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RESUMEN 

El infarto agudo de miocardio (IAM) es causado 

por la obstrucción de una arteria coronaria, lo que 

provoca la muerte de células del músculo cardíaco por 

una disminución aguda del flujo sanguíneo. Tras el daño 

cardíaco se cree que se genera una liberación de RNA 

no codificantes (ncRNA), entre los cuales prevalecen los 

microRNAs, que son pequeñas moléculas de RNA que 

regulan procesos biológicos y además se investigan 

como biomarcadores para el diagnóstico y la prognosis 

del IAM.  

Los estudios preclínicos en modelos animales 

son esenciales para el descubrimiento de nuevos 

fármacos y terapias avanzadas. Aunque los modelos 

animales de gran tamaño, como los modelos caninos y 

primates, simulan las características patológicas de los 

pacientes humanos, los modelos de roedores son los 

más comunes y ofrecen ventajas como la abundante 

variedad de cepas genéticamente modificadas y su bajo 

coste para la cría y el mantenimiento.  

Para establecer el modelo de infarto agudo de 

miocardio en ratones en el presente estudio, se usó una 

cepa de ratones con senescencia acelerada llamada 

SAM, que se seleccionó a partir de una colonia de 
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ratones AKR/J en 1981. Varios subtipos de ratones SAM 

han sido identificados y se caracterizan por mostrar 

cambios fenotípicos relacionados con el envejecimiento 

acelerado. En este estudio, se utilizaron ratones SAMR1 

como grupo control, que presentan un envejecimiento 

biológico normal, y ratones SAMP8, que presentan una 

senescencia acelerada y muestran alteraciones 

asociadas con el envejecimiento.  

A los ratones se les realizó la ligadura de la 

arteria coronaria descendente izquierda para el grupo 

IAM y a los controles Sham se les hizo el mismo 

procedimiento quirúrgico sin ligar la arteria. Todos los 

ratones IAM de este estudio mostraron evidencia de 

isquemia miocárdica confirmada gracias al 

electrocardiograma (ECG). Con el objetivo de determinar 

el tiempo óptimo tras el infarto en el que se observan 

mayores diferencias cuantificables en la expresión de 

miRNAs se analizó la expresión de miRNAs en 

diferentes tiempos (1, 4 y 24 horas) después de la 

cirugía. Se seleccionaron cuatro miRNAs que se habían 

identificado previamente en la literatura consultada como 

posibles biomarcadores de IAM en modelos 

experimentales de roedores o en pacientes de síndrome 

coronario agudo, el miR-1-3p, el miR-133-3p, el miR-

208-3p y el miR-499-5p.  
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Se encontró que el procedimiento sham alteró la 

expresión de estos biomarcadores generando una 

disminución asociada al paso del tiempo tras la cirugía. 

En el grupo IAM, en general se detectó un aumentó de 

la expresión de estos miRNAs respecto a sus grupos 

control, estableciéndose el tiempo óptimo de sacrificio 

para la toma de muestras y estudio de los miRNAs de 4 

horas, ya que se observan mayores diferencias respecto 

a los grupos control, en especial en SAMP8, descartando 

el tiempo de 1 hora por escasos cambios en la expresión 

de los miRNAs y el tiempo de 24 horas por presentar una 

disminución de la expresión de los miRNAs en todos los 

grupos.  

Una vez establecido el tiempo óptimo después 

del infarto, se analizó el perfil de expresión de miRNAs 

circulantes en ratones macho y hembras 

SAMR1/SAMP8, 4 horas después de la cirugía, 

utilizando la tecnología de microRNAseq Illumina 

NextSeq550. Se compararon los miRNAs 

diferencialmente expresados mediante diferentes 

algoritmos, DESeq2, edgeR, limma y voom, obteniendo 

un número mayor de miRNAs por DESeq2, por lo que se 

realizó también un análisis de enriquecimiento funcional 

para identificar de manera bioinformática las rutas 

biológicas relacionadas con los miRNAs afectados tras 

un IAM, describiendo las rutas KEGG y los términos GO 
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que incluyen genes diana de estos miRNAs. De esta 

manera se descubrieron rutas relacionadas con la 

‘resistencia al inhibidor de la tirosina quinasa EGFR’, la 

‘ruta de señalización ErbB’ y la ‘ruta de regulación de la 

longevidad’. 

Para determinar la influencia del sexo en la 

expresión diferencial de miRNAs tras un IAM, se realizó 

un análisis de contraste complejo, obteniendo aquellos 

miRNAs con cambios opuestos en machos y hembras, 

estos miRNAs se relacionaron bioinformáticamente con 

rutas biológicas como la ‘ruta de señalización FoxO’ y la 

‘ruta de regulación de la longevidad’ en los ratones 

SAMR1, y la ‘ruta de depresión a largo plazo’ y las 

‘uniones gap’ en los ratones SAMP8. 

Tras el análisis de secuenciación, se llevó a cabo 

un estudio para comprobar mediante qRT-PCR estos 

resultados en una nueva cohorte de ratones, 

seleccionando 4 miRNAs diferencialmente expresados 

en los grupos IAM obtenidos mediante el algoritmo 

DESeq2, tres miRNAs sobreexpresados (miR-30e-3p, 

miR-148a-3p y miR-149-5p) y un miRNA infraexpresado 

(miR-423-5p). También se comprobó la conservación de 

secuencia entre ratones y humanos, para poder realizar 

la validación de estos miRNAs en pacientes con IAM, en 
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la fracción total del suero y en el contenido de las 

pequeñas vesículas extracelulares (VE). 

El estudio mediante qRT-PCR del miR-30e-3p 

en ratones mostró una expresión aumentada y una 

expresión sin cambios tras el IAM en muestras de 

pacientes con IAM. En el caso del miR-148a-3p, los 

resultados fueron opuestos en los análisis de 

secuenciación y qRT-PCR en los ratones SAMR1, y sin 

cambios en el resto, mientras que mostró un aumento 

significativo en pacientes con IAM, especialmente en 

mujeres, mostrando una regulación dependiente del 

sexo. Por otro lado, el miR-149-5p mostró un incremento 

significativo en ratonas SAMP8 mediante qRT-PCR y 

una tendencia en las VE aisladas de pacientes con IAM, 

especialmente en mujeres.  En cuanto al miR-423-5p, se 

observó una disminución en los ratones SAMR1 machos 

mediante la técnica de qRT-PCR tras el infarto, y lo 

mismo en el suero de pacientes con IAM.  

Tras el estudio de los miRNAs miR-30e-3p, miR-

148a-3p, miR-149-5p y miR-423-5p mediante qRT-PCR, 

se utilizaron herramientas bioinformáticas de predicción 

de genes diana para seleccionar aquellos genes 

repetidos en al menos 2 bases de datos y conservados 

en humano y ratón. Se obtuvieron las rutas KEGG de las 

que formaban parte y se representaron en diagramas de 
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cuerdas las rutas más significativas. La ruta PI3-Akt 

destaca por estar directamente relacionada con los dos 

miRNAs diferencialmente expresados tras un IAM y 

dependientes del sexo, el miR-148a-3p y miR-149-5p, y 

haber sido relacionada con procesos de de hipertrofia, 

necrosis, fibrosis e inflamación en el miocardio tras un 

IAM. 

Por primera vez se establece el modelo murino 

SAMR1/SAMP8 como modelo de infarto de miocardio y 

senescencia, además de analizarse el perfil de expresión 

de miRNAs circulantes a las 4 horas del IAM utilizando 

la tecnología de microRNAseq Illumina NextSeq550. Se 

realizaron diferentes análisis de enriquecimiento 

funcional y se identificaron rutas biológicas y genes 

diana implicados en la patología del IAM. Finalmente, se 

validaron los resultados mediante qRT-PCR. En 

conclusión, el estudio destaca la importancia de los 

modelos experimentales para el estudio de miRNAs 

circulantes, y como la variable del sexo debe ser incluida 

en estos estudios para la posible identificación de 

nuevos biomarcadores potenciales para el IAM. 
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ABSTRACT 

Acute myocardial infarction (AMI) is caused by 

the obstruction of a coronary artery, leading to the death 

of cardiac muscle cells due to an acute decrease in blood 

flow. Following cardiac damage, it is believed that a 

release of non-coding RNA (ncRNA) occurs, among 

which microRNAs (miRNAs) prevail. MicroRNAs are 

small RNA molecules that regulate biological processes 

and are also investigated as biomarkers for the diagnosis 

and prognosis of AMI. 

Preclinical studies in animal models are essential 

for the discovery of new drugs and advanced therapies. 

Although large animal models such as canine and 

primate models simulate the pathological characteristics 

of human patients, rodent models are the most common 

and offer advantages such as abundant variety of 

genetically modified strains and low cost for breeding and 

maintenance. 

To establish the model of acute myocardial 

infarction in mice in the present study, a strain of mice 

with accelerated senescence called SAM (Senescence 

Accelerated Mouse) was used. SAM mice were selected 

from an AKR/J mouse colony in 1981. Several subtypes 

of SAM mice have been identified and are characterized 

by phenotypic changes related to accelerated aging. In 
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this study, SAMR1 mice were used as the control group, 

which exhibit normal biological aging, and SAMP8 mice, 

which exhibit accelerated senescence and show age-

related alterations. 

Left descending coronary artery ligation was 

performed on the AMI group mice, while the Sham control 

group underwent the same surgical procedure without 

ligating the artery. All AMI mice in this study showed 

evidence of myocardial ischemia confirmed by 

electrocardiogram (ECG). In order to determine the 

optimal time after infarction in which quantifiable 

differences in miRNA expression are observed, miRNA 

expression was analyzed at different time points (1, 4, 

and 24 hours) after surgery. Four miRNAs that had been 

previously identified in the literature as potential 

biomarkers for AMI in experimental rodent models or 

patients with acute coronary syndrome were selected: 

miR-1-3p, miR-133-3p, miR-208-3p, and miR-499-5p. 

It was found that the sham procedure altered the 

expression of these biomarkers, resulting in a time-

dependent decrease after surgery. In the AMI group, an 

overall increase in the expression of these miRNAs was 

detected compared to their control groups. The optimal 

sacrifice time for sample collection and miRNA study was 

established at 4 hours, as greater differences were 
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observed compared to the control groups, especially in 

SAMP8 mice. The 1-hour time point was discarded due 

to minimal changes in miRNA expression, and the 24-

hour time point was discarded due to decreased miRNA 

expression in all groups. 

Once the optimal time after infarction was 

established, the expression profile of circulating miRNAs 

was analyzed in male and female SAMR1/SAMP8 mice 

4 hours after surgery using Illumina NextSeq550 

microRNAseq technology. Differentially expressed 

miRNAs were compared using different algorithms, 

namely DESeq2, edgeR, limma, and voom. DESeq2 

yielded a higher number of miRNAs, so a functional 

enrichment analysis was also performed to 

bioinformatically identify the biological pathways related 

to the affected miRNAs after AMI, describing the KEGG 

pathways and GO terms that include target genes of 

these miRNAs. This analysis revealed pathways related 

to "EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance," "ErbB 

signaling pathway," and "regulation of longevity." 

To determine the influence of sex on the 

differential expression of miRNAs after AMI, a complex 

contrast analysis was performed. The miRNAs with 

opposite changes in males and females after AMI were 

bioinformatically related to biological pathways such as 
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the "FoxO signaling pathway" and "regulation of 

longevity" in SAMR1 mice, and "long-term depression" 

and "gap junctions" in SAMP8 mice. 

After the sequencing analysis, a study was 

carried out to validate these results using qRT-PCR in a 

new cohort of mice. Four differentially expressed 

miRNAs were selected in the AMI groups obtained using 

the DESeq2 algorithm: three overexpressed miRNAs 

(miR-30e-3p, miR-148a-3p, and miR-149-5p) and one 

underexpressed miRNA (miR-423-5p). Sequence 

conservation between mice and humans was also 

checked to enable the validation of these miRNAs in 

patients with AMI, in the total serum fraction and the 

content of small extracellular vesicles (EVs). 

The qRT-PCR study of miR-30e-3p in mice 

showed increased expression and unchanged 

expression after AMI in samples from patients with AMI. 

For miR-148a-3p, the results were opposite in the 

sequencing and qRT-PCR analyses in SAMR1 mice, and 

no changes were observed in the other groups. However, 

miR-148a-3p showed a significant increase in patients 

with AMI, especially in women, indicating sex-dependent 

regulation. On the other hand, miR-149-5p showed a 

significant increase in SAMP8 females using qRT-PCR 

and a trend in the EVs isolated from patients with AMI, 
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especially in women. As for miR-423-5p, a decrease was 

observed in male SAMR1 mice using qRT-PCR after the 

infarction, and the same trend was observed in the serum 

of patients with AMI. 

After the qRT-PCR analysis of miR-30e-3p, miR-

148a-3p, miR-149-5p, and miR-423-5p, target gene 

prediction bioinformatics tools were used to select genes 

that were repeated in at least 2 databases and conserved 

in humans and mice. The KEGG pathways in which they 

were involved were obtained, and the most significant 

pathways were represented in chord diagrams. The PI3-

Akt pathway stood out as being directly related to the two 

differentially expressed miRNAs dependent on sex, miR-

148a-3p and miR-149-5p, and has been associated with 

processes such as hypertrophy, necrosis, fibrosis, and 

inflammation in the myocardium after AMI. 

For the first time, the SAMR1/SAMP8 mouse 

model has been established as a model for myocardial 

infarction and senescence. Furthermore, the expression 

profile of circulating miRNAs at 4 hours post-AMI was 

analyzed using Illumina NextSeq550 microRNAseq 

technology. Different functional enrichment analyses 

were performed, identifying biological pathways and 

target genes involved in AMI pathology. Finally, the 

results were validated using qRT-PCR. In conclusion, 
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this study emphasizes the importance of experimental 

models in the study of circulating miRNAs and the 

inclusion of sex as a variable in these studies for the 

potential identification of new biomarkers for AMI.  





   

1. INTRODUCCIÓN 
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1.1. DIFERENCIAS DE SEXO EN ENFERMEDADES 
CARDIOVASCULARES 

Las enfermedades cardiovasculares siguen siendo 

una de las principales causas de mortalidad en España, 

según el Instituto Nacional de Estadística (INE) en 2021, 

el 26.4% de las defunciones se debieron a 

enfermedades del sistema circulatorio. En concreto, de 

las muertes por infarto agudo de miocardio (IAM), el 61% 

fueron hombres y el 39% mujeres (INE, 2023), estas 

diferencias en la incidencia de la enfermedad se 

extienden también a años anteriores, siendo visible esta 

tendencia también en los años previos a la pandemia 

COVID. 

Las diferencias existentes en la incidencia de 

mortalidad del IAM entre hombres y mujeres, pueden 

estar debidas a las diferencias cardiovasculares entre 

ambos sexos, entre ellos existen diferencias en la 

estructura cardiaca y su función, también a nivel celular 

y sus mecanismos moleculares, además de, en los 

procesos inflamatorios y el sistema inmune.  

En cuanto a la estructura cardiaca y su función, 

las mujeres y hombres sanos tienen dimensiones y 

funciones distintas del ventrículo izquierdo (VI), incluso 

después de ajustar por tamaño corporal, las mujeres 

tienen cámaras del VI más pequeñas y, en 
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consecuencia, volúmenes de eyección más bajos, 

aunque su frecuencia cardíaca en reposo es más alta, y, 

por tanto, mantiene un gasto cardíaco similar al de los 

hombres (Redfield et al, 2005). Aunque la fracción de 

eyección del VI aumenta con la edad en ambos sexos, 

esto se observa en mayor medida en mujeres (Chung et 

al, 2006).  

A nivel celular, el número de cardiomiocitos es 

similar entre los dos sexos al nacer, pero las mujeres de 

mayor edad tienen una disminución relativamente 

atenuada en el número y la masa de los cardiomiocitos, 

con menos tendencia a la hipertrofia y remodelación 

excéntrica del VI en comparación con los hombres 

(Kajstura et al, 2010). 

Aunque se sabe poco acerca de los mecanismos 

moleculares subyacentes en la predisposición de las 

mujeres a patologías cardiovasculares, se han estudiado 

diferencias en algunos de ellos. Entre otros, se 

encuentra el sistema renina-angiotensina-aldosterona 

activado en respuesta a niveles bajos de estrógeno, lo 

que aumenta la producción de especies reactivas de 

oxígeno y, en conjunto con una disminución de óxido 

nítrico durante la menopausia, aumenta la síntesis de 

colágeno y la disfunción diastólica (Beale et al, 2018).  
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La regulación del calcio también podría 

contribuir a las diferencias de sexo, ya que las mujeres 

tienen corrientes de calcio más pequeñas y menor 

ganancia de acoplamiento excitación-contracción que 

los hombres (Parks et al, 2014). Por último, las 

diferencias de sexo en el metabolismo del sustrato en el 

miocardio también son relevantes, las mujeres tienen 

menor captación y utilización de glucosa, y una mayor 

captación de ácidos grasos e ineficiencia metabólica en 

comparación con los hombres (Peterson et al, 2008).  

La inflamación y el sistema inmune también 

representan un papel importante en el diferente 

desarrollo de las enfermedades cardiovasculares en 

cuanto al sexo. Además, existen diferencias de género 

en la biología del sistema inmunológico. Las mujeres 

tienen respuestas inmunitarias más fuertes que los 

hombres, lo que se traduce en una recuperación más 

rápida de enfermedades infecciosas, una mayor eficacia 

de las vacunas y una mejor supervivencia al cáncer. Sin 

embargo, la desventaja de una inmunidad más fuerte es 

que las mujeres tienen una mayor expresión de genes 

proinflamatorios, mayores niveles de citoquinas 

inflamatorias, una mayor activación de células T CD4 y 

CD8, y una inflamación sistémica generalmente más 

elevada (Klein & Flanagan, 2016). Asimismo, las mujeres 



Introducción 
 

- 33 - 
 

tienen niveles más altos de proteína C reactiva que los 

hombres (Khera et al, 2005).  

La inflamación también es impulsada por una 

serie de comorbilidades no cardíacas, particularmente 

prevalentes en mujeres, incluyendo la hipertensión 

arterial, la diabetes mellitus, la enfermedad renal crónica, 

la obesidad, la deficiencia de hierro y la preeclampsia, lo 

que podría tener su impacto en el miocardio (Paulus & 

Tschöpe, 2013; Redman et al, 1999).  

De esta manera, los mecanismos patogénicos 

de la inflamación cardiaca difieren entre hombres y 

mujeres (Regitz-Zagrosek & Kararigas, 2017). Por 

ejemplo, la polarización de los macrófagos en la 

miocarditis, es decir, la diferenciación en el fenotipo M1 

o M2 es específica del sexo, ya que se ha encontrado 

una mayor expresión de macrófagos activados M1 en 

machos y macrófagos con fenotipo M2 en ratonas (Li et 

al, 2009).  
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1.2. INFARTO AGUDO DE MIOCARDIO 

El IAM es una enfermedad cardiovascular 

caracterizada por la muerte de células miocárdicas 

debido a una disminución aguda del flujo sanguíneo 

coronario, generalmente causado por la obstrucción de 

una arteria coronaria. La interrupción del suministro 

sanguíneo al miocardio da lugar a un proceso de 

isquemia, las células del miocardio no reciben suficiente 

oxígeno y nutrientes por lo que sufren un daño 

irreversible (Mechanic et al, 2022). El IAM se diagnostica 

mediante la presencia de un aumento en los 

biomarcadores de daño miocárdico, como la troponina, 

junto con la presencia de cambios isquémicos en el 

electrocardiograma (ECG) (Perera et al, 2018; Alquézar 

Arbé et al, 2015). 

La disminución del flujo sanguíneo coronario es un 

proceso multifactorial, ya que la enfermedad subyacente 

más común detrás del IAM es la aterosclerosis, pero 

existen otras causas como la embolia de la arteria 

coronaria, la isquemia inducida por cocaína, la disección 

coronaria y el vasoespasmo coronario (Stratmann & 

Tschoepe, 2009; Massberg & Polzin, 2018; Mechanic et 

al, 2022).  
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La aterosclerosis es un proceso inflamatorio que 

afecta a las arterias de tamaño mediano y grande en todo 

el sistema cardiovascular. El proceso de desarrollo de 

aterosclerosis comienza con la acumulación de 

lipoproteínas de baja densidad (LDL) en el espacio 

subendotelial, estas pueden ser modificadas mediante 

oxidación y agregación, provocando un desequilibrio en 

la biodisponibilidad de sustancias activas y generando 

una disfunción endotelial (Dai et al, 2004).  

Las LDL modificadas actúan como estimuladores 

crónicos de la respuesta inmune, activando el endotelio 

de forma temporal mediante citoquinas proinflamatorias 

y la expresión de moléculas de adhesión que estimulan 

la adhesión de monocitos y su diferenciación a 

macrófagos, los cuales promueven la acumulación de 

lípidos (Gerhardt & Ley, 2015).  Además, se produce una 

migración de células musculares lisas hacia la capa 

íntima inflamada, generando una capa fibromuscular 

(Bentzon et al, 2014). La rotura de la placa 

aterosclerótica es la causa más frecuente de trombosis, 

lo que da lugar a la oclusión de la arteria coronaria y la 

isquemia miocárdica (Libby et al, 2014).  
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1.2.1. DIFERENCIAS DE SEXO EN EL INFARTO 
AGUDO DE MIOCARDIO 

Una de las principales diferencias de sexo en el 

IAM es su mayor incidencia en hombres ya comentada 

anteriormente, pero existen otros aspectos de relevancia 

para la investigación de la enfermedad, como son las 

diferencias en su sintomatología y desenlace de la 

enfermedad, comorbilidades y factores de riesgo. En un 

reciente meta-análisis realizado por Van Oosterhout, se 

profundizó en las diferencias de sexo existentes en la 

presentación de los síntomas del IAM, confirmando que 

las mujeres tienen mayor probabilidad de experimentar 

dolor entre los omóplatos, náuseas o vómitos, y dificultad 

para respirar, y menor probabilidad de sufrir dolor en el 

pecho o diaforesis (sudoración abundante). Además, se 

remarca que estas diferencias llevan establecidas en la 

literatura más de una década (van Oosterhout et al, 

2020). 

En cuanto a las diferencias de sexo en el 

desenlace de la enfermedad, se ha demostrado que las 

mujeres jóvenes con IAM experimentan más resultados 

adversos que los hombres en el año posterior al alta 

(Sawano et al, 2023). Además de una mayor incidencia 

de readmisión en mujeres por problemas adversos, 

también es relevante la elevada cantidad de 

comorbilidades presentadas por mujeres tras un IAM en 
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comparación con los hombres, principalmente diabetes, 

hipertensión, enfermedad pulmonar obstructiva crónica y 

fallo renal (Humphries et al, 2022).   

 Gracias a un estudio en mujeres y hombres de 

mediana edad se comprobó que determinados factores 

de riesgo para el IAM estaban más asociados a un mayor 

riesgo en mujeres que en hombres, entre los que 

destacaban fumar, hipertensión y diabetes tipo 2 (Millett 

et al, 2018).  

A lo largo de las décadas, las mujeres han 

estado infrarrepresentadas en los ensayos clínicos y 

terapéuticos, lo que ha resultado en un menor 

conocimiento de la enfermedad en las mujeres, incluso 

en las investigaciones básicas a menudo se desconocía 

la procedencia de las células, los fluidos y los tejidos 

utilizados (Wenger, 2020). Afortunadamente, desde el 

1994, con la guía del Instituto Nacional de Salud (NIH) 

para la inclusión de la mujer como sujeto en la 

investigación (NIH Guide, 1994), ha ido actualizándose 

la legislación en este aspecto (NIH Guide, 2001), con el 

objetivo de conseguir la inclusión igualitaria de muestras 

masculinas y femeninas en la investigación básica, 

además de que en los ensayos clínicos se determine la 

seguridad y eficacia de nuevos medicamentos en ambos 

sexos.   
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1.2.2. EFECTO DEL ENVEJECIMIENTO EN EL 
DESARROLLO DEL INFARTO AGUDO DE 
MIOCARDIO  

Como se ha comentado anteriormente, la 

incidencia del IAM depende del sexo, pero la edad 

también juega un papel muy importante, ya que como 

demostró el estudio de Framingham, la incidencia del 

IAM es 2.5 veces mayor en hombres que en mujeres 

antes de los 45 años, sin embargo, esta diferencia 

desaparece después de los 55 años (Egred et al, 2005), 

en edades superiores a los 60 años, las mujeres pasan 

a tener una probabilidad 2 veces mayor que los hombres 

(Benjamin et al, 2019).  

Por otro lado, el pronóstico del IAM suele ser peor 

en pacientes más jóvenes, debido a la ausencia de 

antecedentes de isquemia crónica y desarrollo colateral 

secundario, y también porque un IAM temprano suele 

deberse a la presencia de varios factores de riesgo, 

como diabetes, tabaquismo, síndrome metabólico y 

consumo de drogas recreativas (DeFilippis et al, 2020; 

Arora et al, 2019; Cole et al, 2003). 
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En cuanto al papel del envejecimiento en la 

fisiopatología del IAM, la edad juega un papel vital en el 

deterioro de la funcionalidad cardiovascular, lo que 

resulta en un mayor riesgo de sufrir un IAM en adultos 

de mayor edad (Curtis et al, 2018a; North & Sinclair, 

2012).  

Los corazones sufren cambios funcionales y 

eléctricos con el envejecimiento, estos cambios están 

causados por una serie de factores, como el aumento de 

la producción de estrés oxidativo, la inflamación, el 

deterioro y degeneración del miocardio (Curtis et al., 

2018). El aumento de la producción de especies 

reactivas de oxígeno y de marcadores proinflamatorios 

está vinculado con el envejecimiento, lo que contribuye 

al aumento de depósitos de colágeno y el desarrollo de 

hipertrofia y fibrosis cardiaca (Curtis et al, 2018b; 

Meschiari et al, 2017).  

El estrés oxidativo también conduce a la 

disfunción mitocondrial (Steenman & Lande, 2017), ya 

que el metabolismo aeróbico cardiaco depende del ATP 

producido por las mitocondrias. Además, también se ve 

afectada la vía de señalización del calcio (Xie et al, 

2015), y se produce un aumento en la oxidación de 

lípidos, promoviendo el desarrollo de la aterosclerosis 

(Rodgers et al, 2019). 
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Conjuntamente, el estrés oxidativo relacionado 

con el envejecimiento da como resultado cambios 

celulares y estructurales significativos, y estos 

eventualmente conducen a un deterioro de la función 

cardíaca y el posible desarrollo de IAM (Rodgers et al, 

2019). Y dado que el número de pacientes de edad 

avanzada seguirá aumentando, es sumamente 

necesario seguir profundizando en el impacto del 

envejecimiento y las diferencias de sexo en futuros 

estudios clínicos y de investigación, para mejorar los 

resultados en la población de edad avanzada. 



Introducción 
 

- 41 - 
 

1.3. miRNAs EN EL INFARTO AGUDO DE 
MIOCARDIO  

Los microRNAs (miRNAs) son un tipo de RNA no 

codificante (ncRNA), de 17-22 nucleótidos de longitud 

que disminuyen la expresión génica al inhibir la 

traducción o inducir la degradación del RNA mensajero 

(mRNA) (Bartel, 2018). El genoma humano codifica 

aproximadamente 2000 miRNAs, cada uno de los cuales 

puede controlar la expresión de cientos de mRNA 

codificadores de proteínas (Naeli et al, 2023), lo que 

permite que estén implicados en multitud de procesos 

fisiológicos y patológicos, regulando entre otros, el 

desarrollo cardiovascular, la inflamación, la hipertrofia y 

la función vascular (Poller et al, 2018). 

También se han descubierto miRNAs en el sistema 

circulatorio, lo que abre nuevas posibilidades para su uso 

como potenciales biomarcadores para el diagnóstico de 

enfermedades cardiovasculares (Zhang et al, 2018; 

Wang et al, 2011). 

En comparación con las estrategias actuales de 

diagnóstico para el IAM, como el ECG o la angiografía 

coronaria, los miRNAs prometen ser marcadores 

bioquímicos no invasivos, inocuos e inofensivos, 

estableciendo así un futuro prometedor para su estudio 

como biomarcadores del IAM (Zhang et al, 2020).   
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1.3.1. BIOGÉNESIS DE LOS miRNAs  

La mayoría de los miRNAs se generan a partir 

de los intrones de genes funcionales (Sibley et al., 2012), 

aunque también pueden localizarse en regiones 

intergénicas y exónicas del gen huésped (Olena & 

Patton, 2010). 

Los miRNAs maduros y funcionales se producen 

y procesan mediante múltiples pasos (Figura 1), que 

empiezan con la transcripción del miRNA primario (pri-

miRNA) mediante la RNA polimerasa II. La enzima 

RNAsa III Drosha y la región crítica 8 del síndrome de 

DiGeorge (DGCR8) son los encargados de procesar y 

escindir los pri-miRNAs para dar lugar a los miRNAs 

precursores (pre-miRNA), los cuales son exportados al 

citoplasma mediante la exportina-5 donde Dicer (un 

complejo enzimático de RNAsa III) los escinde y genera 

los miRNAs maduros de aproximadamente 22 

nucleótidos (Bartel, 2018). Gracias al complejo formado 

por Dicer, Argonauta 2 (Ago2) y la proteína de unión a 

RNA de doble cadena TRBP (del inglés, TAR RNA-

binding protein) se produce la selección de la hebra y el 

ensamblaje del miRNA maduro con el complejo de 

silenciamiento inducido por RNA (RISC).  
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La estabilidad termodinámica de los dos 

extremos del dúplex permite elegir la hebra con el 

extremo 5’ menos estable, anteriormente se creía que la 

cadena no seleccionada (miRNA*), por lo general miR-

3p, quedaba relegada como subproducto y era 

degradada. De modo que, la mayoría de los estudios 

solo consideraban los efectos reguladores de la hebra 

más frecuentemente encontrada, miR-5p. Sin embargo, 

la cadena miRNA* también es capaz de ejercer una 

acción reguladora. Por ello, ahora un miRNA maduro se 

designa con el sufijo "-3p" o "-5p" dependiendo de la 

cadena de origen (Camps et al, 2014). 
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Figura 1. Biogénesis de los miRNAs. Los pri-miRNAs 
se generan a partir de genes de miRNAs con la ayuda 
de la RNA polimerasa II y Drosha/DGCR8 los escinde 
para formar pre-miRNAs. Luego, los pre-miRNAs se 
transportan al citoplasma y se escinden mediante 
Dicer/TRBP. Los dúplex de miRNAs producidos se 
traducen luego en miRNAs maduros. Sin embargo, solo 
una hebra del dúplex de miRNA se traduce en el miRNA 
maduro. Tanto los pre-miRNAs como los miRNAs 
maduros pueden liberarse en el torrente sanguíneo por 
varias vías. Los miRNAs pueden liberarse por asociación 
con partículas, como complejos de lipoproteínas (HDL) y 
proteínas de unión a RNA (Ago2), o por 
empaquetamiento en vesículas. Imagen tomada de 
(Zhang et al, 2020). 
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1.3.2. MECANISMO DE ACCIÓN 

Los miRNA circulantes se secretan a la 

circulación principalmente de dos formas: encapsulados 

en vesículas lipídicas (pequeñas y grandes vesículas 

extracelualres, y cuerpos apoptóticos) y asociados a 

proteínas de unión a RNA como la nucleofosmina 1 

(NPM1) y la proteína Ago2 o complejos de lipoproteínas 

(Fritz et al, 2016). Las vesículas lipídicas tienen 

diferentes tamaños, orígenes y modos de liberación. Las 

pequeñas vesículas (30 a 100 nm) se originan a partir de 

los endosomas y se secretan a la circulación cuando los 

cuerpos multivesiculares se fusionan con la membrana 

plasmática (Raposo & Stoorvogel, 2013). Las grandes 

vesículas (0.1–1 μm) se liberan a través de la gemación 

hacia el exterior (Fritz et al, 2016). Los cuerpos 

apoptóticos (0.5–2 μm) se secretan durante la apoptosis 

(Fritz et al, 2016).  

Se estima que hasta el 60% de los genes 

codificadores de proteínas humanas son regulados post-

transcripcionalmente por miRNAs, los cuales se han 

investigado cada vez más en los últimos años, revelando 

su papel tanto en el control de funciones biológicas clave, 

como en enfermedades cardiovasculares (Colpaert & 

Calore, 2019; Novella et al, 2021). En consecuencia, la 

variación en la expresión de cientos de mRNA puede ser 
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reflejada en cierta medida por los perfiles de expresión 

de unos pocos miRNAs que actúan como reguladores, 

ofreciendo información biológica valiosa (Pritchard et al, 

2012).  

Las últimas dos décadas han presenciado un 

asombroso nivel de progreso en la comprensión de los 

diversos aspectos de la maquinaria de silenciamiento 

inducido por miRNAs, incluyendo la multitud de proteínas 

y complejos involucrados en este proceso (Naeli et al, 

2023). De manera más específica, hay numerosos 

miRNAs relacionados directamente con la patología del 

IAM, ya que como está recogido en la revisión de Zhang 

L. et al., los miR-21 y miR-92a promueven el daño y la

disfunción endotelial, el miR-223, miR-155, miR-205 y

miR-147 participan en la inflamación de células

endoteliales, además del miR-122 y el miR-370 que

facilitan la acumulación de triglicéridos, los  miR-221 y

miR-222 estimulan la proliferación y migración de células

de músculo liso vascular, y el miR-33 aumenta el tamaño

de la placa aterosclerótica y su contenido de lípidos

(Zhang et al, 2020). Todos estos miRNAs están

involucrados en la formación de la placa aterosclerótica

y por tanto en el desarrollo del IAM.
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También hay numerosos miRNAs que producen 

el efecto contrario, evitando el proceso de aterosclerosis, 

como el miR-30c y el miR-146a disminuyendo la 

acumulación de lípidos, y el miR-145/143 reduce el 

tamaño de la placa aterosclerótica (Zhang et al, 2018). 

En general, los miRNAs participan en todos los eventos 

del desarrollo de la aterosclerosis, lo que indica su 

importante papel en el IAM.   
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1.3.3. miRNAs CIRCULANTES COMO 
BIOMARCADORES DEL INFARTO AGUDO DE 
MIOCARDIO 

Desde su descubrimiento hace poco más de 20 

años, los miRNAs se han identificado como reguladores 

clave de procesos biológicos complejos relacionados 

con múltiples patologías cardiovasculares, incluyendo la 

hipertrofia ventricular izquierda, la enfermedad cardíaca 

isquémica, la insuficiencia cardíaca, la hipertensión y las 

arritmias (Romaine et al, 2015). Además, desde el 

descubrimiento de que los miRNAs están presentes en 

la circulación, se han investigado como nuevos 

biomarcadores cardiovasculares, especialmente en el 

contexto del IAM y la insuficiencia cardíaca (Zhang et al, 

2020).  

Para que una molécula pueda ser considerada 

como biomarcador de diagnóstico ideal para el IAM, 

debe cumplir muchos criterios, incluido que la muestra 

de origen sea accesible de manera no invasiva, que 

posea un alto grado de sensibilidad y especificidad para 

la enfermedad, que su detección sea rápida y precisa, y 

en la etapa temprana de la enfermedad, además de una 

vida media larga (Weber et al, 2010). Los miRNAs 

circulantes tienen varias ventajas porque cumplen 

muchos de estos criterios, la forma en la que se obtienen 

es simple e inofensiva, son extremadamente estables en 
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circulación, poseen una notable resistencia a la 

degradación por la actividad de la RNAsa endógena, y, 

además pueden detectarse en tiempo real mediante la 

PCR (Tsui et al, 2002). Por lo tanto, los miRNAs 

circulantes tienen un gran potencial para ser 

biomarcadores de diagnóstico del IAM. 

Gracias a que numerosos estudios han 

investigado el papel de los miRNAs en la clasificación de 

pacientes con infarto agudo de miocardio se han 

identificado algunos candidatos prometedores como 

biomarcadores (Tabla 1), entre ellos destacan el miR-1, 

miR-133a/b, miR-208a/b y el miR-499 (Zhang et al, 

2020). Todos ellos son miRNAs específicos de 

miocardio, están altamente expresados en músculo 

esquelético y se han encontrado elevados en circulación 

en modelos experimentales y pacientes con infarto 

agudo de miocardio, esta información se ha resumido en 

diversos artículos (Almaghrbi et al., 2023; Gidlöf et al., 

2011; Y. Q. Li et al., 2013; Wang G. K.  et al., 2010; 

Zhang et al., 2020; Zhu et al., 2021). 
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miRNA Ctr./Pac. Referencia 
miR-1 66/93 IM (Ai et al, 2010) 

20/31 IAM (Cheng et al, 2010) 
11/25 IM (Gidlöf et al, 2011) 
32/67 IAM (Li Y. Q. et al., 2013) 

miR-
133a/b 11/25 IM (Gidlöf et al, 2011) 

28/51 IAM (Wang R. et al., 
2011) 

32/67 IAM (Li Y. Q. et al., 2013) 
miR-
208a/b 30/33 IAM (Wang G. K. et al., 

2010) 
11/25 IM (Gidlöf et al, 2011) 
32/67 IAM (Li Y. Q. et al., 2013) 
243/116 IAM (Lv et al, 2014) 
72/70 IAM (Liu X. et al., 2015) 

miR-499 36/32 IAM (Corsten et al, 
2010a) 

11/25 IM (Gidlöf et al, 2011) 
32/67 IAM (Li Y. Q. et al., 2013) 
89/28 IAM (Yao et al, 2014) 
72/70 IAM (Liu X. et al., 2015) 
100/142 IAM (Zhang et al, 2015b) 

Tabla 1. miRNAs biomarcadores de IAM. Resumen de 
los estudios donde se han encontrado sobreexpresados 
los miRNAs miR-1, miR-133a/b, miR-208 y miR-499. En 
la segunda columna aparecen el número de controles 
sanos y pacientes incluidos en el estudio de miRNAs 
circulantes. Las abreviaturas hacen referencia a los 
siguientes términos: IM, infarto de miocardio; IAM, infarto 
agudo de miocardio; Ctr, controles; Pac, pacientes. 
Tabla adaptada de (Zhang et al, 2020). 



Introducción 
 

- 51 - 
 

Los niveles aumentados de miR-1 tras el IAM 

también se asociaron positivamente con el tamaño del 

infarto de miocardio (Cheng et al, 2010). En pacientes 

que habían sufrido un IAM, el miR-1 se correlacionó 

significativamente con el cambio absoluto en el tamaño 

del infarto, mostró una tendencia a una correlación 

positiva con la fracción de eyección del ventrículo 

izquierdo y se asoció con una mayor mortalidad por IAM 

(Grabmaier et al, 2017; Widera et al, 2011). Además, 

también se detectó un nivel mayor de miR-1 en pacientes 

con IAM, asociado negativamente con arritmia (Ai et al, 

2010). 

Similar al miR-1, el miR-133 es un regulador 

crucial del desarrollo muscular cardíaco y esquelético y 

está involucrado en la biología de las células musculares 

lisas vasculares (Kondkar & Abu-Amero, 2015; Chen et 

al, 2006). También se ha encontrado que los pacientes 

con IAM tenían un nivel plasmático de miR-133-3p 4.4 

veces mayor que los sujetos de control, y que volvió a 

niveles basales después de 7 días (Wang G. K. et al., 

2010). Además, el miR-133-3p se correlacionó 

significativamente con la mortalidad (Wang R. et al., 

2011; Widera et al., 2011).  

 



Introducción 

- 52 -

En pacientes con infarto agudo de miocardio, se 

observó un nivel más alto de miR-208a-3p, el cual 

alcanzó su punto máximo a las 3 horas después de la 

reperfusión, en comparación con los pacientes con 

angina inestable (Białek et al, 2015). Además, se 

encontró que el aumento del miR-208a estaba 

significativamente asociado con un mayor riesgo de 

mortalidad o insuficiencia cardíaca dentro de los 6 meses 

posteriores al infarto, y a su vez, los niveles circulantes 

de miR-208a-3p se correlacionaron con cTnI (troponina I 

cardiaca) y CK-MB (creatina quinasa MB) liberados del 

área (Widera et al, 2011; Białek et al, 2015; Lv et al, 

2014). Wang G. K. et al. (2010) informaron de niveles 

significativamente mayores de miR-1, miR-133a, miR-

208a y miR-499 en plasma en ratas con IAM, en las que 

miR-208a mostró la mejor sensibilidad y especificidad de 

detección (Wang G. K. et al., 2010). Liu X. et al. (2015) 

revelaron que el miR-208, junto con miR-499, mostró un 

valor más seguro que el miR-1 en el diagnóstico de IAM 

(Liu X. et al., 2015).  

El papel del miR-499-5p como biomarcador 

diagnóstico de IAM ha sido recopilado en varios artículos 

(Zhao et al, 2019; Vengatapathy et al, 2019). 

