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Carta cientifica

La expresion ILK asociada a la edad se relaciona con la )

calcificacion de la valvula adrtica y niveles plasmaticos Eh
del miR 199-3p

Aging-related ILK levels are associated with calcified aortic valve
and circulating miR 199-3p levels

Sr. Editor:

La calcificacion de la valvula adrtica (CVA) es una de las
principales enfermedades cardiovasculares de la vejez y su
resultado es una insuficiencia valvular’. La disfuncién endotelial,
la inflamacion y la agresion oxidativa y mecanica conducen a la
remodelacién valvular y miocardica, aunque todavia no se han
identificado las vias mecanosensitivas que activan los cambios en
la calcificacion. La cinasa unida a integrina (ILK) es una proteina
clave que regula el tono vascular y la contractilidad cardiaca y
actGia como mecanotransductor de las fuerzas hemodinamicas en
el miocardio®.

Ya se habia observado que la expresion de ILK en las células
endoteliales tiene un papel fundamental en la regulacion del tono
vasomotor, ya que impide el desacoplamiento de la sintasa del
oxido nitrico endotelial (eNOS). Se definié una alteracion de esta
asociacion con una clara correlacion entre la inhibicion de la ILK y
la ateroesclerosis®>. Como parte de la respuesta inflamatoria, la
concentracion citotéxica del 6xido nitrico (NO) procedente de la
sintasa del 6xido nitrico inducible (iNOS) activa la endocitosis de la
ILK seguida de la degradacion lisosémica, lo que conduce a la
progresion de la ateroesclerosis®.

La disfuncidon endotelial y la ateroesclerosis son dos com-
plicaciones de la vejez en las que la ILK participa de manera
importante mediante mecanismos que atn se desconocen. Para
comprobar si la ILK puede regular la CVA, se utilizaron ratones
jovenes y viejos que expresaban ILK. La tincién de Von Kossa de
las valvulas aorticas de ratones viejos permitio ver grandes
depositos de calcio respecto a los animales jovenes, junto con la
expresion de las proteinas osteogénicas osteopontina y Runx2
(figura 1A,B) y una gran concentracion de proteina morfogénica
6sea 2 (BMP-2)(figura 1B). En los corazones viejos, la fibrosis era
extensa (figura 1C), pero no se observd disfuncion sistolica o
diastélica del ventriculoizquierdo, aunque el grosor telesistélico
del tabique interventricular y la fraccion de eyeccion del
ventriculo izquierdo fueran menores que los de ratones jovenes
(figura 1D-G).

En el corazén de los ratones viejos se hallé nitracion de
proteinas, indicio de sobrecarga de nitratos, como resultado de una
alta concentracion de NO citotoxico procedente de la mayor
expresion de iNOS y la formacion de anion superoxido (figura 1H,I),
y la ILK endotelial se hallaba considerablemente reducida en las

arterias coronarias respecto a la los adultos jovenes (figura 2A). En
consecuencia, la estimulacion con acetilcolina de las arterias
coronarias de los ratones viejos promueve la formaciéon de
superdxido dependiente de eNOS, en lugar del NO derivado del
endotelio, ya que la inhibicion de eNOS con L-NG-nitroarginina-
metil éster (L-NAME) fue suficiente para revertir de manera eficaz
este efecto (figura 2B).

Como en las arterias coronarias, la concentracion de ILK
endotelial observada en las valvulas adrticas de los ratones viejos
fue también inferior a la de los adultos jovenes (figura 2C). La
funcién de la ILK en la CVA se estudi6 en células endoteliales de
valvulas humanas, en las que la expresion de ILK disminuyé por la
transfeccion con un ARN de interferencia pequefio (SiRNA)
especifico (ILKSi). El silenciamiento de ILK inhibi6 la produccién
de NO por las células endoteliales de las valvulas humanas (CEVH)
(figura 2D) y se relacion6 con una mayor expresion de BMP-2
(figura 2E), al igual que en las valvulas adrticas de los ratones viejos
(figura 2B).

