC para definir el punto de
corte optimo.

Tamano de muestra

El Calculo de tamafo de muestra estimado fue Mediante prueba de dos medias: tomando en
cuenta los resultados de este articulo Wu et al., Progressive Aortic Dilation Is Regulated by miR-
17-Associated miRNAs. J Am Coll Cardiol. 2016 Jun 28;67(25):2965-77. doi:
10.1016/j jacc.2016.04.027. PMID: 27339495.

Su formula es la siguiente

Calculo del tamafio muestral: Correccién para muestra finita:
2 N
S = —
N=72 Ne N
62 1+ PT
N: tamafio muestral; N,: tamafio muestral corregido;
Z,: nivel de confianza; N: tamario muestral calculado;
s%: varianza poblacional; PT: tamafio de la poblacion.
§: precision de la estimacion.
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El calculo se hizo en base a la expresion del miRNA en cada situacion de la aorta cuando hubo
dilatacion leve y severa y en nuestro caso no tenemos aorta normal, por lo que el calculo se
considerara con un error alfa de 0.05 y poder de 0.80 que da un total de 64 casos por grupo.

Error a

Poder

Delta

Tamafio de
muestra requerido

Calculo de la expresion de
miRNA17 en pacientes con
dilatacion aortica leve vs severa
1.5 vs 1 respectivamente

0.05

0.80

2.82

64 casos por
grupo

Calculo de la expresion de miRNA17
en Calculo de la expresion de
mMiRNA17 en pacientes con
dilatacién aortica leve vs severa 1.8
vs 1 respectivamente pacientes con
dilatacién aortica leve vs severa 1.8
vs 1 respectivamente

0.01

0.99

4.92

194 casos por
grupo

Calculo de la expresion de miRNA17
en pacientes con dilataciéon aortica
leve vs normal 15 vs 0.6
respectivamente

0.05

0.80

2.91

21 casos por grupo

Calculo de la expresion de miRNA17
en pacientes con dilataciéon aortica
leve vs normal 15 vs 0.6
respectivamente

0.01

0.99

5.01

62 casos por grupo

Calculo de la expresion de miRNA17
en pacientes con dilatacién aortica
severa vs normal 1 vs 0.6
respectivamente

0.05

0.80

2.82

100 por grupo

Calculo de la expresion de miRNA17
en pacientes con dilatacién aortica
severa vs normal 1 vs 0.6
respectivamente

0.01

0.99

4.92

330 por grupo

IX. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos seran analizados en el programa SPSS version 19 (SPSS Inc. Chicago USA). Se
llevara acabo un analisis descriptivo de todas las variables y estos resultados seran expresados
como la media  desviacion estandar (DS). La comparacion entre grupos se realizara mediante
la prueba t de Student para variables continuas. En el caso de las variables que no presenten
una distribucion normal, se llevara a cabo la prueba U de Mann-Whitney o Kruskal Wallis.
Posteriormente se llevara a cabo un analisis de regresion logistica binaria con la construccién
del modelo de acuerdo a las variables que resulten de importancia. Finalmente, se realizara un
analisis de correlacidon por medio de la prueba de Spearman. Los resultados con valores de p

<0.05 seran considerados significativos.
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X. RESULTADOS
Un total de 78 pacientes con aorta bivalva fueron incluidos, 17 (22%) mujeres y 61 (78) hombres
con edad promedio general de 58 + 12. Las caracteristicas demograficas se muestran en Tabla

1.

Tabla 1. Caracteristicas demograficas de los pacientes incluidos en el estudio datos de
casos y controles en general.

Total Mujeres Hombres p
n=17 n=61

Edad 48 + 12 60 + 12 58 + 12 NS

IMC 26+5 26+ 2 26+5 NS

Laboratorio

Mediana (Min-Max) Q1,Q2,Q3

BH 14 (8.7-17.8) 13.1(9.9-16.9) 14.6 (8.7-17.8) 0.03
12-14-16) 11.8-13.1-14.8 13-15-16)

Leucocitos 7.6 (3.5-18.3) 7.3 (3.5-17.2) 7 (3.8-18.3) NS
6-7.1-8.5 5.7-7.3-8.6 6-7-9

Linfocitos 1.7 (0.4-9.3) 2.1 (1-9.3) 1.6 (0.4-4.2) NS
1.3-1.7-3.2 1.4-2.1-2.8 1.3-1.6-2.2