Concretamente, los niveles de miR-499-5p asociados a 

miocitos cardíacos humanos se detectaron en plasma de 

manera elevada y correlacionados con cTnI en pacientes 
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con infarto agudo de miocardio, lo que sugiere su 

liberación de cardiomiocitos lesionados (Corsten et al, 

2010a). En otro estudio, miR-499-5p tuvo un valor 

predictivo más preciso que fue significativamente mayor 

que la mayoría de los biomarcadores confiables de IAM, 

como cTnI y CK-MB (Liu X. et al., 2015). Los cambios en 

los niveles de miR-499 circulantes se asociaron con 

angina inestable e infarto de miocardio sin elevación del 

segmento ST en pacientes que se presentaron dentro de 

las 3 horas posteriores al inicio de los síntomas (Shalaby 

et al, 2016). Li et al. (2013) ilustraron que miR-499 fue 

más preciso que cTnT (troponina T cardiaca) para el 

diagnóstico de IAM en pacientes de edad avanzada (Li 

Y. Q. et al., 2013). Otros estudios clínicos han descrito 

niveles elevados de miR-499 circulante en pacientes con 

IAM (Yao et al, 2014; Zhang et al, 2015b). 

Si bien actualmente hay poca evidencia de que 

los miRNAs puedan superar a los biomarcadores 

tradicionales, como la troponina cardíaca, en el 

diagnóstico del IAM, existe el potencial de que los 

miRNAs complementen los modelos existentes de 

predicción de riesgos y actúen como valiosos 

marcadores del momento agudo de la enfermedad.    
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1.3.4. miRNAs EN MODELOS EXPERIMENTALES 

Cómo se ha comentado anteriormente, se ha 

demostrado el papel de los miRNAs en diferentes 

patologías y su uso como biomarcador o posible 

herramienta terapéutica está en continuo estudio. Pero 

es relevante comentar que, para que todo esto pueda 

llevarse a cabo, es necesario realizar un estudio previo 

en modelos experimentales.  

Los estudios preclínicos en modelos animales de 

infarto de miocardio son necesarios para el 

descubrimiento y validación de nuevas moléculas 

relevantes en el proceso fisiológico de la enfermedad. 

Los inhibidores de la enzima convertidora de 

angiotensina (IECA), por ejemplo, demostraron ser 

beneficiosos en un modelo de rata con infarto de 

miocardio inducido por ligadura de la arteria coronaria 

(Pfeffer et al, 1985b, 1985a), transformando las 

perspectivas de los pacientes con insuficiencia cardíaca. 

Sin embargo, los resultados en modelos experimentales 

no siempre se traducen bien en la clínica, especialmente 

en intervenciones diseñadas para proteger el corazón de 

la isquemia aguda (Schwarz et al, 2000).  

Aunque las innovaciones en imagen no invasiva han 

abierto una nueva ventana sobre la enfermedad 

miocárdica humana, incluyendo el infarto de miocardio 
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(Curley et al, 2018), todavía dependemos de modelos 

preclínicos para una comprensión molecular más 

profunda y para probar la validez de nuevos agentes 

terapéuticos.  

Los modelos animales de gran tamaño, como los 

modelos caninos y primates, se han utilizado durante 

mucho tiempo en la investigación de enfermedades 

cardiovasculares. Aunque son buenos para simular las 

características patológicas de los pacientes humanos, 

tienen limitaciones inevitables, como los altos costes de 

alimentación, las dificultades en la modificación genética, 

el gran espacio necesario para su manipulación y 

cuestiones éticas en cuando a su uso. Por otro lado, los 

modelos de roedores son los más comunes en la 

investigación de enfermedades cardiovasculares y son 

herramientas indispensables para estudiar las 

características patológicas, los síntomas clínicos y el 

desarrollo de fármacos para enfermedades humanas.  

A pesar de que los modelos de roedores no son 

perfectos, ofrecen ventajas como, el gran conocimiento 

de su genoma, la abundante variedad de cepas 

genéticamente modificadas, su corta gestación y su 

relativo bajo coste para la cría y el mantenimiento, lo que 

proporciona una mayor comodidad para la investigación 

científica (MacAskill et al, 2021; Curley et al, 2018). 
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Para enfermedades cardiovasculares comunes se 

han desarrollado y utilizado modelos de roedores que 

simulan varias características e indicadores de 

enfermedades cardiovasculares humanas y han 

contribuido enormemente a la investigación científica 

(Jia et al, 2020).  

Un método comúnmente utilizado para simular el 

infarto de miocardio en modelos experimentales es la 

oclusión quirúrgica permanente de la arteria coronaria 

descendente anterior izquierda. La ligadura permanente 

evita la perfusión distal causando hipoxia irreversible en 

una gran proporción del ventrículo izquierdo, lo que 

resulta en la muerte celular de los cardiomiocitos, la 

apoptosis y la formación de la cicatriz del infarto. Este 

modelo permite investigar los mecanismos celulares y 

moleculares que proceden a la lesión tisular y a la 

cicatrización de las heridas. Esta técnica presenta 

considerables desafíos en ratones, debido al pequeño 

tamaño del corazón de ratón, se requiere de personal 

altamente capacitado para llevar a cabo la ligadura de la 

arteria (Martin et al, 2022).  

En general, el uso de modelos animales para 

estudiar el infarto de miocardio es altamente valorado en 

tres áreas amplias de investigación cardiovascular: (i) 

estudios moleculares (que involucran, por ejemplo, la 
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reparación del infarto, el remodelado cardíaco adverso, 

la muerte celular y las arritmias); (ii) estudios de 

traducción (por ejemplo, evaluación de intervenciones 

farmacológicas en el contexto de la enfermedad para 

mejorar los resultados); y (iii) estudios con terapias 

avanzadas para mejorar la función cardíaca, el 

remodelado tisular y la regeneración (por ejemplo, 

terapia génica, celular e ingeniería tisular) (Martin et al, 

2022). 

En el caso de la presente tesis, nuestro modelo 

experimental de infarto de miocardio permite estudiar el 

aspecto molecular en la fase aguda del infarto en el 

modelo murino SAMR1/SAMP8, el cual permite 

descubrir el papel del envejecimiento en el perfil de 

expresión de miRNAs tras un IAM, y además, con el uso 

de ratones machos y hembras, permite determinar la 

implicación de la variable sexo y su efecto sobre los 

miRNAs desregulados.  
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Se ha comprobado que el infarto agudo de 

miocardio (IAM) modifica los niveles de miRNAs 

circulantes capaces de regular distintos procesos 

biológicos. El conocimiento de este cambio en el perfil de 

expresión de miRNAs en la circulación, podría permitir la 

identificación de nuevos biomarcadores de diagnóstico y 

pronóstico de la enfermedad, así como establecer un 

punto de partida para el estudio e intervención de las vías 

de señalización celular afectadas.  

El IAM está generalmente asociado a procesos 

de envejecimiento, la edad avanzada es el principal 

determinante del pronóstico del IAM y existen, además, 

diferencias de sexo en su incidencia en la población. 

La hipótesis de este trabajo es que la 

senescencia y el sexo regulan diferencialmente el perfil 

de expresión de miRNAs en un modelo de infarto 

experimental en las cepas de ratones SAMR1/SAMP8, 

lo que trascendería en la regulación de las vías de 

señalización celular implicadas en el IAM. 

Por tanto, el objetivo principal de este trabajo fue 

determinar el perfil de expresión de miRNAs en el 

modelo murino de infarto experimental en las cepas 

SAMR1/SAMP8 y estudiar la influencia del sexo y la 

senescencia. 
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Para ello, se plantearon los siguientes objetivos 

específicos:  

1. Establecer el modelo de IAM experimental y 

senescencia con ratones y ratonas 

SAMR1/SAMP8, determinando el tiempo óptimo 

que debería transcurrir tras la inducción del 

infarto para la toma de muestras.  

2. Analizar la influencia del sexo y la senescencia 

en el perfil de expresión de miRNAs en suero de 

ratones y ratonas SAMR1/SAMP8 y determinar 

bioinformaticamente las rutas biológicas 

afectadas. 

3. Comprobar la expresión de los miRNAs 

circulantes desregulados en IAM y relacionados 

con el envejecimiento y el sexo en una nueva 

cohorte de ratones y ratonas, y en muestras de 

suero de pacientes con IAM, hombres y mujeres. 

4. Estudiar bioinformaticamente la implicación 

funcional de los miRNAs diferencialmente 

expresados en IAM relacionados con el 

envejecimiento y el sexo. 
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Este estudio ha sido realizado bajo la aprobación del 

Comité de Experimentación y Bienestar Animal de la 

Universidad de Valencia (número de procedimiento: 

2020/VSC/PEA/0128); y los protocolos experimentales 

se realizaron de acuerdo con el Real Decreto 53/2013 

por el que se establecen las normas básicas aplicables 

para la protección de los animales utilizados en 

experimentación.  

Todos los sujetos con infarto agudo de miocardio 

(IAM) proporcionaron el consentimiento informado para 

participar en el estudio bajo la aprobación del Comité 

Ético de Investigación Clínica (CEIC) del Hospital Clínico 

de Valencia (2019/060), conforme a los principios de la 

Declaración de Helsinki.  

Las muestras y datos de los controles incluidos 

en el estudio fueron proporcionados por el Biobanco 

Hospital Universitario Puerta de Hierro Majadahonda 

(HUPHM)/Instituto de Investigación Sanitaria Puerta de 

Hierro-Segovia de Arana (IDIPHISA) (PT17/0015/0020 

de la Red Nacional de Biobancos) con la aprobación de 

sendos Comités Ético y Científico, y han sido procesados 

siguiendo procedimientos normalizados. 
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3.1. MODELO MURINO DE INFARTO AGUDO DE 
MIOCARDIO Y SENESCENCIA  

Para el establecimiento del modelo murino de 

IAM se utilizó un modelo de ratones con senescencia 

acelerada, ratones SAM (del inglés, Senescence 

Accelerated Mouse), que se obtuvieron a través de la 

selección fenotípica de una colonia de ratones AKR/J. 

Este modelo fue descrito por Takeda y sus 

colaboradores en 1981. Varios subtipos de ratones SAM 

han sido identificados y se caracterizan por desarrollar 

cambios fenotípicos relacionados con el envejecimiento 

acelerado (Takeda et al, 1981). En este estudio, se 

utilizaron ratones de la cepa SAMR1 como grupo control, 

que presentan un envejecimiento biológico normal. 

También se usaron ratones de la cepa SAMP8, que 

presentan una senescencia acelerada y muestran 

alteraciones asociadas con el envejecimiento, como 

cataratas, osteoporosis, amiloidosis senil y pérdida de 

memoria. 

Fueron criados y mantenidos en el animalario de 

la Unidad Central de Investigación de Medicina de la 

Universidad de Valencia (UCIM), en un ambiente 

controlado con condiciones estándar de temperatura 

constante a 22ºC, ciclos luz/oscuridad de 12 horas, 

humedad del 60%, pienso y agua ad libitum. 



Material y Métodos 

- 66 -

3.1.1. GRUPOS DE ESTUDIO 

El estudio destinado al establecimiento del 

tiempo óptimo de sacrificio en el modelo murino de 

infarto agudo de miocardio se realizó en ratones SAMR1 

(n = 36) y ratones SAMP8 (n = 36). Para el estudio del 

perfil transcriptómico mediante microRNAseq se 

utilizaron ratones SAM R1 (n = 24) y ratones SAMP8 (n 

= 24). Los ratones de ambos estudios se distribuyeron 

en los siguientes grupos experimentales:   

• Controles de cirugía (sham): grupo control al que se

realizó el mismo procedimiento quirúrgico que a los

demás, pero sin ligar la arteria coronaria.

• Infarto agudo de miocardio (IAM): grupo

experimental al que se realizó la oclusión de la

arteria coronaria.
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3.1.2. INFARTO AGUDO DE MIOCARDIO 

 Antes del procedimiento quirúrgico se 

administraron analgésicos de manera intraperitoneal 

para el manejo del dolor, meloxicam (0.3 mg/kg) y 

buprenorfina (0.1 mg/kg). Seguidamente se anestesió a 

los ratones mediante la inhalación de isoflurano al 5 % 

de la CAM (concentración alveolar mínima) para la 

inducción (Abbot Laboratories, Chicago, IL, Estados 

Unidos), administrado en aire de calidad médica con 

oxígeno al 100 % en una cámara anestésica.  

Para la cirugía, mientras que en otros estudios 

implementan una traqueotomía invasiva, en este caso se 

utilizó un método menos invasivo de intubación 

endotraqueal, usando iluminación cenital de la 

orofaringe, se intuba sin crear incisiones, brindando una 

experiencia más segura y menos traumática para el 

animal. Se coloca al ratón en la tabla quirúrgica y se 

conecta a un ventilador para roedores (Minivent tipo 845, 

Panlab Harvard Apparatus, Barcelona, España) ajustado 

a un volumen tidal de 200 μL y una frecuencia de 110 

respiraciones por minuto complementado con oxígeno al 

100%, e isoflurano (2% de la CAM para mantenimiento) 

a un caudal de 0.2 L/min. 
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Tras comprobar la profundidad anestésica por 

pérdida de reflejos podales, se procedió a realizar el IAM, 

accediendo al corazón a través de una toracotomía 

izquierda entre el cuarto y quinto espacio intercostal. 

Después de abrir el pericardio, se realizó una ligadura 

permanente de la arteria coronaria descendente anterior 

izquierda (ACDI) utilizando un portaagujas para 

microcirugía e hilo de sutura monofilamento no 

reabsorbible (Monosyn 6/0 Braun) (Figura 2).  

El punto de oclusión pasó aproximadamente 1-2 

mm desde el vértice de la aurícula izquierda cuando 

estaba en su posición normal. En el grupo control de 

cirugía (Sham), la aguja se pasó alrededor de la arteria 

sin ligadura.  

Después de la ligadura, se cerró por planos el 

tórax de los ratones con sutura monofilamento 

reabsorbible (monosyn 5/0 Braun), cerrando el espacio 

intercostal, subcutáneo y la piel de los animales. Se 

colocaron en una jaula de recuperación limpia, bajo una 

lámpara de calor para recuperar la conciencia. El IAM se 

confirmó visualmente por la decoloración inmediata del 

ventrículo izquierdo tras la ligadura por la pérdida de 

irrigación sanguínea y la elevación del segmento ST en 

el electrocardiograma (ECG) de BIOPAC MP36 

(BIOPAC Systems Inc, Santa Barbara, USA). 
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Figura 2. Ligadura permanente de la arteria coronaria 
descendente anterior izquierda. Mediante la oclusión 
de la ACDI se produce el IAM, generando una gran área 
de tejido cicatricial en el ventrículo izquierdo. Imagen 
creada con BioRender. 
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3.1.3. RECOGIDA DE MUESTRAS 

Los ratones fueron sacrificados con isoflurano 

vaporizado al 5% al tiempo estipulado tras la cirugía 

según el estudio, y se recogieron muestras de sangre. 

Las muestras de sangre se recogieron de la vena cava 

con una jeringa de 1 ml y una aguja de 25 G en un tupo 

Eppendorf estéril de 1.5 ml. Tras reposar 30 min a 

temperatura ambiente, se centrifugaron a 1500 g durante 

15 min a 4ºC para obtener el suero que se transfirió a 

tubos libres de RNasa/DNasa.   

Para descartar las muestras de sangre 

hemolizadas no aptas para el estudio de ácidos 

nucleicos se realizó un control de hemólisis mediante 

espectrofotometría. Se determinó la absorbancia de 1 μl 

de suero a una longitud de onda de 414 nm mediante el 

NanoDrop One (ThermoScientific, Rockford, IL, USA) y 

se estableció el límite de 0.5 UA por encima del cual la 

muestra queda descartada para su posterior uso. Las 

muestras no hemolizadas se conservaron a -80ºC hasta 

su uso.  

Los corazones se aislaron en una placa Petri con 

solución salina fisiológica (0.9% NaCl) a 4ºC. Se 

limpiaron cuidadosamente de grasa y adherencias con 

tijeras de microdisección, bajo un microscopio 

estereoscópico iluminado con luz fría, LEICA S9E (Leica 
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Microsystems). Los corazones destinados a la tinción 

histológica con cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) 

para evaluar la viabilidad del tejido y el tamaño del infarto 

se cortaron con una hoja de bisturí en secciones de 1 

mm. Cada sección se incubó en la solución de TTC-PBS 

al 1%, pH 7.4 a temperatura ambiente durante 20 min y 

se fijaron en formalina tamponada con PBS al 10 % 

durante 18 horas a 2-8 °C. 

 

 

 

3.1.4. EXTRACCIÓN DE RNA 

 El RNA total se aisló a partir del suero utilizando 

el kit miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit (Qiagen) 

de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se 

mezclaron 200 μl de suero con 700 μl de reactivo de lisis, 

seguido de la adición de cloroformo, etanol y tampón de 

lavado. El RNA depositado en la membrana de la 

columna giratoria fue eluido con agua libre de RNAsas. 

La cantidad total de RNA y su pureza se 

midieron con NanoDrop One (ThermoScientific, 

Rockford, IL, USA). Las muestras de RNA se 

almacenaron a -80 °C hasta su uso en posteriores 

ensayos. 
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3.1.5. qRT-PCR 

La expresión individual de los miRNA se 

determinó mediante PCR cuantitativa en tiempo real 

(qRT-PCR), mediante el sistema de ensayo de miRNA 

TaqMan (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.) 

en el que se amplifican, detectan y cuantifican 

secuencias específicas gracias a la fluorescencia 

liberada después de la hidrólisis del fluoróforo de la 

sonda de su desactivador (quencher), que permite la 

cuantificación de la señal lumínica. 

Antes de la realización de la PCR, se realizó la 

retrotranscripción (RT) del RNA a DNA complementario 

(cDNA) mediante el kit transcripción inversa de 

microRNA TaqMan (Applied Biosystems, Foster City, 

CA, USA) según indicaciones del fabricante. La RT se 

realizó a partir 200 ng de RNA para un volumen de 

reacción de 20 μL y se llevó a cabo en un termociclador 

(MasterCycler 5891T13, Eppendorf) programado con las 

condiciones de temperatura óptimas. Las muestras se 

conservaron a 4ºC hasta su uso. 

Las PCR en tiempo real se llevaron a cabo 

mediante el sistema ABI Prism 7900 HT (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA) con soporte para 

placa de 384 pocillos (Sarstedt, Nümbrecht, Germany) 

conectado a un ordenador con el software QuantStudio 
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5 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Se 

utilizaron sondas de expresión Taqman Gene Assay 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) para cada 

uno de los miRNA de interés (Tabla 2). Como control 

endógeno para normalizar las diferencias en la cantidad 

de RNA, la calidad del RNA y la eficiencia de la 

transcripción inversa se utilizó el U6 snRNA en las 

muestras de ratones, y el miR-484 en las muestras de 

pacientes. 

  

En la PCR se denomina ciclo umbral (Ct o 

threshold cycle) al ciclo en el que la curva de 

amplificación supera el umbral de señal de fluorescencia, 

sirviendo como medida relativa de la concentración 

inicial del miRNA en la muestra. Cada muestra se analizó 

por duplicado y la expresión relativa se calculó según el 

método 2−ΔΔCt. 

∆Ctmuestra = CtmiR de interés – CtmiRcontrol endógeno 

 

∆∆Ct = ∆Ctmuestra – promedio∆Ctgrupo control 
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miRNA Referencia 
U6 snRNA 001973 
miR-1-3p 002222 

miR-133-3p 002246 
miR-208-3p 000511 
miR-499-5p 001352 
miR-30e-3p 000422 
miR-148a-3p 000470 
miR-149-5p 002255 
miR-423-5p 002340 

miR-484 001821 

Tabla 2. Sondas TaqMan específicas utilizadas para 
la determinación de la expresión de miRNAs 
mediante qRT-PCR. 
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3.2. SECUENCIACIÓN DE NUEVA GENERACIÓN  

 El perfil de expresión de miRNAs se determinó 

mediante la plataforma de secuenciación de nueva 

generación NGS (del ingés, Next-generation 

sequencing) NextSeq550 de Illumina (Illumina, San 

Diego, CA, EE.UU.) en el Servicio de Genómica y 

Epigenética de la UCIM, donde se realizó el procesado 

de las muestras, la preparación de las librerías y su 

secuenciación (Figura 3). La técnica NGS permite el 

análisis de un gran número de muestras con una gran 

sensibilidad, una mayor profundidad de lectura que la 

ofrecida por la tecnología de hibridación de microarrays 

y la detección de nuevas secuencias desconocidas.  
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Figura 3. Esquema del procedimiento de la 
secuenciación de nueva generación Illumina. (A) 
Preparación de la librería mediante la unión de 
adaptadores y retro transcripción a cDNA. (B) 
Amplificación mediante la generación de grupos o 
clustering. (C) Secuenciación mediante la lectura de la 
unión de bases a los fragmentos monocatenarios de 
cDNA. (D) Análisis de los datos y a su alineación a un 
genoma de referencia. Imagen tomada de (Illumina Next-
Generation Sequencing (NGS) | Explore the 
Technology). 
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3.2.1. PREPARACIÓN DE LIBRERÍAS  

La preparación de librerías consiste en 

seleccionar del material inicial de RNA total las 

moléculas de microRNAs y añadir adaptadores con sitios 

para la unión de la celda de flujo y la del cebador de 

secuenciación, mediante el kit NEXTFLEX® Small RNA-

Seq v3 para Illumina Platforms (Bioo Scientific® 

Corporation, Texas, EE. UU.).  

Siguiendo el protocolo del fabricante, en primer 

lugar las moléculas de pequeños RNA se ligan, en 

presencia de bloqueadores de los tRNA/YRNA (NOVA-

513122 NEXTFLEX tRNA/YRNA Blockers) a los 

adaptadores adenilados 3'- 4N con bases aleatorias del 

kit NETFLEX® small RNA sequencing (NOVA-5132-24 

NEXTFLEX SMALL RNA KIT WITH UDI BARCODES 97-

144 (48rxn)), el cual reduce el sesgo asociado a la ligasa, 

aprovechando el grupo fosfato de su extremo terminal lo 

que permite seleccionar exclusivamente estas 

moléculas.  
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Mientras que los fragmentos de YRNA (88-112 

nt) y tRNA pueden tener funciones inexploradas como 

marcadores de diagnóstico, en este estudio pueden 

actuar como contaminantes reduciendo el número 

relativo de lecturas de mapeo, por lo que la inclusión de 

bloqueadores contra YRNA y tRNA en el proceso de 

preparación de la librería puede aumentar las lecturas de 

secuenciación de miRNAs. 

En segundo lugar, se ligan los adaptadores 5'-

4N. Tras la ligación de los adaptadores se lleva a cabo 

la retrotranscripción de la molécula a cDNA. Los 

fragmentos de cDNA generados se amplifican e indexan 

por PCR usando cebadores con códigos de barras 

distintos para cada muestra. 

El control de calidad y la concentración de las 

librerías se verifican con el bioanalizador Agilent 

Technologies 2100 (Agilent Technologies, California, 

Estados Unidos) usando chips para DNA de alta 

sensibilidad. Posteriormente se prepara un pool 

equimolecular de cada librería para su secuenciación. 

Finalmente se realizó la purificación de este pool 

mediante el uso del sistema automatizado Sage Pippin 

Prep para la selección del tamaño de las librerías. El 

protocolo está diseñado para recuperar productos finales 

de ~150 pb, que representan los miRNAs y siRNAs. 
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3.2.2. SECUENCIACIÓN CON ILLUMINA 

 Las librerías obtenidas se cargan en una celda 

de flujo y se colocan en el secuenciador. Los fragmentos 

de DNA se amplifican al unirse a oligos complementarios 

en la celda de flujo en un proceso llamado generación de 

grupos (clustering), lo que da como resultado millones de 

copias de DNA monocatenario.  

La tecnología Illumina de secuenciación por 

síntesis (SBS, del inglés Sequencing By Synthesis) 

utiliza un método patentado basado en un terminador 

reversible que detecta bases individuales a medida que 

se incorporan a las hebras monocatenarias de la plantilla 

de DNA. La señal fluorescente indica qué nucleótido se 

ha agregado y el terminador se escinde para que la 

siguiente base pueda unirse.  

El resultado es una secuenciación single read de 

50 ciclos (1 x 50 pb) altamente precisa que 

prácticamente elimina errores específicos del contexto 

de secuencia, incluso dentro de regiones de secuencia 

repetitivas y homopolímeros. 
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3.2.3. PROCESAMIENTO DE LOS DATOS DE 
SECUENCIACIÓN 

Los datos obtenidos de la secuenciación 

contienen millones de pequeñas lecturas almacenadas 

en archivos de texto en formato FASTQ. Estos archivos 

contienen 4 líneas por lectura, la primera empezando 

con el símbolo “@” seguido de un código único 

identificador de la lectura, la segunda línea contiene la 

secuencia de nucleótidos leída, la tercera línea contiene 

otra vez el identificador de lectura con el símbolo “+”, y la 

cuarta línea consiste en una serie de índices de calidad 

que especifican la probabilidad de que la lectura del 

nucleótido sea incorrecta para cada nucleótido en la 

secuencia de lectura. El procesamiento de los archivos 

FASTQ y su posterior análisis bioinformático se realizó 

por EpiDisease S.L. (Paterna, Valencia) (Figura 4).  

Para el preprocesado y el control de calidad se 

implementaron una serie de programas informáticos: 

FastQC (análisis de múltiples archivos FASTQ a la vez), 

Cutadapt (elimina los adaptadores de secuenciación), 

Subread (alineamiento de secuencias) y Multiqc 

(herramienta modular para agregar resultados de 

análisis bioinformáticos a través de muchas muestras en 

un solo informe).  
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Los miRNAs presentes en las muestras se 

anotaron con miRbase usando la versión 38 del genoma 

de ratón (mm10). La normalización del número de 

lecturas por muestra de cada miRNA (cuentas o counts 

en inglés) se realizó calculando TMM6 (del inglés, 

Trimmed Mean M-values). 

 

Figura 4. Esquema del procedimiento del estudio 
bioinformático de los datos crudos obtenidos de la 
secuenciación de miRNAs mediante NextSeq550 de 
Illumina. Después de procesar los datos mediante 
controles de calidad y normalización de los datos, se 
anotaron los miRNAs contra el genoma de referencia de 
ratón. Se realizó el estudio de expresión diferencial y se 
analizaron los datos, tras lo cual se hizo el 
enriquecimiento y un informe final. Imagen creada con 
BioRender. 
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Para el estudio de los miRNAs diferencialmente 

expresados entre grupos experimentales se aplicaron 4 

algoritmos bioinformáticos con test distintos: edgeR, 

limma, limma-voom y DESeq2.  

Los algoritmos edgeR y DESeq2 son los más 

usados en el análisis de expresión diferencial tras una 

secuenciación. Son muy similares y ambos asumen que 

ningún gen se expresa de manera diferencial. Aunque 

existe cierta similitud a nivel conceptual entre estos 

métodos, hay diferencias en la normalización de datos 

con un gran efecto sobre los resultados. Por ello, al ser 

diferentes métodos de análisis que utilizan funciones 

estadísticas complejas se espera que los resultados 

obtenidos sean diferentes pero complementarios. 

Se realizó un análisis de expresión diferencial 1 

vs. 1 entre todos los grupos de estudio (Tabla 3). 

Teniendo en cuenta las tres variables (IAM, 

envejecimiento y sexo) se analizaron un total de 12 

comparaciones. Además, se realizó un análisis de 

contraste complejo 2 vs. 2 que ofrece la posibilidad de 

obtener grupos de miRNAs con una tendencia de 

expresión opuesta en la cirugía entre los grupos de las 

comparaciones (Tabla 4).  
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Variable Grupos 

INFARTO 
 

Sham vs IAM 

R1 Macho 

R1 Hembra 

P8 Macho 

P8 Hembra 

ENVEJECIMIENTO 
 

SAM R1 vs SAM P8 

Macho sham 

Macho IAM 

Hembra sham 

Hembra IAM 

SEXO 
 

Macho vs Hembra 

R1 sham 

R1 IAM 

P8 sham 

P8 IAM 
 
Tabla 3. Comparaciones de grupos 1 vs. 1 para el 
análisis diferencial de miRNAs. En total se analizaron 
12 comparaciones entre los 8 grupos de ratones en 
relación con las 3 variables a estudio, infarto (IAM/sham), 
envejecimiento (ratones SAM R1/SAM P8), y sexo 
(machos/hembras).  
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Variable Grupos 

Sexo vs  
cirugía 

R1 macho (sham-IAM)   
R1 hembra (sham-IAM) 

P8 macho (sham-IAM)   
P8 hembra (sham-IAM) 

Envejecimiento vs  
cirugía 

R1 macho (sham-IAM)   
P8 macho (sham-IAM) 

R1 hembra (sham-IAM)   
P8 hembra (sham-IAM) 

 

Tabla 4. Comparaciones de grupos 2 vs. 2 de 
contraste complejo. Comparaciones de 2 grupos vs. 2 
grupos estudiando el sexo (macho/hembra) o 
envejecimiento (SAM R1/SAM P8) contra la cirugía 
(sham/IAM). El resultado son miRNAs que se comportan 
con una tendencia opuesta en la cirugía.  
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Tras la obtención de los miRNAs 

diferencialmente expresados en las comparaciones 1 vs. 

1 y 2 vs. 2, se utilizaron diferentes métodos de 

representación gráfica de los resultados, como el análisis 

de componentes principales (PCA), un algoritmo que 

describe las muestras de cada grupo de acuerdo con 

nuevas variables no correlacionadas. Los PCA se 

generan con R studio (2022.12.0 Posit Software, PBC) y 

el paquete ggplot2, mientras que los Heatmaps son 

representaciones en 2 dimensiones donde la información 

de cada miRNA está codificada mediante una escala de 

color, el cual se genera con el software GraphPad Prism 

8.0 (GraphPad Software Inc., California, Estados 

Unidos).    

 

 

 

 

 

 

 

 



Material y Métodos 

- 86 -

3.3. ESTUDIO EN PACIENTES 

3.3.1. POBLACIÓN DE ESTUDIO Y RECOGIDA DE 
MUESTRA 

Las muestras se suero humano se obtuvieron de 

pacientes con IAM (4 hombres y 4 mujeres) procedentes 

del Servicio de Cardiología del Hospital Clínico 

Universitario de Valencia, recogidas durante el periodo 

comprendido entre abril de 2014 y octubre de 2016 y 

conservadas a -80ºC.  

Como controles, se incluyeron muestras de 

suero de un grupo de 23 sujetos sanos proporcionadas 

por el Biobanco Hospital Universitario Puerta de Hierro 

Majadahonda (HUPHM)/Instituto de Investigación 

Sanitaria Puerta de Hierro-Segovia de Arana (IDIPHISA) 

(PT17/0015/0020 de la Red Nacional de Biobancos) con 

la aprobación de sendos Comités Ético y Científico, que 

fueron procesados siguiendo procedimientos 

normalizados. 

Las muestras de sangre venosa periférica de los 

pacientes (10 ml) se recogieron antes de la intervención 

coronaria percutánea (ICP) para el restablecimiento del 

suministro sanguíneo al corazón, en tubos BD 

Vacutainer SST (Becton Dickinson, Nueva Jersey, 

Estados Unidos) con activador de coagulación y gel de 
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polímeros separador de suero, evitando así la hemólisis, 

y se enviaron inmediatamente (≤ 1 h) al laboratorio. Las 

muestras se centrifugaron a 1500 g para la obtención de 

suero. El sobrenadante fue cuidadosamente transferido 

a un tubo estéril y centrifugado nuevamente con el fin de 

precipitar cualquier desecho y componentes insolubles. 

El suero fue alicuotado en tubos eppendorf DNA/RNA 

Lobind (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) de 1.5 ml 

libres de RNasas y fueron congelados inmediatamente a 

- 80°C hasta su análisis. 

 

3.3.2. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DE 
VESÍCULAS EXTRACELULARES 

Las pequeñas vesículas extracelulares (VE) de 

suero fueron aisladas de los pacientes con IAM y de los 

controles mediante el kit exoEasy de Qiagen (Qiagen, 

Hilden, Alemania), siguiendo instrucciones del 

fabricante. Su purificación se basa en un procedimiento 

rápido de centrifugación (5 min, 3000 g) en el que las 

vesículas de suero se unen a una columna de afinidad. 

Posteriormente se eluyen en un tampón acuoso 

adecuado y almacenan a 4ºC hasta su utilización.  
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Su caracterización se realizó mediante la técnica 

de Western Blot, para la identificación de las proteínas 

de membrana características de las pequeñas vesículas 

extracelulares. Resumidamente, se utilizó una cantidad 

igual de proteína (20 μg) de cada muestra y una vez 

desnaturalizadas se separaron mediante electroforesis 

en un gel de poliacrilamida con gradiente al 4-15%. Se 

transfirieron a membranas de nitrocelulosa, las cuales se 

bloquearon con BSA al 5% y se utilizaron anticuerpos 

específicos para Flotilina-1 (sc-74566), Tsg101 (sc-

7964), Alix (sc-53538) y β-Actina (sc-47778). La señal 

quimio luminiscente se detectó con el equipo LAS-3000 

Imaging System (Fujifilm). 

Para la caracterización de su morfología se 

utilizó el microscopio electrónico de transmisión 

HITACHI HT7800 (Hitachi High-Tech Corporation, Tokio, 

Japón). Las muestras fueron fijadas con formol, y 

seguidamente teñidas con azul de metileno para su 

observación de acuerdo con los procedimientos 

habituales en el servicio de la sección de microscopía 

electrónica (S.C.S.I.E.) de la Universidad de Valencia.  
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3.4. ANÁLISIS FUNCIONAL DE GENES DIANA  

Para realizar el análisis funcional de los genes 

diana de los miRNAs obtenidos como diferencialmente 

expresados en nuestros grupos de estudio recurrimos al 

análisis de sobrerrepresentación (ORA, del inglés Over-

representation Analysis). El cual comprueba la sobre-

representación estadística de una lista de genes de 

interés en una lista de referencia, obtenida de bases de 

datos públicas recopiladas en diferentes repositorios 

online. En concreto se llevó a cabo el análisis de los 

términos Gene Ontology (GO) y de las rutas KEGG 

(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes).  

 El análisis de enriquecimiento funcional de los 

sets de miRNAs diferencialmente expresados en las 

comparaciones de ratones SAM R1/SAM P8, machos y 

hembras, estudiando la variable IAM vs. sham se llevó a 

cabo mediante la herramienta en línea miRwalk y la base 

de datos TargetScan. El algoritmo de predicción de 

genes se basa en dianas cuya complementariedad con 

el miRNA ha sido experimentalmente comprobada. Los 

términos GO y las rutas KEGG obtenidas se 

representaron en el gráfico Dotblot, realizado con el 

programa R studio (2022.12.0 Posit Software, PBC) y el 

paquete ggplot2.  
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Para la predicción de dianas de manera 

individual de aquellos miRNAs diferencialmente 

expresados seleccionados para posteriores estudios, se 

llevó a cabo el siguiente procedimiento (Figura 5). 

Primero se obtuvieron los genes dianas en las dos 

especies (humano y ratón) mediante las herramientas en 

línea de predicción de genes diana microT-CDS, 

TargetScan y miRDB. Las tres herramientas en línea 

operan buscando posibles sitios de unión entre los 

miRNAs y los extremos 3’ UTR de los RNAm. 

Dependiendo del grado de complementariedad, esta 

unión puede provocar la degradación del RNAm diana o 

la represión de su traducción. Las tres herramientas 

utilizan algoritmos ligeramente diferentes, pero coindicen 

en basarse en predicciones realizadas a partir de datos 

experimentales. A continuación, se seleccionaron 

aquellos genes que aparecen en al menos dos bases de 

datos, para aumentar la confianza de predicción de 

estos. Los genes conservados entre las dos especies, 

humano y ratón se utilizaron para obtener las rutas 

KEGG en la herramienta en línea miRwalk. Los 

resultados se representaron en los gráficos tipo 

diagramas de cuerdas mediante R studio (2022.12.0 

Posit Software, PBC) y el paquete ggplot2. 
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Figura 5. Procedimiento seguido para el 
enriquecimiento funcional de los miRNAs validados 
de la secuenciación. Se seleccionan aquellos genes 
diana conservados entre humano y ratón y que, además, 
han aparecido en al menos dos bases de datos de 
predicción (microT-CDS, TargetScan y miRDB). Con los 
genes diana conservados se obtienen las rutas KEGG 
mediante la herramienta online miRwalk.  
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3.5. ANALISIS ESTADÍSTICO 

La obtención de los miRNAs diferencialmente 

expresados mediante diferentes algoritmos, DESeq2, 

edgeR, limma y voom se llevó a cabo utilizando como 

límite de corte un valor de p ≤ 0.1.  

Los resultados se expresaron como la media ± 

el error estándar de la media (SEM). Las comparaciones 

de los grupos 1 vs. 1 se realizaron mediante el test de la 

t de Student (T-Test). En las comparaciones entre más 

de 2 grupos se utilizó el test de análisis de la varianza de 

una vía (ANOVA), con el ajuste recomendado del test 

Tukey. Los resultados se analizaron mediante el 

programa GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software Inc., 

California, Estados Unidos). Se consideró 

estadísticamente significativo un valor de p ≤ 0.05.  
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4.1. CARACTERIZACIÓN DEL MODELO MURINO DE 
INFARTO AGUDO DE MIOCARDIO Y SENESCENCIA 

Los estudios destinados al establecimiento del 

modelo murino de infarto agudo de miocardio (IAM) y 

envejecimiento se llevaron a cabo en machos y hembras, 

de ratones SAMR1 (n = 36) y SAMP8 (n = 36) (Tabla 5). 

Al grupo con IAM se le realizó la ligadura de la arteria 

coronaria descendente anterior izquierda (ACDI) y a los 

controles de cirugía (Sham) se les realizó el mismo 

procedimiento quirúrgico sin ligar la arteria. Los ratones 

se sacrificaron a diferentes tiempos después de la 

cirugía, 1, 4 y 24 horas. 

Se establecieron tres tiempos diferentes de 

sacrificio para determinar el tiempo óptimo tras el infarto 

en el que se observan mayores diferencias cuantificables 

en la expresión de miRNAs. Ya que el interés de la 

investigación radica en estudiar el infarto de miocardio 

en su momento agudo se escogieron dos tiempos 

cercanos a la operación, 1 y 4 horas, y otro tiempo para 

estudiar la tendencia de expresión de los miRNAs, 24 

horas (Figura 6).  
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Animales Cirugía Sexo Cepa Sacrificio 
3 Sham 

Macho 
SAMR1 1 – 4 – 24 

horas 
3 IAM 
3 Sham 

Hembra 
3 IAM 
3 Sham 

Macho 
SAMP8 1 – 4 – 24 

horas 
3 IAM 
3 Sham 

Hembra 
3 IAM 

Tabla 5. Grupos de estudio para el establecimiento 
del modelo murino de infarto agudo de miocardio y 
envejecimiento. 24 grupos de estudio (n = 3 por grupo) 
distribuidos según la cirugía (Sham o AMI), el sexo 
(macho o hembra), la cepa (SAMR1 o SAMP8) y el 
tiempo de sacrificio tras la operación (1, 4 o 24 horas). 

Figura 6. Representación esquemática del diseño 
experimental del estudio. Los ratones SAMR1 y 
SAMP8, machos y hembras, fueron sometidos a cirugías 
de IAM y control (Sham) y el sacrificio y toma de 
muestras se realizó transcurridas 1, 4 y 24 h. Imagen 
creada con BioRender.  
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4.1.1. VALIDACIÓN DEL INFARTO AGUDO DE 
MIOCARDIO 

En todos los ratones del grupo IAM se comprobó 

la existencia de isquemia miocárdica en el 

electrocardiograma (ECG) mediante la observación de la 

elevación del segmento ST en la derivación II, la cual 

empieza a aparecer en los 5 primeros minutos tras la 

ligadura de la arteria coronaria (Figura 7A). Asimismo, 

la tinción con cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) 

permitió diferenciar el tejido miocárdico necrótico (zona 

blanquecina) del tejido viable confirmando así la zona 

infartada (zona roja) (Figura 7B). Otro indicativo claro de 

la oclusión es la observación de una palidez instantánea 

del miocardio por el cese del flujo sanguíneo en la zona 

afectada (Figura 7C).  

El modelo murino de IAM se generó mediante la 

oclusión de la arteria coronaria y su tasa de 

supervivencia superó el 80%. Todas las muertes 

ocurrieron durante el procedimiento quirúrgico y no se 

consideraron en los análisis posteriores. No hubo 

diferencias entre las tasas de mortalidad de SAMR1 y 

SAMP8. 
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Figura 7. Confirmación del infarto de miocardio. El 
electrocardiograma, la tinción con TTC del corazón y la 
palidez confirman el éxito en la generación del modelo 
de IAM en los ratones SAMR1 y SAMP8. (A) 
Electrocardiograma representativo tras la ligadura de la 
arteria coronaria (a) y del grupo control (b). (B) Imagen 
representativa de secciones teñidas con TTC de un 
corazón de ratón infartado (barra de escala = 5 mm). (C) 
Imagen representativa en la que se observa la isquemia 
del ventrículo izquierdo en un corazón aislado después 
del IAM. 
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En el momento previo a la cirugía se registraron 

los pesos de los ratones de los diferentes grupos, 

machos y hembras SAMR1 y SAMP8 (Figura 8). En 

ambos grupos de ratones, SAMR1/SAMP8, hay una 

disminución significativa (p < 0.01) en hembras respecto 

a machos. También se observó una disminución 

significativa (p < 0.05) en machos y hembras de los 

ratones SAMP8, en comparación con los SAMR1.  