Se analizo6 la expresion de varios microARN implicados en la
CVA®. De los 11 microARN expresados de modo diferencial en los
ratones viejos frente a los jovenes, el miR 199-3p se relacion6 con
la expresion de Notch y eNOS, y ambos genes se relacionaron
directamente con la CVA (Notch) y el tono vascular (eNOS). El
silenciamiento de Notch-1 aumenté la concentracion de Runx2 y
activo la calcificacion de la valvula. Sorprendentemente, se
observo que habia relacion entre la disminucion de la ILK y la
concentracion reducida de miR-199-3p en los ratones viejos
(figura 2F), lo que indica un mecanismo independiente de Notch
en lo que respecta a la calcificacion por ILK, aunque la
participaciéon de la via Notch en la CVA es discutible, ya que
también activa las respuestas ostedgenas en las células intersti-
ciales de la valvula aértica humana®.

En conclusion, se observd por primera vez una relacion
significativa entre la reduccién de la ILK endotelial, el desaco-
plamiento de eNOS y la calcificaciéon valvular en los ratones
viejos, lo que indica que la ILK impide la calcificacion de la
valvula a través del miRNA199-3p. Para validar la contribucion
especifica de la ILK y los ARNmi indirectos como objetivos en la
CVA, serdn muy importantes otros estudios que incluyan
modelos murinos con inactivacién condicional de genes espe-
cificos del endotelio.

Todas las intervenciones con los animales fueron aprobadas por
el Comité Etico de Experimentacién Animal de la Universidad de
Alcald y la Comunidad Auténoma de Madrid (intervencién
experimental 231.2/20) y conforme a la Directiva de la UE sobre
la proteccion de los animales utilizados con fines experimentales y
otros fines cientificos (promulgada bajo la ley espafiola 1201/
2005).
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Figura 1. Calcificacion de las valvulas aorticas relacionada con la edad. A: deteccion inmunohistoquimica y mediante tincién de Von Kossa de osteopontina y Runx2
en las valvulas adrticas de ratones viejos y jovenes. B: deteccion mediante inmunotransferencia de PMO-2, Runx2 y osteopontina en las valvulas adrticas (n = 4 por
grupo; media + desviacién estandar; el asterisco indica p < 0,05, j6venes frente a viejos). C: tricromico de Masson de las secciones de corazon procedentes de los mismos
corazones. D: fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo. E: grosor del tabique interventricular (TIV) en la didstole y la sistole finales. F: diametro telediastdlico del
ventriculo izquierdo (DTDVI) y diametro telesistolico del ventriculo izquierdo (DTSVI). G: grosor telediastolico de la pared posterior del ventriculo izquierdo (GTDPPVI) y
grosor telesistolico de la pared posterior del ventriculo izquierdo (GTSPPVI). H: expresion de iNOS. I: deteccion de nitracién de proteinas con anticuerpo antinitrotirosina
en los corazones (n =4 por grupo; media + DE; el asterisco indica p < 0,05, jévenes frente a viejos).
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Figura 2. Expresion de ILK en el corazon de ratones jovenes y viejos. A: izquierda, deteccion de ILK endotelial mediante microscopio confocal (Alexa 488, rojo) en las
arterias coronarias; B4 (isotiocianato de fluoresceina [FITC], verde, como marcador endotelial); derecha, secciones ampliadas (recuadros) (n =4 por grupo). B
detecciéon mediante microscopio confocal de anién superdxido por fluorescencia emitida por dihidroetidio (DHE) (rojo) en las arterias coronarias estimuladas con
acetilcolina (ACh) 10 wM durante 30 min o 500 .M en combinacién con L-NAME, el inhibidor de la sintasa del 6xido nitrico (NOS) (n = 4 por grupo; media + DE; el
asterisco indica p < 0,05, jévenes con ACh frente a viejos; el doble asterisco indica p < 0,001, viejos con ACh frente a ACh mas L-NG-nitroarginina-metil éster [L-NAME]). C:
deteccion mediante microscopio confocal de ILK (rojo) en las valvulas de los mismos ratones (n = 4 por grupo). D: produccion de NO en células endoteliales de valvulas
humanas estimuladas como en B, en las que la expresion de ILK se redujo por el ARN de interferencia (ILKip); como control negativo, se utiliz6 un ARNip no ILK (siCT)
(n =3; media + DE; *p < 0,05 ACh frente a L-NAME). E: expresién de PMO-2 en las mismas células (n = 3; media + DE; el asterisco indica p < 0,05, siCT frente a ILKip). F:
concentracién plasmatica de miR199-3p analizada por RT-qPCR (n = 4; media + DE; el asterisco indica p < 0,05, jovenes frente a viejos). URF: unidades relativas de
fluorescencia. Esta figura se muestra a todo color solo en la version electronica del articulo.
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Consulta virtual de lipidos después de sindrome
coronario agudo