Neutrofilos 4.2 (1.1-14.1) 4.1 (1.114.1) 4.3 (2-13.8) NS
3.1-4.2-5.1 2.8-4.1-6.0 3.2-4.3-5.2

Plaquetas 200 (86-453) 233(152-453) 196 (86-427) NS
175-200-247 187-233-319 163-196-247

Colesterol total 143 (46-246) 144 (76-218) 143 (46-246) NS
121-143-178 112-144-177 124-143-183

HDL 40 (14.72) 41 (33-68) (39-14-72) 0.07
33-40-46 38-41-51 31-39-45

LDL 89 (24-190) 80 (24-147) 90 (26-190) NS
69-89-109 55-80-107 72-90-110

Triglicéridos 113 (53-245) 106 (55-192) 110 (53-245) NS
84-110-134 87-106-159 83-110-131

Glucosa 99 (77-199) 115(77-199) 99 (79-189) NS
90-99-112 86-115-145 92-99-107

Urea 22 (9.3-277) 23 (9.3-34.6) 22(10-277) NS
16-22-29 14-23-28 16.6-22-28

Creatinina 1.0 (1.0-6.0) 0.74 (1-2) 1 (1-6) 0.003
0.8-1.0-1.3 0.61-0.74-0.98 0.87-1-1.3

Acido Urico 6 (2.3-13.1) 4.6 (3-8) 6.1(2.3-13.1) 0.01
4.6-6-7.3 3.9-4.6-6.3 5.1-6.1-7.7

VSG 5 (1-59) 10 (2-59) 5(1-23) NS
2.5-5-18 3-10-48 2.5-5-10.2

PCR 5(2-612) 4.9 (0.3-299) 5.7 (2-612) NS
1.3-5-26.4 0.8-4.9-37.5 1.5-5.7-31.2

Comorbilidades n (%)

DM 12 (15.4) 7 (41) 5(8) 0.003

HAS 29 (37.2) 9 (53) 20 (33) 0.08

Dislipidemia 12 (15.4) 3(18) 9 (15) NS
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EPOC
IAM previo

NS
NS

Tabla 2. La distribucion de las caracteristicas demograficas en relacion a casos
con aorta bivalva versus aorta trivalva

Total Casos con Controles con p
n=78 aorta bivalva aorta trivalva
n=40 n=38

Hombres 61 (78) 29 (73) 32 (84) NS

Mujeres 17 (22) 9 (23) 8 (21) NS

Edad 48 £ 12 54 + 10 62+ 13 0.007

IMC 265 265 274 NS

LaboratorioMediana (Min-Max) Q1,Q2,Q3

BH 14 (8.7-17.8) 12.2 (9.7-17.8) 14.2(9.7-17.8) NS
12-14-16) 13.1-14.2-16 13.1-14.2-15.7

Leucocitos 7.6 (3.5-18.3) 7.1(3.5-11.7) 7.1 (3.9-18.3) NS
6-7.1-8.5 6.37.1-8.4 5.4-7.1-9.1

Linfocitos 1.7 (0.4-9.3) 2.1(0.7-4.2) 1.5 (0.4-9.3) 0.01
1.3-1.7-3.2 1.6-2.1-2.6 1.2-1.5-2.0

Neutroéfilos 4.2 (1.1-14.1) 4.1 (1.1-7.7) 4.5 (2.0-14.1) NS
3.1-4.2-5.1 3.4-4.1-4.7) 3.0-4.5-6.8

Plaquetas 200 (86-453) 214 (98-377) 199(86-453) NS
175-200-247 176-214-254 168-199-243)

Colesterol total 143 (46-246) 142 (46-246) 148 (76-218) NS
121-143-178 121-142-171 119-148-183

HDL 40 (14.72) 40 (14-61) 42 (19-72) NS
33-40-46 33-40-45 33-42-51

LDL 89 (24-190) 89 (26-190) 89(23-150) NS
69-89-109 70-89-107 69-89-119

Triglicéridos 113 (53-245) 113 (55-190) 103 (53-245) NS
84-110-134 87-113-132 82-103-139

Glucosa 99 (77-199) 99 (77-189) 101 (79-199)- NS
90-99-112 89-99-107 90-101-119

Urea 22 (9.3-277) 21 (9-277) 22 (10-45) NS
16-22-29 16-21-29 16-22-28

Creatinina 2.0 (1.0-6.0) 0.97 (1-6) 1.0 (1-2) NS
0.8-1.0-1.3 0.81-0.97-1.31  0.80-1.0-1.3