 

Figura 8. Peso de los ratones SAMR1 y SAMP8 
machos y hembras. Los ratones se pesaron en el 
momento previo a la cirugía. Los resultados se expresan 
como media ± SEM. * p < 0.05 y ** p < 0.01 (ANOVA de 
una vía y post-test de Tukey para comparaciones 
múltiples; n = 12 en todos los grupos).  
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4.1.2. ANÁLISIS DE CALIDAD DEL SUERO 
SANGUÍNEO 

Uno de los inconvenientes principales del 

análisis de miRNAs circulantes es su interferencia con 

los miRNAs liberados por las células sanguíneas durante 

un proceso de hemólisis. La lisis de las células 

sanguíneas durante la flebotomía o la manipulación de 

muestras puede producir altos niveles de miRNAs que 

no se corresponden con los niveles reales presentes en 

el suero.  

Analizamos la hemólisis de las muestras 

mediante la medida de la hemoglobina libre a una 

absorbancia de 414 nm (A414) mediante el NanoDrop 

One (ThermoScientific, Rockford, IL, USA). Las 

muestras se clasificaron como hemolizadas si la lectura 

a A414 sobrepasaba el valor de 0.5 unidades arbitrarias 

(U.A.). Todas las muestras de ratones que superaron 

este límite de absorbancia fueron descartadas para el 

posterior análisis de miRNAs. En la Figura 9 se 

muestran los valores de absorbancia de los sueros de 

los ratones utilizados en el estudio de microRNAseq. 

Resulta especialmente llamativo que todas las muestras 

que sobrepasaron el límite establecido procedían de 

ratonas.  
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Figura 9. Representación gráfica de la absorbancia a 
414 nm del suero extraído de los ratones SAMR1 y 
SAMP8. Todos los sueros de ratones con una 
absorbancia a 414 nm > 0.5 U.A. fueron descartados 
para el estudio de miRNAs. Los puntos verdes hacen 
referencia a los sueros procedentes de ratones y los 
puntos azules corresponden a ratonas (n = 7-9).   
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4.1.3. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE miRNAs 
DESCRITOS COMO POTENCIALES
BIOMARCADORES DE INFARTO AGUDO DE 
MIOCARDIO  

Para comprobar el efecto del IAM sobre la 

expresión de miRNAs circulantes en nuestro modelo 

murino, elegimos 4 miRNAs que habían sido definidos 

anteriormente como potenciales biomarcadores de IAM 

en modelos experimentales de roedores o en pacientes 

de síndrome coronario agudo. La selección de estos 

miRNAs se llevó a cabo tras la revisión de diferentes 

publicaciones experimentales y fueron el miR-1-3p, miR-

133-3p, miR-208-3p y miR-499-5p. Con el objetivo de

establecer el tiempo óptimo de sacrificio tras la cirugía

en el que los miRNAs tenían una expresión lo

suficientemente diferenciable respecto a sus grupos

control se establecieron tres tiempos, 1, 4 y 24 horas.

Para determinar si el procedimiento quirúrgico 

en sí tenía efecto sobre la expresión de los miRNAs, se 

realizó un estudio previo de la evolución temporal de su 

expresión en sueros del grupo control de cirugía (sham) 

en ratones SAMR1 y SAMP8 a los 3 tiempos (Figura 10 

y Tabla 6). 
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D 

  
Figura 10. Evolución temporal de la expresión de los 
miRNAs biomarcadores de infarto en el grupo sham 
de los ratones SAMR1 y SAMP8. Comparación de la 
expresión de los miRNAs miR-1-3p, miR-133-3p, miR-
208-3p y miR-499-5p en el suero de los ratones SAMR1 
y SAMP8 sometidos a una cirugía control (sham) y 
sacrificados tras 1, 4 y 24 horas. Los resultados se 
expresan como media ± SEM del valor de expresión 
relativa (2-∆∆Ct) calculado respecto al grupo de 1 hora. * p 
< 0.05, ** p < 0.01 y *** p < 0.001 (ANOVA de una vía y 
post-test de Tukey para comparaciones múltiples; n = 3-
6).   
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 1 h 4 h 24 h p -valor 

miR-1-3p R1 
media 
± SEM 

1,007 
± 

0,068 

0,115 
± 

0,032 

0,003 
± 

0,001 

1-4 
1-24 
4-24 

< 0,0001 
< 0,0001 
0,1637 

miR-1-3p P8 
media 
± SEM 

1,704 
± 

0,594 

0,430 
± 

0,263 

0,024 
± 

0,010 

1-4 
1-24 
4-24 

0,1104 
0,0319 
0,7859 

miR-133-3p 
R1 

media 
± SEM 

1,019 
± 

0,113 

0,305 
± 

0,058 

0,027 
± 

0,009 

1-4 
1-24 
4-24 

< 0,0001 
< 0,0001 
0,0353 

miR-133-3p 
P8 

media 
± SEM 

1,258 
± 

0,427 

0,983 
± 

0,245 

0,109 
± 

0,034 

1-4 
1-24 
4-24 

0,7797 
0,0364 
0,1175 

miR-208-3p 
R1 

media 
± SEM 

0,912 
± 

0,515 

0,427 
± 

0,230 

0,023 
± 

0,004 

1-4 
1-24 
4-24 

0,5248 
0,1344 
0,5933 

miR-208-3p 
P8 

media 
± SEM 

1,234 
± 

0,515 

1,135 
± 

0,503 

0,272 
± 

0,106 

1-4 
1-24 
4-24 

0,9861 
0,3083 
0,4147 

miR-499-5p 
R1 

media 
± SEM 

1,187 
± 

0,394 

0,283 
± 

0,124 

0,016 
± 

0,007 

1-4 
1-24 
4-24 

0,0563 
0,0056 
0,6811 

miR-499-5p 
P8 

media 
± SEM 

1,389 
± 

0,416 

0,554 
± 

0,135 

0,039 
± 

0,012 

1-4 
1-24 
4-24 

0,1490 
0,0246 
0,5172 

Tabla 6. Comparación de los niveles de expresión de 
los miRNAs descritos como biomarcadores de IAM 
tras 1, 4 y 24 horas de la cirugía control sham. 
Comparación de la expresión de los miRNAs miR-1-3p, 
miR-133-3p, miR-208-3p y miR-499-5p en el suero de los 
ratones SAMR1 y SAMP8 sometidos a una cirugía 
control (sham) y sacrificados tras 1, 4 y 24 horas. Los 
resultados se expresan como media ± SEM del valor de 
expresión relativa (2-∆∆Ct) calculado respecto a su grupo 
control, el grupo de 1 hora. * p < 0.05, ** p < 0.01 y *** p 



Resultados 

- 106 -

< 0.001 (ANOVA de una vía y post-test de Tukey para 
comparaciones múltiples; n = 3-6). 

La expresión de miR-1-3p, miR-133-3p y miR-

499-5p en los ratones SAMR1 y SAMP8 disminuyó

significativamente a las 24 horas de la cirugía sham (p <

0.05). En el caso del miR-1-3p y del miR-133-3p en los

ratones SAMR1, también disminuye su expresión a las 4

horas de manera significativa (p < 0.001). Si bien la

expresión de miR-208-3p muestra una tendencia a

disminuir su expresión, sus cambios no son

significativos. Estos resultados indican que antes de que

se genere una isquemia miocárdica, el propio

procedimiento quirúrgico genera un cambio en el perfil

sérico de algunos de los miRNAs descritos previamente

como biomarcadores de IAM.

Debido al efecto observado del procedimiento 

quirúrgico Sham, para analizar el efecto del infarto sobre 

la expresión de miRNAs se compararon los valores de 

su expresión en el grupo de ratones infartados (IAM) a 

los tres tiempos de sacrificio realizados (Figura 11). Los 

respectivos grupos sham sacrificados al mismo tiempo 

se normalizaron a 1 y están representados como una 

línea discontinua. Las diferencias de expresión de los 

miRNAs en los ratones IAM a diferentes tiempos de 

sacrificio están expresados en la Tabla 7. 
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En ratones SAMR1, la expresión de miR-1-3p no 

varió en los tres tiempos analizados después del infarto 

y se mantuvo por encima del grupo Sham de manera 

constante (Figura 11A). En los ratones senescentes 

SAMP8, no se observaron diferencias con el grupo Sham 

en la expresión de miR-1-3p a 1 hora después del infarto, 

pero sí aumentó a las 4 horas y en menor medida a las 

24 horas. Además, el aumento de su expresión a las 4 

horas comparado con su expresión a 1 hora es 

significativo (p < 0.01), y la su disminución entre las 4 y 

24 horas también (p < 0.05).  

Respecto a la expresión del miR-133-3p en los 

ratones SAMR1 (Figura 11B), se observaron diferencias 

en el grupo infartado tras 24 horas comparado con en el 

valor del grupo Sham, mientras que en la evolución 

temporal se vieron cambios significativos del grupo de 1 

y 4 horas, con el grupo de 24 horas (p < 0.01). En los 

ratones SAMP8 se aprecia como a las 4 horas empieza 

a aumentar la expresión del miR tras el infarto 

comparado con los grupos Sham, mientras que no se 

detectan cambios significativos en la evolución temporal 

de su expresión.  
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De manera similar a la expresión del miR-133-

3p, el aumento del miR-208-3p respecto al valor de los 

grupos Sham también se comenzó a detectar a partir de 

las 4 horas después del infarto en ratones SAMR1, 

mientras que el grupo infartado de 24 horas presenta un 

aumento significativo respecto del grupo de 1 hora (p < 

0.05) (Figura 11C). En el caso de los SAMP8, también 

aumenta su expresión tras el infarto respecto a los 

ratones Sham en los grupos 4 y 24 horas, mostrando 

ambos cambios significativos respecto a la expresión a 1 

hora (p < 0.05 y p < 0.01, respectivamente).  

 La expresión del miR-499-5p también aumentó 

mayoritariamente a partir de las 4 horas en todos los 

grupos después de la cirugía de IAM respecto a los 

grupos Sham (Figura 11D). En SAMR1 este aumento 

fue máximo a las 24 horas después del infarto, 

comparado con el grupo de 1 hora fue un cambio 

significativo (p < 0.05) y, en SAMP8 el aumento máximo 

también fue a las 24 horas, este aumento fue significativo 

comparado con el grupo de 1 hora (p < 0.001) y de 4 

horas (0.01).  
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Con base a estos resultados, se estableció un 

tiempo óptimo de sacrificio a las 4 horas para la toma de 

muestras y estudio de los miRNAs, al ser el tiempo más 

cercano al momento agudo del infarto y en el que más 

diferencias comienzan a observarse respecto a los 

grupos control, especialmente, en SAMP8. Se descartó 

el tiempo de sacrificio de 1 hora tras la operación por los 

escasos cambios en la expresión de los miRNAs, y el 

tiempo de 24 horas por presentar una menor cantidad de 

miRNAs circulantes. Esta disminución con el paso del 

tiempo tras la cirugía puede apreciarse en la Figura 10.  
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Figura 11. Niveles de expresión de los miRNAs 
biomarcadores de infarto de los grupos IAM 
sacrificados a las 1, 4 y 24 horas después de la 
cirugía. Comparación de la expresión de miRNAs 
circulantes en muestras de suero de ratones SAMR1 y 
SAMP8 en los grupos IAM. La línea discontinua indica el 
valor de los grupos control Sham normalizados al valor 
1. Los resultados se muestran como media ± SEM, 
representando el valor de expresión relativa (2-∆∆Ct) 
calculado respecto a su grupo control sham. * p < 0.05, 
** p < 0.01 y *** p < 0.001 (ANOVA de una vía y post-test 
de Tukey para comparaciones múltiples; n = 3-6).  
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1 h 4h 24h p -valor 

miR-1 R1 
media 
± SEM 

6,711 
± 

2,012 

4,459 
± 

1,346 

4,277 
± 

2,280 

1-4
1-24
4-24

0,6960 
0,6566 
0,9978 

miR-1 P8 
media 
± SEM 

1,069 
± 

0,6466 

13,79 
± 

3,761 

3,617 
± 

0,6877 

1-4
1-24
4-24

0,0097 
0,7574 
0,0157 

miR-133 R1 
media 
± SEM 

1,628 
± 

0,2414 

1,462 
± 

0,1167 

9,907 
± 

4,048 

1-4
1-24
4-24

0,9955 
0,0067 
0,0073 

miR-133 P8 
media 
± SEM 

1,395 
± 

0,3897 

4,302 
± 

1,086 

3,518 
± 

0,5905 

1-4
1-24
4-24

0,0679 
0,1697 
0,7310 

miR-208 R1 
media 
± SEM 

1,887 
± 

0,3391 

14,10 
± 

4,544 

62,27 
± 

31,10 

1-4
1-24
4-24

0,8123 
0,0247 
0,1179 

miR-208 P8 
media 
± SEM 

1,611 
± 

0,4383 

44,57 
± 

9,720 

46,53 
± 

7,783 

1-4
1-24
4-24

0,0114 
0,0069 
0,9824 

miR-499 R1 
media 
± SEM 

2,697 
± 

0,5660 

16,38 
± 

5,899 

38,97 
± 

22,57 

1-4
1-24
4-24

0,4629 
0,0325 
0,2626 

miR-499 P8 
media 
± SEM 

0,7023 
± 

0,3332 

16,10 
± 

6,629 

47,89 
± 

5,405 

1-4
1-24
4-24

0,2111 
0,0001 
0,0033 

Tabla 7. Comparación de los niveles de expresión de 
los miRNAs biomarcadores de infarto de los grupos 
IAM sacrificados tras 1, 4 y 24 horas de la cirugía. 
Comparación de la expresión de miRNAs circulantes en 
muestras de suero de ratones SAMR1 y SAMP8, en los 
grupos IAM. Los resultados se muestran como media ± 
SEM, representando el valor de expresión relativa (2-∆∆Ct) 
calculado respecto a su grupo control sham (ANOVA de 
una vía y post-test de Tukey para comparaciones 
múltiples; n = 3-6). 
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4.2. ANÁLISIS DEL PERFIL DE EXPRESIÓN DE 
miRNAs EN SUERO DE RATONES SAMR1/SAMP8 
TRAS UN IAM 

 Una vez establecido el tiempo óptimo después 

del infarto para estudiar la expresión de miRNAs, 

analizamos el perfil de expresión diferencial de miRNAs 

circulantes tras un IAM en el modelo murino 

SAMR1/SAMP8, machos y hembras, 4 horas después 

de la cirugía. Para ello se utilizó la tecnología de 

microRNAseq Illumina NextSeq550 (NGS), tal como se 

ha descrito anteriormente en Materiales y Métodos. Los 

grupos a estudio están descritos en la Tabla 8.  

En los siguientes apartados se amplía el 

resultado del análisis mediante secuenciación, 

comparando el número de miRNAs diferencialmente 

expresados según el algoritmo utilizado para su 

obtención, además del análisis detallado de los miRNAs 

obtenidos mediante DESeq2 en la comparación de los 

ratones IAM vs Sham, en los 4 grupos de ratones a 

estudio: machos y hembras, SAMR1 y SAMP8. 
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Animales Cirugía Sexo Cepa Sacrificio 
6 Sham 

Macho 
SAMR1 4 horas 

6 IAM 
6 Sham 

Hembra 
6 IAM 
6 Sham 

Macho 
SAMP8 4 horas 

6 IAM 
6 Sham 

Hembra 
6 IAM 

Tabla 8. Grupos de estudio para el análisis del perfil 
de expresión de miRNAs mediante NGS. Los ratones 
se dividieron en 8 grupos de estudio (n = 6). Los ratones 
SAMR1 y SAMP8, machos y hembras, fueron sometidos 
a cirugías de IAM y control (Sham), y el sacrificio y toma 
de muestras se realizó transcurridas 4 horas.   

En este análisis se describe en primer lugar los 

miRNAs diferencialmente expresados obtenidos para 

cada grupo, y seguidamente se realiza un análisis 

bioinformático de enriquecimiento funcional, con el 

objetivo de identificar aquellas rutas biológicas en las 

que están implicados los miRNAs afectados tras un IAM, 

para ello se describen las rutas KEGG y los términos GO 

que incluyen genes diana de los miRNAs.  



Resultados 

- 115 - 
 

4.2.1. miRNAs DIFERENCIALMENTE EXPRESADOS 
EN EL MODELO MURINO SAMR1/SAMP8 

Dependiendo del algoritmo utilizado para el 

análisis de miRNAs diferencialmente expresados tras la 

secuenciación, edgeR, limma, voom o DESeq2, 

obtenemos un resultado diferente en el número de 

miRNAs modificados en el perfil de expresión de 

miRNAs tras un IAM con un p-valor de corte de 0.1 

(Tabla 9). Tras analizar el resultado de cada uno de 

ellos, que, sin ser excluyentes, aportan información 

complementaria, en el análisis de secuenciación 

seguimos adelante con DESeq2, puesto que es el 

algoritmo que más miRNAs diferencialmente expresados 

aporta por cada comparación, seguido por edgeR.   

El análisis de expresión diferencial mediante 

DESeq2 permite un mejor estudio funcional al contar con 

93 miRNAs en el caso de los ratones SAMR1 machos y 

9 miRNAs en las hembras, mientras que en los ratones 

SAMP8 son 13 miRNAs en los machos y 19 miRNAs en 

las hembras. En el Anexo 8.1. se pueden encontrar las 

tablas de miRNAs diferencialmente expresados 

mediante el análisis DESeq2 (Tabla 11), al igual que las 

referentes al análisis edgeR (Tabla 12), limma (Tabla 
13) y voom (Tabla 14). 
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 Número de miRNAs 
diferencialmente expresados 

INFARTO 
IAM vs sham edgeR DESeq2 limma voom 

R1 Machos 8 93 1 12 

R1 Hembras 9 9 2 2 

P8 Machos 1 13 0 2 

P8 Hembras 5 19 2 3 
 
Tabla 9. Número de miRNAs diferencialmente 
expresados en ratones SAMR1/SAMP8 tras un IAM 
mediante la utilización de diferentes algoritmos de 
análisis. Los diferentes métodos de análisis son edgeR, 
DESeq2, limma y voom. La variable a estudio en estas 
comparaciones es el infarto, donde se estudian los 
miRNAs diferencialmente expresados entre los grupos 
IAM y sham de los ratones SAMR1 machos (n = 6) y 
hembras (n = 6), y SAMP8 machos (n = 6) y hembras (n 
= 6). En todos los casos se ha utilizado un p-valor de 
corte de p < 0.1.  

   

 

 

 

 

 

 



Resultados 

- 117 - 
 

4.2.2. ENRIQUECIMIENTO FUNCIONAL DE LOS 
miRNAs DIFERENCIALMENTE EXPRESADOS TRAS 
EL ANÁLISIS MEDIANTE DESeq2 

 Existe una gran diferencia entre el número de 

miRNAs diferencialmente expresados entre los 

diferentes grupos de ratones a estudio cuando se utiliza 

el método DESeq2, desde 93 miRNAs en el caso de 

SAMR1 machos hasta 9 miRNAs en SAMR1 hembras 

(Tabla 9). Para interpretar estas diferencias se realizó un 

examen de Análisis de Componentes Principales (PCA 

de sus siglas en inglés), una técnica de análisis 

multivariante que permite reducir la dimensionalidad de 

un conjunto de datos, lo que significa prescindir de las 

variables menos importantes. Para ello, el PCA crea 

nuevas variables llamadas “componentes principales” a 

partir de una combinación lineal de variables originales y 

cada una representa una dirección en el espacio de 

datos, de manera que a mayor porcentaje de varianza de 

una variable mejor capacidad tiene de explicar el 

comportamiento de las muestras.  

En el PCA se observa que los ratones SAMR1 

machos son aquellos dónde se ha producido una mayor 

separación entre los grupos IAM y sham, por lo que es el 

grupo de ratones con más miRNAs diferencialmente 

expresados (Figura 12A), mientras que los SAMR1 
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hembras, junto con los SAMP8 muestran una peor 

separación de muestras ( Figura 12B, 7C y 7D).  

Figura 12. Análisis de Componentes Principales 
(PCA) de los ratones SAMR1 y SAMP8, machos y 
hembras, sometidos a cirugías de IAM y control 
(Sham). Los puntos hacen referencia a cada muestra 
con su número identificativo de la secuenciación; 
aquellas en color azul equivalen a las muestras del grupo 
control sham, mientras que los puntos rojos 
corresponden a los ratones del grupo IAM. (A) Ratones 
SAMR1. (B) Ratonas SAMR1. (C) Ratones SAMP8. (D) 
Ratonas SAMP8.  



Resultados 

- 119 - 
 

En la comparación de grupos IAM vs Sham en el 

grupo de ratones SAMR1 machos se obtienen 93 

miRNAs diferencialmente expresados (p < 0.1), 54 están 

significativamente sobreexpresados y 39 están 

infraexpresados en el grupo IAM respecto al grupo 

control. Se puede observar su cambio en cuanto a su 

número de lecturas normalizadas en su representación 

mediante el gráfico tipo Heatmap (Figura 13A), en la 

Figura 13B se representan los 10 primeros miRNAs más 

aumentados y los 10 más disminuidos en cuanto a su 

valor de foldchange.   

Entre los miRNAs más sobre expresados se 

encuentran el miR-6383, el miR-6965-3p y el miR-742-

3p. En este grupo de miRNAs diferencialmente 

expresados también destaca el miR-499-5p, siendo el 

octavo miRNA más aumentado en este grupo de 

ratones, además aparece sobreexpresado en los 4 

grupos de ratones cuyo cambio de expresión es el más 

significativo y que ya está establecido como uno de los 

biomarcadores típicos de IAM. Mientras que entre los 

miRNAs más infraexpresados están el miR-6939-3p, el 

miR-1929-5p, y el miR-6962-3p.  
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Figura 13. Distribución de los miRNAs 
diferencialmente expresados en el grupo SAMR1 
macho mediante el análisis DESeq2. (A) Heatmap que 
muestra las lecturas normalizadas de los 93 miRNAs 
diferencialmente expresados en la comparación de los 
grupos IAM vs Sham, siendo el color rojo representativo 
de un mayor número de lecturas y el azul de un número 
menor. (B) Gráfico de barras según el foldchange de los 
10 miRNAs más sobre expresados y los 10 más infra 
expresados, representado como el cambio de expresión 
del miRNA respecto al grupo sham.   

Con el fin de abordar las implicaciones 

funcionales de los miRNAs diferencialmente expresados 

en el grupo de ratones SAMR1 machos, utilizamos la 

herramienta bioinformática en línea miRwalk para 

identificar los procesos biológicos claves que subyacen 

al IAM. Esta herramienta proporciona los genes diana de 

los miRNAs estudiados y transforma la información a 

rutas KEGG y términos GO, señalando las vías 

fisiológicas afectadas de manera significativa (p < 0.5) 

por el cambio de expresión de estos miRNAs tras un 

infarto.  

El análisis de rutas KEGG (Figura 14A) reveló 

las rutas con un mayor ratio de genes diana respecto al 

número total de genes implicados fueron la ‘ruta de 

señalización ErbB’, la ‘ruta de resistencia al inhibidor de 

la tirosina quinasa EGFR’ y la ‘ruta de señalización 

FoxO’. Por otro lado, las dos rutas con más cantidad de 

genes diana para los miRNAs afectados por el IAM, un 



Resultados 

- 122 - 
 

total de 70, fueron procesos relacionados con la ‘ruta de 

señalización de las MAPK’ y la ‘ruta de señalización PI3-

Akt’. Paralelamente, cuando se utiliza el análisis de los 

términos GO asociados a estos miRNAs 

diferencialmente expresados (Figura 14B), es la 

Fosforilación de proteínas la de mayor cantidad de genes 

diana implicados, con un total de 160, seguida de la 

Fosforilación, el Desarrollo del sistema nervioso, la 

Regulación de la expresión génica, la Regulación 

negativa de la proliferación celular y la Regulación 

positiva de la expresión génica. 
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Figura 14. Resultados del análisis funcional 
mediante las rutas KEGG y los términos GO de los 
93 miRNAs diferencialmente expresados por el 
método DESeq2 en los ratones SAMR1 macho, en los 
grupos IAM vs sham. Se representan las 15 rutas 
KEGG (A) y los 15 términos GO (B) más 
significativamente asociados a los 93 miRNAs 
diferencialmente expresados tras el análisis DESeq de 
los ratones SAMR1 machos, en la comparación de IAM 
vs sham. El color de los puntos viene definido por su 
valor de asociación estadística (p-valor), el tamaño de 
los puntos indica el número de genes implicados en esa 
ruta, y su posición en el eje X es la ratio de genes 
implicados en esa ruta que son diana de los miRNAs 
respecto al total de genes de esa ruta.  
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Como términos GO con mayor ratio de genes 

implicados respecto del total de su ruta aparecen: el 

Proceso biosintético de la esfingomielina, la Cascada 

JNK, o-Glicosilación de la proteína y Activación de la 

actividad kinasa de JUN.  

Tras el análisis DESeq2, el grupo de las ratonas 

SAMR1 cuenta con 9 miRNAs sobre expresados en el 

grupo IAM vs sham. En la figura Figura 15A se 

representan las lecturas normalizadas de los estos 

miRNAs en la comparación de grupos IAM y sham, 

mientras que en la Figura 15B se puede observar su 

cambio en cuanto a foldchange, es decir el número de 

veces que aumenta su expresión en el grupo IAM 

respecto al Sham. El miR-3086 y el miR-879 son 

aquellos con un cambio de expresión mayor, mientras 

que el menor aumento significativo lo realiza el miR-149-

5p con un incremento de 1,5 (log2 del foldchange). De 

igual manera ocurre con el miR-499-5p que vuelve a 

aparecer sobre expresado en el suero de las ratonas con 

IAM, coincidiendo con su característica de biomarcador 

de IAM previamente descrito en el apartado de 

Introducción.  



Resultados 

- 125 - 
 

 



Resultados 

- 126 -

Figura 15. miRNAs diferencialmente expresados en 
las ratonas SAMR1 tras el análisis DESeq2, en la 
comparación de los grupos IAM vs sham. (A) 
Heatmap que muestra las lecturas normalizadas de los 9 
miRNAs diferencialmente expresados en la comparación 
de los grupos IAM vs Sham, siendo el color rojo 
representativo de un mayor número de lecturas y el azul 
de un número menor. (B) Gráfico de barras según el 
foldchange de los 9 miRNAs sobre expresados en las 
ratonas SAMR1, en la comparación IAM vs sham, 
representado como el cambio de expresión del miRNA 
respecto al grupo sham. 

El análisis funcional de los 9 miRNAs 

diferencialmente expresados en las ratonas SAMR1 

hembras dio lugar a 2 rutas KEGG asociadas de manera 

significativa a los genes diana de estos miRNAs: la ‘ruta 

de señalización de las MAPK’, con 5 genes, y rutas 

relacionadas con el ‘cáncer’, con 9 genes. En cuanto a 

sus términos GO asociados se obtuvieron 42 resultados, 

de los cuales se muestran los 15 más significativos en la 

Figura 16. El resto de los términos GO aparecen en la 

Tabla 17 del Anexo 8.2.. Entre los términos GO con un 

mayor número de genes implicados se encuentra la 

‘Regulación negativa de la transcripción’, seguida de la 

‘Fosforilación de proteínas’. Mientras que aquellos con 

una ratio mayor de genes implicados respecto a los de la 

ruta son: el ‘Proceso catabólico del colágeno’, la ‘Ruta de 

señalización apoptótica intrínseca en respuesta a estrés 

del retículo endoplásmico’ y el ‘Compromiso de destino 

celular’.  
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Figura 16. Resultados del análisis funcional 
mediante los términos GO de los 9 miRNAs 
diferencialmente expresados del método DESeq2 en 
las ratonas SAMR1, en los grupos IAM vs sham. Se 
representan los 15 términos GO más significativamente 
asociados a los 9 miRNAs diferencialmente expresados 
tras el análisis DESeq2 de las ratonas SAMR1, en la 
comparación IAM vs sham. El color de los puntos viene 
definido por su valor de asociación estadística (p-valor), 
el tamaño de los puntos indica el número de genes 
implicados en esa ruta y su posición en el eje X es la ratio 
de genes implicados en esa ruta que son diana de los 
miRNAs respecto al total de genes de esa ruta. 
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Para analizar las diferencias de sexo en la 

regulación de miRNAs en SAMR1 tras un IAM, se realizó 

un estudio de contraste complejo 2 vs. 2 de los ratones 

SAMR1 machos y hembras, comparando las tendencias 

de expresión de los miRNAs tras un IAM, esto permite 

estudiar la interacción de dos variables a la vez, el sexo 

y el infarto, y se obtuvieron 14 miRNAs diferencialmente 

expresados (Figura 17). Este resultado indica que la 

tendencia de expresión de los miRNAs tras un IAM es 

opuesta en los machos y las hembras SAMR1. Por 

ejemplo, el miR-3086-5p, disminuye su expresión tras un 

IAM en los ratones macho, mientras que en las hembras 

aumenta. Esta misma tendencia la siguen en total 9 

miRNAs, mientras que 5 miRNAs aumentan su 

expresión en el grupo de machos con IAM y disminuyen 

en hembras tras el IAM.  

En cuanto al resultado de su análisis funcional, 

las rutas con mayor ratio de genes implicados respecto 

a su total son la ‘ruta de regulación de la longevidad’ y la 

‘ruta de señalización FoxO’. Las rutas KEGG con mayor 

número de genes implicados están relacionadas con la 

‘Guía axonal’, la ‘Ruta de señalización del AMPc’, y la 

‘ruta de señalización Ras’, la ‘ruta de señalización Rap1’ 

y la ‘ruta de señalización de MAPK’ (Figura 18A). Los 

términos GO con mayor número de genes diana son la 

Regulación positiva de la transcripción, seguida de la 
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Angiogénesis y la Fosforilación de peptidil-serina. La 

Activación dependiente de calcio de la fusión de 

vesículas sinápticas es el término con un mayor ratio 

génico (Figura 18B).  

 

Figura 17. miRNAs diferencialmente expresados en 
los ratones SAMR1 machos y hembras tras una 
comparación 2vs2 mediante DESeq2 de los grupos 
IAM vs sham. Mediante un heatmap se visualizan los 
cambios de expresión de los 14 miRNAs con tendencias 
de expresión opuestas tras un IAM en machos y hembras 
de ratones SAMR1. El aumento en la expresión está 
indicado con el color morado y el color azul indica la 
disminución en la expresión. La expresión de 9 miRNAs 
disminuye tras un IAM en los ratones macho y aumenta 
en las hembras con IAM. Por otro lado, 5 miRNAs 
aumentan su expresión en los ratones macho con IAM y 
en hembras con IAM disminuye.  
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Figura 18. Resultados del análisis funcional 
mediante rutas KEGG y términos GO de los 14 
miRNAs diferencialmente expresados en los ratones 
SAMR1 machos y hembras mediante un análisis 
2vs2 mediante DESeq2 de los grupos IAM vs sham. 
Se representan las 15 rutas KEGG (A) y los 15 términos 
GO (B) más significativamente asociados a los 14 
miRNAs diferencialmente expresados tras el análisis 
DESeq de los ratones SAMR1 machos y hembras, en la 
comparación de IAM vs sham. El color de los puntos 
viene definido por su valor de asociación estadística (p-
valor), el tamaño de los puntos indica el número de 
genes implicados en esa ruta y su posición en el eje X es 
la ratio de genes implicados en esa ruta que son diana 
de los miRNAs respecto al total de genes de esa ruta. 
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En cuanto a los datos del grupo de ratones 

SAMP8, tras el análisis DESeq2 existe un número similar 

de miRNAs diferencialmente expresados en machos y 

hembras, 13 y 19, respectivamente (Tabla 9). En el caso 

de los 13 miRNAs diferencialmente expresados en los 

ratones SAMP8 se puede visualizar su número de 

lecturas normalizadas en la Figura 19A, mientras que 

los cambios relativos a su expresión en forma de 

foldchange, es decir, el número de veces que aumenta o 

disminuye su expresión respecto al grupo control se 

representa en la Figura 19B. De los 13 miRNAs 

cambiados, 10 están disminuidos, mientras que otros 3 

miRNAs están aumentados en el grupo IAM. Entre los 

miRNAs más infraexpresados se encuentran el miR-99a-

3p, el miR-12187-5p y el miR-6715-3p. Los más 

sobreexpresados son el miR-9768-5p, el miR-499-5p y 

el miR-30e-3p.  
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Figura 19. miRNAs diferencialmente expresados en 
los ratones SAMP8 macho tras el análisis DESeq2, 
en la comparación de los grupos IAM vs sham. (A) 
Heatmap que muestra las lecturas normalizadas de los 
13 miRNAs diferencialmente expresados en la 
comparación de los grupos IAM vs Sham, siendo el color 
rojo representativo de un mayor número de lecturas y el 
azul de un número menor. (B) Gráfico de barras según 
el foldchange de los 10 miRNAs infra expresados y los 3 
miRNAs sobre expresados en el grupo IAM vs sham, 
representado como el cambio de expresión del miRNA 
respecto al grupo sham. 

 El análisis funcional de los 13 miRNAs 

diferencialmente expresados en el caso de los ratones 

SAMP8 macho fue infructuoso mediante el uso de la 

herramienta miRwalk para las rutas KEGG, mientras que 

los términos GO obtenidos dan como único resultado la 

Regulación de la transcripción (p < 0.05). Este escaso 

resultado puede deberse a los pocos miRNAs analizados 

con esta herramienta.  

 En el caso de las ratonas SAMP8, tras el análisis 

DESeq2 el resultado fue 19 miRNAs diferencialmente 

expresados, de los que 5 estaban infraexpresados y 14 

sobreexpresados en el grupo IAM vs sham (Figura 20), 

en el apartado (A) se representan el número de lecturas 

normalizadas de cada miRNA, mientras que en el 

apartado (B), se muestra su cambio de expresión en 

foldchange respecto a su grupo control.  
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El miR-134-3p destaca por ser el miRNA con la 

expresión más disminuida, seguido por dos miembros de 

la familia del miR-200 (miR-200c-3p y miR-200b-3p) y 

dos de la familia del let-7 (let-7c-5p y let-7b-5p). Los 

miRNA más incrementados son el miR-7660-3p, el miR-

342-5p, el miR-7021-5p y el miR-9-3p.

Por otro lado, su análisis funcional (Figura 21A) 

dio lugar a la ‘ruta de Regulación de la longevidad’ y la 

‘ruta de Resistencia al inhibidor de la tirosina quinasa 

EGFR’, las cuales tienen la mayor ratio de genes diana 

de la ruta respecto al número de genes totales de la ruta. 
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Figura 20. miRNAs diferencialmente expresados en 
las ratonas SAMP8 tras el análisis DESeq2, en la 
comparación de los grupos IAM vs sham. (A) 
Heatmap que muestra las lecturas normalizadas de los 
19 miRNAs diferencialmente expresados en la 
comparación de los grupos IAM vs Sham, siendo el color 
rojo representativo de un mayor número de lecturas y el 
azul de un número menor. (B) Gráfico de barras según 
el fold change de los 14 miRNAs sobre expresados en el 
grupo IAM y de los 5 miRNAs infra expresados en la 
comparación IAM vs sham, representado como el 
cambio de expresión del miRNA respecto al grupo sham. 

El análisis bioinformático también reveló rutas 

KEGG relacionadas con la ‘ruta de señalización MAPK’ 

con 24 genes asociados a los miRNAs que varían en el 

IAM, seguida por MicroRNAs en cáncer y la ‘Ruta de 

señalización PI3-Akt’. En cuanto a sus términos GO 

(Figura 21B), resultan interesantes los términos de 

‘Regulación positiva y Regulación negativa de la 

transcripción’, y la ‘Regulación positiva de la expresión 

génica’ por tener un mayor número de genes diana 

implicados, 50 y 40, respectivamente, seguidos por el 

‘Desarrollo del sistema nervioso’. El ‘Transporte de 

ceramidas’, la ‘Inserción exocítica de neurotransmisores’ 

y la ‘Ruta de señalización del receptor activina’ son las 

que mayor ratio de genes diana/genes totales tienen.  
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Figura 21. Resultados del análisis funcional 
mediante rutas KEGG y términos GO de los 19 
miRNAs diferencialmente expresados en las ratonas 
SAMP8 de los grupos IAM vs sham. Se representan 
las 15 rutas KEGG (A) y los 15 términos GO (B) más 
significativamente asociados a los 19 miRNAs 
diferencialmente expresados tras el análisis DESeq2 de 
las ratonas SAMP8 en la comparación IAM vs sham. El 
color de los puntos viene definido por su valor de 
asociación estadística (p-valor), el tamaño de los puntos 
indica el número de genes implicados en esa ruta y su 
posición en el eje X es la ratio de genes implicados en 
esa ruta que son diana de los miRNAs respecto al total 
de genes de esa ruta. 
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Para analizar las diferencias de sexo en los 

resultados obtenidos en SAMP8, realizamos el estudio 

2vs2 de los ratones macho y hembra, comparando las 

tendencias de expresión de los miRNAs tras un IAM. Se 

identificaron 30 miRNAs diferencialmente expresados 

(Figura 22). En total 6 miRNAs aumentan su expresión 

tras un IAM en los ratones macho mientras que en las 

hembras disminuye. En este grupo está incluido el miR-

30e-3p que aumenta significativamente en la 

comparación de ratones SAMP8 macho IAM vs sham 

(Figura 19), pero no resulta alterado en las ratonas 

SAMP8. Por otro lado, 24 miRNAs disminuyen su 

expresión en el grupo de machos con IAM y en las 

hembras aumentan su expresión con el infarto.  
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Figura 22. miRNAs diferencialmente expresados en 
los ratones SAMP8 machos y hembras tras una 
comparación 2vs2 mediante DESeq2 de los grupos 
IAM vs sham. Mediante un heatmap se visualizan los 
cambios de expresión de los 30 miRNAs con tendencias 
de expresión opuestas tras un IAM en machos y hembras 
de ratones SAMP8. El aumento en la expresión está 
indicado con el color morado y el color azul indica la 
disminución en la expresión. La expresión de 6 miRNAs 
aumenta tras un IAM en los ratones macho y disminuye 
en las hembras con IAM y 24 miRNAs disminuyen en los 
ratones macho con IAM y aumentan en hembras con 
IAM. 
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El resultado de su análisis funcional consiste en 

las siguientes rutas KEGG (Figura 23A), la ‘ruta de 

Depresión a largo plazo’, las ‘Uniones tipo Gap’ y la 

‘Regulación de la longevidad’ son las rutas con mayor 

ratio de genes diana respecto al número total de genes 

de la ruta. Las rutas relevantes por contener el mayor 

número de genes diana están relacionadas con el 

‘Cáncer’, con la ‘Guía axonal’ y con la ‘Señalización de 

neurotrofinas’.  

Sus términos GO (Figura 23B) con mayor 

número de genes diana implicados corresponden a la 

Regulación positiva y la Regulación negativa de la 

transcripción, seguida por la Regulación positiva de la 

expresión génica, la Regulación negativa de la 

proliferación celular y el Desarrollo del sistema nervioso 

(30 – 20 genes). La Desestabilización del RNA 

mensajero, la Localización del receptor de 

neurotransmisores y la Regulación del splicing de RNA 

mensajero son los términos con un mayor ratio de genes 

diana/genes totales.  
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Figura 23. Resultados del análisis funcional 
mediante rutas KEGG y términos GO de los 30 
miRNAs diferencialmente expresados en los ratones 
SAMP8 machos y hembras mediante un análisis 2vs2 
mediante DESeq2 de los grupos IAM vs sham. Se 
representan las 15 rutas KEGG (A) y los 15 términos GO 
(B) más significativamente asociados a los 30 miRNAs 
diferencialmente expresados tras el análisis DESeq2 de 
los ratones SAMP8 machos y hembras, en la 
comparación de IAM vs sham. El color de los puntos 
viene definido por su valor de asociación estadística (p-
valor), el tamaño de los puntos indica el número de 
genes implicados en esa ruta y su posición en el eje X es 
la ratio de genes implicados en esa ruta que son diana 
de los miRNAs respecto al total de genes de esa ruta. 
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4.3. IDENTIFICACIÓN DE LOS miRNAs 
CIRCULANTES RELACIONADOS CON EL IAM 

Una vez determinado el perfil de expresión de 

los miRNAs en todos los grupos de estudio se procedió 

a la validación de aquellos miRNAs que podrían estar 

relacionados con el momento agudo del infarto en el 

modelo murino SAMR1/SAMP8. Para ello, 

seleccionamos un grupo de miRNAs cuya expresión se 

veía alterada de forma significativa en el grupo IAM 

respecto a su grupo control sham.  