Virtual lipid clinic after acute coronary syndrome

Sr. Editor:

Las terapias de reduccion del colesterol unido a lipoproteinas de
baja densidad (cLDL) constituyen la mejor herramienta disponible
para la prevencion secundaria de los pacientes que han sufrido un
sindrome coronario agudo (SCA), por lo cual las guias recomiendan
conseguir cifras de cLDL cada vez mas exigentes, y se ha rebajado el
objetivo lipidico previo de cLDL < 70 a < 55 mg/dl’. A pesar de estas
recomendaciones, estudios multicéntricos de prevencién secunda-
ria, como EUROASPIRE? y DA VINCI®, muestran que dichos objetivos
se alcanzan en un reducido porcentaje de pacientes. Es mas, segin
un reciente estudio realizado en nuestro pais, alrededor de un 40%
de los pacientes tras un infarto no cumplen ni siquiera el antiguo
objetivo de cLDL <70 mg/dl®. La principal causa de este
incumplimiento es la infrautilizaciéon de los tratamientos disponi-
bles, tanto de la combinacion estatina-ezetimiba como de los
inhibidores de la proproteina convertasa subtilisina/kexina tipo
9 (iPCSK9), que se indica a menos del 1% de los pacientes™~®,

En un intento de mejorar estos resultados se desarrollé una
estrategia de control estricto y estrecho seguimiento de los
pacientes ingresados en nuestro servicio por SCA, a la que se

denominé «Consulta virtual de lipidos post-SCA». Este estudio
cumple con los principios éticos establecidos en la Declaracion de
Helsinki y fue aprobado por el Comité de Etica de la Investigacion,
con namero de registro 85.21. Brevemente, su funcionamiento
puede resumirse de la siguiente manera: se da el alta hospitalaria
del SCA al paciente con estatinas de alta intensidad (salvo
intolerancia) y con analitica solicitada para 1 mes tras el infarto.
Al mes se contacta por teléfono con el paciente y, tras valoracion
telematica de la bateria analitica, se escala el tratamiento
hipolipemiante, siguiendo el algoritmo terapéutico del documento
de consenso de la Sociedad Espafiola de Cardiologia®.
Estas consultas se repiten cada mes hasta conseguir un cLDL
< 55 mg/dl. En este momento se computa el tiempo transcurrido
hasta la consecucién del objetivo lipidico, que es la variable
principal de este estudio, y el paciente abandona esta consulta
virtual para continuar su seguimiento en consultas externas
convencionales. Una minoria de pacientes salieron de la consulta
virtual con cifras de cLDL > 55 mg/dl por considerarse que su
estado biolégico desaconsejaba estrategias mas agresivas, como la
incorporacion de los iPCSK9 a su tratamiento.

Por contextualizar temporalmente esta «Consulta virtual de
lipidos post-SCA», hay que resaltar que su comienzo en 2020 coincidio
con la pandemia de COVID-19, que interrumpié el normal
funcionamiento de los programas de rehabilitacién cardiaca, al
desaconsejarse las actividades grupales. Esta «Consulta virtual de
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