Acido Urico 6 (2.3-13.1) 6 (3.7-10.1) 6 (2.3-13.1) NS
4.6-6-7.3 4.6-6-7.3 4.6-6-7.5

VSG 5 (1-59) 4 (1-6) 6 (2-59) NS
2.5-5-18 4-6-8 3-6-23

PCR 5(2-612) 6.7 (3-312) 4.3 (2-299) NS
1.3-5-26.4 1.4-6.7-16.1 1.2-4.3-72.5

DM 12 (15.4) 9 (23) 3(7.8) 0.04

HAS 29 (37.2) 14 (35) 15 (39) NS
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Dislipidemia 12 (15.4) 6 (15) 6 (16) NS
EPOC 6 (7.7) 1(2.5) 5 (13)38 NS
IAM previo 4 (5.1) 2 (5) 2 (5.1) NS

Tabla 3. Frecuencia y promedios de parametros de imagen y cardiovasculares entre
pacientes con valvula bivalva y trivalva

Total
n=78
Valvula nativa
Estenosis aortica
Doble lesion
aortica
Coartacion
aortica
FEVI 51 (15-74)
37-51-60
PSAP 33 (10-98)
27-33-42
Gradiente medio 31 (2-102)
Area valvular 0.70 (0.20-
4.20)
0.51-0.70-1.20
Area valvular 0.40 (0.10-
indexada 3.75)
0.29-0.40-0.90
Anillo aértico 24 (9-40)
21-24-27
Senos de valsava 36 (17-79)
31-36-42
Unién 31 (11-85)
Sinotubular 27-31-40
Aorta ascendente 39 (15-100)
34-39-50

Casos con aorta
bivalva

n=40

36 (90)

27 (68)
18 (45)
2 (5)

51 (15-74)
37-51-60

34 (10-80)
25-34-43

46.5 (3-102)
12.4-46.5-67.7
0.53 (0.20-1.0)
0.49-0.53-0.70

0.30 (0.10-0.60)
0.22-0.30-0.40

23 (9-34)
20-23-26
34 (17-78)
27-33-40
29 (11-80)
26-29-38
36 (15-84)
34-36-43

Controles
aorta trivalva
n=38

38 (100)

14 (37)
14 (37)

0(0)

32 (10-98)
27-31-39

7 (2-90)
3-7-40

1.3 (0.38-4.9)
0.77-1.3-2.0

0.99 (0.20-3.75)
0.50-0.99-1.60

25(18-40)
22-25-28
39 (20-79)
33-39-47
35 (16-85)
28-35-44
46(16-100)
35-46-59

con p

NS
0.01
NS
NS

NS
0.0001

0.0001

0.0001

0.01
0.007
0.02

0.01
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Tabla 4 . Tipo de cirugia realizada, frecuencia del tipo de técnica, parametros quirurgicos y

numero de fallecidos entre pacientes intervenidos por estenosis aortica con valvula bivalva

y trivalva.

Tipo de cirugia Total Bivalva Trivalva p
n=78 (100) n=40 (52) n=38 (48)

Bentall y De Bono 27 (34.6) 9 (22.5) 18 (47.3) 0.01

Bentall + Arco 2 (2.5) 0 (0) 2 (5.2) NS

Cambio valvular aértico 26 (33) 19 (47.5) 7(18.4) 0.008

Cambio valvular aértico y mitral 1 (1.2) 0(0) 1(2.6) NS

Wheat 16 (20.5) 10 (25) 6 (15.7) NS

Sustitucién supracoronariana 2 (2.5) 0(0) 2(5.2) NS

Sustitucién arco 1(1.2) 0(0) 1(2.6) NS

Sustitucién aorta ascendente 1(1.2) 1(2.5) 0(0) NS

Warden 2(2.5) 0 (0) 2(2.6) NS

Tipo de valvula implantada

Mecanica 49 (63) 28 (70) 21 (55) NS

Biolégica 27 (35) 10 (25) 17 (45) 0.005

Tiempos de cirugia

Mediana (Min-Max)

Q1-Q2-Q3

Pinzamiento 146 (47-305) 114 (47-280) 152 (66-305) 0.001
97-146-188 95-114-168 115-152-214

CEC 183 (71-630) 150 (71-568) 224 (76-230) 0.005
135-183-288 124-150-240 153-224-350

Sangrado 410 (3-4900) 370 (3-790) 490 (190-4900) 0.004
325-420-680 230-370-480 360-490-850