La elección de estos miRNAs se centró en 

aquellos que se repetían en la mayoría de los análisis 

(DESeq2, edgeR, limma y voom) identificando así 3 

miRNAs sobre expresados (miR-30e-3p, miR-148a-3p y 

miR-149-5p) en el grupo IAM respecto al sham. Además, 

también elegimos un miRNA infra expresado (miR-423-

5p) que resultó tener un cambio significativo sólo 

mediante el método de análisis edgeR, y así validar uno 

de los pocos miRNAs que cambiaban al aplicar este 

algoritmo. 
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Además, en los 4 miRNAs seleccionados (miR-

30e-3p, miR-148a-3p, miR-149-5p y miR-423-5p) 

comprobamos la total conservación de secuencia entre 

las especies, de ratón y humano, por lo que además de 

analizar su expresión mediante qRT-PCR en el suero de 

ratones SAMR1/SAMP8, se pudo realizar el análisis de 

expresión en muestras de pacientes con IAM y en 

individuos control, tanto en su fracción de suero total 

como en su contenido en las VE. Para llevar a cabo este 

objetivo en primer lugar se caracterizó el correcto 

aislamiento de las pequeñas vesículas extracelulares 

mediante microscopía electrónica y mediante la 

detección de proteínas específicas de membrana.    

Para facilitar la visualización de los resultados de 

los miRNAs en la secuenciación mediante el método 

DESeq2 y su comparación con los resultados de la qRT-

PCR, se ha aplicado la fórmula de exponente al log2 

(foldchange) o diferencia de expresión de los miRNAs 

diferencialmente expresados. Así los ratones sham de la 

secuenciación tienen un valor de 1, al igual que el valor 

normalizado de los ratones sham en la qRT-PCR tras el 

método 2-∆∆Ct.   
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4.3.1. NIVELES DE EXPRESIÓN DE miRNAs EN UNA 
NUEVA COHORTE DE RATONES SAMR1/SAMP8 

 Mediante el análisis de los resultados del miR-

30e-3p comparando el método de secuenciación y el de 

qRT-PCR (Figura 24A y Figura 24B, respectivamente), 

se observó una expresión similar en hembras SAMR1 

mediante ambos métodos, aunque en ninguno de ellos 

su cambio es significativo. Sin embargo, la expresión de 

miR-30e-3p en el suero del grupo de ratones SAMR1 

machos fue indetectable por secuenciación, mientras 

que mediante qRT-PCR no hubo cambios en este grupo 

de ratones. No obstante, si bien la secuenciación 

demostró un aumento significativo de expresión de 6 

veces (foldchange) en ratones SAMP8 macho con IAM 

respecto a su grupo control sham (p < 0.1), estas 

diferencias no se reproducen en el análisis de qRT-PCR, 

donde no se detectaron cambios. Lo opuesto ocurrió en 

las ratonas SAMP8, donde no se observaron cambios en 

el análisis de secuenciación, pero se constató un 

incremento significativo (p < 0.05) del miR-30e-3p en el 

grupo con IAM por qRT-PCR.  



Resultados 

- 145 - 
 

 

Figura 24. Análisis de expresión de miR-30e-3p en 
suero de ratones y ratonas SAMR1/SAMP8 en los 
grupos IAM vs sham, mediante (A) la técnica de 
análisis de secuenciación y (B) qRT-PCR. (A) Se 
muestran los resultados de la secuenciación con los 
cambios de expresión representados como foldchange, 
con los valores de los ratones sham normalizados a 1. 
(B) Resultados de la qRT-PCR, representando el valor 
de expresión relativa (2-∆∆Ct) calculada respecto al grupo 
control sham. La comparación de medias se realizó 
mediante la prueba t de Student (*p < 0.05). 
Secuenciación (n = 6), qRT-PCR (n = 3 - 4). 
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En cuanto al miR-148a-3p, los resultados 

obtenidos en la secuenciación (Figura 25A) indicaron un 

aumento significativo de su expresión en el grupo de los 

ratones SAMR1 macho con infarto (p < 0.1), mientras 

que no hubo cambios en las ratonas SAMR1. Sin 

embargo, el análisis por qRT-PCR reveló un resultado 

opuesto y significativo (p < 0.05) para los ratones 

SAMR1, y tampoco aparecieron cambios en las ratonas 

SAMR1 (Figura 25B). En los ratones SAMP8, machos y 

hembras, no se observaron cambios significativos en el 

resultado de secuenciación ni mediante qRT-PCR, 

aunque existe cierta tendencia al aumento de expresión 

del miR-148a-3p tras el infarto en ratonas SAMP8 

mediante la PCR, aunque no es un cambio significativo 

(p = 0.191).   

En los resultados de secuenciación del miR-149-

5p (Figura 26A) se observó un incremento significativo 

(p < 0.1) en el grupo de ratones SAMR1 hembras, con 

una tendencia similar, pero sin cambios significativos en 

el resto de los grupos con infarto, SAMR1 macho y 

SAMP8 machos y hembras. Esta tendencia también se 

observó en algunos grupos en el análisis mediante qRT-

PCR (Figura 26B) con un aumento de expresión no 

significativo en el caso de las ratonas SAMR1 (p = 0.13), 

y un incremento de expresión significativo (p < 0.01) en 

las ratonas SAMP8.  Si bien la tendencia de la expresión 
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de miR-149-5p en el resto de los grupos fue similar en el 

análisis de secuenciación y en la qRT-PCR, no se 

registraron más cambios significativos. Estos resultados 

implican un posible papel del sexo y la senescencia en 

la expresión del miR-149-5p después de un infarto agudo 

de miocardio. 

 

Figura 25. Análisis de expresión de miR-148a-3p en 
suero de ratones y ratonas SAMR1/SAMP8 en los 
grupos IAM vs sham, mediante (A) la técnica de 
análisis de secuenciación y (B) qRT-PCR. (A) Se 
muestran los resultados de la secuenciación con los 
cambios de expresión representados como foldchange, 
con los valores de los ratones sham normalizados a 1. 
(B) Resultados de la qRT-PCR, representando el valor 
de expresión relativa (2-∆∆Ct) calculada respecto al grupo 
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control sham. La comparación de medias se realizó 
mediante la prueba t de Student (*p < 0.05). 
Secuenciación (n = 6), qRT-PCR (n = 3 - 4). 

Figura 26. Análisis de expresión de miR-149-5p en 
suero de ratones y ratonas SAMR1/SAMP8 en los 
grupos IAM vs sham, mediante (A) la técnica de 
análisis de secuenciación y (B) qRT-PCR. (A) Se 
muestran los resultados de la secuenciación con los 
cambios de expresión representados como foldchange, 
con los valores de los ratones sham normalizados a 1. 
(B) Resultados de la qRT-PCR, representando el valor
de expresión relativa (2-∆∆Ct) calculada respecto al grupo
control sham. La comparación de medias se realizó
mediante la prueba t de Student (**p < 0.01).
Secuenciación (n = 6), qRT-PCR (n = 3 - 4).
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Tras el estudio de los resultados de 

secuenciación del miR-423-5p se observa una 

disminución significativa (p < 0.1) de su expresión tras el 

infarto en los ratones SAMR1 macho mediante el análisis 

edgeR, estadística que desaparece en el análisis 

DESeq2 (p = 0,129) (Figura 27A). Sin embargo, 

mediante la técnica de qRT-PCR (Figura 27B), se 

observa una disminución en la expresión de miR-423-5p 

tras un infarto en los ratones SAMR1 macho (p < 0.05). 

No se registraron cambios en el resto de los grupos de 

ratones para la expresión circulante del miR-423-5p, por 

lo que podría tratarse de un miRNA cuya expresión está 

asociada al sexo del ratón no senescente. 
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Figura 27. Análisis de expresión de miR-423-5p en 
suero de ratones y ratonas SAMR1/SAMP8 en los 
grupos IAM vs sham, mediante (A) la técnica de 
análisis de secuenciación y (B) qRT-PCR. (A) Se 
muestran los resultados de la secuenciación con los 
cambios de expresión representados como foldchange, 
con los valores de los ratones sham normalizados a 1. 
(B) Resultados de la qRT-PCR, representando el valor
de expresión relativa (2-∆∆Ct) calculada respecto al grupo
control sham. La comparación de medias se realizó
mediante la prueba t de Student (*p < 0.05).
Secuenciación (n = 6), qRT-PCR (n = 3 - 4).
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4.3.2. ANÁLISIS DE LA CONSERVACIÓN DE 
SECUENCIA ENTRE ESPECIES DE LOS miRNAs 

 Con el objetivo de seguir estudiando los miRNAs 

mencionados en el apartado anterior de una manera 

traslacional, decidimos investigar la conservación de sus 

secuencias para determinar su homología con la especie 

humana (Figura 28). La información fue obtenida del 

repositorio online de miRNAs mirbase.org, la cual nos 

permitió confirmar una conservación total entre las 

secuencias maduras de los 4 miRNAs estudiados. La 

alta conservación de las secuencias de estos miRNAs 

nos permitió determinar su expresión en sueros de 

pacientes con IAM. 
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Figura 28. Secuencia madura de los miR-30e-3p, 
miR-148a-3p, miR-149-5p y miR-423-5p entre la 
especie Mus musculus y Homo sapiens. Las 
secuencias fueron obtenidas en el repositorio 
mirbase.org (consultada en febrero de 2023).  
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4.3.3. NIVELES DE EXPRESIÓN DE miRNAs EN 
PACIENTES CON IAM Y EN EL GRUPO CONTROL, 
EXPLORACIÓN DEL SUERO TOTAL Y LA FRACCIÓN 
EN VESÍCULAS EXTRACELULARES 

En primer lugar, se llevó a cabo la medición de 

los miRNAs miR-30e-3p, miR-148a-3p, miR-149-5p y 

miR-423-5p en las muestras de los pacientes IAM y 

controles sanos, pero debido a que la mayoría fueron 

indetectables (Ct > 35) en el suero total se comprobó su 

expresión en el contenido de vesículas extracelulares 

(VE) aisladas del suero.  

La población de estudio consta de 8 pacientes 

con IAM del Hospital Clínico Universitario de Valencia y 

8 muestras de controles sanos obtenidas del Biobanco 

Hospital Universitario Puerta de Hierro Majadahonda 

(HUPHM)/Instituto de Investigación Sanitaria Puerta de 

Hierro-Segovia de Arana (IDIPHISA). 

En la Tabla 10 pueden observarse las 

características basales de los pacientes con IAM y 

controles sanos. La media de edad del grupo control fue 

de 62.23 ± 0.83, y la del grupo con infarto, 64.93 ± 3.32 

años. En cuanto a la igualdad en el número de muestras 

de hombres y mujeres, en los dos grupos se cumple la 

equidad al 50%.  
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Ningún sujeto control padecía ningún factor de 

riesgo cardiovascular. En cuanto al grupo IAM, padecían 

los siguientes factores de riesgo cardiovascular: 

diabetes, hipertensión, hipercolesterolemia, tabaquismo 

y sobrepeso, considerado obesidad con un índice de 

masa muscular (IMC) > 30 (n = 3).   

Control 
(n = 8) 

IAM 
(n = 8) 

Edad, media ± SEM 62,23 ± 0,83 64,93 ± 3,32 

Sexo, n (%) 
             Hombres 
             Mujeres 

50 (4) 
50 (4) 

50 (4) 
50 (4) 

IMC, media ± SEM - 26,91 ± 1,18 

Diabetes, n (%) - 2 (25) 

Hipertensión, n (%) - 6 (75) 

Hipercolesterolemia, n (%) - 6 (75) 

Tabaquismo, n (%) - 4 (50) 

Tabla 10. Características basales de los grupos de 
pacientes IAM y controles sanos a estudio. Los datos 
se muestran como número de individuos en cada grupo 
(n), porcentaje (%) o media ± error estándar de la media 
(SEM). 
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Tras el aislamiento de las VE del suero de los 

pacientes con IAM y de los controles sanos, se comprobó 

la presencia de las proteínas típicas de membrana de las 

pequeñas vesículas extracelulares mediante la 

inmunodetección de la flotilina, Tsg101 y Alix, y la 

ausencia de β-actina, la proteína de membrana típica de 

las grandes vesículas extracelulares (Figura 29A). La 

integridad y morfología de las vesículas se determinó 

mediante microscopía electrónica de transmisión 

(Figura 29B, C, D), donde se comprobó la presencia de 

estas vesículas y la preservación de su estructura.  
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Figura 29. Caracterización de las pequeñas vesículas 
extracelulares. (A) Las VE aisladas de muestras de 
suero de individuos control y de pacientes con IAM 
fueron caracterizadas mediante Western Blot para 
determinar la presencia de las proteínas asociadas a las 
VE, Flotilin, Tsg101 y Alix, y la ausencia de la proteína β-
actina, típica de las grandes vesículas extracelulares. 
(B), (C), (D) Imágenes representativas de vesículas 
obtenidas mediante microscopía electrónica a diferentes 
aumentos (x12.0k, x25.0k y x40.0k respectivamente), 
para el estudio de su morfología y preservación de su 
estructura.  
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Una vez caracterizadas y comprobada la 

morfología de las VE aisladas de suero de individuos 

control y pacientes con IAM, se analizó por qRT-PCR la 

expresión de los miR-30e-3p, miR-148a-3p, miR-149-5p 

y miR-423-5p. A diferencia del miR-423-5p el resto de 

miRNAs tuvo una expresión relativa prácticamente 

indetectable en suero total, ya que sus Ct en la qRT-PCR 

superaron los 35 ciclos. Por este motivo, en el caso del 

miR-30e-3p, miR-148a-3p y miR-423-5p, se presenta su 

expresión relativa en pacientes con IAM y controles 

sanos detectada solo en el contenido de las VE.  

Mientras que el resultado del miR-30e-3p en la 

secuenciación y la obtenida por qRT-PCR en suero de 

ratones IAM evidenciaba un aumento en su expresión 

(Figura 24), en las VE de pacientes con IAM no se 

detectó ningún cambio ni en la población total (n =8, 

Figura 30A) ni en el análisis de su contenido en VE de 

hombres y mujeres por separado (Figura 30B).  
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Figura 30. Expresión relativa del miR-30e-3p en 
vesículas extracelulares de muestras de suero de 
pacientes con IAM y controles sanos. Comparación 
de la expresión relativa del grupo de pacientes con 
infarto, respecto al grupo de controles sanos calculada 
mediante el método 2-∆∆Ct (A) sin considerar el sexo (n = 
8) y (B) separando los grupos en hombres y mujeres (n 
= 4). Los resultados se muestran como media ± SEM. La 
comparación de medias se realizó mediante la prueba t 
de Student.  
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En el caso del miR-148a-5p en ratones con IAM, 

el aumento significativo de su expresión observado en la 

secuenciación no se reprodujo por qRT-PCR de manera 

significativa (Figura 25). Sin embargo, en las muestras 

VE de pacientes con IAM se observó un aumento 

significativo de su expresión (p < 0.01) (Figura 31A), 

debido principalmente a la contribución del incremento 

del miR-148a-5p en las mujeres con IAM (p < 0.01) 

(Figura 31B).  

 

 

Figura 31. Expresión relativa del miR-148a-3p en 
vesículas extracelulares de muestras de suero de 
pacientes con IAM y controles sanos. Comparación 
de la expresión relativa del grupo de pacientes con 
infarto, respecto al grupo de controles sanos calculada 
mediante el método 2-∆∆Ct (A) sin considerar el sexo (n = 
8) y (B) separando los grupos en hombres y mujeres (n 
= 4). Los resultados se muestran como media ± SEM. La 
comparación de medias se realizó mediante la prueba t 
de Student. ** p < 0.01. 
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Mediante el análisis de secuenciación, se 

detectó una sobreexpresión del miR-149-5p en el suero 

de los ratones con IAM (Figura 26), la cual fue validada 

posteriormente por qRT-PCR. En las vesículas aisladas 

del suero de pacientes con IAM y controles sanos 

también se observó un aumento en los niveles de miR-

149-5p circulantes, aunque no resultó ser significativo

(Figura 32A). Cuando se estudia el efecto del infarto

sobre los niveles de este miRNA separando los grupos

por sexo (Figura 32B), se ve que es en el grupo de

mujeres IAM donde existe esta tendencia a aumentar.

Figura 32. Expresión relativa del miR-149-5p en 
vesículas extracelulares de muestras de suero de 
pacientes con IAM y controles sanos. Comparación 
de la expresión relativa del grupo de pacientes con 
infarto, respecto al grupo de controles sanos calculada 
mediante el método 2-∆∆Ct (A) sin considerar el sexo (n = 
8) y (B) separando los grupos en hombres y mujeres (n
= 4). Los resultados se muestran como media ± SEM. La
comparación de medias se realizó mediante la prueba t
de Student.
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El comportamiento del miR-423 en el suero de 

los ratones con IAM se repite en el caso de la 

secuenciación y en su validación por qRT-PCR, 

confirmando una disminución significativa tras un IAM en 

ratones SAMR1 macho (Figura 27). En este caso, los 

resultados observados en los niveles séricos de miR-

423-5p en humanos también indican una clara 

disminución después del IAM tanto en la fracción total del 

suero (p < 0.001) (Figura 33A) como en el contenido de 

las VE aisladas de estas mismas muestras (p < 0.01) 

(Figura 33B).  

Separando las muestras según el sexo de los 

pacientes, observamos una disminución en los niveles 

del miR-423-5p después del infarto en todos los casos 

(Figura 33C y Figura 33D), si bien se hace significativo 

en la fracción libre en suero en las mujeres con IAM (p < 

0,01) (Figura 33C).  
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Figura 33. Expresión relativa del miR-423-5p en 
suero total y vesículas extracelulares de muestras de 
suero de pacientes con IAM y controles sanos. 
Comparación de la expresión relativa del grupo de 
pacientes con infarto, respecto al grupo de controles 
sanos calculada mediante el método 2-∆∆Ct, sin 
considerar el sexo en (A) suero total (n = 6-7) y (B) en 
las VE (n = 5-6); separando los grupos de acuerdo a 
hombres y mujeres en (C) suero libre (n = 4), y (D) en las 
VE (n = 2-4). Los resultados se muestran como media ± 
SEM. La comparación de medias se realizó mediante la 
prueba t de Student. ** p < 0.01 y *** p < 0.001. 
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4.4. ENRIQUECIMIENTO FUNCIONAL DE LOS 
miRNAs CIRCULANTES RELACIONADOS CON EL 
IAM 

Una vez estudiada la expresión del miR-30e-3p, 

miR-148a-3p, miR-149-5p y miR-423-5p en muestras de 

pacientes con IAM, se analizaron sus genes diana y rutas 

KEGG más relevantes mediante las herramientas de 

predicción de genes diana microT-CDS, TargetScan y 

miRDB. Se seleccionaron aquellos genes diana que se 

repetían en al menos 2 bases de datos y que estaban 

conservados tanto en humano como en ratón, mediante 

la plataforma en línea miRwalk, obteniéndose las rutas 

KEGG (Kyoto Enclyclopedia of Genes and Genomes) de 

las que forman parte. Los resultados se han 

representado en diagramas de cuerdas, donde se 

pueden ver los genes diana de los miRNAs y su relación 

con las rutas de las que forman parte. La selección de 

rutas para su visualización gráfica se determinó por su 

valor estadístico, eligiendo las más significativas.  
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Los genes diana predichos del miR-30e-3p que 

se obtuvieron en al menos dos bases de datos fueron 

429 en la búsqueda del hsa-miR-30e-3p, y 431 genes en 

el caso del mmu-miR-30e-3p. Comparando estos dos 

resultados, 89 genes diana coinciden entre las dos 

especies, de manera que esa selección de genes dio 

lugar al gráfico del miR-30e-3p (Figura 34), en el que se 

muestran las 4 rutas más significativamente asociadas a 

los genes diana del miR-30e-3p: la ‘ruta de señalización 

FoxO’, la ‘ruta de señalización de esfingolípidos’, la 

‘autofagia’ y la ‘ruta de señalización PI3k-Akt’. El resto de 

las rutas asociadas a estos genes y no mostradas en el 

gráfico están relacionadas con la patología del cáncer y 

la infección por el virus del papiloma humano. 
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Figura 34. Diagrama de cuerdas del enriquecimiento 
funcional del miR-30e-3p, con sus genes diana y 
rutas KEGG asociadas obtenidos mediante miRwalk. 
El gráfico representa las conexiones entre los genes 
diana del miR-30e-3p y las rutas KEGG en las que están 
implicados. El nodo parte de la ruta, cada una con un 
color, y se divide en el número de genes diana del 
miRNA que están presentes en esa ruta. Plataforma 
online consultada en febrero de 2023 (mirwalk.umm.uni-
heidelberg.de). 
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El enriquecimiento funcional del miR-148a-3p se 

realizó a partir de los 351 genes diana que coinciden 

entre los resultados de la búsqueda del miRNA en 

humano (685) y en ratón (519). En este caso se 

representan las 5 rutas más significativas (Figura 35), de 

un total de 61 rutas asociadas a los genes diana del miR-

148a-3p. Se repiten las rutas KEGG de señalización 

FoxO y PI3k-Akt, y aparecen otras como la ‘ruta de 

señalización ErbB’ y la ‘ruta de señalización TGF-beta’, 

además de la ‘ruta de regulación del citoesqueleto de 

actina’. 
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Figura 35. Diagrama de cuerdas del enriquecimiento 
funcional del miR-148a, con sus genes diana y rutas 
KEGG asociadas obtenidos mediante miRwalk. 
Mediante un diagrama de cuerdas se presentan las 
conexiones entre los genes diana del miR-148a y las 
rutas KEGG en las que están implicados. El nodo parte 
de la ruta, cada uno tiene un color, y se va subdividiendo 
en cuanto al número de genes diana del miRNA que 
estén presentes en esa ruta. Plataforma online 
consultada en febrero de 2023 (mirwalk.umm.uni-
heidelberg.de).   

  

 

 

 



Resultados 

- 168 -

De igual manera que con los anteriores miRNAs, 

se estudiaron los genes diana del hsa-miR-149-5p (523) 

y del mmu-miR-149-5p (360) y aquellos genes presentes 

en las dos especies, 156 genes, se utilizaron para 

obtener las rutas. Se obtuvieron 10 rutas KEGG 

asociadas a estos genes diana del miR-149-5p, de las 

que se representan en el gráfico de cuerdas las 5 más 

significativas: la ‘ruta de señalización del calci’o, la ‘ruta 

de señalización del cAMP’, la ‘adhesión focal’, la ‘ruta de 

señalización PI3k-Akt’ y la ‘ruta de señalización MAPK’ 

(Figura 36). El resto de las rutas no representadas tienen 

relación con el cáncer, el ‘síndrome de Cushing’, la 

‘secreción pancreática’, la ‘ruta de señalización Rap1’ y 

la ‘regulación del citoesqueleto de actina’.  

Y por último, del miR-423-5p se obtuvieron un 

total de 437 genes predichos para el hsa-miR-423-5p, 

mientras que para el caso del mmu-miR-423-5p fueron 

253 genes, de los cuales coinciden entre ellos 89 genes. 

El resultado del análisis funcional de estos genes resultó 

en 3 rutas asociadas: la ‘ruta de señalización RAS’, la 

‘ruta de señalización MAPK’, y la ‘ruta de señalización 

PI3k-Akt’ (Figura 37).  
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Figura 36. Diagrama de cuerdas del enriquecimiento 
funcional del miR-149, con sus genes diana y rutas 
KEGG asociadas obtenidos mediante miRwalk. 
Mediante un diagrama de cuerdas se presentan las 
conexiones entre los genes diana del miR-149 y las rutas 
KEGG en las que están implicados. El nodo parte de la 
ruta, cada uno tiene un color, y se va subdividiendo en 
cuanto al número de genes diana del miRNA que estén 
presentes en esa ruta. Plataforma online consultada en 
febrero de 2023 (mirwalk.umm.uni-heidelberg.de).   
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Figura 37. Diagrama de cuerdas del enriquecimiento 
funcional del miR-423, con sus genes diana y rutas 
KEGG asociadas obtenidos mediante miRwalk. 
Mediante un diagrama de cuerdas se presentan las 
conexiones entre los genes diana del miR-423 y las rutas 
KEGG en las que están implicados. El nodo parte de la 
ruta, cada uno tiene un color, y se va subdividiendo en 
cuanto al número de genes diana del miRNA que estén 
presentes en esa ruta. Plataforma online consultada en 
febrero de 2023 (mirwalk.umm.uni-heidelberg.de). 
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5.1. SAMR1/SAMP8 COMO MODELO MURINO DE 
INFARTO AGUDO DE MIOCARDIO  

Las enfermedades cardiovasculares son uno de 

los problemas más graves de salud en todo el mundo, 

ocasionando casi 18 millones de muertes anuales a nivel 

global, de ellas, 4 de cada 5 son debidas a infartos (OMS, 

2023). Con el objetivo de comprender los mecanismos 

moleculares implicados en las enfermedades 

cardiovasculares, el uso de modelos animales de 

experimentación es un paso obligatorio (Egido  et al., 

2011), los modelos animales permiten comprender la 

fisiopatología subyacente y la progresión de la 

enfermedad hasta el infarto agudo de miocardio (IAM), 

además, ayudan a plantear nuevas estrategias en el 

diagnóstico, prevención y tratamiento, y su posterior 

traslado a estudios clínicos (Liu et al., 2012). 

Uno de los objetivos principales de este estudio 

fue el establecimiento de un modelo experimental de IAM 

con los ratones SAMR1/SAMP8, machos y hembras, en 

este sentido, uno de los principales obstáculos es la 

dificultad de contar con un modelo experimental 

representativo de la enfermedad. La creación de un 

modelo de IAM que represente las condiciones cardiacas 

humanas supone un desafío, debido principalmente a 

que esta patología se desarrolla en el paciente como 
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resultado de la interacción de muchas causas a lo largo 

del tiempo y a menudo se complica por comorbilidades y 

su tratamiento farmacológico previo (Pound & Ritskes-

Hoitinga, 2018).  

Se sabe que una amplia gama de condiciones 

de salud, como la epilepsia, el tabaquismo, el 

alcoholismo, el cáncer, la diabetes y la artritis 

reumatoide, afectan notablemente a la mortalidad por 

IAM (Quintana et al, 2018). También, que su incidencia 

está sesgada por la edad y el sexo, con tasas más altas 

en hombres que en mujeres y en personas mayores que 

en jóvenes (Savarese & Lund, 2017; Virani et al, 2021).  

El papel del sexo y su influencia sobre las 

enfermedades cardiovasculares ha sido revisado por 

Beale et al., caracterizando las diferencias de sexo en 

cuanto a la estructura cardiaca y su función, la 

circulación cardíaca y pulmonar, al igual que otros 

factores como las comorbilidades que explican las 

diferencias entre hombres y mujeres (Beale et al, 2018). 

Actualmente sigue siendo relevante el estudio de las 

diferencias de sexo en el IAM, por ello es necesario 

desarrollar estudios donde se investiguen por igual los 

dos sexos, teniendo en cuanta que las diferencias en 

cuanto al envejecimiento vascular, sistema inmune y 
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metabolismo cardiaco son considerables (Beale et al, 

2018).  

Los modelos animales utilizados actualmente en 

los entornos de laboratorio tienden a ser relativamente 

homogéneos, jóvenes y saludables, sin predisposición 

genética o condiciones médicas subyacentes (Bart van 

der Worp et al, 2010; Pound & Ritskes-Hoitinga, 2018), 

por lo que, en muchos casos, los estudios en animales 

no reflejan la heterogeneidad observada en los pacientes 

con IAM. 

En cuanto a los animales grandes utilizados para 

este propósito se encuentran: el cerdo, la oveja y el 

conejo, los cuales se caracterizan por tener una 

anatomía y fisiología coronaria similares al humano. Los 

cerdos tienen una circulación colateral mínima y una 

vasculatura coronaria derecha similar a la de los 

humanos (Maxwell et al, 1987; Weaver et al, 1986), y la 

actividad metabólica del corazón es similar a la de los 

humanos, ya que utilizan ácidos grasos no esterificados 

para la producción de energía (Maxwell et al, 1987). Por 

lo que el modelo suino se utiliza ampliamente en la 

comprensión de las enfermedades genéticas y 

cardiovasculares humanas (Marchant-Forde & Herskin, 

2018). 
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El miocardio de las ovejas comparte muchas 

similitudes con el humano, por ejemplo, la misma 

isoforma predominante de la cadena pesada de miosina, 

β-MHC lenta, (Milani-Nejad & Janssen, 2014). Se han 

desarrollado diversas patologías en el modelo ovino 

incluyendo el infarto de miocardio y la insuficiencia 

cardíaca gradual inducida por la constricción aórtica. 

Tanto el modelo suino como el ovino tienen como 

inconvenientes el precio en su producción, su 

mantenimiento y estabulación (Tang et al, 2018). 

En los conejos, la anatomía del corazón, las 

ramas coronarias, el recorrido de la arteria coronaria y la 

circulación colateral coronaria son similares a las de los 

humanos (Lee et al, 2002). Sin embargo, las placas 

ateroscleróticas se forman principalmente en la aorta 

torácica y las lesiones coronarias principalmente en las 

arterias pequeñas, mientras que en los humanos se 

forman principalmente en las grandes ramas de las 

arterias coronarias (Lee et al, 2002). 

Los modelos experimentales con roedores se 

utilizan ampliamente en estudios de infarto de miocardio 

debido a sus beneficios prácticos, como su pequeño 

tamaño corporal, fácil cuidado antes y después de la 

cirugía, fácil mantenimiento, bajo coste, menor tiempo de 

generación y genética bien definida (Pound & Ritskes-
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Hoitinga, 2018). Sin embargo, los animales pequeños 

tienen algunas desventajas, entre ellas, su anatomía y 

cinética cardíaca son fundamentalmente diferentes a las 

de los humanos. Por ejemplo, la frecuencia cardíaca en 

reposo de los ratones es cinco veces mayor que en los 

humanos, también, tienen un pequeño tamaño corporal 

y eso puede dificultar el manejo de sus órganos (Milani-

Nejad & Janssen, 2014). 

En cuanto a los aspectos técnicos de la cirugía, 

el modelo de infarto de miocardio mediante la ligadura 

de la arteria coronaria descendente izquierda (ACDI) es 

el método quirúrgico más utilizado. Este método se 

introdujo por primera vez en 1954 por Johns y Olson et 

al. (Johns & Olson, 1954) y, con pocas modificaciones, 

se utiliza ahora ampliamente en animales grandes y 

pequeños. En el presente trabajo, hemos llevado a cabo 

esta técnica quirúrgica cuyo éxito fue comprobándose en 

diferentes momentos. 

Nuestros resultados demuestran que el IAM en 

los ratones SAMR1/SAMP8 mediante la ligadura de la 

ACDI permite el establecimiento de un modelo murino de 

IAM, ya que se confirmó la oclusión mediante la 

observación inmediata de la palidez que aparece en la 

pared anterior del ventrículo izquierdo tras el cese de 

aporte sanguíneo por la ligadura, (Gao et al, 2000; Ahn 
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et al, 2004) y mediante la elevación del segmento ST en 

el electrocardiograma inmediatamente después de la 

cirugía, además de una vez sacrificados los ratones, 

mediante la tinción histológica con cloruro de 2,3,5-

trifeniltetrazolio, se confirmó la necrosis miocárdica por 

su coloración blanquecina.   

Las ventajas de este método consisten en una 

mayor tasa de supervivencia, un tamaño de infarto 

uniforme y un menor tiempo consumido durante la 

cirugía (Tang et al, 2018). Sin embargo, el principal 

inconveniente es la necesidad de contar con personal 

especializado en este tipo de cirugía. 

 Pero además de la especie utilizada y la técnica 

quirúrgica, es importante tener en cuenta otros factores 

que intervienen en la fisiopatología cardíaca, como el 

envejecimiento y las alteraciones estructurales y 

funcionales que conlleva, así como los factores de riesgo 

cardiovascular (Lakatta, 2015; Ferrari et al, 2003), entre 

ellos el sexo. Estudios previos sugieren que el 

envejecimiento induce alteraciones en la arquitectura y 

la función cardiacas (Pugh & Wei, 2001). Además, el 

envejecimiento se asocia con vías de inflamación, estrés 

oxidativo, estrés del retículo endoplásmico, señales de 

apoptosis y disfunción mitocondrial (Forman et al, 2011). 
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A pesar de la relevancia del envejecimiento en 

la incidencia del infarto de miocardio, existen pocos 

modelos que contemplen este aspecto como un rasgo 

primordial. Además, con el aumento de la esperanza de 

vida y el envejecimiento de la población (Forman et al, 

2016), resulta fundamental investigar los efectos 

fisiológicos del envejecimiento con el objetivo de 

encontrar nuevas formas de tratar a esta población. Por 

lo tanto, se necesita un modelo que permita establecer 

el efecto del envejecimiento asociado al infarto de 

miocardio.  

 En lo que se refiere a las alteraciones 

cardiovasculares vinculadas al envejecimiento, el ratón 

también guarda semejanzas con los seres humanos 

(Vanhooren & Libert, 2013), pudiéndose equiparar el 

corazón de ratones envejecidos al de los humanos (Dai 

& Rabinovitch, 2009). Los estudios que existen 

actualmente que han investigado el papel del 

envejecimiento en el infarto de miocardio han utilizado 

roedores de pocos meses de edad en comparación con 

roedores envejecidos con más de dos años (Bujak et al, 

2008), también siguieron el mismo procedimiento en un 

estudio sobre el envejecimiento cardiaco y el estrés 

oxidativo en las mitocondrias (Dai & Rabinovitch, 2009). 
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La desventaja del uso de ratones de más de dos 

años para el estudiar el efecto del envejecimiento radica 

principalmente en el elevado coste y espacio necesario 

que conlleva el mantenimiento de estos animales por un 

periodo tan prolongado de tiempo.  

En esta línea, el modelo murino con senescencia 

acelerada (SAM, del inglés Senescence Accelerated 

Mouse) se ha empleado ampliamente para investigar 

enfermedades relacionadas con el envejecimiento, como 

el Alzheimer (Takeda, 2009). En lo que se refiere al 

ámbito vascular, la ausencia de anomalías a edades 

tempranas ha simplificado su uso en el análisis del 

envejecimiento (Butterfield & Poon, 2005). Asimismo, 

este modelo se ha empleado para analizar el papel del 

óxido nítrico en la respuesta vascular en la aorta de 

ratones (Lloréns et al, 2007) y de éste y otros mediadores 

endoteliales en ratonas (Novella et al., 2013a; Novella et 

al., 2013b; Novella et al., 2010; Novensà et al., 2011; 

Vidal-Gómez et al., 2016). Los ratones SAMP8 

envejecidos muestran un aumento en la activación del 

estrés oxidativo (Vidal-Gómez et al, 2016), la disfunción 

mitocondrial, el estrés del retículo endoplásmico, la 

expresión génica inflamatoria y las vías de señalización 

HMGB1-TLR2/TLR4, la disfunción vascular y la 

regulación negativa de la expresión de genes 

antioxidantes/antiinflamatorios (Karuppagounder et al, 
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2017). Estos efectos desencadenan apoptosis, fibrosis, 

factores proinflamatorios y producción de citoquinas, lo 

que provoca una remodelación cardiaca patológica 

(Karuppagounder et al, 2017; Giridharan et al, 2020). 

En cuanto a su empleo en el estudio de 

enfermedades cardiovasculares, el ratón SAMP8 parece 

ser un excelente modelo para estudiar las relaciones 

entre el envejecimiento, las alteraciones de la 

homeostasis cardiovascular y la remodelación cardiaca 

adversa (Karuppagounder et al, 2017). El uso de este 

modelo implica una gran ventaja frente al tradicional 

ratón envejecido, ya que permite establecer una 

comparación entre ratón joven-envejecido a una edad de 

los ratones de 6 meses, tiempo en el cual se han 

establecido diferencias claras en cuanto a su vasculatura 

por efecto del envejecimiento (Novella et al., 2013a). Los 

ratones SAMR1/SAMP8 permiten estudiar el efecto del 

envejecimiento en el IAM, pero, además también 

permiten investigar las diferencias de sexo asociadas a 

esta patología, incluyendo machos y hembras en el 

estudio. 

Actualmente existen diversos precedentes de 

estudios de RNA no codificante en el modelo murino 

SAMR1/SAMP8, principalmente en la investigación del 

Alzheimer (Hong et al, 2020; Zhang et al, 2021b), 
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estudiando estas moléculas por su potencial como 

biomarcadores y posibles terapias.  

Por ello, con los resultados aportados por 

estudios previos desarrollados en la cepa de ratones 

SAMR1 y SAMP8 y la puesta a punto de la técnica 

quirúrgica en este modelo experimental, nos planteamos 

comprobar si era adecuado para desarrollar estudios de 

transcriptómica, concretamente, del perfil de expresión 

de miRNAs circulantes después de un infarto agudo de 

miocardio. 
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5.2. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE miRNAs 
BIOMARCADORES DE INFARTO AGUDO DE 
MIOCARDIO EN EL MODELO SAMR1/SAMP8 
MEDIANTE qRT-PCR 

Uno de los objetivos principales de este trabajo 

es la utilización del modelo de infarto experimental 

murino para determinar la presencia de miRNAs como 

posibles biomarcadores del IAM. Aunque la troponina 

sérica se utiliza actualmente como marcador diagnóstico 

para el infarto de miocardio, su tiempo de liberación a 

menudo conlleva una baja sensibilidad, por lo que los 

miRNAs circulantes han sido objeto de estudio como 

potenciales biomarcadores para el diagnóstico del infarto 

debido a su estabilidad y especificidad (Sun et al, 2017; 

Viereck & Thum, 2017). Una gran cantidad de estudios 

ha explorado el hecho de que los miRNAs se filtran del 

corazón a la circulación después de una lesión 

miocárdica (Akat et al, 2014; De Rosa et al, 2011), 

durante este momento su expresión está elevada y es 

dinámica (Wang et al, 2010; Shi et al, 2010).  

Por ello, en el modelo murino de IAM 

SAMR1/SAMP8 comprobamos la expresión de miRNAs 

establecidos previamente como biomarcadores de 

infarto en numerosos modelos murinos, a la vez que, en 

gran cantidad de ensayos con pacientes con IAM. Entre 
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estos miRNAs que, además, son abundantes en el 

corazón, se encuentran cuatro miRNAs circulantes, miR-

1-3p, miR-133-3p, miR-208-3p y miR-499-5p, que 

aumentan en pacientes con IAM (Gidlöf et al, 2013; 

Adachi et al, 2010; Boštjančič et al, 2010). Son estos los 

miRNAs cuya expresión hemos estudiado en el suero de 

los ratones sometidos a un IAM para comprobar si su 

perfil era comparable al observado en humanos. 

Después del IAM observamos de manera 

general un aumento de los cuatro miRNAs estudiados en 

el suero de los ratones SAMR1/SAMP8 comparado con 

sus grupos control, coincidiendo con lo previamente 

publicado en humanos y en otros modelos murinos.  La 

expresión del miR-1-3p y del miR-133-3p aumentó en la 

mayoría de los grupos IAM aumentando entre 5 y 10 

veces respecto al grupo control, pero en el caso del miR-

208-3p y miR-499-5p este aumento fue 

considerablemente mayor, llegando a valores de 

expresión de hasta 40 veces superior al grupo control.  

El aumento de estos cuatro miRNAs tras un IAM 

ha sido descrito en numerosas ocasiones, por ejemplo, 

Wang et al. midieron los niveles circulantes de miRNAs 

en pacientes con IAM, así como en sujetos sanos, 

observando una significativa regulación positiva de miR-

1, miR-133 y miR-499 en la circulación de los pacientes 
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con IAM (Wang et al, 2010). Es interesante señalar que, 

el miR-208a es altamente detectable en el 91% de los 

pacientes con IAM, pero no en los controles sanos, 

además de que el miR-208a tiene ventajas como 

biomarcador sobre la troponina en la fase temprana del 

IAM. Otros estudios a pequeña escala también 

confirmaron que estos cuatro miRNAs están 

relacionados con el IAM en cardiomiocitos cultivados y 

en pacientes (Adachi et al., 2010; Corsten et al., 2010; 

Kuwabara et al., 2011).  

En otro estudio, Oerlemans et al. determinaron 

el valor potencial de los miRNAs circulantes miR-1, miR-

21, miR-146a, miR-208a y miR-499 en una cohorte de 

332 pacientes con IAM y encontraron que la combinación 

de miR-1, miR-21 y miR-499 podría tener un mayor valor 

diagnóstico que la troponina cardiaca T (cTnT) 

(Oerlemans et al, 2012). En un estudio con un total de 

424 pacientes que presentaban IAM, miR-208b y miR-

499 mostraron un nivel de expresión más alto en 

pacientes con infarto de miocardio en comparación con 

pacientes sin infarto, y se correlacionaron bien con 

troponinas cardíacas (Gidlöf et al, 2013).  
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Por este motivo se realizó la medida de estos 

miRNAs circulantes en el modelo murino de infarto 

SAMR1/SAMP8, con el objetivo de validar nuestro 

modelo en cuanto a la expresión aumentada de estos 

miRNAs tras un IAM. Además, debido a la novedad del 

estudio, se midieron a tres tiempos diferentes de infarto, 

1, 4 y 24 horas tras la cirugía, para establecer un tiempo 

óptimo de sacrificio y toma de muestra en el que se 

detecten cambios en la expresión de los miRNAs, pero 

permaneciendo en la fase aguda del infarto.  