Muerte n (%) 3(3.8) 3(7.5) 0 (0) 0.07
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La mortalidad solo se presentd en tres casos de aorta bivalva, los cuales ocurrieron en los
primeros 3 dias del postquirurgico y las causas fueron por choque cardiogénico.
La sobrevida a 30 dias es menor en el grupo de aorta bivalva lo cual es del 92.3% posterior a lo
cual se mantiene hasta los 26 meses de seguimiento y en los casos tratados con aorta trivalva
fue del 100% en esta serie y se mantuvo hasta los 26 meses del seguimiento de estos pacientes.
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Tabla 5
Caso | Edad | Sexo | IMC | Comorbilidad | FEVI | AA| SV | UST | Ao | Tipo Tipo de | Causa de
Asc | de valvula muerte
cirugia
1 53 M 31 HAS+ |AM | 46 26 |51 | 38 34 | Bentall | Biolégica | Choque
previo cardiogénico
2 59 M 24 | HAS 54 34 |78 | 69 71 | Wheat | Biolégica | Choque
cardiogénico
3 64 M 23 | No tenia 54 24 | 46 | 40 46 | Wheat | Mecanica | Choque
cardiogénico
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Figura 6. Comparacién entre los niveles de expresion en tejido de los pacientes control y con
valvula bivalva en let-7e-5p, miR-17a-5p, y miR-196-5p. Los datos se normalizaron con miR-16
y se expresan como medianas (min. - max.) (prueba U de Mann-Whitney). *p > 0.05.
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Figura 7. Comparacién entre los niveles de expresion en tejido de los pacientes control y con
valvula bivalva en let-7e-5p, miR-17a-5p, y miR-196-5p. estratificado por estenosis aortica. Los

datos se normalizaron con miR-16 y se expresan como medianas (min. - max.) (prueba U de
Mann-Whitney). *p > 0.05.

Tabla 6. Niveles de Expresion de microRNAs en Grupos Control y Bivalva con y sin Estenosis

Bivalva Control P1 P2
No estenosis Estenosis No estenosis Estenosis
N=10 N=28 N=26 N=12
Let-7e-5p | 6.61 (1.5- | 6.60 (0.62- [ 1.17  (0.02- | 5.61 001- | o 0r |o13
64.05) 155.43) 12.37) 12.67) ' '
miR-17a- 15.10 (0.78- | 9.43 (0.09- | 42.44 (9.58- | 142.98 (6.21- 0.005 0.01
5p 63.99) 131.40) 439.25) 335.73) ' '
miR-196- 6.24 (1.33- | 6.94 (0.35- | 2.94 (0.17- | 4.14 (0.11- 0.74 0.10
5p 33.03) 111.75) 14.82) 890.28) ' '

p1: no estenosis Bivalva vs no estenosis control, p2: estenosis bivalva vs estenosis control

La tabla 6 y la figura 7 muestra los niveles de expresion de los microRNAs Let-7e-5p, miR-17a-
5p y miR-196-5p en diferentes grupos (control y Bivalva) con y sin estenosis. Para Let-7e-5p, los
niveles en el grupo bivalva sin estenosis fueron 6.61 (1.5-64.05) y en Bivalva con estenosis 6.60
(0.62-155.43). En Control sin estenosis, los niveles fueron significativamente menores (1.17,
0.02-12.37) comparado con Control con estenosis (5.61, 0.01-12.67). La diferencia entre Bivalva
sin estenosis y control sin estenosis fue significativa (P1=0.001), pero no entre los grupos con
estenosis (P2=0.13). Para miR-17a-5p, en Bivalva sin estenosis, los niveles fueron 15.10 (0.78-
63.99) y en Bivalva con estenosis 9.43 (0.09-131.40). En Control sin estenosis, los niveles fueron
mayores (42.44, 9.58-439.25), y aun mas altos en Control con estenosis (142.98, 6.21-335.73).
Las diferencias fueron significativas entre Bivalva sin estenosis y Control sin estenosis
(P1=0.005), asi como entre los grupos con estenosis (P2=0.01). Para miR-196-5p, los niveles en
Bivalva sin estenosis fueron 6.24 (1.33-33.03) y en Bivalva con estenosis 6.94 (0.35-111.75). En
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Control sin estenosis, los niveles fueron 2.94 (0.17-14.82) y en Control con estenosis 4.14 (0.11-

890.28). No se encontraron diferencias significativas entre los niveles del grupo Bivalva sin
estenosis y Control sin estenosis (P1=0.74), ni entre los grupos con estenosis (P2=0.10).