En el presente estudio los niveles de estos 

miRNAs circulantes mostraron una expresión 

descendente en el grupo sham con el paso de las horas 

tras la cirugía, este resultado puede apreciarse 

claramente en los grupos de ratones SAMR1/SAMP8 en 

Figura 10, donde a las 24 horas hay una disminución 

drástica de su expresión comparada con el grupo de 

ratones sacrificados a 1 hora. Aunque es difícil 

establecer a qué es debido, nuestra hipótesis es que se 

produce una liberación aguda desde el miocardio 

infartado. 

El análisis de los miRNAs miR-1-3p, miR-133-

3p, miR-208-3p y miR-499-5p en el suero de los ratones 

SAMR1/SAMP8 tras la cirugía IAM, comparado con sus 

controles sham, reveló que en la mayoría de los grupos 
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existe un incremento en su expresión a las 4 horas, y 

siguiendo un incremento lineal en el caso del miR-208 y 

miR-499. Esto concuerda con el estudio realizado por 

Cheng et al en el plasma de ratones, donde midieron la 

expresión circulante de miR-1, miR-133, miR-208 y miR-

499 observando su incremento a las 6 horas del IAM 

(Cheng et al, 2019). En otro estudio, los niveles de estos 

cuatro miRNAs se encontraron incrementados en el 

plasma de ratas en el rango de 3 a 6 horas tras sufrir un 

IAM (Wang et al, 2010). Estos resultados también 

coinciden con otros artículos publicados de investigación 

en pacientes con infarto, en el rango de toma de muestra 

tras el incidente de <12 horas (Kuwabara et al, 2011; 

Corsten et al, 2010a; Devaux et al, 2012). 

Los estudios anteriormente comentados 

manifiestan el aumento de expresión de estos miRNAs 

específicos de miocardio y músculo esquelético en 

circulación tras un infarto, como resultado del daño y 

regeneración de tejido necrótico en el corazón 

(Chistiakov et al, 2016). Además, su secreción está 

relacionada con efectos antiapoptóticos, antifibróticos y 

antioxidantes, señales esenciales para la inducción de la 

reparación del tejido cardiaco dañado (Wang et al, 2014; 

He et al, 2011; Castoldi et al, 2012; Izarra et al, 2014). 

Dichas señales son características del momento agudo 

del infarto, disminuyendo con el paso del tiempo tras 
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producirse su pico entre las 4 y 6 horas (Cheng et al, 

2019). 

En resumen, el incremento de expresión en 

suero de los miRNAs biomarcadores típicos de infarto, y 

el éxito en la generación de un infarto de miocardio en 

los ratones SAMR1/SAMP8, aporta validez a este nuevo 

modelo de IAM y senescencia para el estudio de 

miRNAs.   



Discusión 

- 189 - 
 

5.3. ANÁLISIS DEL PERFIL DE EXPRESIÓN DE 
miRNAs EN EL MODELO SAMR1/SAMP8 MEDIANTE 
SECUENCIACIÓN  

Uno de los objetivos de la presente Tesis fue 

analizar el perfil de expresión de miRNAs en el modelo 

murino de senescencia SAMR1/SAMP8 tras un infarto 

mediante un análisis inicial de secuenciación, con el fin 

de identificar nuevos miRNAs implicados en el momento 

agudo del infarto.  

 El uso de la tecnología de secuenciación de 

nueva generación para descubrir nuevos miRNAs 

implicados en alguna patología está muy extendido y es 

el preferido para el descubrimiento de nuevas 

secuencias de RNA. Su principal ventaja es la detección 

simultánea de isomiRs (miRNAs con variaciones 

respecto a la secuencia de referencia) y otras especies 

de pequeños RNA (Ouyang et al, 2019; Benesova et al, 

2021; Wang et al, 2009).  

Los microarrays también constituyen uno de los 

métodos más usados y, durante mucho tiempo, fue la 

tecnología más utilizada para la investigación de 

miRNAs (Calin & Croce, 2006). Sin embargo, esta 

técnica no permite la cuantificación absoluta, la 

identificación de nuevos miRNAs ni distingue entre 

miRNAs canónicos y sus isomiRs (Telonis et al, 2017, 
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2015; Koppers-Lalic et al, 2016). Además, requiere 

grandes cantidades de RNA, lo que es un factor limitante 

en muestras de suero de ratón (Ono et al, 2015). 

Los resultados de secuenciación del presente 

estudio fueron diversos dependiendo del tipo de 

algoritmo utilizado para el análisis de expresión 

diferencial de miRNAs. Mientras que con DESeq2 se 

obtuvo el mayor número de miRNAs, con edgeR, limma 

y voom se detectaron un número inferior, aunque 

complementario al primer análisis.  

Como se recogió en una revisión sistemática, el 

paso final en la mayoría de los estudios de secuenciación 

consiste en el análisis de expresión diferencial, es decir, 

detectar los genes o, en este caso, los miRNAs 

diferencialmente expresados entre dos o más 

condiciones (Corchete et al, 2020). Con este propósito, 

se han desarrollado numerosos algoritmos, entre ellos, 

destacan por ser los más usados, las herramientas de 

expresión diferencial DESeq2 y edgeR (Osabe et al, 

2021), ambas emplean umbrales de corte para asegurar 

que los miRNAs tengan suficientes lecturas para 

considerarse en análisis posteriores, por lo que ambos 

métodos deberían producir resultados similares (Chung 

et al, 2021). 
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Los miRNAs resultantes del análisis de 

expresión diferencial confirmaron que las variables del 

sexo y senescencia afectan directamente a la regulación 

de miRNAs tras un IAM, ya que se detectaron diferentes 

cambios de sobreexpresión e infraexpresión en los 

miRNAs circulantes dependiento del sexo de los ratones, 

y dependiendo de su envejecimiento, SAMR1 o SAMP8.  

Tras el análisis de expresión diferencial 

realizado en todos los grupos de ratones 

SAMR1/SAMP8, machos y hembras, comparando sus 

grupos IAM con los controles, se llevó a cabo un análisis 

bioinformático de enriquecimiento funcional de estos 

miRNAs cambiados por el IAM. Con el objetivo de 

estudiar los procesos biológicos subyacentes y las vías 

fisiológicas afectadas, mediante la herramienta online 

miRwalk se obtuvieron las rutas KEGG (Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes) y los términos GO 

(Gene Ontology). 

Curiosamente, en los tres grupos de ratones de 

los que se obtuvieron rutas KEGG, SAMR1 machos y 

hembras, y SAMP8 hembras, la ‘Ruta de señalización 

MAPK’ (cascadas de quinasas de proteínas activadas 

por mitógenos) resultó estar afectada de manera 

significativa por los miRNAs diferencialmente 

expresados. Se ha demostrado que las MAPK 
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desempeñan un papel fundamental en la conversión de 

estímulos extracelulares en una amplia gama de 

respuestas celulares, incluyendo la proliferación, 

migración y diferenciación celular, y la apoptosis (Yue & 

López, 2020). También están relacionadas con el 

remodelado cardiaco después de un IAM, 

concretamente la p38 MAPK induce la apoptosis y la 

producción de citoquinas inflamatorias (Muslin, 2008).  

La ‘Ruta de señalización PI3-Akt’ 

(fosfatidilinositol 3-quinasa/proteína quinasa B) también 

aparece ligada directamente a los miRNAs 

diferencialmente expresados en los ratones SAMR1 

machos, y las ratonas SAMP8 tras un IAM. Esta vía de 

señalización desempeña un papel clave en la regulación 

del crecimiento y supervivencia de los cardiomiocitos, 

disminuyendo los efectos negativos como la hipertrofia, 

necrosis, fibrosis e inflamación en el miocardio tras un 

IAM (Walkowski et al, 2022; Ghafouri-Fard et al, 2022). 

Además, se ha publicado una lista de miRNAs cuyo 

efecto sobre la ruta PI3-Akt está comprobado 

experimentalmente, además de en el remodelado 

cardiaco posterior al IAM (Walkowski et al, 2022), y entre 

ellos destacan el miR-122-3p, el miR-126a-3p y el miR-

130a-3p, por aparecer diferencialmente expresados tras 

un IAM en los ratones SAMR1 machos, y ser, por tanto, 
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potenciales estrategias terapéuticas para la 

regeneración cardiaca.  

 Los miRNAs diferencialmente expresados en las 

ratonas SAMR1 y SAMP8 dieron lugar a rutas biológicas 

relacionadas con el cáncer. Existen evidencias claras de 

que el riesgo de desarrollar un IAM en pacientes con 

cáncer es alto, sobre todo en los primeros seis meses del 

diagnóstico de cáncer (Hirsch et al, 2022). Pero la 

principal conexión entre estas dos patologías viene dada 

por la similitud entre sus procesos celulares, ya que en 

ambos se produce una situación de hipoxia, liberación 

de citoquinas inflamatorias, y expresión de factores 

angiogénicos, los cuales en el cáncer promueven el 

desarrollo del tumor, mientras que en el IAM están 

implicados en la necrosis producida por la falta de aporte 

sanguíneo y la posterior regeneración celular del 

miocardio (Jiang et al, 2020).  

 La ‘Ruta de resistencia al inhibidor de la tirosina 

quinasa EGFR’ (receptor del factor de crecimiento 

epidérmico) aparece relacionada con los miRNAs 

diferencialmente expresados obtenidos en los ratones 

SAMR1 y en las ratonas SAMP8. Los inhibidores de la 

tirosina quinasa se utilizan ampliamente en el 

tratamiento del cáncer debido a su alta efectividad en la 

eliminación de células cancerosas, sin embargo, también 
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se ha informado sobre su cardiotoxicidad y su influencia 

en la calcificación cardiovascular (Masbuchin et al, 

2022). También es sabido que, más del 80% de los 

canceres de pulmón no microcítico presentan 

mutaciones del EGFR, aunque hay poca evidencia al 

respecto, en algunas investigaciones se ha comunicado 

su relación con la salud cardiovascular, como que el uso 

de los inhibidores aumentó la lesión miocárdica inducida 

por la infusión de isoproterenol (tratamiento del bloqueo, 

insuficiencia o paro cardíaco) (Chen et al, 2008). 

En los ratones SAMR1 machos aparecieron dos 

rutas más directamente relacionadas con sus miRNAs 

diferencialmente expresados, la ‘Ruta de señalización de 

la familia de proteínas ErbB’ y la ‘Ruta de señalización 

FoxO’. La relación de la ruta de señalización ErbB con el 

IAM está extensamente estudiada (Bersell et al, 2009; 

Shraim et al, 2021), en un estudio in vitro e in vivo con 

ratones demostraron la relación entre esta ruta y la 

regulación de la fibrosis tras un IAM, además de los 

procesos inflamatorios, y de apoptosis y senescencia de 

los fibroblastos cardiacos (Shiraishi et al, 2022). Con el 

uso de otro modelo de IAM, en este caso con ratas, 

vieron que el ejercicio activa la ‘Ruta de señalización 

ErbB’, promoviendo la reparación cardiaca a través de la 

regeneración endógena (Cai et al, 2016).  
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De igual manera ocurre con la ‘Ruta de 

señalización FoxO’, cuya relación ha sido explorada 

junto a las enfermedades cardiovasculares en 

numerosas revisiones (Xin et al, 2017; Ronnebaum & 

Patterson, 2010; Yu et al, 2020; Puthanveetil et al, 2013), 

y en artículos de investigación (Zhu et al, 2015; Sun et 

al, 2022). Por ejemplo, en un estudio in vitro 

establecieron que FoxO3a promovía la mitofagia 

(autofagia de las mitocondrias) y suprimía la hipertrofia 

cardiaca (Sun et al, 2022). Gracias a otra investigación 

determinaron que FoxO4 activa la transcripción de Arg1 

(arginasa endotelial 1) en células endoteliales en 

respuesta al infarto de miocardio, lo que resulta en la 

disminución del óxido nítrico y el aumento de la 

infiltración de neutrófilos en el área del infarto (Zhu et al, 

2015). 

En las ratonas SAMP8 también destaca la ruta 

de regulación de la longevidad, esta ruta abarca varios 

genes y vías de señalización que pueden modular 

procesos como la autofagia, la síntesis de proteínas, la 

detección de nutrientes, la función mitocondrial y el 

estrés oxidativo (Mazucanti et al, 2015). Todos ellos son 

procesos que están directamente relacionados con el 

envejecimiento cardiaco y el desarrollo de cardiopatías 

(Packer, 2020). Que se vea afectada esta ruta por los 

miRNAs cambiados tras un IAM en estos ratones apoya 
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el efecto de la senescencia en el perfil de expresión de 

los miRNAs modificados.  

En cuanto a los términos GO obtenidos en estas 

comparaciones, destacan los términos de regulación 

positiva y negativa de la transcripción, y regulación de la 

expresión génica, todos ellos por estar directamente 

implicados en el papel de los miRNAs como efectores de 

alteraciones transcripcionales.  

En el análisis de enriquecimiento funcional de 

los miRNAs diferencialmente expresados en la 

secuenciación, también se estudiaron aquellos que 

cambiaban tras un IAM de manera opuesta en machos y 

hembras, esta comparación recibió el nombre de estudio 

de contraste complejo, haciendo alusión al hecho de 

comparar dos variables, el sexo y el infarto. El resultado 

de esta comparación en los ratones SAMR1 dio lugar a 

diferentes rutas KEGG y términos GO, entre ellas, la 

‘Ruta de regulación de la longevidad’ y la ‘Ruta de 

señalización FoxO’, la ‘Ruta de señalización MAPK’, la 

‘Ruta de señalización del AMPc’, la ‘Ruta de señalización 

Ras’ y la ‘Ruta de señalización Rap1’, además de la 

‘Guía axonal’. Algunos de los términos GO asociados a 

estos miRNAs fueron la regulación positiva de la 

transcripción, la angiogénesis, la fosforilación peptidil-
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serina, y la activación dependiente de calcio de la fusión 

de vesículas sinápticas.  

 El efecto del sexo en la regulación de la 

longevidad es notable, pero ha sido comúnmente pasado 

por alto en anteriores estudios, aunque cada vez más 

estudios apoyan este hecho (Zeng et al, 2018). Que 

nuestros resultados determinen que tras un IAM el sexo 

determina una regulación inversa en la ruta de 

regulación de la longevidad confirma la necesidad de 

incluir el factor de las diferencias de sexo en los estudios 

de transcriptómica. De manera similar ocurre con la ruta 

de señalización FoxO, cuyas diferencias de sexo se ha 

estudiado en diversas patologías, como la diabetes 

(Penniman et al, 2019), pero queda por explorar su 

regulación dependiente de sexo tras un IAM.  

Curiosamente, los miRNAs afectados de manera 

opuesta en machos y hembras SAMR1 tras un IAM están 

relacionados directamente con la ‘Ruta de señalización 

de las MAPK’, cuya relación con el IAM ya ha sido 

comentada anteriormente, pero también están 

relacionados con la ‘Ruta de señalización del AMPc’ 

(adesinmonofosfato cíclico), la cual restablece la función 

barrera del endotelio vascular previniendo la liberación 

de citoquinas proinflamatorias, de hecho, en un estudio 

con un modelo porcino de lesión de la arteria carótida 
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observaron que el aumento de las concentraciones de 

AMPc inducen la reendotelización precoz de los 

segmentos lesionados, además de una menor 

proliferación fibromuscular (Fantidisa et al, 2001). 

La relación entre la ‘Ruta de señalización Ras’ y 

el IAM, ha sido recientemente revisado por Zhang et al., 

explicando el papel de la proteína Ras homóloga de la 

familia A (RhoA) en la regulación de la regeneración 

cardíaca, la fibrosis e hipertrofia cardiaca, además de la 

proliferación y apoptosis celular, tras un IAM, y su 

potencial como nueva estrategia terapéutica (Zhang et 

al, 2022).  

En un reciente artículo de investigación con 

corazones aislados de ratas postulan el papel de la ‘Ruta 

de señalización Rap1’ como posible regulador de la 

lesión tras una isquemia/reperfusión a través de Vitexin 

(un compuesto flavonoide), interviniendo en la 

disminución del tamaño del infarto, apoptosis de 

cardiomiocitos y producción de especies reactivas de 

oxígeno (Yang et al, 2021). Se obtuvieron resultados 

similares en otro estudio en ratas también con IAM, 

confirmando que la ‘Ruta de señalización Rap1’ está 

involucrada en la patogénesis de la isquemia/reperfusión 

tras un IAM (Wang et al, 2018).  
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 La ‘Guía axonal’ está directamente relacionada 

con los miRNAs alterados de manera opuesta tras un 

IAM en los ratones SAMR1 y SAMP8, este proceso hace 

referencia al desarrollo de los axones por parte de las 

neuronas para establecer conexiones con otras células 

en el sistema nervioso, existen bastantes proteínas 

relacionadas con este proceso, pero por su papel 

cardioprotector tras un IAM destaca la Netrina-1, 

reguladora de la angiogénesis en respuesta a la 

isquemia (Salazar-Gonzalez et al, 2022). 

 El resultado del contraste complejo en los 

ratones SAMP8 también indicó que la ‘Depresión a largo 

plazo (LTD)’ estaba afectada, además de las ‘Uniones 

tipo GAP’, la ‘Guía axonal’, rutas relacionadas con el 

cáncer, y la ‘Señalización de neurotrofinas’. En cuanto a 

los términos GO, destacan los términos de regulación 

positiva y negativa de la transcripción, regulación 

positiva de la expresión génica, desestabilización y 

splicing del RNA mensajero, todos ellos ligados también 

al carácter regulador de la transcripción de los miRNAs.  

 La LTD es el fenómeno por el cual las sinapsis 

se vuelven menos eficientes en la transmisión de 

señales neuronales, se ha caracterizado en varios 

sistemas y áreas del cerebro, incluido el cerebelo, el 

hipocampo, la corteza cerebral y el cuerpo estriado 
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(Squire, 2009).  Aunque la relación entre las diferencias 

de sexo y su efecto sobre la plasticidad sináptica ha sido 

estudiada a través de varios mecanismos, incluido el 

papel de las hormonas esteroideas como el estrógeno y 

la testosterona (Hyer et al, 2018), dicha relación tras un 

IAM es un resultado novedoso de la presente tesis que 

permite establecer un vínculo entre la senescencia, las 

diferencias de sexo y el IAM.  

 Las ‘Uniones GAP’ son agregados de canales 

intercelulares que permiten la transferencia directa de 

iones y moléculas pequeñas de célula a célula, estas 

uniones comunicantes se encuentran uniendo 

prácticamente todas las células en tejidos sólidos 

(Goodenough & Paul, 2009). Las ‘Uniones GAP’ y el IAM 

han sido estudiadas en conjunto debido a que la 

isquemia miocárdica conduce a alteraciones 

energéticas, morfológicas, metabólicas y funcionales, 

por lo que Lueck et al., evaluó las diferencias en la 

tolerancia a la isquemia entre los corazones de cerdos 

recién nacidos y adultos, investigando el 

desacoplamiento de unión GAP y su correlación con la 

formación de edema intracelular miocárdico, siendo 

ambos importantes parámetros indicadores de daño 

cardiaco (Lueck et al, 2016).  
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Además, Luksha et al., establecieron una 

relación entre las diferencias de sexo en la vasculatura y 

las ‘Uniones GAP’, indicando que el receptor de 

estrógenos β contribuye a las diferencias de sexo 

observadas en el control del tono vasomotor 

dependiente del endotelio, al reducir la señalización del 

factor hiperpolarizante derivado del endotelio mediada 

por la unión GAP en un modelo murino (Luksha et al, 

2006). Estas investigaciones aportan validez al resultado 

de la presente tesis en cuanto a las diferencias de sexo 

en la regulación de las uniones GAP. 

Los estudios de contraste complejo revelan el 

importante papel de las diferencias de sexo en eventos 

cardiovasculares como el IAM, ya que los machos y 

hembras están sujetos a una regulación biológica distinta 

tras un IAM a través de los diferentes miRNAs 

desregulados y las diferentes rutas biológicas 

directamente implicadas, y que actualmente existe una 

dificultad considerable de relacionar nuestros resultados 

con artículos de investigación que tengan en cuenta las 

variables del sexo y el envejecimiento, en un modelo de 

IAM, lo que destaca la importancia de realizar nuevas 

investigaciones sobre las diferencias de sexo y 

envejecimiento en el contexto del IAM.  
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5.4. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DEL miR-30e, miR-
148a, miR-149 Y miR-423 MEDIANTE qRT-PCR  

Una vez analizado el perfil de expresión de los 

miRNAs mediante secuenciación se procedió al estudio 

mediante qRT-PCR de la expresión de cuatro miRNAs 

que podrían estar relacionados con el momento agudo 

del infarto en el modelo murino SAMR1/SAMP8, además 

de con el sexo y el envejecimiento. La elección de estos 

miRNAs se centró en aquellos que se repetían en la 

mayoría de los análisis (DESeq2, edgeR, limma y voom) 

identificando así 3 miRNAs sobreexpresados (miR-30e-

3p, miR-148a-3p y miR-149-5p) en el grupo IAM 

respecto al sham. Además, también se eligió un miRNA 

infraexpresado (miR-423-5p) que resultó tener un 

cambio significativo mediante el método de análisis 

edgeR solamente. 

El uso de la tecnología de secuenciación de 

nueva generación está muy extendido para el 

descubrimiento de nuevas secuencias, pero debido a la 

mayor sensibilidad de la técnica de qRT-PCR, es 

necesario comprobar de manera individual la expresión 

de los miRNAs diferencialmente expresados tras el 

análisis de secuenciación.  
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También se comprobó la homología de los 

miRNAs a estudio con la secuencia de estos en la 

especie humana, dicha confirmación permitió realizar la 

medida de los miRNAs en suero de pacientes de IAM y 

en el contenido en vesículas extracelulares pequeñas 

(VE), además de en la comparación entre su expresión 

mediante secuenciación y en una nueva cohorte de 

ratones mediante qRT-PCR.   

Como se ha comentado anteriormente, los 

miRNAs son transportados asociados a proteínas o 

incluidos en el interior de VE, que pueden originarse en 

diferentes tipos celulares y a su vez, dirigirse a distintos 

tipos celulares a modo de señalización autocrina y 

paracrina. El mecanismo que determina un modo de 

transporte u otro fue expuesto por Villarroya-Beltri en 

2013, demostrando la existencia de pequeñas 

secuencias de RNA presentes en determinados miRNAs 

que controlan su empaquetamiento selectivo en VE 

(Villarroya-Beltri et al, 2013).  

Atendiendo a los resultados que hemos obtenido 

mediante secuenciación, el miR-30e-3p mostró un 

aumento significativo en el suero de ratones SAMP8, 

indicando una posible participación del sexo y la 

senescencia en su expresión. En el análisis de expresión 

por qRT-PCR observamos nuevamente la participación 
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del sexo y la senescencia, pero con un cambio de 

tendencia, registrándose el aumento de expresión en las 

ratonas SAMP8 (Figura 24). 

Las diferencias entre los resultados de la 

secuenciación y la expresión individual de los miRNAs 

medidos mediante qRT-PCR ha sido sujeto de estudio 

de numerosas investigaciones, y recogidos en varias 

revisiones (Hughes, 2009; Coenye, 2021). La conclusión 

de una de estas investigaciones confirmó que el 15-20% 

de los genes obtenidos en un análisis son no 

concordantes, es decir, no coinciden entre ambos 

métodos (Everaert et al, 2017). También se incide en el 

hecho de que cuando la investigación se lleva a cabo en 

genes cuya expresión es baja, como es el caso de los 

miRNAs circulantes, es recomendable validar los 

resultados con el método de la qRT-PCR (Coenye, 

2021). Además, la qRT-PCR posee una alta 

especificidad y sensibilidad, además de una gran 

reproducibilidad (Derveaux et al, 2010; Huggett et al, 

2005; VanGuilder et al, 2008), lo que la convierte en la 

mejor técnica para el estudio de la expresión individual 

de un miRNA.  
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No obstante, en el caso de las muestras de 

pacientes con IAM, solo fue posible detectar el miR-30e-

3p en la fracción transportada por VE donde no se 

apreciaron cambios, ya que en la fracción total del suero 

sus Cts superaron los 35 ciclos (Figura 30). En otros 

estudios se ha comprobado su transporte mediante VE, 

demostrando su valor como mediador de la 

comunicación intercelular (Salido-Guadarrama et al, 

2014; Zhang et al, 2015a). 

La relación entre el miR-30e-3p, las diferencias 

de sexo y el efecto del envejecimiento con el IAM no ha 

sido investigada hasta la fecha, sin embargo, en nuestro 

estudio sí que hemos encontrado una conexión con las 

dos variables, ya que el miR-30e-3p apareció 

sobreexpresado mediante qRT-PCR en el suero de las 

ratonas SAMP8 tras un IAM, mientras que en machos no 

aparece cambiado, de igual manera que en los ratones 

SAMR1 tampoco se detectaron cambios.  

El miR-30e-3p pertenece a la familia de los miR-

30, que incluye al miR-30a, miR-30b, miR-30c, miR-30d 

y miR-30e, están abundantemente expresados en el 

corazón e involucrados en la fisiopatología de diversas 

enfermedades cardiovasculares. Algunas de las 

investigaciones sobre la familia del miR-30 se han 

centrado en la hipertrofia miocárdica, el infarto de 
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miocardio, la insuficiencia cardiaca y la lesión por 

isquemia/reperfusión (Saddic & Muehlschlegel, 2016; 

Long et al, 2012; Duisters et al, 2009).  

Pero la relación directa entre el miR-30e-3p y el 

infarto de miocardio ha sido poco estudiada, una 

investigación llevada a cabo en ratas macho detectó 

unos niveles disminuidos en el ventrículo izquierdo tras 

un IAM (Chen et al, 2021).  De manera opuesta, en otro 

estudio llevado a cabo en ratones y ratas con IAM 

detectaron un incremento de la expresión de la familia 

del miR-30 en el miocardio tras el IAM (Shen et al, 2015).  

Por otro lado, la investigación en humanos sí que 

estudió el papel circulante del miR-30e-5p tras un IAM, 

en un estudio en pacientes con IAM detectaron niveles 

elevados del miR-30e-5p en el momento de la admisión 

en aquellos pacientes que en los siguientes seis meses 

desarrollaron insuficiencia cardiaca y disfunción del 

ventrículo izquierdo (MacIejak et al, 2018). Nuestro 

estudio se centra en el miR-30e-3p, pero esta similitud 

en los resultados apoya la posibilidad de que el miR-30e 

juegue un papel importante tras el IAM relacionado con 

su sobreexpresión. 

La familia miR-30 también juega un papel 

importante en la inhibición de la lesión isquémica 

cardíaca (Shen et al, 2015), y media la hipertrofia 
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miocárdica inducida por angiotensina II (Pan et al, 2013). 

Concretamente, el miR-30a transportado mediante VE, 

es capaz de aumentar la autofagia en cardiomiocitos 

expuestos a la hipoxia (Yang et al, 2016), mientras que 

la disminución de miR-30e podría inhibir la apoptosis 

para proteger el corazón del daño por 

isquemia/reperfusión miocárdica (Zheng et al, 2018). Por 

el contrario, otros estudios han demostrado que la 

sobreexpresión de miR-30a inhibe la autofagia para 

aliviar la lesión por hipoxia/reoxigenación en 

cardiomiocitos (Wang et al, 2020c). Además, también se 

ha demostrado que la sobreexpresión de miR-30e-5p 

disminuye la apoptosis inducida por hipoxia protegiendo 

a los cardiomiocitos (Mo et al, 2019), mientras que otro 

grupo demostró que la sobreexpresión de miR-30e-3p 

podría promover la autofagia e inhibir la apoptosis en 

cardiomiocitos expuestos a la hipoxia intermitente (Li et 

al, 2018).   

Esto sugiere que el papel de los miembros de la 

familia miR-30 en la protección de los cardiomiocitos es 

diferente según las diversas condiciones fisiológicas. 

Además, se ha demostrado que el aumento de la 

autofagia protege a los cardiomiocitos durante la hipoxia, 

pero la activación excesiva de la autofagia provoca la 

muerte de los cardiomiocitos durante la lesión por 

isquemia/reperfusión miocárdica (Li et al, 2018). Estos 
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resultados apoyan nuestros resultados de 

enriquecimiento funcional del miR-30e-3p, ya que una de 

las rutas relacionada directamente con este miRNA es la 

‘Autofagia’ a través de los genes diana RAB39B y 

SH3GLB1. El gen RAB39B pertenece a la familia 

oncogénica RAS y codifica una proteína de la familia 

Rab, las cuales son pequeñas GTPasas involucradas en 

el tráfico de vesículas. Está directamente relacionado 

con la autofagia (Chiu et al, 2023) y también se ha 

relacionado con la enfermedad de Parkinson entre otras 

(Lin et al, 2017; Ciammola et al, 2017; Shi et al, 2016). 

Por su parte, el gen SH3GLB1 codifica para la proteína 

endofilina-B1, perteneciente a la familia de proteínas 

Bin/Amphiphysin/Rvs167 y desempeña un papel 

fundamental en la fisión y fusión mitocondrial, así como 

en la autofagia y la apoptosis (Yan et al, 2021; Chien et 

al, 2022).  

Otras rutas resultantes del análisis de 

enriquecimiento funcional del miR-30e-3p también 

incluyen a la ‘Ruta de señalización FoxO’, la ‘Ruta de 

señalización de esfingolípidos’ y la ‘Ruta de señalización 

PI3-Akt’, todas ellas importantes en la patología del IAM. 

La relación del miR-30e-3p con la ‘Ruta de 

señalización FoxO’ ha sido establecida en el contexto del 

músculo esquelético en mujeres antes y después de una 
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única sesión submáxima de ejercicio de resistencia (Yan 

et al, 2023), a través de esta vía de transducción de 

señales FoxO mejora el cambio del metabolismo del 

músculo esquelético de glucosa a oxidación de ácidos 

grasos al mejorar la actividad de la piruvato 

deshidrogenasa 4 (Yan et al, 2023). Su relación en el 

ámbito del IAM queda actualmente pendiente de estudio. 

En el músculo, la señalización de los 

esfingolípidos, a través de su forma soluble S1P, actúa 

de manera autocrina/paracrina para promover la 

proliferación de células satélite y la regeneración 

muscular (Rezza et al, 2014), por lo que, aunque su 

relación con el miR-30e-3p no ha sido estudiada en el 

contexto del IAM, puede ser un punto de partida 

prometedor como posible terapia tras el daño cardiaco. 

La vía PI3K/AKT es una vía de señalización 

intracelular con un impacto considerable en el control del 

ciclo celular, esta vía está funcionalmente relacionada 

con la proliferación celular, la supervivencia celular, el 

metabolismo y la quiescencia, todos ellos procesos 

relevantes tras un IAM (Ghafouri-Fard et al, 2021). 

Actualmente, la ruta PI3-Akt está muy estudiada en el 

contexto del cáncer, de hecho, recientemente se detectó 

que el miR-30e-3p inhibe el desarrollo del cáncer 

gástrico al regular negativamente la señalización de la 
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vía PI3K/AKT/mTOR (Gu et al, 2022), afectando a la 

supresión tumoral del miR-30e-3p.  

El aumento de la expresión del miR-148a-3p que 

observamos en el suero de machos SAMR1 tras un IAM, 

tampoco se reprodujo en el análisis por RT-qPCR 

(Figura 25). Nuevamente se obtiene poca concordancia 

entre los dos métodos de análisis, secuenciación y qRT-

PCR, pero sin restarle valor a ninguno de los dos, 

refuerza la estrategia de encontrar nuevas secuencias 

mediante métodos de secuenciación masiva pero 

seguidos de una validación individual.  

Sin embargo, en el suero de pacientes con IAM, 

se observó un aumento de expresión de miR-148a-3p, 

en el grupo de las mujeres, indicando un claro papel del 

sexo en su regulación (Figura 31). De igual manera que 

el anterior miRNA, solo se detectó su presencia en la 

fracción transportada mediante VE. En la literatura 

también se ha estudiado su transporte mediante 

pequeñas VE en varios artículos de investigación, en un 

modelo murino de fibrosis hepática, identificaron el miR-

148a-3p contenido en VE liberadas por células madre 

mesenquimales como parte del tratamiento de la fibrosis, 

regulando el microambiente inflamatorio y reparando la 

herida (Tian et al, 2022). En otro estudio también 

detectaron el miR-148a-3p contenido en VE obtenidas 
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de macrófagos, además, también observaron que con 

estas vesículas se reduce el tamaño del infarto en un 

modelo in vivo con ratas de isquemia/reperfusión (Dai et 

al, 2020).  

En otro modelo con ratas e isquemia/reperfusión 

también observaron una disminución de la expresión de 

miR-148a-3p en el miocardio tras la isquemia y 

reperfusión, además, de que su sobreexpresión en el 

miocardio dio lugar a varios efectos beneficiosos en rutas 

de proliferación y migración, la disminución de 

marcadores de lesión de miocardio, la disminución en la 

función antioxidante en el tejido de miocardio y el 

aumento en la producción de IL-10, una citoquina 

antiinflamatoria (Yin et al, 2021b). 

Actualmente no se ha encontrado evidencia en 

la literatura sobre su papel como posible biomarcador 

circulante tras un IAM, ni en modelos murinos ni con 

muestras humanas, tampoco de su posible relación con 

las diferencias de sexo, ya que en nuestro estudio el 

miR-148a-3p aparece sobreexpresado principalmente 

en el suero de mujeres con IAM, lo que podría indicar su 

regulación dependiente del sexo.  

Recientemente se ha estudiado la relación del 

miR-148a-3p con otras patologías cardiovasculares, 

como la aterosclerosis, principal causa del IAM. Se ha 
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relacionado la aterosclerosis con la sobreexpresión del 

miR-148a-3p, lo que supone una reducción de factores 

de inflamación (TNF, IL-1, IL-6) y un aumento de p-eNOS 

(NO sintasa de endotelio), por lo que la modulación de 

miR-148a-3p podría representar una posible diana para 

el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para 

enfermedades cardiovasculares (Wang et al, 2021). 

También se ha relacionado a otro miembro de la 

familia del miR-148a-3p con la aterosclerosis, en 

concreto al miR-148-5p, el cual reprime a la ITGB1 

(integrina β1), además de regular la proliferación y 

apoptosis de macrófagos junto con el lncRNA RAPIA 

(Sun et al, 2020). El miR-148a-3p también inhibe la 

apoptosis celular y los niveles de IL-6 y TNF-α en 

macrófagos THP-1 inducidos por oxLDL, estos 

resultados indican que el miR-148a-3p atenúa la 

apoptosis y la inflamación en macrófagos THP-1 

inducidos por oxLDL (Wang et al, 2022). 

En otro estudio similar se observó que en 

macrófagos estimulados con ox-LDL, SULT2B1b, una 

sulfatotransferasa, regula la expresión de varios 

microRNAs, incluyendo miR-148a-3p. El silenciamiento 

de esta sulfatotransferasa aumentó la expresión de miR-

148a-3p, el cual también regula directamente la 

expresión de IKKB, lo que activa la ruta NF-KB en 
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macrófagos, lo que resulta en una respuesta inflamatoria 

y la expresión de citoquinas inflamatorias como IL-6 y 

TNF-alfa. Estos hallazgos sugieren que la inhibición de 

SULT2B1b o miR-148a-3p podrían ser potenciales 

estrategias terapéuticas para tratar la aterosclerosis y la 

inflamación relacionada con ella (Yin et al, 2021a). 

 En nuestro estudio de la implicación biológica 

del miR-148a-3p obtuvimos, entre otras, la ‘Ruta de 

señalización FoxO’, la ‘Ruta de señalización PI3-Akt’, la 

‘Ruta de señalización ErbB’ y la ‘Ruta de señalización 

TGF-β’ (factor de crecimiento transformante). 

La relación entre la ‘Ruta de señalización FoxO’ 

y el miR-148a-3p se ha demostrado previamente en 

células endoteliales, afectando a su función proliferativa 

y migratoria a través de la supresión de FOXO3 y FOXO4 

mediante la sobreexpresión de miR-148a-3p, y en última 

instancia, exacerbando la aterosclerosis (Shang et al, 

2019). Además, la ruta de señalización FoxO está 

involucrada en multitud de procesos relevantes 

fisiológicamente, como procesos de proliferación celular, 

muerte celular, senescencia, angiogénesis y migración 

celular (Jiramongkol & Lam, 2020).   

De igual manera ocurre con la relación entre el 

miR-148a-3p y la ‘Ruta de señalización PI3-Akt’, ya que 

se ha visto que la sobreexpresión del miRNA activa la vía 
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de señalización PI3-Akt, promoviendo la diferenciación e 

inhibiendo la apoptosis de células satélite del músculo 

esquelético, estableciendo su papel como posible 

promotor de la miogénesis (formación de células del 

tejido muscular) (Yin et al, 2020). 

La ‘Ruta de señalización ErbB’ está compuesta 

por muchos tipos de receptores de superficie, uno de 

ellos es el inhibidor de retroalimentación del receptor 

ErbB 1 (ERRFI1), el cual es diana directa del miR-148a-

3p, la sobreexpresión del miRNA promovió la 

proliferación de células endoteliales, este resultado 

confirma el papel del miR-148a-3p promoviendo la 

angiogénesis del tumor en gliomas (Wang et al, 2020a). 

Otra ruta directamente relacionada con el miR-

148a-3p en el estudio de enriquecimiento funcional es la 

‘Ruta de señalización TGF-β’, está conexión ha sido 

explorada en la literatura sobre todo en el contexto del 

carcinoma hepatocelular, el tipo de cáncer de hígado 

más común. En especial, en un estudio in vitro y con 

muestras de pacientes se ha observado que el miR-

148a-3p es un represor de la progresión del carcinoma a 

través de la disminución de la expresión de genes 

implicados en la ruta TGF-β, como la SMAD2 (Huang et 

al, 2020). En otro estudio con pacientes con carcinoma 

hepatocelular detectaron niveles inferiores en suero del 
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miR-148a-3p y superiores de TGF-β1 comparado con los 

controles sanos, estos valores se relacionaron con 

metástasis y lesiones multinodulares, entre otros 

(Dawood et al, 2021). 

 Respecto al miR-149-5p, sus valores en los 

ratones SAMR1/SAMP8 tras un IAM aumentaron de 

manera significativa en el grupo de las ratonas SAMR1 

mediante el análisis de secuenciación, mientras que 

mediante qRT-PCR se vio un aumento significativo en 

las ratonas SAMP8, y una tendencia de sobreexpresión 

en las ratonas SAMR1 (Figura 26). El miR-149-5p solo 

se detectó en el contenido de las VE (Figura 32) y se 

observó una tendencia al aumento en muestras de 

pacientes con IAM, que sólo se mantenía en mujeres. 

 En relación a la detección del miR-149-5p 

contenido en VE en el suero tras un IAM, hay pocos 

datos, aunque también se ha observado transportado en 

VE en la sangre periférica de pacientes con 

adenocarcinoma de pulmón (Tian et al, 2021), cuyo 

estudio in vitro de sobreexpresión reveló el crecimiento 

de células tumorales e inhibió su apoptosis. También se 

identificó la presencia de este miRNA en VE derivadas 

de macrófagos de médula ósea tratados con ácido 

zoledronico (usado para reducir el riesgo de fractura 
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osteoporótica), regulando funciones biológicas como la 

angiogénesis en células endoteliales (Shen et al, 2022). 

  La sobreexpresión de este miRNA tras un IAM 

no se ha explorado en la literatura específicamente, pero 

sí se ha desarrollado su relación con la lesión producida 

tras una isquemia/reperfusión, concretamente, en un 

estudio in vitro descubrieron que la sobreexpresión de 

miR-149-5p inhibió la viabilidad celular y promovió la 

piroptosis en células del miocardio expuestas a 

condiciones de hipoxia durante 2 horas (Lin et al, 2019). 

Gracias a otra investigación también en células del 

miocardio, concluyeron que el miR-149-5p reduce la 

apoptosis inducida por la isquemia/reperfusión 

inhibiendo la expresión de IL-6 (Pan et al, 2020). 

En cuanto al efecto del envejecimiento en el 

presente estudio, se detectó un aumento en circulación 

del miR-149-5p en los ratones SAMP8 tras un IAM, lo 

que establece un vínculo entre la patología y el 

envejecimiento, esta conexión ha sido estudiada 

previamente, ya que ha sido propuesto como un 

biomarcador para el diagnóstico de la cardiopatía 

coronaria en personas de edad avanzada, donde se 

observó una disminución de su expresión en el plasma 

de pacientes con cardiopatía coronaria en comparación 

con los controles sanos (Ali Sheikh et al, 2015).  
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Se ha demostrado que miR-149-5p está 

involucrado en diversas enfermedades como la leucemia 

mieloide aguda (Tian & Yan, 2016), diabetes tipo 1 

(Grieco et al, 2017), el carcinoma de células renales (Jin 

et al, 2016), y enfermedades metabólicas (Li et al, 2017). 

Además, diversos estudios han demostrado que miR-

149-5p afecta a la proliferación celular y es importante 

tanto en el desarrollo del corazón y vasos sanguíneos 

como en la fisiopatología cardiovascular (Bennett et al, 

2016; Fan et al, 2016). Su mecanismo de acción se 

relaciona con la regulación directa de la función celular, 

el control post-transcripcional de genes y la activación de 

vías clave de señalización intracelular (Tian & Yan, 

2016).  