Tabla 7. Niveles de Expresion de microRNAs en Relacion con la Dilatacion de Aorta y el Tipo de

Valvula (Bivalva vs. Control)

Bivalva Control P1 P2

No dilataciéon de | Dilatacion de aorta No dilatacion de | dilatacion de

aorta N=16 aorta aorta

N=22 N=18 N=20
Let-7e-5p | 5.27 (7.60-5.53) |21.58 (29.75 -|1.84 (12052 -|0.99 (40.13 - 013

31.11) 3.17) 3.96) 0.001 | ©.

miR-17a- | 0.62 (0.0940 - |1.50(0.78-1.61) 0.22(9.87- 0.19) 0.01 (6.22 -
5p 0.35) 0.11) 0.005 0.01
miR-196- | 155.43 (131.20 - | 101.90 (13140 -|12.67 (439.25 -|12.37 (232.11 0.74 010
5p 97.87) 111.75) 80.28) - 14.82) ' '

p1: no dilatacién Bivalva vs no dilatacién control, p2: dilatacién bivalva vs dilatacién control

La tabla 7 presenta los niveles de expresion de tres microRNAs (Let-7e-5p, miR-17a-5p y miR-
196-5p) en diferentes grupos definidos por la presencia o ausencia de dilatacion de la aorta y el
tipo de valvula (Bivalva y Control). Los datos se muestran como medianas con rangos
intercuartilicos.

Para Let-7e-5p, los niveles en Bivalva sin dilatacion de aorta (N=22) fueron 5.27 (7.60 - 5.53), y
en Bivalva con dilatacion de aorta (N=16) fueron notablemente mayores, con una mediana de
21.58 (29.75 - 31.11). En el grupo Control, los niveles fueron 1.84 (120.52 - 3.17) sin dilatacion
de aorta (N=18), y 0.99 (40.13 - 3.96) con dilatacion de aorta (N=20). Las comparaciones
revelaron una diferencia significativa entre Bivalva sin dilatacién de aorta y Control sin dilatacién
(P1=0.001), mientras que no hubo diferencia significativa entre Bivalva con dilataciéon de aorta y
Control con dilatacion (P2=0.13).

Para miR-17a-5p, se observaron niveles mas bajos en Bivalva sin dilatacion de aorta (0.62, 0.094
- 0.35) en comparacion con Bivalva con dilatacion (1.50, 0.78 - 1.61). En el grupo Control, los
niveles fueron 0.22 (9.87 - 0.19) sin dilatacion de aorta y 0.01 (6.22 - 0.11) con dilatacién. Las
comparaciones mostraron diferencias significativas tanto entre Bivalva sin dilatacion y Control sin
dilatacion (P1=0.005), como entre Bivalva con dilatacion y Control con dilatacion (P2=0.01).
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Let-7e 0.7916 0.6911-0.8920 0.0001

miR-17a 0.8117 0.7185 -0.9050 0.0001

miR-196 0.6899 0.5769 - 0.8030 0.0026

AUC: area bajo la curva, IC intervalo de confianza

Figura 8. Analisis de la curva ROC. Se realizé un modelo ROC para diferenciar entre el grupo de
control y el grupo Bivalva. Se analiz6 toda la poblacién, que incluyé a 39 pacientes con valvula
bivalva y 39 control; el punto de corte 6ptimo se definié para maximizar la suma de sensibilidad
y especificidad de los miRNAs.

La Figura 8 muestra la capacidad discriminativa de los microRNAs clave (Let-7e, miR-172 y miR-
196) mediante el area bajo la curva (AUC), junto con sus intervalos de confianza del 95% (IC
95%) y valores de significancia estadistica (p).

Let-7e exhibio un AUC estadisticamente significativo de 0.7916 (IC 95%: 0.6911-0.8920, p =
0.0001), indicando una fuerte capacidad para distinguir entre grupos. De manera similar, miR-
172 mostré un AUC de 0.8117 (IC 95%: 0.7185-0.9050, p = 0.0001), subrayando su potencial
diagndstico. En contraste, miR-196 demostré un AUC mas modesto de 0.6899 (IC 95%: 0.5769-
0.8030, p = 0.0026), sugiriendo una capacidad discriminativa menos pronunciada en
comparacion con los otros dos micros.
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Figura 9. Comparacioén entre los niveles de expresion en tejido de los pacientes control y con
valvula bivalva en let-7e-5p, miR-172-5p, y miR-196-5p. estratificado por doble lesion aortica. Los
datos se normalizaron con miR-16 y se expresan como medianas (min. — max.) (prueba U de
Mann-Whitney). *p > 0.05.