Por ejemplo, se ha demostrado que la expresión 

de miR-149-5p está disminuida en astrocitomas 

(tumores en astrocitos), donde actúa como un supresor 

tumoral inhibiendo la proliferación y la migración celular 

(Schaefer et al, 2010). Sin embargo, en leucemia 

mieloide aguda, acelera la progresión de la enfermedad 

al promover la proliferación celular y detener el ciclo 

celular y la apoptosis (Fan et al, 2016). También se ha 

observado que su sobreexpresión inhibe la proliferación, 

la invasión y la migración de células musculares lisas 

(Zhang et al, 2019). Además, se ha observado una 

relación directa con el RNA no codificante circular 
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circDHCR24, cuya sobreexpresión puede aumentar la 

expresión de MMP9 al actuar como una esponja del miR-

149-5p, afectando a la proliferación celular (Peng et al, 

2020). También, relacionado con enfermedades 

cardiovasculares se ha observado el vínculo entre el 

miR-149-5p y el CD47, cuya interacción regula el 

desarrollo de placas ateroscleróticas necróticas (Ye et al, 

2019).  

El miR-149-5p también regula el desarrollo de la 

fibrosis hepática al dirigirse a TGF-β2 in vivo e in vitro 

(Zhu et al, 2021b). miR-149-5p se identificó como 

antiinflamatorio y fibrótico, y su inhibición mejoró la 

expresión de COL22A1, indicando un efecto 

antiinflamatorio y fibrótico de miR-149-5p en la función 

cardíaca, la inflamación y la fibrosis (Li et al, 2022). El 

miR-149-5p también se ha descubierto como un 

supresor angiogénico mediante la acción directa de 

FOXO1, su gen diana (Zhang et al, 2021a). 

El análisis funcional realizado para el miR-149-

5p en el presente trabajo contiene rutas muy 

prometedoras relacionadas con las enfermedades 

cardiovasculares, como la ‘Ruta de señalización del 

calcio’, la ‘Ruta de señalización del AMPc’, la ‘Adhesión 

focal’, la ‘Ruta de señalización PI3-Akt’ y la ‘Ruta de 

señalización MAPK’. Estos resultados coinciden en parte 
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con un estudio realizado en adipocitos bovinos, que tras 

su transfección con el miR-149-5p secuenciaron el RNA 

total para identificar aquellos genes alterados y estudiar 

las rutas KEGG directamente afectadas, con lo que 

presentaron entre otras, la ‘Ruta de señalización del 

calcio’, la ‘Ruta de señalización del AMPc’, la ‘Ruta de 

señalización de PI3-Akt’ y la ‘Ruta de señalización de 

MAPK’ (Guo et al, 2021). Todas ellas son rutas cuya 

relación directa con el miR-149-5p ha sido establecida, 

pero no en el contexto de la patología del IAM, aportando 

nuevas posibles vías de investigación para el 

descubrimiento del papel de este miRNA en dichas rutas 

de señalización. Ya que, se ha informado de la 

implicación de la vía de señalización del calcio como un 

novedoso mecanismo para el tratamiento del IAM tras el 

uso de la inyección Danhong, un método tradicional de 

medicina China (Guo et al, 2022). 

En condiciones fisiológicas, la señalización de 

AMPc juega un papel clave en la regulación de la función 

cardíaca, su activación refleja la adaptación de los 

cardiomiocitos a diversos estímulos extracelulares, como 

el IAM, tras el cual se establece una activación crónica 

de la señalización del AMPc cardíaco para compensar la 

perdida de cardiomiocitos (Colombe & Pidoux, 2021). Si 

bien esta adaptación es principalmente beneficiosa para 

la función contráctil, a la larga resulta perjudicial, por lo 
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que se confirma su papel como ruta de interés tras un 

IAM. 

Las adhesiones focales son estructuras 

multiproteicas complejas que median la adhesión celular 

al conectar el citoesqueleto a la matriz extracelular, 

contribuyendo a la migración celular al traducir fuerzas 

externas en las fibras de estrés de actina (Carton et al, 

2023). También se ha relacionado la adhesión focal con 

el IAM, por ejemplo, la inhibición dirigida de la quinasa 

de adhesión focal atenúa la fibrosis cardíaca y preserva 

la función cardíaca en la remodelación cardíaca adversa 

tras un IAM (Zhang et al, 2017).  

Como se ha mencionado anteriormente, la vía 

de señalización PI3-Akt y la vía de señalización MAPK 

juegan un papel importante tras el IAM, sobre todo, en la 

regeneración del tejido tras el daño cardiaco producido 

por la isquemia miocárdica, ambas rutas se han descrito 

afectadas por la acción del miR-149-5p circulante en 

pacientes de Lupus sistémico, afectando directamente a 

procesos de apoptosis (FJ et al, 2019). 

En la presente tesis también se estudió el miR-

423-5p, el cual presentó una infraexpresión en los

ratones SAMR1 machos mediante el análisis de

secuenciación y que se confirmó mediante qRT-PCR

(Figura 27). En el caso de las muestras de pacientes, se
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pudo detectar su presencia en la fracción total del suero, 

además de contenido en las VE, donde en ambos casos 

se vio una disminución tras un infarto (Figura 33). 

El transporte del miR-423-5p mediante VE ha 

sido descrito anteriormente por varias investigaciones, 

se encontró transportado en VE liberadas por células 

madre humanas del tejido adiposo, exhibiendo un papel 

importante en la regeneración del tejido, ya que es capaz 

de promover la angiogénesis (Xu et al, 2019). También 

se identificó transportado en VE de células cancerosas 

tras un tratamiento con sorafenib, un fármaco 

anticancerígeno (Stiuso et al, 2015).  

Actualmente, la relación directa del miR-423-5p 

con el IAM como posible biomarcador circulante ha sido 

poco estudiada en la literatura, Nabialek et al., realizó un 

estudio con pacientes con IAM donde encontró una 

sobreexpresión inicial del miRNA en el plasma de los 

pacientes, y su posterior normalización al cabo de 6 

horas (Nabiałek et al, 2013). Este resultado parece 

indicar lo opuesto que nuestro estudio, poniendo de 

manifiesto la necesidad de más estudios sobre las 

expresión del miR-423-5p tras un IAM.  

El miR-423-5p también se ha estudiado como 

posible biomarcador en insuficiencia cardíaca (Goren et 

al, 2012; Tijsen et al, 2010) y enfermedad arterial 
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coronaria (Nabiałek et al, 2013; Rizzacasa et al, 2019), 

por lo que su implicación con la patología cardiovascular 

está bien documentada. También se ha especulado 

sobre su participación en la nefritis lúpica a través de la 

modulación del eje TNIP2-NF-kB (Wang et al, 2017). 

El miR-423-5p también está disminuido en 

pacientes con insuficiencia cardiaca durante las primeras 

48 horas tras un ingreso hospitalario, y esta disminución 

se ha asociado a un mayor riesgo de mortalidad en 180 

días (Ovchinnikova et al, 2016). De manera similar, en 

pacientes con insuficiencia cardiaca los niveles más 

bajos de miR-423-5p predicen una mortalidad superior 

en 1 año (Seronde et al, 2015; Tijsen et al, 2012; Goren 

et al, 2012). 

En un estudio realizado en la población china 

encontraron que la inclusión del miR-423-5p en los 

factores de riesgo tradicionales mejoró 

significativamente la capacidad de discriminación y 

reclasificación de los eventos de la enfermedad 

coronaria arterial, ya que un mayor nivel circulante de 

miR-423-5p estaba asociado con un menor riesgo de 

muerte (Wang et al, 2020b).  

En ratones, miR-423-5p tiene un papel en la 

apoptosis de los cardiomiocitos a través de su regulación 

sobre el gen OGT, que es necesario para la división 
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celular y la embriogénesis mediante la adición de azúcar 

a las proteínas diana. La sobreexpresión de miR-423-5p 

en cardiomiocitos murinos resultó en la inhibición de la 

expresión de OGT y la fosforilación de AMPK, lo que 

llevó a un aumento en la tasa de apoptosis de los 

cardiomiocitos mediante la regulación de las proteínas 

proapoptóticas p53 y caspasa-3 (Shafi et al, 2000; Luo et 

al, 2015). Además, la supresión de OGT de los 

cardiomiocitos está involucrada en la inducción de 

insuficiencia cardíaca; de hecho, la OGT es una parte 

importante de la respuesta compensatoria endógena a la 

insuficiencia cardíaca inducida por infarto (Watson et al, 

2010). Cabe destacar que la muerte apoptótica de los 

cardiomiocitos en la zona límite del área del infarto de 

miocardio agrava la disfunción cardíaca y causa 

insuficiencia cardíaca y mortalidad (Nabel & Braunwald, 

2012).  

El estudio de enriquecimiento funcional 

realizado en la presente Tesis con el miR-423-5p dio 

lugar a varias rutas KEGG involucradas con sus genes 

diana, la ‘Ruta de señalización Ras’, la ‘Ruta de 

señalización MAPK’ y la ‘Ruta de señalización PI3-Akt’. 

Estos resultados coinciden con los obtenidos en una 

investigación previa sobre el miR-423-5p, y otros 

miRNAs, donde también realizaron un análisis funcional, 

obteniendo sus genes dianas, y posteriormente las rutas 
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de señalización afectadas de manera directa, indicando 

la existencia de una relación directa de estas rutas con 

la angiogensis, y, por tanto, el valor proangiogénico del 

miR-423-5p (Xu et al, 2019). 

Las proteínas RAS son reguladores clave de 

varias funciones, como el crecimiento, la supervivencia y 

la migración celular (Downward, 2003), dos de las 

principales vías celulares en las que operan la proteínas 

RAS son las vías de las proteínas quinasas activadas por 

mitógenos (MAPK) y la fosfoinositida-3 quinasa (PI3K), 

todas ellas cascadas de señalización muy estudiadas en 

el contexto de la carcinogenesis (Zenonos & Kyprianou, 

2013).  En resumen, el miR-423-5p participa en la 

regulación de rutas relevantes para el proceso de 

regeneración tras un IAM, siendo interesante su uso para 

posibles tratamientos terapeuticos.  
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1. El modelo murino SAMR1/SAMP8 presenta una 

desregulación de los miRNAs circulantes tras el 

IAM similar a la observada en humanos y en 

otros modelos experimentales, lo que le hace 

adecuado para llevar a cabo estudios 

transcriptómicos. El tiempo óptimo de toma de 

muestra tras el infarto para realizar estudios de 

expresión de miRNAs en este modelo es de 4 

horas. 

 

2. El sexo y la senescencia afectan al perfil de 

expresión de miRNAs circulantes tras un IAM en 

ratones SAMR1/SAMP8. 

 
3. Las principales rutas biológicas afectadas 

determinadas bioinformáticamente tras un IAM 

en ratones SAMR1 son la ‘Ruta de señalización 

ErbB’ y la ‘Ruta de la resistencia al inhibidor de 

la tirosina quinasa EGFR’ en machos y la ‘Ruta 

de señalización de las MAPK’ en hembras. En 

SAMP8 hembras la ‘Ruta de regulación de la 

longevidad’ y la ‘Ruta de la resistencia al 

inhibidor de la tirosina quinasa EGFR’, en 

machos el análisis bioinformático no ofreció 

información de ninguna ruta alterada de manera 

significativa.  
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4. El estudio bioinformático también apunta hacia 

rutas biológicas que están reguladas por el 

infarto en machos y en hembras de manera 

inversa, tanto en la cepa SAMR1, como en la 

SAMP8. En SAMR1 destacan la ‘Ruta de la 

longevidad’ y la ‘Ruta de señalización FoxO’, y 

en SAMP8, las que afectan a la ‘Depresión a 

largo plazo, LTD’ y a las ‘Uniones GAP’. 

 
5. La tendencia de los miRNAs circulantes 

diferencialmente expresados en los algoritmos 

utilizados en la secuenciación, miR-30e-3p, miR-

148a-3p, miR-149-5p y miR-423-5p, fue 

parcialmente validada por qRT-PCR en el grupo 

de ratones SAMR1/SAMP8 con IAM.  

 
6. En pacientes con IAM, los miRNAs circulantes 

miR-148a-3p, miR-149-5p y miR-423-5p siguen 

la misma tendencia de expresión que en el 

modelo SAMR1/SAMP8. Sin embargo, en el 

suero de pacientes los miRNAs miR-30e-3p, 

miR-148a-3p y miR-149-5p solo se detectaron 

en vesículas extracelulares, mientras que el 

miR-423-5p se detectó también en el suero total.  
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7. En pacientes con IAM también se observan 

diferencias de sexo en la expresión del miR-148-

3p circulante, por lo que el sexo es una variable 

a tener en cuenta en los estudios 

transcriptómicos.  

 
8. La principal ruta de señalización afectada por el 

miRNAs circulante miR-148a-3p y, por tanto, 

susceptible de ser regulada diferencialmente por 

sexo en humanos es la ‘Ruta de señalización 

FoxO’, involucrada en procesos de proliferación 

celular, muerte celular, senescencia, 

angiogénesis y migración celular.    
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1. The SAMR1/SAMP8 murine model exhibits

dysregulation of circulating miRNAs following AMI

similar to that observed in humans and other

experimental models, making it suitable for

conducting transcriptomic studies. The optimal

sampling time for miRNA expression studies in this

model after myocardial infarction is 4 hours.

2. Sex and senescence affect the profile of circulating

miRNA expression following AMI in SAMR1/SAMP8

mice.

3. The main biologically affected pathways determined

bioinformatically following an MI in SAMR1 mice are

the 'ErbB Signaling Pathway' and the 'EGFR

Tyrosine Kinase Inhibitor Resistance Pathway' in

males, and the 'MAPK Signaling Pathway' in

females. In SAMP8 females, the 'Longevity

Regulation Pathway' and the 'EGFR Tyrosine

Kinase Inhibitor Resistance Pathway' are affected,

while in males, the bioinformatic analysis did not

provide significant information regarding any altered

pathway.
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4. The bioinformatics study also points to biological 

pathways that are inversely regulated by infarction 

in males and females, both in the SAMR1 strain and 

the SAMP8 strain. In SAMR1, the 'Longevity 

Pathway' and the 'FoxO Signaling Pathway' stand 

out, while in SAMP8, pathways related to 'Long-

Term Depression, LTD' and 'Gap Junctions' are 

affected.   

 
5. The trend of differentially expressed circulating 

miRNAs identified by sequencing algorithms, such 

as miR-30e-3p, miR-148a-3p, miR-149-5p, and 

miR-423-5p, was partially validated by qRT-PCR in 

the SAMR1/SAMP8 mouse group with AMI.   

 
6. In patients with AMI, the circulating miRNAs miR-

148a-3p, miR-149-5p, and miR-423-5p follow the 

same expression trend after AMI as observed in the 

SAMR1/SAMP8 model. However, in patient serum, 

miRNAs miR-30e-3p, miR-148a-3p, and miR-149-

5p were only detected within extracellular vesicles, 

while miR-423-5p was also detected in total serum.  
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7. Sex differences in the expression of circulating

miRNAs miR-148-3p are also observed in

patients following AMI, indicating that sex is a

variable to consider in transcriptomics studies.

8. The main signaling pathway affected by

circulating miR-148a-3p miRNAs and, therefore,

susceptible to be differentially regulated by sex

in humans is the 'FoxO Signaling Pathway',

involved in processes such as cell proliferation,

cell death, senescence, angiogenesis and cell

migration.
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8.1. miRNAs DIFERENCIALMENTE EXPRESADOS EN 
EL ESTUDIO DE SECUENCIACIÓN 

miRNAs diferencialmente expresados mediante el 
análisis DESeq2 

miRNAs 
R1 machos 

Log2(Fold 
change) P-VALOR 

mmu-miR-6383 8.18 0.0017 
mmu-miR-6965-3p 8.10 0.0004 
mmu-miR-742-3p 7.79 0.0013 
mmu-miR-449a-3p 7.05 0.0063 
mmu-miR-6954-3p 6.32 0.0957 
mmu-miR-362-3p 5.94 0.0074 
mmu-miR-499-5p 5.57 < 0.0001 
mmu-miR-3085-3p 5.57 0.0057 
mmu-miR-6540-5p 5.50 0.0313 
mmu-miR-8120 5.35 0.0597 
mmu-miR-29c-5p 5.34 0.0355 
mmu-miR-12184-5p 5.10 0.0505 
mmu-miR-214-5p 4.86 0.0336 
mmu-miR-450b-3p 4.73 0.0553 
mmu-miR-122-3p 3.69 0.0754 
mmu-miR-7022-5p 3.68 0.0957 
mmu-miR-199a-5p 3.62 0.0888 
mmu-miR-148a-3p 3.34 0.0055 
mmu-miR-5099 3.18 0.0908 
mmu-miR-203b-3p 3.18 0.0957 
mmu-miR-30b-5p 2.83 0.0101 
mmu-miR-192-3p 2.81 0.0694 
mmu-miR-125b-2-3p 2.67 0.0817 
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mmu-miR-1839-5p 2.52 0.0181 
mmu-miR-451a 2.49 0.0477 
mmu-let-7f-5p 2.43 0.0543 
mmu-miR-30e-5p 2.42 0.0262 
mmu-miR-146b-5p 2.36 0.0935 
mmu-miR-24-2-5p 2.33 0.0100 
mmu-miR-186-5p 2.32 0.0674 
mmu-miR-148b-3p 2.30 0.0662 
mmu-miR-378c 2.27 0.0115 
mmu-miR-130a-3p 2.24 0.0477 
mmu-miR-6964-5p 2.22 0.0477 
mmu-miR-378b 2.22 0.0694 
mmu-miR-133b-3p 2.22 0.0699 
mmu-miR-126a-3p 2.16 0.0543 
mmu-miR-30a-5p 2.13 0.0543 
mmu-miR-133a-5p 2.13 0.0935 
mmu-miR-378a-3p 2.11 0.0240 
mmu-miR-27b-3p 2.08 0.0181 
mmu-miR-29c-3p 2.05 0.0543 
mmu-let-7i-5p 2.02 0.0372 
mmu-miR-140-3p 2.01 0.0662 
mmu-miR-29a-3p 2.00 0.0240 
mmu-miR-16-5p 1.92 0.0754 
mmu-miR-3620-3p 1.89 0.0477 
mmu-miR-22-3p 1.80 0.0662 
mmu-miR-181b-5p 1.78 0.0940 
mmu-miR-24-3p 1.74 0.0361 
mmu-miR-185-5p 1.70 0.0896 
mmu-miR-181a-5p 1.61 0.0973 
mmu-miR-27a-3p 1.59 0.0935 
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mmu-miR-12188-5p 1.58 0.0957 
mmu-miR-5128 -1.47 0.0240 
mmu-miR-5113 -1.64 0.0973 
mmu-miR-1247-5p -1.69 0.0262 
mmu-miR-139-3p -1.70 0.0691 
mmu-miR-6404 -1.79 0.0940 
mmu-miR-3091-5p -1.94 0.0694 
mmu-miR-6368 -2.02 0.0261 
mmu-miR-6954-5p -2.09 0.0817 
mmu-miR-5112 -2.35 0.0261 
mmu-miR-7666-3p -2.51 0.0477 
mmu-miR-873a-3p -2.69 0.0888 
mmu-miR-7062-3p -2.75 0.0754 
mmu-miR-5622-3p -2.79 0.0233 
mmu-miR-6348 -2.80 0.0662 
mmu-miR-7086-5p -2.96 0.0063 
mmu-miR-7238-5p -3.03 0.0058 
mmu-miR-5129-5p -3.08 0.0261 
mmu-miR-6241 -3.14 0.0063 
mmu-miR-188-5p -3.40 0.0174 
mmu-miR-7001-5p -3.52 0.0817 
mmu-miR-1897-3p -3.57 0.0543 
mmu-miR-7066-5p -3.60 0.0292 
mmu-miR-12203-5p -3.69 0.0007 
mmu-miR-7221-5p -3.79 0.0240 
mmu-miR-7660-3p -3.89 0.0991 
mmu-miR-12181-5p -3.99 0.0477 
mmu-miR-302a-5p -4.30 0.0100 
mmu-miR-380-3p -4.41 0.0343 
mmu-miR-6906-3p -4.43 0.0736 



Anexos 

- 279 - 
 

mmu-miR-210-5p -4.53 0.0013 
mmu-miR-465b-5p -4.92 0.0597 
mmu-miR-7211-3p -5.08 0.0060 
mmu-miR-8115 -5.33 0.0935 
mmu-miR-7116-5p -5.64 0.0100 
mmu-miR-3080-3p -5.82 0.0132 
mmu-miR-592-3p -5.86 0.0418 
mmu-miR-6962-3p -6.00 0.0662 
mmu-miR-1929-5p -6.02 0.0691 
mmu-miR-6939-3p -6.67 0.0372 

miRNAs 
R1 hembras 

Log2(Fold 
change) P-VALOR 

mmu-miR-3086-5p 8.55 0.0168 

mmu-miR-879-3p 8.09 0.0644 

mmu-miR-1968-3p 7.31 0.068 

mmu-miR-342-5p 7.23 0.017 

mmu-miR-344g-3p 6.03 0.0168 

mmu-miR-7062-5p 5.98 0.0644 

mmu-miR-8111 5.89 0.0306 

mmu-miR-499-5p 3.45 < 0.0001 

mmu-miR-149-5p 1.56 0.0644 

miRNAs 
P8 machos 

Log2(Fold 
change) P-VALOR 

 miR-9768-5p 6.04 0.0558 
 miR-499-5p 3.19 0.0764 
 miR-30e-3p 1.80 0.0764 
 miR-7240-5p -3.20 0.0129 
 miR-6922-5p -3.83 0.0037 
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 miR-1929-3p -4.09 0.0594 
 miR-7214-5p -4.43 0.0764 
 miR-7039-5p -4.48 0.0129 
 miR-12186-5p -5.04 0.0764 
 miR-6969-5p -5.89 0.0988 
 miR-6715-3p -5.89 0.0988 
 miR-12187-5p -6.63 < 0.0001 
 miR-99a-3p -6.73 0.0764 

miRNAs 
P8 hembras 

Log2(Fold 
change) P-VALOR

 miR-7660-3p 7.30 0.0375 
 miR-342-5p 7.14 0.0310 
 miR-7021-5p 7.01 0.0109 
 miR-9-3p 6.83 0.0945 
 miR-7065-5p 6.53 0.0708 
 miR-695 5.91 0.0410 
 miR-7029-5p 5.87 0.0132 
 miR-6905-5p 5.80 0.0172 
 miR-6537-3p 3.88 0.0375 
 miR-7678-5p 3.80 0.0547 
 miR-670-5p 3.72 0.0703 
 miR-6942-5p 3.30 0.0439 
 miR-499-5p 2.82 < 0.0001 
 miR-3098-5p 2.81 0.0410 
 let-7b-5p -1.20 0.0310 
 miR-200b-3p -1.21 0.0313 
 let-7c-5p -1.34 0.0410 
 miR-200c-3p -1.41 0.0206 
 miR-134-3p -5.01 0.0945 
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Tabla 11. miRNAs diferencialmente expresados obtenidos 
mediante el análisis DESeq2, en ratones SAMR1/SAMP8, 
machos y hembras, comparando sus grupos IAM vs sham. 
Se enumeran los miRNAs diferencialmente expresados tras el 
análisis con DESeq2 en los grupos SAMR1, machos (n = 93) y 
hembras (n = 9), y SAMP8, machos (n = 13) y hembras (n = 19) 
ordenados según su diferencia de expresión (Log2(Fold 
change)) (p-valor < 0.1). 

 

 

miRNAs diferencialmente expresados mediante 
el análisis edgeR 

miRNAs 
R1 machos 

Log2(Fold 
change) 

P-
VALOR 

mmu-miR-208a-3p 9.94 0.0003 

mmu-miR-499-5p 4.68 < 0.0001  

mmu-miR-1247-5p 2.16 0.0628 

mmu-miR-30f 2.08 0.0348 

mmu-miR-30e-3p 2.08 0.0348 

mmu-miR-148a-3p 1.78 0.0461 

mmu-miR-143-3p 1.65 0.0542 

mmu-miR-423-5p -1.86 0.0461 

miRNAs 
R1 hembras 

Log2(Fold 
change) 

P-
VALOR 

mmu-miR-9-3p 9.92 0.0001 

mmu-miR-9b-5p 9.92 0.0001 

mmu-miR-219a-2-3p 8.87 0.0088 

mmu-miR-219b-5p 8.87 0.0088 
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mmu-miR-9-5p 6.59 0.0904 

mmu-miR-9b-3p 6.59 0.0904 

mmu-miR-208a-3p 5.15 0.0007 

mmu-miR-499-5p 3.58 < 0.0001 

mmu-miR-149-5p 1.79 0.0006 

miRNAs 
P8 machos 

Log2(Fold 
change) 

P-
VALOR 

mmu-miR-499-5p 2.83 0.0657 

miRNAs 
P8 hembras 

Log2(Fold 
change) 

P-
VALOR 

mmu-miR-9-3p 8.77 0.0029 

mmu-miR-9b-5p 8.77 0.0029 

mmu-miR-208a-5p 4.58 0.0349 

mmu-miR-499-5p 3.28 < 0.0001 

mmu-let-7c-5p -1.13 0.0849 

Tabla 12. miRNAs diferencialmente expresados obtenidos 
mediante el análisis edgeR, en ratones SAMR1/SAMP8, 
machos y hembras, comparando sus grupos IAM vs sham. 
Se enumeran los miRNAs diferencialmente expresados tras el 
análisis con edgeR en los grupos SAMR1, machos (n = 6) y 
hembras (n = 6), y en el grupo SAMP8, machos (n = 1) y 
hembras (n = 5), ordenados según su diferencia de expresión 
(Log2(Fold change)) (p-valor < 0.1). 
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miRNAs diferencialmente expresados mediante 
el análisis limma 

miRNAs 
R1 machos 

Log2(Fold 
change) 

P-
VALOR 

mmu-miR-499-5p 4.99 0.0685 

miRNAs 
R1 hembras 

Log2(Fold 
change) 

P-
VALOR 

mmu-miR-208a-3p 5.11 0.0524 

mmu-miR-499-5p 3.50 0.0524 

miRNAs 
P8 hembras 

Log2(Fold 
change) 

P-
VALOR 

mmu-miR-208a-5p 4.08 0.0278 

mmu-miR-499-5p 3.15 0.0045 

Tabla 13. miRNAs diferencialmente expresados mediante 
el análisis limma, en ratones SAMR1/SAMP8, comparando 
sus grupos IAM vs sham. Se enumeran los miRNAs 
diferencialmente expresados tras el análisis con limma en los 
grupos SAMR1, machos (n = 1) y hembras (n = 2), y en el grupo 
SAMP8 hembras (n = 2), ordenados según su diferencia de 
expresión (Log2(Fold change)) (p-valor < 0.1). 
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miRNAs diferencialmente expresados mediante 
el análisis voom 

miRNAs 
R1 machos 

Log2(Fold 
change) 

P-
VALOR 

mmu-miR-208a-3p 6.37 0.0112 

mmu-miR-499-5p 4.98 0.0239 

mmu-miR-582-3p 4.73 0.0802 

mmu-miR-143-3p 1.55 0.0765 

mmu-miR-485-3p -2.11 0.0765 

mmu-miR-423-5p -2.46 0.0765 

mmu-miR-139-3p -2.53 0.0765 

mmu-miR-1249-3p -2.65 0.0765 

mmu-miR-1247-5p -3.13 0.0765 

mmu-miR-193b-5p -3.24 0.0935 

mmu-miR-702-3p -3.56 0.0773 

mmu-miR-3103-3p -4.39 0.0765 

miRNAs 
R1 hembras 

Log2(Fold 
change) 

P-
VALOR 

mmu-miR-208a-3p 7.18 0.0111 

mmu-miR-499-5p 3.68 0.0862 

miRNAs 
P8 machos 

Log2(Fold 
change) 

P-
VALOR 

mmu-miR-1941-3p -5.35 0.0081 

mmu-miR-3963 -5.49 0.0081 
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miRNAs 
P8 hembras 

Log2(Fold 
change) 

P-
VALOR 

mmu-miR-208a-3p 5.46 0.0274 

mmu-miR-208a-5p 5.20 0.0109 

mmu-miR-499-5p 3.17 0.0109 

Tabla 14. miRNAs diferencialmente expresados mediante 
el análisis voom, en ratones SAMR1/SAMP8, comparando 
sus grupos IAM vs sham. Se enumeran los miRNAs 
diferencialmente expresados tras el análisis con voom en los 
grupos SAMR1, machos (n = 12) y hembras (n = 2), y en el 
grupo SAMP8, machos (n = 2) y hembras (n = 3), ordenados 
según su diferencia de expresión (Log2(Fold change)) (p-valor 
< 0.1). 
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8.2. ANÁLISIS DE ENRIQUECIMIENTO FUNCIONAL 
DEL RESULTADO DE LA SECUENCIACIÓN 

RUTAS KEGG DE LOS miRNAs diferencialmente 
expresados de los RATONES SAMR1 machos IAM vs sham 

Ruta 
Genes P 

valor Diana Ruta 

EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance 29 79 0 

Endocrine resistance 25 93 0 

MAPK signaling pathway 75 294 0 

ErbB signaling pathway 34 84 0 

Ras signaling pathway 56 232 0 

Rap1 signaling pathway 43 214 0 

cAMP signaling pathway 44 215 0 

FoxO signaling pathway 40 131 0 

mTOR signaling pathway 43 156 0 

PI3K-Akt signaling pathway 65 355 0 

Adrenergic signaling in cardiomyocytes 35 152 0 

Wnt signaling pathway 38 162 0 

TGF-beta signaling pathway 27 95 0 

Axon guidance 43 180 0 

Focal adhesion 51 199 0 
Signaling pathways regulating pluripotency of stem 
cells 43 140 0 

T cell receptor signaling pathway 27 103 0 

Long-term potentiation 23 67 0 

Neurotrophin signaling pathway 36 121 0 

Dopaminergic synapse 33 135 0 

Insulin signaling pathway 35 141 0 

GnRH signaling pathway 28 90 0 

Melanogenesis 26 100 0 

Prolactin signaling pathway 22 72 0 

Relaxin signaling pathway 34 129 0 
AGE-RAGE signaling pathway in diabetic 
complications 29 101 0 

Cushing syndrome 35 160 0 

Growth hormone synthesis. secretion and action 32 116 0 
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Spinocerebellar ataxia 36 96 0 

Pathways in cancer 95 539 0 

Proteoglycans in cancer 47 205 0 

Renal cell carcinoma 24 68 0 

Glioma 24 74 0 

Choline metabolism in cancer 28 98 0 

Calcium signaling pathway 39 192 0 .0005 

Circadian entrainment 24 98 0 .0005 

Regulation of actin cytoskeleton 42 216 0 .0005 

Hepatitis B 35 162 0 .0005 

Colorectal cancer 23 88 0 .0005 

Prostate cancer 25 99 0 .0005 

Hepatocellular carcinoma 35 172 0 .0005 

Gastric cancer 32 150 0 .0005 

Transcriptional misregulation in cancer 36 184 0 .001 

Chronic myeloid leukemia 20 76 0 .001 

Breast cancer 31 147 0 .001 

cGMP-PKG signaling pathway 34 173 0 .0013 

Autophagy 29 138 0 .0013 

Adherens junction 19 71 0 .0013 

Insulin resistance 25 110 0 .0013 

Morphine addiction 22 91 0 .0013 

Oocyte meiosis 26 119 0 .0017 

Fc epsilon RI signaling pathway 18 67 0 .0017 

Cholinergic synapse 25 112 0 .0017 

Hippo signaling pathway 31 157 0 .002 

Longevity regulating pathway 21 90 0 .0023 

Apelin signaling pathway 28 137 0 .0023 

Circadian rhythm 11 30 0 .0023 

Progesterone-mediated oocyte maturation 21 90 0 .0023 

Thyroid hormone signaling pathway 25 118 0 .0025 

Salivary secretion 19 78 0 .0025 

Melanoma 18 72 0 .0025 

Aldosterone-regulated sodium reabsorption 12 38 0 .0035 

Regulation of lipolysis in adipocytes 15 56 0 .0038 

Sphingolipid signaling pathway 25 124 0 .004 

Renin secretion 18 76 0 .004 

Pancreatic cancer 18 76 0 .004 
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Oxytocin signaling pathway 29 153 0 .0042 

Phospholipase D signaling pathway 28 148 0 .0048 

Estrogen signaling pathway 26 134 0 .005 

MicroRNAs in cancer 48 303 0 .005 

TNF signaling pathway 23 113 0 .0052 

Glutamatergic synapse 23 113 0 .0052 

Hedgehog signaling pathway 13 47 0 .0053 

Gap junction 19 86 0 .0053 

Non-small cell lung cancer 16 66 0 .0053 

Type II diabetes mellitus 13 48 0 .0061 

Longevity regulating pathway 15 62 0 .007 

Gastric acid secretion 17 75 0 .007 

Amphetamine addiction 16 69 0 .0075 

AMPK signaling pathway 24 126 0 .0077 

Retrograde endocannabinoid signaling 27 148 0 .0077 

Glucagon signaling pathway 21 104 0 .0077 

Acute myeloid leukemia 16 70 0 .0079 

VEGF signaling pathway 14 58 0 .0089 

Osteoclast differentiation 24 128 0 .0089 

Adipocytokine signaling pathway 16 71 0 .0089 

Endocytosis 42 269 0 .009 

Yersinia infection 23 121 0 .009 

Aldosterone synthesis and secretion 20 100 0 .0095 

Human papillomavirus infection 53 361 0 .0095 

Bacterial invasion of epithelial cells 16 73 0 .0103 
Endocrine and other factor-regulated calcium 
reabsorption 14 60 0 .0107 

Long-term depression 14 61 0 .012 

GABAergic synapse 18 89 0 .0123 

Mitophagy 14 63 0 .0148 

GnRH secretion 14 63 0 .0148 

Small cell lung cancer 18 92 0 .016 

Parathyroid hormone synthesis.secretion and action 20 107 0 .0163 

p53 signaling pathway 15 71 0 .0164 

Cellular senescence 30 185 0 .0169 

Cell cycle 22 123 0 .0171 

Insulin secretion 17 86 0 .0172 

Endometrial cancer 13 58 0 .0172 

Platelet activation 22 125 0 .0192 
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Thyroid hormone synthesis 15 73 0 .0192 

Carbohydrate digestion and absorption 11 46 0 .0196 
PD-L1 expression and PD-1 checkpoint pathway in 
cancer 17 88 0 .0196 

Nicotine addiction 10 40 0 .0209 

Tight junction 27 166 0 .0211 

HIF-1 signaling pathway 20 112 0 .0215 

C-type lectin receptor signaling pathway 20 112 0 .0215 

Inflammatory mediator regulation of TRP channels 22 127 0 .0215 

Lysine degradation 13 61 0 .0221 

Glycerophospholipid metabolism 18 98 0 .0232 

Human cytomegalovirus infection 37 255 0 .0291 

Protein digestion and absorption 17 94 0 .0305 

Dilated cardiomyopathy (DCM) 17 94 0 .0305 

Fluid shear stress and atherosclerosis 23 144 0 .0373 

Fc gamma R-mediated phagocytosis 16 90 0 .0403 

Phosphatidylinositol signaling system 17 98 0 .0409 

Ubiquitin mediated proteolysis 22 138 0 .0413 

Human immunodeficiency virus 1 infection 34 238 0 .0413 

Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) 16 91 0 .0422 

Serotonergic synapse 21 131 0 .0434 

Protein processing in endoplasmic reticulum 25 164 0 .0438 

Sphingolipid metabolism 10 48 0 .0476 

Cortisol synthesis and secretion 13 70 0 .0476 

Tabla 15. Rutas KEGG asociadas a los genes diana de los 
93 miRNAs diferencialmente expresados de los ratones 
SAMR1 machos, en la comparación de sus grupos IAM vs 
sham mediante el análisis DESeq2. En la tabla aparece 
descrita la ruta en la primera columna, seguida del número de 
genes diana implicados en la misma, y el número total de genes 
de la ruta, en la cuarta columna está el Pvalor, es decir, la 
significancia estadística de la relación entre los genes diana y 
su ruta.  
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TÉRMINOS GO DE LOS miRNAs diferencialmente 
expresados de los RATONES SAMR1 machos IAM vs sham 

Términos GO 
Genes 

Pvalor 
Diana Ruta 

Chromatin organization 64 314 0 

Regulation of translation 42 139 0 

Protein phosphorylation 170 734 0 

Protein O-linked glycosylation 18 44 0 

Sphingomyelin biosynthetic process 12 18 0 
Transforming growth factor beta receptor signaling 
pathway 36 132 0 

JNK cascade 17 39 0 

Activation of JUN kinase activity 20 49 0 

Nervous system development 91 440 0 

Axon guidance 54 248 0 

Memory 34 119 0 

Negative regulation of cell population proliferation 86 475 0 

Regulation of gene expression 91 481 0 

Positive regulation of gene expression 114 630 0 

Phosphorylation 124 591 0 

Negative regulation of translation 30 109 0 

Peptidyl-serine phosphorylation 72 241 0 

Peptidyl-threonine phosphorylation 29 89 0 

Intracellular signal transduction 91 479 0 

Regulation of circadian rhythm 29 83 0 

Regulation of mrna stability 17 43 0 

Positive regulation of translation 26 87 0 

Negative regulation of transcription. DNA-templated 139 716 0 

Positive regulation of transcription. DNA-templated 184 849 0 

Protein autophosphorylation 51 223 0 

Rhythmic process 50 153 0 

Blood vessel morphogenesis 21 44 0 

Dendrite morphogenesis 24 58 0 
Positive regulation of nuclear-transcribed mrna poly(A) 
tail shortening 12 18 0 

Presynaptic membrane assembly 12 17 0 

Positive regulation of cold-induced thermogenesis 28 99 0 

Response to hypoxia 34 145 0.0026 
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Norepinephrine-epinephrine-mediated vasodilation 
involved in regulation of systemic arterial blood pressure 8 8 0.0026 

Cytoskeleton organization 32 129 0.0026 

Visual learning 23 77 0.0026 

BMP signaling pathway 34 146 0.0026 

Gene silencing by RNA 19 57 0.0026 

Neuron projection development 43 194 0.0026 

Circadian regulation of gene expression 27 98 0.0026 

Sodium ion export across plasma membrane 11 21 0.0026 

Potassium ion transmembrane transport 36 152 0.0026 
Regulation of neurotransmitter receptor localization to 
postsynaptic specialization membrane 12 22 0.0026 

Dendritic transport of messenger ribonucleoprotein 
complex 9 12 0.0026 

Protein polyubiquitination 44 213 0.0046 

In utero embryonic development 63 345 0.0046 

Positive regulation of phosphorylation 15 40 0.0046 

Positive regulation of apoptotic process 74 419 0.0046 

Protein homooligomerization 28 111 0.0046 

Excitatory postsynaptic potential 17 49 0.0046 

Membrane protein ectodomain proteolysis 14 38 0.0063 

Wnt signaling pathway 46 230 0.0063 

Neuron differentiation 42 204 0.0063 

IRE1-mediated unfolded protein response 7 8 0.0063 

Acylglycerol catabolic process 8 12 0.0063 

Animal organ morphogenesis 36 169 0.0078 

Pre-mirna processing 10 20 0.0078 

Activin receptor signaling pathway 10 20 0.0078 

Negative regulation of canonical Wnt signaling pathway 39 188 0.0078 

G1S transition of mitotic cell cycle 20 72 0.0087 

Lymphangiogenesis 10 21 0.0087 

Positive regulation of cell population proliferation 110 709 0.0087 

Artery morphogenesis 12 30 0.0087 

Semaphorin-plexin signaling pathway 17 55 0.0087 

Calcium-dependent activation of synaptic vesicle fusion 8 13 0.0087 
Positive regulation of nuclear-transcribed mrna catabolic 
process. deadenylation-dependent decay 9 17 0.0087 

Negative regulation of cell migration 31 140 0.0101 

DNA demethylation 11 26 0.0101 

Mrna splice site selection 11 27 0.0112 

Learning 20 74 0.0112 
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Insulin receptor signaling pathway 21 80 0.0112 

Endoplasmic reticulum tubular network organization 8 14 0.0112 
Regulation of postsynaptic neurotransmitter receptor 
activity 12 32 0.0124 

Negative regulation of synaptic vesicle exocytosis 6 7 0.0124 

Stress granule assembly 10 23 0.0138 

Sphingolipid biosynthetic process 12 33 0.0147 

Vascular endothelial growth factor signaling pathway 8 15 0.0147 
Negative regulation of axon extension involved in axon 
guidance 12 33 0.0147 

Negative regulation of BMP signaling pathway 20 78 0.0157 

Production of mirnas involved in gene silencing by mirna 10 24 0.0157 

Response to cold 12 34 0.0166 

Negative regulation of ossification 11 29 0.0166 

Protein K48-linked deubiquitination 11 29 0.0166 

Regulation of alternative mrna splicing. via spliceosome 21 85 0.0175 

Muscle cell differentiation 9 20 0.0175 

Angiogenesis 54 311 0.0193 
Negative regulation of cysteine-type endopeptidase 
activity involved in apoptotic process 19 74 0.0193 

Canonical Wnt signaling pathway 34 170 0.0193 

Regulation of dendritic spine development 7 12 0.0193 

Cellular response to glucose stimulus 16 57 0.0203 

Histone H4-K16 acetylation 9 21 0.0211 

Positive regulation of protein kinase B signaling 28 132 0.0211 

Chemical synaptic transmission 41 221 0.0221 

Calcium ion transport 35 180 0.0224 

P-body assembly 8 17 0.0224 

Ionotropic glutamate receptor signaling pathway 8 17 0.0224 

Insulin-like growth factor receptor signaling pathway 8 17 0.0224 

Peptidyl-tyrosine phosphorylation 22 95 0.0226 
Positive regulation of blood vessel endothelial cell 
migration 13 42 0.0226 

Positive regulation of axon extension involved in axon 
guidance 6 9 0.0226 

Positive regulation of cellular component movement 7 13 0.0226 

MAPK cascade 19 77 0.023 

Protein dephosphorylation 38 202 0.023 

Heart development 52 302 0.023 

Protein deubiquitination 27 128 0.023 

Actin cytoskeleton organization 39 209 0.023 

Response to endoplasmic reticulum stress 23 102 0.023 
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Hippo signaling 12 37 0.023 
Neurotransmitter receptor localization to postsynaptic 
specialization membrane 11 32 0.023 

Regulated exocytosis 10 27 0.0234 

Positive regulation of protein catabolic process 21 90 0.0234 

3'-UTR-mediated mrna destabilization 10 27 0.0234 

Learning or memory 19 78 0.024 

Sensory perception of pain 20 84 0.024 

Multicellular organism growth 28 136 0.0248 
Negative regulation of protein-containing complex 
assembly 12 38 0.0256 

Transmembrane receptor protein serinethreonine kinase 
signaling pathway 9 23 0.0264 

Central nervous system neuron development 9 23 0.0264 

Negative regulation of Wnt signaling pathway 18 73 0.0264 

Collagen fibril organization 17 67 0.0264 

Negative regulation of axon regeneration 7 14 0.0264 

Neuron-neuron synaptic transmission 6 10 0.0267 

Regulation of synaptic membrane adhesion 6 10 0.0267 
Positive regulation of Wnt signaling pathway. planar cell 
polarity pathway 6 10 0.0267 

Neuron migration 33 172 0.0269 

Positive regulation of neuron projection development 36 193 0.0269 

Cellular response to calcium ion 20 86 0.0269 

Protein K63-linked deubiquitination 12 39 0.0272 
Negative regulation of extrinsic apoptotic signaling 
pathway via death domain receptors 12 39 0.0272 

Cellular response to amyloid-beta 12 39 0.0272 

Skeletal muscle tissue development 18 74 0.0276 

Regulation of protein stability 21 93 0.0276 

Inner ear morphogenesis 20 87 0.0289 

Positive regulation of Ras protein signal transduction 10 29 0.0289 
Cellular response to transforming growth factor beta 
stimulus 15 57 0.0304 

Lymphocyte homeostasis 7 15 0.0311 

Rap protein signal transduction 7 15 0.0311 
Mirna loading onto RISC involved in gene silencing by 
mirna 5 7 0.0311 

Long-chain fatty-acyl-coa biosynthetic process 5 7 0.0311 

Brain development 38 211 0.0317 

Endocytosis 38 212 0.032 

Regulation of cell size 9 25 0.032 

Positive regulation of chondrocyte differentiation 10 30 0.032 
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Protein localization to endosome 6 11 0.032 

Diacylglycerol metabolic process 10 30 0.032 

Regulation of bone remodeling 6 11 0.032 

Regulation of axon regeneration 6 11 0.032 

Modulation of chemical synaptic transmission 25 122 0.032 

Cartilage development 21 95 0.032 

Histone H3-K27 demethylation 6 11 0.032 

Regulation of potassium ion transmembrane transport 9 25 0.032 

Negative regulation of cytoplasmic translation 6 11 0.032 

Regulation of neuron migration 9 25 0.032 

Negative regulation of cell growth 27 136 0.0333 

Cellular response to insulin stimulus 24 116 0.0336 

Ventricular septum morphogenesis 13 47 0.0336 

Transcription. DNA-templated 21 98 0.0361 

Negative regulation of gene expression 64 410 0.0361 

Positive regulation of cell death 15 60 0.0361 

Histone acetylation 12 42 0.0361 

Hippocampus development 16 66 0.0361 

Cellular potassium ion homeostasis 8 21 0.0361 

Protein K11-linked deubiquitination 7 16 0.0361 

Peptidyl-tyrosine autophosphorylation 9 26 0.0361 

Regulation of neuron differentiation 12 42 0.0361 

Positive regulation of angiogenesis 33 180 0.0361 

Lung alveolus development 15 60 0.0361 

Histone H3-K4 trimethylation 9 26 0.0361 

Positive regulation of canonical Wnt signaling pathway 27 138 0.0361 
Negative regulation of cytokine production involved in 
inflammatory response 8 21 0.0361 

Heart morphogenesis 18 79 0.037 

Postsynaptic membrane assembly 6 12 0.037 

Cellular calcium ion homeostasis 28 146 0.0373 

RNA secondary structure unwinding 5 8 0.0373 

P38mapk cascade 5 8 0.0373 

Axonogenesis involved in innervation 5 8 0.0373 

Postsynaptic specialization assembly 5 8 0.0373 

Cerebellum development 12 43 0.0375 

Positive regulation of dendritic spine development 12 43 0.0375 

Cerebral cortex development 16 67 0.0377 

Positive regulation of Wnt signaling pathway 13 49 0.0377 
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Somatic stem cell population maintenance 13 49 0.0377 

Positive regulation of glucose import 13 49 0.0377 

Embryonic organ development 13 49 0.0377 

Male gonad development 24 120 0.0393 

Negative regulation of angiogenesis 24 120 0.0393 

Positive regulation of embryonic development 7 17 0.0393 

Positive regulation of gene silencing by mirna 7 17 0.0393 
Positive regulation of cardiac muscle cell apoptotic 
process 8 22 0.0397 

Cell morphogenesis 22 107 0.0407 

Negative regulation of signal transduction 14 56 0.0417 

Axonogenesis 25 128 0.0426 
Nuclear-transcribed mrna catabolic process. 
deadenylation-dependent decay 6 13 0.0435 

Keratinocyte development 6 13 0.0435 

Lipid biosynthetic process 8 23 0.0435 
Negative regulation of transcription by competitive 
promoter binding 5 9 0.0435 

Positive regulation of phosphatidylinositol 3-kinase 
signaling 19 89 0.0435 

Fatty acid elongation. saturated fatty acid 6 13 0.0435 

Cerebral cortex neuron differentiation 8 23 0.0435 

Central nervous system neuron differentiation 6 13 0.0435 

Lung development 26 136 0.0435 

Activation of protein kinase activity 13 51 0.0435 

Aorta development 9 28 0.0435 

Reelin-mediated signaling pathway 5 9 0.0435 

Positive regulation of glycolytic process 8 23 0.0435 

Lipid phosphorylation 8 23 0.0435 

Stress-activated MAPK cascade 6 13 0.0435 

Regulation of calcium ion transport 11 39 0.0435 

Regulation of gene silencing by mirna 5 9 0.0435 

Dendritic spine development 8 23 0.0435 
Positive regulation of branching involved in ureteric bud 
morphogenesis 9 28 0.0435 

Dendritic spine maintenance 6 13 0.0435 
Negative regulation of endoplasmic reticulum stress-
induced eif2 alpha phosphorylation 5 9 0.0435 

Negative regulation of sodium ion transmembrane 
transporter activity 5 9 0.0435 

Circadian rhythm 20 96 0.0447 
Positive regulation of DNA-binding transcription factor 
activity 26 137 0.0447 

Regulation of Rho protein signal transduction 18 83 0.0448 
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Positive regulation of osteoclast differentiation 10 34 0.0448 

Negative regulation of neuron projection development 21 103 0.0451 

Response to ischemia 11 40 0.0459 
Positive regulation of transforming growth factor beta 
receptor signaling pathway 11 40 0.0459 

Positive regulation of protein binding 19 90 0.0459 

Positive regulation of filopodium assembly 11 40 0.0459 

Branching involved in blood vessel morphogenesis 12 46 0.0462 

Negative regulation of Notch signaling pathway 13 52 0.0462 

Platelet-derived growth factor receptor signaling pathway 12 46 0.0462 

Positive regulation of cell migration 45 277 0.0468 

Regulation of MAPK cascade 9 29 0.0468 

Neuron development 16 71 0.0471 
Proteasome-mediated ubiquitin-dependent protein 
catabolic process 37 218 0.0484 

Axonal fasciculation 8 24 0.0485 

Mirna mediated inhibition of translation 8 24 0.0485 

Phospholipid dephosphorylation 8 24 0.0485 

Regulation of dendrite development 8 24 0.0485 

Mrna stabilization 10 35 0.0486 

Calcium ion import 10 35 0.0486 

Response to dietary excess 7 19 0.0487 

Cellular response to UV 14 59 0.0487 
Collagen-activated tyrosine kinase receptor signaling 
pathway 7 19 0.0487 

Negative regulation of cardiac muscle cell proliferation 7 19 0.0487 

Negative regulation of microtubule depolymerization 11 41 0.049 

Regulation of heart rate by cardiac conduction 12 47 0.0493 

Tabla 16. Términos GO asociados a los genes diana de los 
93 miRNAs diferencialmente expresados de los ratones 
SAMR1 machos, en la comparación de sus grupos IAM vs 
sham mediante el análisis DESeq2. En la tabla aparece 
descrita la ruta en la primera columna, seguida del número de 
genes diana implicados en la misma, y el número total de genes 
de la ruta, en la cuarta columna está el Pvalor, es decir, la 
significancia estadística de la relación entre los genes diana y 
su ruta. 
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TÉRMINOS GO DE LOS miRNAs diferencialmente 
expresados de los RATONES SAMR1 hembras IAM vs sham 

Ruta 
Genes 

Pvalor 
Diana Ruta 

Collagen catabolic process 5 45 0.00001 
Negative regulation of transcription. DNA-templated 19 716 0.00001 
Exocytosis 7 123 0.0008 
Cell fate commitment 6 89 0.0008 
Intrinsic apoptotic signaling pathway in response to 
endoplasmic reticulum stress 5 54 0.0008 

Potassium ion transmembrane transport 7 152 0.0014 
Protein phosphorylation 16 734 0.0018 
Protein autophosphorylation 8 223 0.002 
Positive regulation of neuron projection development 7 193 0.0036 
Response to endoplasmic reticulum stress 5 102 0.0049 
Protein stabilization 7 212 0.0052 
Canonical Wnt signaling pathway 6 170 0.0072 
Phosphorylation 12 591 0.0073 
Anteriorposterior pattern specification 6 184 0.0091 
Negative regulation of cell growth 5 136 0.0105 
Lung development 5 136 0.0105 
Brain development 6 211 0.014 
Axon guidance 6 248 0.0265 
Positive regulation of angiogenesis 5 180 0.0265 
Positive regulation of transcription. DNA-templated 13 849 0.0289 
Apoptotic process 10 605 0.0349 
Neuron differentiation 5 204 0.0365 
Extracellular matrix organization 5 206 0.0365 
Cell migration 6 302 0.047 
Negative regulation of gene expression 7 410 0.0597 
Positive regulation of cell population proliferation 10 709 0.0686 
Nervous system development 7 440 0.0749 
Negative regulation of cell population proliferation 7 475 0.0988 
Protein ubiquitination 6 388 0.1022 
Angiogenesis 5 311 0.1151 
Chromatin organization 5 314 0.1151 
Positive regulation of apoptotic process 6 419 0.1216 
Protein transport 8 630 0.1259 
Inflammatory response 5 415 0.235 
Cellular response to DNA damage stimulus 6 542 0.2486 
Negative regulation of apoptotic process 7 660 0.2486 
Ion transport 6 596 0.3036 
Regulation of gene expression 5 481 0.3036 
Innate immune response 6 641 0.3497 
Cell adhesion 5 607 0.468 
Cell cycle 5 621 0.4756 
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Tabla 17. Términos GO asociados a los genes diana de los 
9 miRNAs diferencialmente expresados de los ratones 
SAMR1 hembras, en la comparación de sus grupos IAM vs 
sham mediante el análisis DESeq2. En la tabla aparece 
descrita la ruta en la primera columna, seguida del número de 
genes diana implicados en la misma, y el número total de genes 
de la ruta, en la cuarta columna está el Pvalor, es decir, la 
significancia estadística de la relación entre los genes diana y 
su ruta. 
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RUTAS KEGG DE LOS miRNAs diferencialmente 
expresados en el COMPLEX CONTRAST de los RATONES 

SAMR1 IAM vs sham 

Ruta 
Genes 

Pvalor 
Diana Ruta 

Ras signaling pathway 8 232 0.0022 
cAMP signaling pathway 8 215 0.0022 
FoxO signaling pathway 6 131 0.0022 
Longevity regulating pathway 5 62 0.0022 
Axon guidance 7 180 0.0022 
Rap1 signaling pathway 7 214 0.0038 
MAPK signaling pathway 8 294 0.0042 
Tight junction 6 166 0.0042 
Relaxin signaling pathway 5 129 0.0062 
Chemokine signaling pathway 6 198 0.0063 
Autophagy 5 138 0.0063 
Apelin signaling pathway 5 137 0.0063 
Insulin signaling pathway 5 141 0.0064 
Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) 5 150 0.0076 
Oxytocin signaling pathway 5 153 0.0077 
Cushing syndrome 5 160 0.0087 
Human T-cell leukemia virus 1 infection 5 246 0.0413 
Ras signaling pathway 8 232 0.0022 
cAMP signaling pathway 8 215 0.0022 
FoxO signaling pathway 6 131 0.0022 
Longevity regulating pathway 5 62 0.0022 
Axon guidance 7 180 0.0022 
Rap1 signaling pathway 7 214 0.0038 
MAPK signaling pathway 8 294 0.0042 
Tight junction 6 166 0.0042 
Relaxin signaling pathway 5 129 0.0062 
Chemokine signaling pathway 6 198 0.0063 
Autophagy 5 138 0.0063 
Apelin signaling pathway 5 137 0.0063 
Insulin signaling pathway 5 141 0.0064 
Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) 5 150 0.0076 

Tabla 18. Términos KEGG asociados a los genes diana de 
los 14 miRNAs diferencialmente expresados en el 
contraste complejo de los ratones SAMR1 machos y 
hembras, en la comparación de sus grupos IAM vs sham 
mediante el análisis DESeq2. En la tabla aparece descrita la 
ruta en la primera columna, seguida del número de genes diana 
implicados en la misma, y el número total de genes de la ruta, 
en la cuarta columna está el Pvalor, es decir, la significancia 
estadística de la relación entre los genes diana y su ruta. 
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TÉRMINOS GO DE LOS miRNAs diferencialmente 
expresados en el COMPLEX CONTRAST de los RATONES 

SAMR1 IAM vs sham 

Ruta 
Genes 

Pvalor 
Diana Ruta 

mRNA splice site selection 5 27 0.0001 

Negative regulation of microtubule depolymerization 5 41 0.0001 

Peptidyl-serine phosphorylation 11 241 0.0001 

Positive regulation of transcription. DNA-templated 21 849 0.0001 

Cell motility 5 36 0.0001 

Calcium-dependent activation of synaptic vesicle fusion 5 13 0.0001 

Regulation of alternative mrna splicing. via spliceosome 6 85 0.0005 

Angiogenesis 11 311 0.0005 
Negative regulation of extrinsic apoptotic signaling 
pathway 5 50 0.0005 

Transforming growth factor beta receptor signaling 
pathway 7 132 0.001 

Neuron development 5 71 0.0017 

Sensory perception of pain 5 84 0.003 

Regulation of circadian rhythm 5 83 0.003 

Hemopoiesis 5 87 0.0031 

Actin filament organization 6 162 0.0082 

Glucose homeostasis 6 165 0.0082 

Protein autophosphorylation 7 223 0.0082 

Protein phosphorylation 14 734 0.0109 

Positive regulation of peptidyl-tyrosine phosphorylation 5 132 0.0134 

Negative regulation of inflammatory response 5 137 0.0146 

Fatty acid metabolic process 6 200 0.016 

Positive regulation of cell population proliferation 13 709 0.0161 

Rhythmic process 5 153 0.0198 

Calcium ion transport 5 180 0.0342 

Negative regulation of transcription. DNA-templated 12 716 0.0342 

Intracellular signal transduction 9 479 0.036 

Phosphorylation 10 591 0.0475 

Tabla 19. Términos GO asociados a los genes diana de los 
14 miRNAs diferencialmente expresados en el contraste 
complejo de los ratones SAMR1 machos y hembras, en la 
comparación de sus grupos IAM vs sham mediante el 
análisis DESeq2. En la tabla aparece descrita la ruta en la 
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primera columna, seguida del número de genes diana 
implicados en la misma, y el número total de genes de la ruta, 
en la cuarta columna está el Pvalor, es decir, la significancia 
estadística de la relación entre los genes diana y su ruta. 

 

RUTAS KEGG DE LOS miRNAs diferencialmente 
expresados en los RATONES SAMP8 hembras IAM vs sham 

Ruta 
Genes 

Pvalor 
Diana Ruta 

MAPK signaling pathway 24 294 0.001 

FoxO signaling pathway 14 131 0.0025 

Axon guidance 17 180 0.0025 

Neurotrophin signaling pathway 14 121 0.0025 

MicroRNAs in cancer 23 303 0.0025 

Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells 14 140 0.0042 

EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance 10 79 0.0054 

Ras signaling pathway 18 232 0.0079 

mTOR signaling pathway 14 156 0.0084 

Regulation of actin cytoskeleton 17 216 0.0088 

Longevity regulating pathway 8 62 0.0105 

Proteoglycans in cancer 16 205 0.0105 

PI3K-Akt signaling pathway 22 355 0.0202 

Prolactin signaling pathway 8 72 0.0202 

Melanoma 8 72 0.0202 

Longevity regulating pathway 9 90 0.0205 

Rap1 signaling pathway 15 214 0.0259 

cGMP-PKG signaling pathway 13 173 0.0259 

Growth hormone synthesis, secretion, and action 10 116 0.0279 

SNARE interactions in vesicular transport 5 33 0.0281 

Autophagy 11 138 0.0281 

Type II diabetes mellitus 6 48 0.0281 

ErbB signaling pathway 8 84 0.0312 

Renal cell carcinoma 7 68 0.0341 

Breast cancer 11 147 0.0359 
PD-L1 expression and PD-1 checkpoint pathway in 
cancer 8 88 0.0359 



Anexos 

- 302 - 
 

Fc gamma R-mediated phagocytosis 8 90 0.0374 

Aldosterone-regulated sodium reabsorption 5 38 0.0374 

Hepatocellular carcinoma 12 172 0.0378 

Regulation of lipolysis in adipocytes 6 56 0.0394 

Glioma 7 74 0.0394 

TGF-beta signaling pathway 8 95 0.0421 

Spinocerebellar ataxia 8 96 0.0421 

Pathways in cancer 27 539 0.0421 

Pancreatic cancer 7 76 0.0421 

Insulin signaling pathway 10 141 0.0494 

Tabla 20. Rutas KEGG asociadas a los genes diana de los 
19 miRNAs diferencialmente expresados de los ratones 
SAMP8 hembras, en la comparación de sus grupos IAM vs 
sham mediante el análisis DESeq2. En la tabla aparece 
descrita la ruta en la primera columna, seguida del número de 
genes diana implicados en la misma, y el número total de genes 
de la ruta, en la cuarta columna está el Pvalor, es decir, la 
significancia estadística de la relación entre los genes diana y 
su ruta. 
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TÉRMINOS GO DE LOS miRNAs diferencialmente 
expresados en los RATONES SAMP8 hembras IAM vs sham 

Ruta 
Genes 

Pvalor 
Diana Ruta 

Nervous system development 36 440 0.001 

Positive regulation of gene expression 50 630 0.001 

Actin cytoskeleton organization 23 209 0.001 

Positive regulation of chondrocyte differentiation 8 30 0.001 

Activin receptor signaling pathway 7 20 0.001 

ER to Golgi ceramide transport 5 7 0.001 

Regulation of gtpase activity 14 93 0.001 

Negative regulation of transcription, DNA-templated 49 716 0.001 

Positive regulation of transcription, DNA-templated 58 849 0.001 
Exocytic insertion of neurotransmitter receptor to 
postsynaptic membrane 7 17 0.001 

Memory 14 119 0.0023 

Pre-mirna processing 6 20 0.0023 

Mrna destabilization 6 20 0.0023 

Kidney development 17 173 0.0043 

Regulation of alternative mrna splicing, via spliceosome 11 85 0.0053 

Cartilage condensation 6 23 0.0053 

Glycine transport 5 15 0.0053 

Vesicle fusion 8 48 0.0067 

Regulation of actin cytoskeleton organization 11 92 0.0079 

Protein phosphorylation 43 734 0.009 

Bicarbonate transport 6 28 0.0095 
Negative regulation of type I interferon-mediated 
signaling pathway 5 18 0.0095 

Protein dephosphorylation 17 202 0.01 

Establishment of endothelial barrier 5 19 0.01 

Muscle cell differentiation 5 20 0.0115 

Positive regulation of neuron apoptotic process 10 86 0.0115 

Histone H3-K9 demethylation 5 21 0.012 

Positive regulation of translation 10 87 0.012 

Dendrite morphogenesis 8 58 0.012 

Vesicle-mediated transport in synapse 6 32 0.012 

Cell fate commitment 10 89 0.0122 

Neuron apoptotic process 8 59 0.0122 
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Learning 9 74 0.0124 

Embryonic limb morphogenesis 9 74 0.0124 

G protein-coupled glutamate receptor signaling pathway 5 24 0.0147 

Learning or memory 9 78 0.0147 

Motor neuron axon guidance 6 36 0.0147 

Neurogenesis 9 78 0.0147 

Production of mirnas involved in gene silencing by mirna 5 24 0.0147 

Golgi to plasma membrane protein transport 6 36 0.0147 

Skin development 8 64 0.0147 

Excitatory postsynaptic potential 7 49 0.0147 
Positive regulation of pri-mirna transcription by RNA 
polymerase II 7 49 0.0147 

Ephrin receptor signaling pathway 7 50 0.015 

Phosphorylation 34 591 0.0163 

Intracellular signal transduction 29 479 0.0163 

Vesicle-mediated transport 19 268 0.0166 

Regulation of heart rate 6 39 0.018 

Positive regulation of mesenchymal cell proliferation 6 39 0.018 
Negative regulation of transforming growth factor beta 
receptor signaling pathway 9 84 0.018 

Mrna splice site selection 5 27 0.0188 

Regulation of translation 12 139 0.0198 

Negative regulation of neuron projection development 10 103 0.0198 

Adrenal gland development 5 28 0.0198 
Positive regulation of cyclin-dependent protein 
serinethreonine kinase activity 5 28 0.0198 

Regulation of neurotransmitter secretion 5 28 0.0198 

Regulation of membrane potential 13 160 0.0211 

Mrna catabolic process 6 42 0.0212 

Positive regulation of erythrocyte differentiation 5 29 0.0219 

Positive regulation of cell population proliferation 38 709 0.0221 

Sodium ion transmembrane transport 9 90 0.0221 

Positive regulation of dendritic spine development 6 43 0.0223 

Positive regulation of protein phosphorylation 18 266 0.0236 

Hair follicle development 7 60 0.0236 

Protein O-linked glycosylation 6 44 0.0236 

Peripheral nervous system development 5 31 0.0236 

Regulation of protein stability 9 93 0.0236 

Retrograde transport, endosome to Golgi 9 92 0.0236 
Positive regulation of phosphatidylinositol 3-kinase 
activity 5 31 0.0236 
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Synaptic membrane adhesion 7 59 0.0236 
Endoplasmic reticulum to Golgi vesicle-mediated 
transport 11 129 0.0237 

Axon guidance 17 248 0.0238 

Negative regulation of neuron apoptotic process 15 209 0.0255 

Cartilage development 9 95 0.0255 

Intra-Golgi vesicle-mediated transport 5 33 0.0276 

Neural tube closure 10 115 0.028 

Cellular response to insulin stimulus 10 116 0.0288 

Phosphatidylinositol dephosphorylation 6 48 0.0288 

Neurotransmitter transport 6 49 0.0296 

Activation of JUN kinase activity 6 49 0.0296 

Positive regulation of cold-induced thermogenesis 9 99 0.0296 

In utero embryonic development 21 345 0.03 

Ras protein signal transduction 7 66 0.0311 

Regulation of Rho protein signal transduction 8 83 0.0311 

Calcium ion import 5 35 0.0311 

Endoplasmic reticulum organization 6 51 0.0331 

Exocytosis 10 123 0.0369 

Branching morphogenesis of an epithelial tube 5 38 0.0395 

Cell morphogenesis 9 107 0.0404 

Water transport 5 39 0.0404 

Cellular calcium ion homeostasis 11 146 0.0404 

Peptidyl-threonine phosphorylation 8 89 0.0404 

Negative regulation of smoothened signaling pathway 5 39 0.0404 

Regulation of cell cycle 11 145 0.0404 

Positive regulation of ERK1 and ERK2 cascade 17 272 0.0404 

Embryo development 7 72 0.0408 

Semaphorin-plexin signaling pathway 6 55 0.0408 

Neuron projection morphogenesis 8 90 0.041 

Negative regulation of translation 9 109 0.0415 

Regulation of gene expression 26 481 0.0425 

Positive regulation of neuron differentiation 10 129 0.0425 

Skeletal muscle tissue development 7 74 0.0437 

Positive regulation of cell migration 17 277 0.0437 

Gene silencing by RNA 6 57 0.0437 

Dopaminergic neuron differentiation 5 41 0.0437 

Neuron migration 12 172 0.0451 

Heart development 18 302 0.0451 
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Protein glycosylation 8 94 0.0455 

Embryonic hindlimb morphogenesis 5 42 0.0455 

Regulation of neuron differentiation 5 42 0.0455 

Fibroblast growth factor receptor signaling pathway 7 76 0.0459 

Peptidyl-tyrosine phosphorylation 8 95 0.0471 

Ventricular septum development 5 43 0.0472 

Neuronal action potential 5 43 0.0472 

Regulation of mrna stability 5 43 0.0472 

Positive regulation of cell death 6 60 0.0477 

Phosphatidylinositol 3-kinase signaling 5 44 0.0477 

Positive regulation of smooth muscle cell migration 5 44 0.0477 

Peptidyl-serine phosphorylation 15 241 0.0477 

Lung development 10 136 0.0477 

Negative regulation of BMP signaling pathway 7 78 0.0477 

Lung alveolus development 6 60 0.0477 

Embryonic cranial skeleton morphogenesis 5 44 0.0477 

Embryonic skeletal system morphogenesis 7 78 0.0477 

Chemical synaptic transmission 14 221 0.0482 

Tabla 21. Términos GO asociados a los genes diana de los 
19 miRNAs diferencialmente expresados de los ratones 
SAMP8 hembras, en la comparación de sus grupos IAM vs 
sham mediante análisis DESeq2. En la tabla aparece descrita 
la ruta en la primera columna, seguida del número de genes 
diana implicados en la misma, y el número total de genes de la 
ruta, en la cuarta columna está el Pvalor, es decir, la 
significancia estadística de la relación entre los genes diana y 
su ruta. 
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RUTAS KEGG DE LOS miRNAs diferencialmente 
expresados en el COMPLEX CONTRAST de los RATONES 

SAMP8 IAM vs sham 

Ruta 
Genes 

Pvalor 
Diana Ruta 

Axon guidance 11 180 0.0049 
Neurotrophin signaling pathway 9 121 0.0049 
Longevity regulating pathway 7 90 0.0057 
Gap junction 7 86 0.0057 
Growth hormone synthesis, secretion and action 8 116 0.0057 
Spinocerebellar ataxia 7 96 0.0077 
Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells 8 140 0.0129 
mTOR signaling pathway 8 156 0.0159 
GABAergic synapse 6 89 0.0159 
Long-term depression 5 61 0.0159 
MicroRNAs in cancer 12 303 0.0159 
AMPK signaling pathway 7 126 0.0166 
Acute myeloid leukemia 5 70 0.02 
cGMP-PKG signaling pathway 8 173 0.0225 
EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance 5 79 0.027 
Glutamatergic synapse 6 113 0.027 
Transcriptional misregulation in cancer 8 184 0.027 
ErbB signaling pathway 5 84 0.0297 
Fc gamma R-mediated phagocytosis 5 90 0.0368 
MAPK signaling pathway 10 294 0.0432 
FoxO signaling pathway 6 131 0.0432 
Regulation of actin cytoskeleton 8 216 0.0473 

Tabla 22. Rutas KEGG asociadas a los genes diana de los 
14 miRNAs diferencialmente expresados en el contraste 
complejo de los ratones SAMP8 machos y hembras, en la 
comparación de sus grupos IAM vs sham mediante el 
análisis DESeq2. En la tabla aparece descrita la ruta en la 
primera columna, seguida del número de genes diana 
implicados en la misma, y el número total de genes de la ruta, 
en la cuarta columna está el Pvalor, es decir, la significancia 
estadística de la relación entre los genes diana y su ruta. 
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TÉRMINOS GO DE LOS miRNAs diferencialmente 
expresados en el COMPLEX CONTRAST de los RATONES 

SAMP8 IAM vs sham

Ruta 
Genes 

Pvalor 
Diana Ruta 

Regulation of alternative mrna splicing, via spliceosome 14 85 0.0001 
Nervous system development 22 440 0.0001 
Axon guidance 17 248 0.0001 
Neurotransmitter receptor localization to postsynaptic 
specialization membrane 6 32 0.0001 

Kidney development 12 173 0.0011 
Negative regulation of cell population proliferation 21 475 0.0011 
Positive regulation of gene expression 26 630 0.0011 
Actin cytoskeleton organization 13 209 0.0011 
Positive regulation of transcription, DNA-templated 32 849 0.0011 
Mrna destabilization 5 20 0.0011 
Regulation of synaptic vesicle exocytosis 10 118 0.0011 
Negative regulation of transcription, DNA-templated 27 716 0.0019 
Ephrin receptor signaling pathway 6 50 0.0027 
Embryo development 7 72 0.0033 
Calcium ion import 5 35 0.0039 
Mrna catabolic process 5 42 0.0072 
Positive regulation of smooth muscle cell migration 5 44 0.0072 
Embryonic hindlimb morphogenesis 5 42 0.0072 
Regulation of mrna stability 5 43 0.0072 
Anatomical structure development 6 66 0.0072 
Positive regulation of dendritic spine development 5 43 0.0072 
Regulation of actin cytoskeleton organization 7 92 0.0074 
Forebrain development 7 94 0.0076 
Receptor clustering 5 46 0.0077 
Learning 6 74 0.0102 
Ureteric bud development 5 52 0.0112 
Protein processing 7 105 0.0116 
Neurogenesis 6 78 0.0116 
Neuron migration 9 172 0.014 
Cellular response to insulin stimulus 7 116 0.0172 
Positive regulation of translation 6 87 0.0172 
Rhythmic process 8 153 0.021 
Negative regulation of canonical Wnt signaling pathway 9 188 0.0214 
Cartilage development 6 95 0.0235 
In utero embryonic development 13 345 0.0259 
Transforming growth factor beta receptor signaling 
pathway 7 132 0.0276 

Positive regulation of peptidyl-tyrosine phosphorylation 7 132 0.0276 
Synaptic vesicle endocytosis 5 72 0.0281 
Fat cell differentiation 6 103 0.0284 
Positive regulation of protein kinase activity 5 73 0.0284 
Regulation of cell shape 8 174 0.032 
Negative regulation of neuron apoptotic process 9 209 0.032 
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Sodium ion transport 7 144 0.0361 
Sensory perception of pain 5 84 0.043 
Heart development 11 302 0.0433 
Protein phosphorylation 21 734 0.0439 
Positive regulation of neuron apoptotic process 5 86 0.0439 
Wnt signaling pathway 9 230 0.0459 
Positive regulation of osteoblast differentiation 5 88 0.0459 
Angiogenesis 11 311 0.046 
Positive regulation of cytosolic calcium ion concentration 8 195 0.046 
Regulation of gene expression 15 481 0.046 
Sodium ion transmembrane transport 5 90 0.046 
Regulation of membrane potential 7 160 0.0473 
Retrograde transport, endosome to Golgi 5 92 0.0479 
Positive regulation of NF-kappab transcription factor 
activity 8 199 0.0479 

Regulation of gtpase activity 5 93 0.0482 
Peptidyl-serine phosphorylation 9 241 0.0497 
Glucose homeostasis 7 165 0.0497 

 

Tabla 23. Términos GO asociados a los genes diana de los 
14 miRNAs diferencialmente expresados en el contraste 
complejo de los ratones SAMP8 machos y hembras, en la 
comparación de sus grupos IAM vs sham mediante 
DESeq2. En la tabla aparece descrita la ruta en la primera 
columna, seguida del número de genes diana implicados en la 
misma, y el número total de genes de la ruta, en la cuarta 
columna está el Pvalor, es decir, la significancia estadística de 
la relación entre los genes diana y su ruta. 
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8.3. ANÁLISIS DE ENRIQUECIMIENTO FUNCIONAL 
DEL miR-30e-3p, miR-148a-3p, miR-149-5p y miR-
423-5p 

RUTAS KEGG DEL miR-30e-3p OBTENIDAS DEL miRWalk 

Ruta 
Genes 

Pvalor 
Diana Ruta 

hsa04068_FoxO_signaling_pathway 5 131 0.004 
hsa04071_Sphingolipid_signaling_pathway 5 119 0.004 
hsa04140_Autophagy 5 137 0.004 
hsa04151_PI3K-Akt_signaling_pathway 8 354 0.004 
hsa05215_Prostate_cancer 5 97 0.004 
hsa05165_Human_papillomavirus_infection 7 330 0.0082 
hsa05200_Pathways_in_cancer 9 531 0.0096 
hsa05203_Viral_carcinogenesis 5 201 0.0106 
hsa05206_MicroRNAs_in_cancer 6 310 0.0144 

Tabla 24. Rutas KEGG asociadas a los genes diana del 
miR-30e-3p obtenidas mediante la herramienta online 
miRwalk. En la tabla aparece descrita la ruta en la primera 
columna, seguida del número de genes diana implicados en la 
misma, y el número total de genes de la ruta, en la cuarta 
columna está el Pvalor, es decir, la significancia estadística de 
la relación entre los genes diana y su ruta. 
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RUTAS KEGG DEL miR-148a-3p OBTENIDAS DEL miRWalk 

Ruta 
Genes 

Pvalor 
Diana Ruta 

hsa04068_FoxO_signaling_pathway 13 131 0 
hsa04151_PI3K-Akt_signaling_pathway 20 354 0 
hsa05215_Prostate_cancer 10 97 0 
hsa04012_ErbB_signaling_pathway 9 85 0.0015 
hsa04350_TGF-beta_signaling_pathway 9 94 0.0015 
hsa04810_Regulation_of_actin_cytoskeleton 14 213 0.0015 
hsa01521_EGFR_tyrosine_kinase_inhibitor_resistance 8 79 0.0018 
hsa05200_Pathways_in_cancer 24 531 0.0018 
hsa05214_Glioma 8 75 0.0018 
hsa05220_Chronic_myeloid_leukemia 8 76 0.0018 
hsa05206_MicroRNAs_in_cancer 16 310 0.0032 
hsa05211_Renal_cell_carcinoma 7 69 0.0032 
hsa05223_Non-small_cell_lung_cancer 7 66 0.0032 
hsa05410_Hypertrophic_cardiomyopathy_(HCM) 8 90 0.0032 
hsa04510_Focal_adhesion 12 199 0.0042 
hsa04150_mTOR_signaling_pathway 10 155 0.0063 
hsa05213_Endometrial_cancer 6 58 0.0064 
hsa04141_Protein_processing_in_endoplasmic_reticulu
m 10 166 0.0086 

hsa04910_Insulin_signaling_pathway 9 139 0.0086 
hsa05210_Colorectal_cancer 7 86 0.0086 
hsa05165_Human_papillomavirus_infection 15 330 0.0098 
hsa05205_Proteoglycans_in_cancer 11 204 0.0098 
hsa05221_Acute_myeloid_leukemia 6 67 0.0098 
hsa05222_Small_cell_lung_cancer 7 92 0.0098 
hsa05224_Breast_cancer 9 147 0.0098 
hsa05414_Dilated_cardiomyopathy_(DCM) 7 96 0.0108 
hsa05218_Melanoma 6 72 0.0111 
hsa01522_Endocrine_resistance 7 98 0.0114 
hsa05212_Pancreatic_cancer 6 76 0.0132 
hsa05412_Arrhythmogenic_right_ventricular_cardiomyo
pathy_(ARVC) 6 77 0.0133 

hsa04218_Cellular_senescence 9 160 0.0135 
hsa04931_Insulin_resistance 7 108 0.0162 
hsa04915_Estrogen_signaling_pathway 8 138 0.0163 
hsa05225_Hepatocellular_carcinoma 9 168 0.0163 
hsa04550_Signaling_pathways_regulating_pluripotency_
of_stem_cells 8 142 0.0185 

hsa04213_Longevity_regulating_pathway 5 62 0.0199 
hsa04512_ECM-receptor_interaction 6 88 0.0199 
hsa04211_Longevity_regulating_pathway 6 89 0.0204 
hsa05226_Gastric_cancer 8 149 0.0215 
hsa04360_Axon_guidance 9 181 0.0216 
hsa04920_Adipocytokine_signaling_pathway 5 69 0.0264 



Anexos 

- 312 - 
 

hsa05017_Spinocerebellar_ataxia 6 98 0.0277 
hsa05163_Human_cytomegalovirus_infection 10 225 0.0277 
hsa04014_Ras_signaling_pathway 10 232 0.0325 
hsa04625_C-type_lectin_receptor_signaling_pathway 6 104 0.0326 
hsa04660_T_cell_receptor_signaling_pathway 6 104 0.0326 
hsa04120_Ubiquitin_mediated_proteolysis 7 136 0.0328 
hsa04140_Autophagy 7 137 0.0328 
hsa04371_Apelin_signaling_pathway 7 137 0.0328 
hsa04922_Glucagon_signaling_pathway 6 106 0.0328 
hsa04662_B_cell_receptor_signaling_pathway 5 82 0.0401 
hsa04072_Phospholipase_D_signaling_pathway 7 148 0.0448 
hsa05166_Human_T-cell_leukemia_virus_1_infection 9 219 0.0465 
hsa04010_MAPK_signaling_pathway 11 295 0.0466 
hsa04071_Sphingolipid_signaling_pathway 6 119 0.0466 
hsa04152_AMPK_signaling_pathway 6 120 0.0466 
hsa04919_Thyroid_hormone_signaling_pathway 6 119 0.0466 
hsa05135_Yersinia_infection 6 120 0.0466 
hsa04062_Chemokine_signaling_pathway 8 189 0.0476 
hsa05160_Hepatitis_C 7 155 0.0476 

Tabla 25. Rutas KEGG asociadas a los genes diana del 
miR-148a-3p obtenidas mediante la herramienta online 
miRwalk. En la tabla aparece descrita la ruta en la primera 
columna, seguida del número de genes diana implicados en la 
misma, y el número total de genes de la ruta, en la cuarta 
columna está el Pvalor, es decir, la significancia estadística de 
la relación entre los genes diana y su ruta. 
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RUTAS KEGG DEL miR-149-5p OBTENIDAS DEL miRWalk 

Ruta 
Genes 

Pvalor 
Diana Ruta 

hsa04020_Calcium_signaling_pathway 7 193 0.0108 
hsa04024_cAMP_signaling_pathway 7 216 0.0108 
hsa04510_Focal_adhesion 7 199 0.0108 
hsa04934_Cushing_syndrome 6 155 0.0108 
hsa04972_Pancreatic_secretion 5 102 0.0108 
hsa04015_Rap1_signaling_pathway 6 210 0.0264 
hsa04810_Regulation_of_actin_cytoskeleton 6 213 0.0264 
hsa04151_PI3K-Akt_signaling_pathway 8 354 0.0272 
hsa04010_MAPK_signaling_pathway 7 295 0.028 
hsa05202_Transcriptional_misregulation_in_cancer 5 186 0.0375 

Tabla 26. Rutas KEGG asociadas a los genes diana del 
miR-149-5p obtenidas mediante la herramienta online 
miRwalk. En la tabla aparece descrita la ruta en la primera 
columna, seguida del número de genes diana implicados en la 
misma, y el número total de genes de la ruta, en la cuarta 
columna está el Pvalor, es decir, la significancia estadística de 
la relación entre los genes diana y su ruta. 

 

RUTAS KEGG DEL miR-423-5p OBTENIDAS DEL miRWalk 

Ruta 
Genes 

Pvalor 
Diana Ruta 

hsa04014_Ras_signaling_pathway 5 232 0.0192 
hsa04010_MAPK_signaling_pathway 5 295 0.0244 
hsa04151_PI3K-Akt_signaling_pathway 5 354 0.0321 

Tabla 27. Rutas KEGG asociadas a los genes diana del 
miR-423-5p obtenidas mediante la herramienta online 
miRwalk. En la tabla aparece descrita la ruta en la primera 
columna, seguida del número de genes diana implicados en la 
misma, y el número total de genes de la ruta, en la cuarta 
columna está el Pvalor, es decir, la significancia estadística de 
la relación entre los genes diana y su ruta. 
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8.4. SUMMARY 

8.4.1. Introduction 

Cardiovascular diseases remain one of the 

leading causes of mortality in Spain. According to the 

National Institute of Statistics (INE), in 2021, 13,463 

people died from acute myocardial infarction (AMI), with 

8,209 being men and 5,254 women. These gender 

disparities in disease incidence have been observed in 

previous years as well, even before the COVID 

pandemic. 