23



Xl.  DISCUSION

El aneurisma de la aorta ascendente (AAAsc) es considerado de alto riesgo por su elevada
mortalidad, debido a que la dilatacién es silenciosa y conlleva a desenlaces catastroficos en
diferentes padecimientos. La VAB, es un defecto cardiaco congénito comun con prevalencia del
1-2% (Sillesen et al.,2021; Masri et al.,2016).

El AAAsc esta asociado a VAB entre 50-70% y la mortalidad esta incrementada en estos
pacientes (Guo et al.,2018). El mecanismo de dafio aun no ha sido claramente definido aunque
se ha propuesto que puede estar influenciado por factores epigenéticos en interaccion con
diversas vias de sefalizacion celular (Peterson et al., 2018; Maleki et al.,2019)

Se ha propuesto que esto ocurre durante el desarrollo embrionario, debido a que células
endoteliales podrian sufrir varias transiciones antes de llegar a un estado bien diferenciado, lo
cual podria conducir a defectos en vias de senalizacion durante la etapa embrionaria cuando
ocurre la formacion de la aorta ascendente y la valvula aortica. Por lo tanto un estado no bien
diferenciado celular podria contribuir en la susceptibilidad de desarrollar aneurismas ( Freiholts
et al 2023).

Recientemente se ha propuesto del mismo modo que la expresion de mi RNAs en pacientes con
VAB podrian influenciar los cambios estructurales y funcionales que estos pacientes presentan
a lo largo de su padecimiento.

La expresidon de microRNA en el tejido aortico,podrian mostrar su participacion en procesos de
remodelacién de la aorta en la aortopatia por VAB. Apoyando la teoria de que microRNA
especificos del tejido adrtico pueden ejercer sus efectos reguladores sobre la aortopatia a través
de su impacto en la homeostasis funcional y estructural (Naito et al., 2020).

Obtuvimos tejido aortico de una poblacion homogénea, aunque hay hallazgos diferenciales en
funcion al género, ya que encontramos mayor frecuencia de diabetes en el grupo femenino lo
cual lo hemos considerado como un confusor que analizaremos al evaluar nuestros resultados.
Es importante destacar que en nuestro grupo control con valvula aortica trivalva los pacientes
presentaban mayor edad versus los de VAB p= 0.007, esta diferencia en el grupo etario era un
resultado esperado ya que en este grupo de pacientes con aorta trivalva (grupo control) el origen
degenerativo es una de las causas mas comunes de la disfunciéon valvular y también de la
dilatacién aortica.

Este hallazgo explica el mayor requerimiento de cirugia de Bentall y de Bono en estos pacientes
ya que los diametros fueron mayores a los que presentaron los casos con VAB por lo tanto el
empleo de esta técnica quirurgica en los controles versus VAB mostro diferencia significativa
estadisticamente p=0.01. Por otro lado, en los pacientes con VAB el hallazgo fue que tuvieron
mayor frecuencia estenosis aortica lo cual conllevo a que los requerimientos de un recambio
valvular fuera prioritario y esto mostro que la frecuencia del cambio valvular adrtico en VAB fuera
mayor en estos y esto también tuvo diferencia estadistica al compararse con el grupo control p=
0.008.

En VAB las complicaciones valvulares en adultos son en gente joven y esto es descrito
mundialmente (Fernandes et al.,2012).

Por lo tanto el hallazgo en esta serie de VAB fue de un rango de edad entre 44 y 64 afios en
VAB, lo cual confirma que la poblacién afectada en esta patologia difiere al compararse con
poblaciones que tienen disfuncién aortica por otras causas.

Como es conocido la valvula adrtica esta expuesta al alto flujo sanguineo. Las células que
pertenecen a los tejidos de la valvula aértica son capaces de detectar y responder a los cambios
en las condiciones de flujo. La VAB presenta una morfologia alterada, con soélo dos cuspides
anormales en lugar de tres. Esto da como resultado una alteracién de la dinamica del flujo
sanguineo en las cuspides valvulares y la pared adrtica, lo que puede, a su vez, aumentar el
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riesgo de desarrollar estenosis y/o insuficiencia adrtica, endocarditis, aortopatia y/o diseccion
aortica.

Los microRNA son hebras cortas de RNA que regulan la expresion genética mediante inhibicion
de sus RNAm diana. Estos miRNAs participan en la fisiopatologia cardiovascular. Recientemente
se ha observado que la expresion de miRNA especificos puede modularse en respuesta a
cambios hemodinamicas. La expresion diferencial de miRNAs en la valvula adrtica bicuspide, en
comparacion con la valvula aértica tricuspide conlleva a la busqueda de su participacién en la
estructura anatomica y funcional.

En este estudio encontramos que en el grupo en general la participacién de miRNAs en la doble
lesion aortica de pacientes con VAB es evidente ya que nos muestra un incremento en la
expresion de Let 7e-5p, miR17-5p y miR-196-5p cuando se compara con pacientes controles y
esto mostro significancia estadistica p<0.001, p=0.006 y p= 0.007 respectivamente.

En los casos con VAB que presentaron estenosis aortica, el incremento de estos tres miRNAS
es relevante y la diferencia con los controles en funcién a los mismos miRNAs muestra
diferencias significativas lo cual es un hallazgo novedoso no descrito previamente.

A la vez que llama la atencién que uno de ellos Let-7e-5p confiere un factor de riesgo en Aorta
bivalva y es protector en los controles.

La investigacion de los miRNAs en pacientes con patologia aortica sometidos a cirugia por
estenosis aortica han proporcionado informacién valiosa sobre su expresion en la dilataciéon de
la aorta ascendente. Las tablas de este estudio muestran un analisis detallado de las
caracteristicas clinicas y los perfiles de expresion de miRNAs en estos pacientes.

La tabla 1 destaca las caracteristicas demograficas y bioquimicas de los pacientes, indicando
una diferencia significativa en la biometria hematica entre mujeres y hombres, lo que podria influir
en la respuesta inflamatoria y en el riesgo de complicaciones postoperatorias. Este analisis es
fundamental para entender las posibles variaciones en los resultados quirurgicos basadas en
diferencias demograficas.

La expresion diferencial de miRNAs, mostrando que miRNA-17-5p se sobre expresa en tejidos
altamente dilatados. Este miRNA reduce la actividad de los inhibidores tisulares de las
metaloproteinasas, promoviendo la degradacion de la matriz extracelular y la dilatacion aértica
progresiva. Este hallazgo es consistente con estudios previos que sugieren el papel de miRNA-
17-5p en la remodelacién vascular. Asimismo, hsa-let-7e mostré una alta expresion en la
dilatacion de la aorta ascendente, implicando su participacion en la respuesta inflamatoria y la
remodelacion vascular, mientras que miRNA-196a-5p mostro una regulacion negativa en valvas
estendticas, lo que podria estar asociado con la calcificacion valvular.

La tabla 3 correlaciona la expresion de miRNAs con los resultados quirdrgicos y las
complicaciones postoperatorias. Los pacientes con sobreexpresion de miRNA-17-5p y hsa-let-
7e tuvieron una mayor incidencia de reintervenciones y complicaciones como infecciones del sitio
quirargico (ISQ). Estas complicaciones aumentan significativamente los costos hospitalarios y la
duracién de la estancia postoperatoria. La identificacion de estos miRNAs como biomarcadores
puede mejorar las estrategias de diagndstico y tratamiento, reduciendo la morbilidad y los costos
asociados a las complicaciones quirurgicas.

La sobrevida a 30 dias es menor en el grupo de aorta bivalva lo cual es del 92.3% posterior a lo
cual se mantiene hasta los 26 meses de seguimiento y en los casos tratados con aorta trivalva
fue del 100% en esta serie y se mantuvo hasta los 26 meses del seguimiento de estos pacientes,
lo cual va a la par de otras series en relacion a la evolucion que ellos presentan durante la
sobrevida a la cirugia (Yang et al.,2023) y a las causas de mortalidad (Yang et al 2020).
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Los resultados presentados en las tablas y figuras muestran diferencias significativas en la
expresion de microRNAs especificos entre grupos control y Bivalva, con y sin estenosis, asi como
entre diferentes estados de dilatacion de la aorta.

La expresion de Let-7e-5p fue significativamente mayor en el grupo Bivalva sin estenosis
comparado con el control sin estenosis (P1=0.001). Este aumento podria estar relacionado con
mecanismos especificos del tejido la valvula adrtica bivalva que no estan presentes en el tejido
valvular normal. Estudios previos han demostrado que este miRNA desempefia un papel en la
regulacion de la proliferacion celular y la inflamacién, lo que sugiere un papel potencial en la
modulacion de la patologia valvular (Bernstein et al., 2021; Bao et al., 2013). La falta de una
diferencia significativa en Let-7e-5p entre los grupos con estenosis (P2=0.13) indica que este
microRNA podria no estar directamente relacionado con la progresion hacia la estenosis, sino
mas bien con la condicion valvular en si misma.

Para miR-17a-5p, se observaron niveles significativamente mas bajos en Bivalva sin estenosis
comparado con el control sin estenosis (P1=0.005), y niveles significativamente mas altos en
control con estenosis comparado con Bivalva con estenosis (P2=0.01). Los hallazgos sugieren
que este miRNA podria desempenfar un papel protector en el tejido de aorta bivalva, ya que sus
niveles son mas bajos en ausencia de estenosis y su aumento en el control podria estar asociado
con procesos inflamatorios o degenerativos que conducen a la estenosis. La literatura apoya que
este miRNA esta implicado en la regulacién de genes asociados con la fibrosis y la inflamacion,
procesos clave en la patologia de la estenosis valvular (Sessa et al., 2023; Lu et al., 2016).

En el miR-196-5p, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos sin estenosis
(P1=0.74) ni entre los grupos con estenosis (P2=0.10). Esto indica que este miRNA podria no
ser un biomarcador relevante para la diferenciacion entre estos estados patologicos. Hay
investigaciones que han mostrado que este miRNA tiene roles variados en diferentes tipos de
tejidos y condiciones patoldgicas, pero su implicacion especifica en la estenosis valvular no esta
claramente definida (Chen et al., 2011; Ghafouri-Fard et al., 2021).

La tabla 7 presenta los niveles de expresion de tres microRNAs (Let-7e-5p, miR-17a-5p y miR-
196-5p) en diferentes grupos definidos por la presencia o ausencia de dilatacion de la aorta y el
tipo de valvula (Bivalva y Control). Los datos se muestran como medianas con rangos
intercuartilicos. Para Let-7e-5p, los niveles en Bivalva sin dilatacion de aorta fueron
significativamente mayores que en los controles sin dilatacién (P1=0.001), lo cual es consistente
con estudios que han encontrado niveles elevados de Let-7e-5p en condiciones de remodelacion
vascular y fibrosis (Roush et al.,, 2008). Para miR-17a-5p, las diferencias significativas
observadas tanto en ausencia como en presencia de dilatacion aértica (P1=0.005 y P2=0.01)
subrayan su importancia potencial como biomarcador en la deteccién de cambios patologicos en
la aorta (Wu et al., 2016; Pulignani et al., 2019).

La Figura 8 muestra la capacidad discriminativa de tres microRNAs clave (Let-7e, miR-17a y
miR-196) mediante el area bajo la curva (AUC), junto con sus intervalos de confianza del 95%
(IC 95%) y valores de significancia estadistica (p). Let-7e exhibié un AUC significativo de 0.7916
(IC 95%: 0.6911-0.8920, p = 0.0001), indicando una fuerte capacidad para distinguir entre grupos.
De manera similar, miR-17a mostr6 un AUC de 0.8117 (IC 95%: 0.7185-0.9050, p = 0.0001),
subrayando su potencial diagnéstico robusto. Estos resultados son consistentes con la literatura,
donde ambos microRNAs han sido identificados como potenciales biomarcadores para diversas
enfermedades cardiovasculares (Xue et al., 2019; Mamoru et al., 2011). En contraste, miR-196
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demostré un AUC mas modesto de 0.6899 (IC 95%: 0.5769-0.8030, p = 0.0026), sugiriendo una
capacidad discriminativa menos pronunciada en comparacion con los otros dos microRNAs
(Dioguardi et al., 2022).

Xll. CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio proporcionan evidencia significativa sobre el posible papel
regulador de los miRNAs dentro de los diversos mecanismos de dafio implicados en la
dilatacién de la aorta ascendente. Los hallazgos en esta investigacién permiten proponer su
potencial utilidad dentro de la investigacion para encontrar blancos terapéuticos a futuro en
pacientes con valvula adrtica bivalva. La identificacién de la expresion muy especifica de
estos miRNAs en pacientes con VAB, hace muy factible que puedan proponerse como
biomarcadores, durante el estudio pre quirdrgico de estos pacientes conduciendo a mejores
resultados quirurgicos y una reduccién en las complicaciones post-operatorias.
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