The differences in AMI mortality incidence 

between men and women can be attributed to 

cardiovascular disparities between the sexes. These 

differences encompass cardiac structure and function, 

cellular and molecular mechanisms, as well as 

inflammatory processes and the immune system. 

Regarding cardiac structure and function, 

healthy women and men have distinct dimensions and 

functions of the left ventricle (LV). Even after adjusting for 

body size, women have smaller LV chambers and, 

consequently, lower ejection volumes, although their 

resting heart rate is higher, maintaining a similar cardiac 

output to men. While the LV ejection fraction increases 

with age in both sexes, it is more pronounced in women. 
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At the cellular level, the number of 

cardiomyocytes is similar between the sexes at birth, but 

older women experience a relatively attenuated decrease 

in cardiomyocyte number and mass, with less tendency 

towards hypertrophy and eccentric remodelling of the LV 

compared to men. 

Although little is known about the underlying 

molecular mechanisms predisposing women to 

cardiovascular pathologies, differences in some 

mechanisms have been studied. Among them is the 

renin-angiotensin-aldosterone system activated in 

response to low estrogen levels, which increases the 

production of reactive oxygen species and combined with 

a decrease in nitric oxide during menopause, leads to 

collagen synthesis and diastolic dysfunction. 

Calcium regulation may also contribute to sex 

differences, as women have smaller calcium currents 

and a lower gain of excitation-contraction coupling 

compared to men. Lastly, sex differences in myocardial 

substrate metabolism are also relevant, as women have 

lower glucose uptake and utilization, higher fatty acid 

uptake, and metabolic inefficiency compared to men. 

Inflammation and the immune system also play 

a significant role in the differential development of 

cardiovascular diseases based on sex. Additionally, 
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there are gender differences in the biology of the immune 

system. Women have stronger immune responses than 

men, resulting in faster recovery from infectious 

diseases, higher vaccine efficacy, and better cancer 

survival. However, the downside of a stronger immunity 

is that women have higher expression of pro-

inflammatory genes, elevated levels of inflammatory 

cytokines, increased activation of CD4 and CD8 T cells, 

and generally higher systemic inflammation. Women also 

have higher levels of C-reactive protein than men. 

Inflammation is also driven by a range of non-

cardiac comorbidities, particularly prevalent in women, 

including hypertension, diabetes mellitus, chronic kidney 

disease, obesity, iron deficiency, and preeclampsia, 

which could have an impact on the myocardium. 

Thus, the pathogenic mechanisms of cardiac 

inflammation differ between men and women. For 

example, macrophage polarization in myocarditis, i.e., 

differentiation into M1 or M2 phenotype, is sex-specific, 

with higher expression of M1-activated macrophages in 

males and M2 phenotype macrophages in female mice. 

AMI is a cardiovascular disease characterized by 

the death of myocardial cells due to an acute decrease in 

coronary blood flow, typically caused by the obstruction 

of a coronary artery. The interruption of blood supply to 
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the myocardium leads to an ischemic process, where 

myocardial cells do not receive sufficient oxygen and 

nutrients, resulting in irreversible damage. 

AMI is diagnosed by the presence of an increase 

in biomarkers of myocardial damage, such as troponin, 

along with ischemic changes in the electrocardiogram 

(ECG). The decrease in coronary blood flow is a 

multifactorial process. The most common underlying 

disease behind AMI is atherosclerosis, but there are 

other causes such as coronary artery embolism, cocaine-

induced ischemia, coronary dissection, and coronary 

vasospasm. 

Atherosclerosis is an inflammatory process that 

affects medium and large-sized arteries throughout the 

cardiovascular system. It begins with the accumulation of 

low-density lipoproteins (LDL) in the subendothelial 

space, which can be modified through oxidation and 

aggregation, leading to an imbalance in the availability of 

active substances and causing endothelial dysfunction. 

Modified LDL acts as chronic stimulators of the 

immune response, temporarily activating the 

endothelium through pro-inflammatory cytokines and the 

expression of adhesion molecules that promote 

monocyte adhesion and differentiation into 

macrophages, which in turn promote lipid accumulation. 
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Smooth muscle cells also migrate to the inflamed intimal 

layer, forming a fibromuscular layer. Rupture of the 

atherosclerotic plaque is the most common cause of 

thrombosis, leading to coronary artery occlusion and 

myocardial ischemia. 

One of the main sex differences in AMI is its 

higher incidence in men, as previously mentioned. 

However, there are other relevant aspects for the 

research of the disease, such as differences in symptom 

presentation, disease outcome, comorbidities, and risk 

factors. In a recent meta-analysis by Van Oosterhout, the 

existing sex differences in the presentation of AMI 

symptoms were further explored, confirming that women 

are more likely to experience pain between the shoulder 

blades, nausea or vomiting, and shortness of breath, 

while they are less likely to experience chest pain or 

diaphoresis (profuse sweating). It is also emphasized 

that these differences have been established in the 

literature for over a decade. 

Regarding sex differences in disease outcome, it 

has been shown that young women with AMI experience 

more adverse outcomes than men in the year following 

discharge. In addition to a higher incidence of 

readmission in women due to adverse events, the high 

prevalence of comorbidities in women after AMI 
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compared to men is also relevant, including diabetes, 

hypertension, chronic obstructive pulmonary disease, 

and renal failure. A study in middle-aged women and men 

found that certain risk factors for AMI were more strongly 

associated with a higher risk in women than in men, 

including smoking, hypertension, and type 2 diabetes. 

Over the decades, women have been 

underrepresented in clinical and therapeutic trials, 

resulting in a lack of knowledge about the disease in 

women. Even in basic research, the origin of cells, fluids, 

and tissues used was often unknown. Fortunately, since 

1994, with the guidance from the National Institutes of 

Health (NIH) for the inclusion of women as subjects in 

research, legislation in this regard has been updated with 

the aim of achieving equal inclusion of male and female 

samples in basic research. Moreover, clinical trials 

should determine the safety and efficacy of new drugs in 

both sexes. 

As previously mentioned, the incidence of AMI 

depends on sex, but age also plays a significant role. 

Framingham study demonstrated that the incidence of 

AMI is 2.5 times higher in men than in women before the 

age of 45, but this difference disappears after the age of 

55. However, in ages above 60, women have twice the 

probability of AMI compared to men. Additionally, the 
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prognosis of AMI is usually worse in younger patients due 

to the absence of chronic ischemia history and secondary 

collateral development. Early AMI is often associated 

with multiple risk factors such as diabetes, smoking, 

metabolic syndrome, and recreational drug use. 

Regarding the role of aging in AMI's 

pathophysiology, age plays a vital role in the deterioration 

of cardiovascular functionality, leading to a higher risk of 

AMI in older adults. Aging causes functional and 

electrical changes in the heart, which are influenced by 

factors like increased oxidative stress production, 

inflammation, and myocardial degeneration. Increased 

reactive oxygen species production and proinflammatory 

markers are linked to aging, contributing to collagen 

deposition, hypertrophy, and cardiac fibrosis 

development. Oxidative stress also leads to 

mitochondrial dysfunction, affecting cardiac aerobic 

metabolism dependent on ATP produced by 

mitochondria. Calcium signaling pathways are also 

affected, and lipid oxidation increases, promoting 

atherosclerosis development. Collectively, oxidative 

stress related to aging results in significant cellular and 

structural changes that eventually lead to impaired 

cardiac function and the potential development of AMI. 

Given that the number of elderly patients continues to 

rise, further research is crucial to understand the impact 
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of aging and sex differences in clinical and investigational 

studies to improve outcomes in the elderly population. 

MicroRNAs (miRNAs) are a type of non-coding RNA 

(ncRNA) that are approximately 17-22 nucleotides in 

length. They function by reducing gene expression 

through the inhibition of translation or the degradation of 

messenger RNA (mRNA) molecules. The human 

genome encodes approximately 2000 miRNAs, each of 

which can regulate the expression of hundreds of protein-

coding mRNAs, thereby participating in numerous 

physiological and pathological processes such as 

cardiovascular development, inflammation, hypertrophy, 

and vascular function. 

MiRNAs have also been discovered in the 

circulatory system, opening new possibilities for their use 

as potential biomarkers for the diagnosis of 

cardiovascular diseases. In comparison to current 

diagnostic strategies for AMI, such as 

electrocardiography or coronary angiography, miRNAs 

hold promise as non-invasive, harmless biochemical 

markers, paving the way for their study as biomarkers for 

AMI. 

The biogenesis of miRNAs involves multiple 

steps. Most miRNAs are derived from the introns of 

functional genes, although they can also be located in 
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intergenic and exonic regions of the host gene. The 

mature and functional miRNAs are produced and 

processed through several stages. It starts with the 

transcription of the primary miRNA (pri-miRNA) by RNA 

polymerase II. The enzyme RNase III Drosha and the 

DiGeorge critical region 8 (DGCR8) protein process and 

cleave the pri-miRNAs to generate precursor miRNAs 

(pre-miRNAs). The pre-miRNAs are then exported to the 

cytoplasm by exportin-5, where the Dicer enzyme, a 

ribonuclease III complex, cleaves them to produce 

mature miRNAs of approximately 22 nucleotides. The 

selection of the strand and the assembly of the mature 

miRNA with the RNA-induced silencing complex (RISC) 

are mediated by the Dicer complex, Argonaute 2 (Ago2), 

and the TAR RNA-binding protein (TRBP). The 

thermodynamic stability of the duplex ends allows for the 

selection of the strand with the less stable 5' end. 

Overall, miRNAs have emerged as important 

regulators of gene expression with potential applications 

as diagnostic biomarkers for various diseases, including 

cardiovascular disorders like AMI. Further research in 

this field holds promise for improving diagnosis and 

treatment strategies. 

Circulating miRNAs are primarily secreted into 

the bloodstream in two main forms: encapsulated within 
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lipid vesicles (small and large extracellular vesicles and 

apoptotic bodies) and associated with RNA-binding 

proteins such as nucleophosmin 1 (NPM1) and Ago2 or 

lipoprotein complexes. Lipid vesicles vary in size, origin, 

and mode of release. Small vesicles (30 to 100 nm) 

originate from endosomes and are secreted into the 

circulation when multivesicular bodies fuse with the 

plasma membrane. Large vesicles (0.1–1 μm) are 

released through budding. Apoptotic bodies (0.5–2 μm) 

are secreted during apoptosis. 

The past two decades have witnessed 

remarkable progress in understanding the various 

aspects of the miRNA-induced silencing machinery, 

including the multitude of proteins and complexes 

involved in this process. Specifically, numerous miRNAs 

are directly related to AMI pathology. For example, miR-

21 and miR-92a promote endothelial damage and 

dysfunction, miR-223, miR-155, miR-205, and miR-147 

participate in endothelial cell inflammation, while miR-

122 and miR-370 facilitate triglyceride accumulation. 

Additionally, miR-221 and miR-222 stimulate vascular 

smooth muscle cell proliferation and migration, and miR-

33 increases atherosclerotic plaque size and lipid 

content. All these miRNAs are involved in atherosclerotic 

plaque formation and, consequently, in the development 

of AMI. On the other hand, several miRNAs have an 
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opposite effect, preventing the atherosclerosis process. 

For instance, miR-30c and miR-146a reduce lipid 

accumulation, and miR-145/143 decreases 

atherosclerotic plaque size. Overall, miRNAs play a role 

in all stages of atherosclerosis development, highlighting 

their significant involvement in AMI. 

In order for a molecule to be considered an ideal 

diagnostic biomarker for AMI, it must fulfil several criteria, 

including non-invasive accessibility of the sample source, 

high sensitivity and specificity for the disease, rapid and 

accurate detection in the early stage of the disease, and 

a long half-life. Circulating miRNAs have several 

advantages as they meet many of these criteria. They 

can be obtained through a simple and harmless method, 

they are extremely stable in circulation, exhibiting 

remarkable resistance to degradation by endogenous 

RNase activity, and they can be detected in real-time 

using PCR. Therefore, circulating miRNAs have great 

potential as diagnostic biomarkers for AMI. 

Numerous studies have investigated the role of 

miRNAs in the classification of patients with AMI, 

identifying some promising candidates as biomarkers. 

Among them, miR-1, miR-133a/b, miR-208a/b, and miR-

499 stand out. All of these miRNAs are specific to the 

myocardium, highly expressed in skeletal muscle, and 
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have been found to be elevated in circulation in 

experimental models and patients with AMI, as 

summarized in various articles. 

Increased levels of miR-1 after AMI have also 

been positively associated with the size of the myocardial 

infarction. In patients who had suffered an AMI, miR-1 

showed a significant correlation with the absolute change 

in infarct size, exhibited a trend towards a positive 

correlation with the left ventricular ejection fraction, and 

was associated with higher mortality from AMI. 

Furthermore, a higher level of miR-1 was also detected 

in AMI patients, negatively associated with arrhythmia. 

Similar to miR-1, miR-133 is a crucial regulator 

of cardiac and skeletal muscle development and is 

involved in the biology of vascular smooth muscle cells. 

Patients with AMI have been found to have significantly 

higher plasma levels of miR-133-3p compared to control 

subjects, which returned to baseline levels after 7 days. 

Additionally, miR-133-3p has shown a significant 

correlation with mortality. 

In patients with acute myocardial infarction, a 

higher level of miR-208a-3p was observed, peaking at 3 

hours after reperfusion, compared to patients with 

unstable angina. Moreover, the increased miR-208a was 

significantly associated with a higher risk of mortality or 
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heart failure within 6 months post-infarction and 

circulating levels of miR-208a-3p correlated with cTnI 

(cardiac troponin I) and CK-MB (creatine kinase MB) 

released from the area. Wang et al. reported significantly 

higher levels of miR-1, miR-133a, miR-208a, and miR-

499 in plasma in rats with AMI, with miR-208a showing 

the best sensitivity and specificity of detection. Liu et al. 

revealed that miR-208, along with miR-499, had a safer 

value than miR-1 in the diagnosis of AMI. 

The role of miR-499-5p as a diagnostic 

biomarker for AMI has been compiled in several articles. 

Specifically, elevated levels of miR-499-5p associated 

with human cardiac myocytes have been detected in 

plasma and correlated with cTnI in patients with acute 

myocardial infarction, suggesting its release from injured 

cardiomyocytes. In another study, miR-499-5p exhibited 

a more accurate predictive value that was significantly 

higher than most reliable biomarkers of AMI, such as cTnI 

and CK-MB. Changes in circulating miR-499 levels have 

been associated with unstable angina and non-ST-

segment elevation myocardial infarction in patients 

presenting within 3 hours of symptom onset. Li et al. 

illustrated that miR-499 was more accurate than cTnT 

(cardiac troponin T) for the diagnosis of AMI in elderly 

patients. Other clinical studies have described elevated 

levels of circulating miR-499 in patients with AMI. 
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While currently there is limited evidence that 

miRNAs can surpass traditional biomarkers, such as 

cardiac troponin, in the diagnosis of AMI, there is 

potential for miRNAs to complement existing risk 

prediction models and act as valuable markers in the 

acute phase of the disease. 

As previously mentioned, the role of miRNAs in 

different pathologies and their potential as biomarkers or 

therapeutic tools is continuously being studied. However, 

conducting prior studies in experimental models is 

essential for all these advancements to take place. 

Preclinical studies using animal models of 

myocardial infarction are vital in the discovery process of 

relevant molecules involved in the physiological process 

of the disease. For instance, angiotensin-converting 

enzyme inhibitors (ACEIs) have demonstrated benefits in 

a rat model of myocardial infarction induced by coronary 

artery ligation, transforming the prospects for heart failure 

patients. Nonetheless, results from experimental models 

do not always translate well into clinical settings, 

particularly in interventions designed to protect the heart 

from acute ischemia. While non-invasive imaging 

innovations have provided new insights into human 

myocardial disease, including myocardial infarction, 

preclinical models remain crucial for a deeper molecular 
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understanding and for testing the validity of new 

therapeutic agents. 

Large animal models such as canine and primate 

models have long been used in cardiovascular disease 

research. Although they are effective in simulating 

pathological characteristics observed in human patients, 

they come with inevitable limitations such as high feeding 

costs, difficulties in genetic modification, extensive space 

requirements for manipulation, and ethical concerns 

regarding their use. On the other hand, rodent models 

are the most commonly employed in cardiovascular 

disease research and serve as indispensable tools for 

studying pathological characteristics, clinical symptoms, 

and drug development for human diseases. 

Despite their imperfections, rodent models offer 

advantages such as extensive knowledge of their 

genome, a wide variety of genetically modified strains, 

short gestation periods, and relatively low breeding and 

maintenance costs, providing greater convenience for 

scientific research. Rodent models have been developed 

and utilized to simulate various characteristics and 

indicators of common cardiovascular diseases, greatly 

contributing to scientific research. 

A commonly used method to simulate 

myocardial infarction in experimental models involves 
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permanent surgical occlusion of the left anterior 

descending coronary artery. Permanent ligation prevents 

distal perfusion, resulting in irreversible hypoxia in a 

significant portion of the left ventricle, leading to 

cardiomyocyte cell death, apoptosis, and scar formation. 

This model allows investigation into the cellular and 

molecular mechanisms underlying tissue injury and 

wound healing. However, this technique presents 

considerable challenges in mice due to their small heart 

size, requiring highly trained personnel to perform the 

artery ligation. 

In general, the use of animal models to study 

myocardial infarction is highly valued in three broad 

areas of cardiovascular research: (i) molecular studies 

(involving, for example, infarct repair, adverse cardiac 

remodeling, cell death, and arrhythmias); (ii) translation 

studies (e.g., evaluating pharmacological interventions in 

the context of the disease to improve outcomes); and (iii) 

advanced therapies to enhance cardiac function, tissue 

remodeling, and regeneration (e.g., gene therapy, cell 

therapy, and tissue engineering). 
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In the case of the present thesis, our 

experimental model of myocardial infarction allows the 

study of the molecular aspect in the acute phase of the 

infarction in the SAMR1/SAMP8 murine model, enabling 

the discovery of new molecules involved in the acute 

phase of the pathology. 
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8.4.2. Hypothesis and Objectives 

It has been observed that acute myocardial 

infarction (AMI) alters the levels of circulating miRNAs 

capable of regulating various biological processes. 

Understanding this change in the miRNA expression 

profile in circulation could potentially enable the 

identification of new diagnostic and prognostic 

biomarkers for the disease, as well as provide a starting 

point for studying and intervening in the affected cellular 

signaling pathways. 

AMI is generally associated with aging 

processes, where advanced age is the main determinant 

of AMI prognosis, and there are also sex differences in 

its incidence in the population. 

The hypothesis of this study is that senescence 

and sex differentially regulate the expression profile of 

miRNAs in an experimental myocardial infarction model 

using SAMR1/SAMP8 mouse strains, which would have 

implications in the regulation of the cellular signaling 

pathways involved in AMI. 
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Therefore, the main objective of this study was to 

determine the miRNA expression profile in the 

experimental myocardial infarction mouse model using 

SAMR1/SAMP8 strains and to study the influence of sex 

and senescence. 

To achieve this, the following specific objectives were 

proposed: 

1. Establish the experimental model of acute 

myocardial infarction (AMI) and senescence 

using SAMR1/SAMP8 mice and determine the 

optimal time that should elapse after inducing the 

infarction for sample collection. 

2. Analyze the influence of sex and senescence on 

the miRNA expression profile in the serum of 

SAMR1/SAMP8 mice and determine the affected 

biological pathways using bioinformatics. 

3. Validate the expression of dysregulated 

circulating miRNAs related to aging and sex in a 

new cohort of SAMR1/SAMP8 mice, as well as 

in samples from male and female patients with 

AMI. 

4. Investigate the functional implication of 

differentially expressed miRNAs related to aging 

and sex in AMI using bioinformatics tools. 
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8.4.3. Materials and Methods 

For the establishment of the murine model of 

acute myocardial infarction (AMI), Senescence 

Accelerated Mouse (SAM) model was utilized. SAM mice 

were obtained through phenotypic selection from an 

AKR/J mouse colony. This model was described by 

Takeda et al. in 1981. SAM mice encompass various 

subtypes characterized by phenotypic changes 

associated with accelerated aging. In this study, SAMR1 

mice, representing normal biological aging, and SAMP8 

mice, displaying accelerated senescence and age-

related alterations such as cataracts, osteoporosis, 

senile amyloidosis, and memory loss, were used. The 

mice were bred and maintained at the Central Unit for 

Medical Research of the University of Valencia (UCIM), 

under controlled conditions of constant temperature 

(22ºC), 12-hour light/dark cycles, 60% humidity, and ad 

libitum access to food and water. 

The study aimed to determine the optimal 

sacrifice time in the murine model of acute myocardial 

infarction and involved SAMR1 mice (n = 36) and SAMP8 

mice (n = 36). For the transcriptomic profiling study using 

microRNA sequencing (microRNAseq), SAMR1 mice (n 

= 24) and SAMP8 mice (n = 24) were used. The mice in 
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both studies were divided into the following experimental 

groups: 

• Surgery controls (sham): Control group 

subjected to the same surgical procedure as the 

others, but without coronary artery ligation. 

• Acute myocardial infarction (AMI): Experimental 

group undergoing coronary artery occlusion. 

Before the surgical procedure, intraperitoneal 

analgesics, meloxicam (0.3 mg/kg), and buprenorphine 

(0.1 mg/kg) were administered for pain management. 

Subsequently, mice were anesthetized by inhaling 5% 

isoflurane (Abbot Laboratories, Chicago, IL, USA) at the 

minimum alveolar concentration (MAC) in a medical-

grade air and 100% oxygen mixture within an 

anaesthesia chamber. 

For the surgery, a less invasive method of 

endotracheal intubation was used, employing overhead 

illumination of the oropharynx without incisions, ensuring 

a safer and less traumatic experience for the animals. 

Mice were placed on a surgical table and connected to a 

rodent ventilator (Minivent type 845, Panlab Harvard 

Apparatus, Barcelona, Spain) adjusted to a tidal volume 

of 200 μL and a frequency of 110 breaths per minute, 

supplemented with 100% oxygen and 2% isoflurane 

(MAC for maintenance) at a flow rate of 0.2 L/min. 
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After confirming the depth of anesthesia by the loss 

of paw reflexes, AMI was induced by accessing the heart 

through a left thoracotomy between the fourth and fifth 

intercostal spaces. Following the pericardium incision, a 

permanent ligature of the left anterior descending 

coronary artery (LAD) was performed using microsurgical 

forceps and non-absorbable monofilament suture 

(Monosyn 6/0 Braun). The occlusion point was 

approximately 1-2 mm from the apex of the left atrium in 

its normal position. In the sham surgery control group, the 

needle was passed around the artery without ligation. 

After ligation, the mouse's chest was closed in layers 

using absorbable monofilament sutures (Monosyn 5/0 

Braun), closing the intercostal space, subcutaneous 

tissue, and skin. The mice were placed in a clean 

recovery cage under a heat lamp to regain 

consciousness. AMI was visually confirmed by 

immediate discoloration of the left ventricle due to blood 

flow interruption and ST segment elevation on the 

electrocardiogram (ECG) recorded with a BIOPAC MP36 

(BIOPAC Systems Inc, Santa Barbara, USA). 

The mice were sacrificed at the designated time after 

surgery according to the study, using 5% vaporized 

isoflurane, and blood samples were collected. Blood 

samples were obtained from the vena cava using a 1 ml 
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syringe and a 25 G needle in a sterile 1.5 ml Eppendorf 

tube. After resting at room temperature for 30 minutes, 

the samples were centrifuged at 1500 g for 15 minutes at 

4°C to obtain serum, which was transferred to 

RNase/DNase-free tubes. 

To exclude hemolyzed blood samples unsuitable for 

nucleic acid studies, a hemolysis control was performed 

using spectrophotometry. The absorbance of 1 μl of 

serum at a wavelength of 414 nm was measured using 

the NanoDrop One (ThermoScientific, Rockford, IL, 

USA), and a threshold of 0.5 absorbance units (UA) was 

established, above which the sample was discarded for 

further use. Non-hemolyzed samples were stored at -

80°C until use. 

The hearts were isolated in a Petri dish containing 

physiological saline solution (0.9% NaCl) at 4°C. They 

were carefully cleaned of fat and adhesions using 

microdissection scissors under a cold light 

stereomicroscope, LEICA S9E (Leica Microsystems). 

Hearts intended for histological staining with 2,3,5-

triphenyltetrazolium chloride (TTC) to evaluate tissue 

viability and infarct size were cut into 1 mm sections using 

a scalpel blade. Each section was incubated in 1% TTC-

PBS solution at pH 7.4 at room temperature for 20 
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minutes and then fixed in 10% buffered formalin for 18 

hours at 2-8°C. 

Total RNA was isolated from serum using the 

miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit (Qiagen) 

according to the manufacturer's instructions. Two 

hundred microliters of serum were mixed with 700 μl of 

lysis reagent, followed by the addition of chloroform, 

ethanol, and wash buffer. The RNA bound to the spin 

column membrane was eluted with RNase-free water. 

The total RNA quantity and purity were measured using 

the NanoDrop One (ThermoScientific, Rockford, IL, 

USA). RNA samples were stored at -80°C until further 

use in subsequent assays. 

The individual expression of miRNAs was 

determined by quantitative real-time PCR (qRT-PCR) 

using the TaqMan miRNA Assay system (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA), which amplifies, 

detects, and quantifies specific sequences through 

fluorescence released after quencher hydrolysis, 

allowing quantification of the luminescent signal. 

Before PCR, reverse transcription (RT) of RNA to 

complementary DNA (cDNA) was performed using the 

TaqMan MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA) following the 

manufacturer's instructions. RT was carried out using 
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in a thermocycler (MasterCycler 5891T13, Eppendorf) 

programmed with optimal temperature conditions. 

Samples were stored at 4°C until use. 

Real-time PCR was performed using the ABI Prism 

7900 HT system (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA) with a 384-well plate support (Sarstedt, Nümbrecht, 

Germany) connected to a computer with QuantStudio 5 

software (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). 

Taqman Gene Assay probes (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, USA) were used for each of the miRNAs 

of interest. The U6 snRNA was used as an endogenous 

control to normalize differences in RNA quantity, RNA 

quality, and reverse transcription efficiency in mouse 

samples, while miR-484 was used in patient samples. 

In PCR, the threshold cycle (Ct) is the cycle at which 

the amplification curve exceeds the fluorescence signal 

threshold, serving as a relative measure of the initial 

concentration of miRNA in the sample. Each sample was 

analyzed in duplicate, and relative expression was 

calculated using the 2^-ΔΔCt method. 

The miRNA expression profile was determined using 

the NextSeq550 next-generation sequencing (NGS) 

platform (Illumina, San Diego, CA, USA) at the Genomics 

and Epigenomics Service of UCIM, where sample 
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processing, library preparation, and sequencing were 

performed. NGS technology allows the analysis of a large 

number of samples with high sensitivity, greater read 

depth than microarray hybridization technology, and the 

detection of novel unknown sequences. 

Libraries were prepared by selecting microRNA 

molecules from the initial total RNA material and adding 

adapters with binding sites for flow cell and sequencing 

primers using the NEXTFLEX® Small RNA-Seq v3 Kit for 

Illumina Platforms (Bioo Scientific® Corporation, Texas, 

USA). The small RNA molecules were first ligated to 

adenylated 3'-4N adapters with random bases using the 

NEXTFLEX small RNA sequencing kit. This kit reduces 

ligase bias by utilizing the phosphate group of its terminal 

end, allowing exclusive selection of these molecules. 

While YRNA fragments (88-112 nt) and tRNA may 

have unexplored functions as diagnostic markers, in this 

study, they can act as contaminants, reducing the relative 

number of mapping reads. Including blockers against 

YRNA and tRNA in the library preparation process can 

increase miRNA sequencing reads. Next, 5'-4N adapters 

were ligated, followed by reverse transcription of the 

molecule to cDNA. The generated cDNA fragments were 

amplified and indexed by PCR using barcoded primers 

for each sample. Library quality control and concentration 
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were verified using the Agilent Technologies 2100 

Bioanalyzer with high-sensitivity DNA chips. 

Subsequently, an equimolar pool of each library was 

prepared for sequencing. 

Finally, the library pool was purified using the 

automated Sage Pippin Prep system to select the library 

size. The protocol aimed to recover final products of 

approximately 150 bp, representing miRNAs and 

siRNAs. The obtained libraries were loaded into a flow 

cell and placed in the sequencer. DNA fragments were 

amplified by binding to complementary oligos in the flow 

cell, a process called clustering, resulting in millions of 

copies of single-stranded DNA. 

Illumina's sequencing-by-synthesis (SBS) 

technology utilized a patented reversible terminator 

method that detects individual bases as they are 

incorporated into the single-stranded DNA template. The 

fluorescent signal indicates the added nucleotide, and 

the terminator is cleaved for the next base to join. The 

result is highly accurate single-read sequencing of 50 

cycles (1 x 50 bp), virtually eliminating context-specific 

errors, even within repetitive sequences and 

homopolymers. 

The sequencing data obtained contains millions of 

small reads stored in FASTQ format text files. Each read 
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has four lines: the first starting with the "@" symbol 

followed by a unique identifier code, the second line 

containing the read nucleotide sequence, the third line 

repeating the read identifier with the "+" symbol, and the 

fourth line consisting of a series of quality index 

specifying the probability of each nucleotide read being 

incorrect. The FASTQ files were processed and 

subjected to bioinformatic analysis by EpiDisease S.L. 

(Paterna, Valencia). 

Several software programs were implemented for 

preprocessing and quality control, including FastQC 

(analysis of multiple FASTQ files simultaneously), 

Cutadapt (removal of sequencing adapters), Subread 

(sequence alignment), and Multiqc (modular tool for 

aggregating bioinformatics analysis results across 

multiple samples into a single report). The miRNAs 

present in the samples were annotated using miRBase 

with the mouse genome version 38 (mm10). 

Normalization of the read counts per sample for each 

miRNA was performed using TMM6 (Trimmed Mean M-

values). 

For the study of differentially expressed miRNAs 

between experimental groups, four bioinformatics 

algorithms with different tests were applied: edgeR, 

limma, limma-voom, and DESeq2. The edgeR and 
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DESeq2 algorithms are commonly used for differential 

expression analysis after sequencing. Although there is 

some conceptual similarity between these methods, 

there are differences in data normalization that have a 

significant impact on the results. As different analysis 

methods utilizing complex statistical functions, it is 

expected that the obtained results will be different yet 

complementary. 

Differential expression analysis was performed for all 

study groups using 1 vs. 1 comparisons. Taking into 

account the three variables (MI, aging, and sex), a total 

of 12 comparisons were analyzed. Additionally, a 

complex 2 vs. 2 contrast analysis was conducted, 

providing the opportunity to identify groups of miRNAs 

with opposing expression trends between the 

comparison groups. 

After obtaining the differentially expressed miRNAs 

in the 1 vs. 1 and 2 vs. 2 comparisons, different graphical 

representation methods were used, such as principal 

component analysis (PCA), which describes the samples 

of each group based on new uncorrelated variables. 

The data were also represented using Volcano Plots, 

scatter plots showing statistical significance (p-value) vs. 

magnitude of expression change (fold change). PCA 

were generated using R Studio and the ggplot2 package, 
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while Heatmaps, two-dimensional representations where 

the colour scale encodes the information for each 

miRNA, were generated using GraphPad Prism 8.0 

software. 

Human serum samples were obtained from patients 

with AMI at the Clinical Hospital of Valencia. The 

samples, collected between April 2014 and October 

2016, were stored at -80°C. Serum samples from a group 

of 23 healthy subjects provided by the Biobank of Puerta 

de Hierro Majadahonda University Hospital 

(HUPHM)/Puerta de Hierro-Segovia de Arana Health 

Research Institute (IDIPHISA) were included as controls. 

Peripheral venous blood samples (10 ml) were collected 

from patients before percutaneous coronary intervention 

(PCI) and processed using BD Vacutainer SST tubes 

with clot activator and serum separator gel.  

The serum samples were centrifuged, and the 

supernatant was transferred to sterile tubes. The serum 

was aliquoted into RNase-free Eppendorf DNA/RNA 

Lobind tubes and immediately frozen at -80°C. 

Small extracellular vesicles (sEVs) were isolated 

from serum using the exoEasy kit from Qiagen. The 

isolation procedure involved a quick centrifugation step, 

and the purified sEVs were stored at 4°C until further use. 

The sEVs were characterized using Western blot 
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analysis for the identification of characteristic membrane 

proteins. The morphology of the sEVs was examined 

using a HITACHI HT7800 transmission electron 

microscope. 

To perform functional analysis of the target genes of 

differentially expressed miRNAs, over-representation 

analysis (ORA) was conducted. ORA examines the 

statistical over-representation of a list of genes of interest 

in a reference list obtained from public databases. Gene 

Ontology (GO) terms and Kyoto Encyclopedia of Genes 

and Genomes (KEGG) pathways were analyzed. The 

functional enrichment analysis of differentially expressed 

miRNAs was carried out using the online tool miRwalk 

and the TargetScan database. The predicted target 

genes were represented using Dotblot graphs generated 

with R Studio and the ggplot2 package. 

For individual target prediction of selected 

differentially expressed miRNAs, gene prediction tools 

including microT-CDS, TargetScan, and miRDB were 

used. Genes appearing in at least two databases were 

selected to increase prediction confidence. The 

conserved genes between human and mouse were used 

to obtain KEGG pathways using the miRwalk tool. The 

results were represented using ChordPlot graphs 

generated with R Studio and the ggplot2 package. 



Anexos 

- 345 - 
 

8.4.4. Results 

The murine models of acute myocardial infarction 

(AMI) and aging were established in male and female 

SAMR1 (n = 36) and SAMP8 (n = 36) mice. The AMI 

group underwent left anterior descending coronary artery 

(LAD) ligation, while the surgery controls (Sham) 

underwent the same surgical procedure without artery 

ligation. Mice were sacrificed at different time points after 

surgery: 1, 4, and 24 hours. Three different sacrifice 

times were established to determine the optimal time 

after infarction to observe quantifiable differences in 

miRNA expression. Two time points close to the 

operation, 1 and 4 hours, were chosen to study acute 

myocardial infarction, and another time point, 24 hours, 

was chosen to study miRNA expression trends. 

In all mice in the AMI group, myocardial ischemia 

was confirmed in the electrocardiogram (ECG) by 

observing ST segment elevation in lead II, which 

appeared within the first 5 minutes after coronary artery 

ligation. The staining with 2,3,5-triphenyltetrazolium 

chloride (TTC) differentiated necrotic myocardial tissue 

(whitish area) from viable tissue, confirming the infarcted 

area (red zone). Another clear indication of occlusion was 

the instant paleness of the myocardium due to the 

cessation of blood flow in the affected area. The murine 
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model of AMI was generated by occlusion of the coronary 

artery, and the survival rate exceeded 80%. All deaths 

occurred during the surgical procedure and were not 

considered in the subsequent analyses. There were no 

differences in mortality rates between SAMR1 and 

SAMP8. Prior to surgery, the weights of mice from 

different groups, male and female SAMR1 and SAMP8, 

were recorded. In both groups of mice, SAMR1/SAMP8, 

there was a significant decrease (p < 0.01) in female mice 

compared to males. A significant decrease (p < 0.05) was 

also observed in male and female SAMP8 mice 

compared to SAMR1 mice. 

One of the main challenges in the analysis of 

circulating miRNAs is their interference with miRNAs 

released by blood cells during hemolysis. The lysis of 

blood cells during phlebotomy or sample manipulation 

can result in high levels of miRNAs that do not 

correspond to the actual levels present in the serum. We 

analyzed sample hemolysis by measuring free 

hemoglobin at an absorbance of 414 nm (A414) using 

NanoDrop One. Samples were classified as hemolyzed if 

the A414 reading exceeded the value of 0.5 arbitrary 

units (A.U.). All mouse samples that exceeded this 

absorbance threshold were discarded for further miRNA 

analysis. Figure 9 shows the absorbance values of the 

sera from the mice used in the microRNAseq study. It is 
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particularly striking that all samples exceeding the 

established threshold were from female mice. 

To assess the effect of AMI on the expression of 

circulating miRNAs in our murine model, we selected four 

miRNAs that had previously been defined as potential 

biomarkers of AMI in experimental rodent models or 

patients with acute coronary syndrome. The selection of 

these miRNAs was based on a review of different 

experimental publications, and they were miR-1-3p, miR-

133-3p, miR-208-3p, and miR-499-5p. Three different 

sacrifice times were established (1, 4, and 24 hours) to 

determine the optimal time after surgery when the 

miRNAs showed sufficiently distinguishable expression 

compared to their control groups. To determine if the 

surgical procedure itself had an effect on miRNA 

expression, a preliminary study of the temporal evolution 

of miRNA expression in serum samples from the surgery 

control group (sham) in SAMR1 and SAMP8 mice was 

conducted at the three time points. 

The expression of miR-1-3p, miR-133-3p, and miR-

499-5p in SAMR1 and SAMP8 mice significantly 

decreased at 24 hours after sham surgery (p < 0.05). In 

the case of miR-1-3p and miR-133-3p in SAMR1 mice, 

their expression also significantly decreased at 4 hours 

(p < 0.001). However, the expression of miR-208-3p 
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showed a decreasing trend, but the changes were not 

significant. These results indicate that prior to the 

development of myocardial ischemia, the surgical 

procedure itself induces a change in the serum profile of 

some miRNAs previously described as biomarkers of 

AMI. 

Due to the observed effect of the sham surgical 

procedure, the expression of miRNAs in the infarcted 

mouse group was compared at the three sacrifice times 

to analyze the effect of the infarction on miRNA 

expression. The respective sham groups sacrificed at the 

same time were normalized to 1 and represented as a 

dashed line. The differences in miRNA expression in the 

AMI mice at different sacrifice times are shown in Table 

7. 

In SAMR1 mice, the expression of miR-1-3p did not 

vary at the three analyzed times after infarction and 

remained consistently higher than the Sham group. In 

senescent SAMP8 mice, there were no differences in 

miR-1-3p expression compared to the Sham group at 1 

hour after infarction, but it increased at 4 hours and to a 

lesser extent at 24 hours. The increase in expression at 

4 hours compared to 1 hour was significant (p < 0.01), 

and the decrease between 4 and 24 hours was also 

significant (p < 0.05). 
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Regarding miR-133-3p expression in SAMR1 mice, 

differences were observed in the infarcted group at 24 

hours compared to the Sham group, while significant 

changes were observed between the 1 and 4-hour 

groups with the 24-hour group (p < 0.01). In SAMP8 

mice, it was observed that miR-133-3p expression 

started to increase at 4 hours after infarction compared 

to the Sham groups, with no significant changes in its 

temporal evolution. 

Similar to miR-133-3p expression, the increase in 

miR-208-3p compared to the Sham groups was detected 

starting at 4 hours after infarction in SAMR1 mice, while 

the 24-hour infarcted group showed a significant increase 

compared to the 1-hour group (p < 0.05). In the case of 

SAMP8 mice, there was also an increase in expression 

after infarction compared to the Sham mice at the 4 and 

24-hour groups, both showing significant changes 

compared to the 1-hour group (p < 0.05 and p < 0.01, 

respectively). 

The expression of miR-499-5p predominantly 

increased starting at 4 hours in all groups after AMI 

surgery compared to the Sham groups. In SAMR1 mice, 

the maximum increase occurred at 24 hours after 

infarction, showing a significant change compared to the 

1-hour group (p < 0.05). In SAMP8 mice, the maximum 
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increase also occurred at 24 hours, and this increase was 

significant compared to the 1-hour (p < 0.001) and 4-hour 

groups (p < 0.01). 

Based on these results, a sacrifice time of 4 hours 

was established as the optimal time for sample collection 

and miRNA analysis, as it is the closest time to the acute 

phase of the infarction and when the most noticeable 

differences start to appear compared to the control 

groups, particularly in SAMP8 mice. The sacrifice time of 

1 hour after surgery was discarded due to minimal 

changes in miRNA expression, and the 24-hour time 

point was excluded due to a lower quantity of circulating 

miRNAs.  

Once the optimal time after infarction was 

established to study miRNA expression, we analyzed the 

differential expression profile of circulating miRNAs 

following AMI in the SAMR1/SAMP8 murine model, both 

males and females, 4 hours after surgery. The Illumina 

NextSeq550 (NGS) microRNA sequencing technology 

was used, as previously described in the Materials and 

Methods section.  

Depending on the algorithm used for the analysis 

of differentially expressed miRNAs after sequencing 

(edgeR, limma, voom, or DESeq2), we obtained different 

results in the number of modified miRNAs in the miRNA 
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expression profile following AMI, with a cutoff p-value of 

0.1. After analyzing the results of each algorithm, which 

provide complementary information without being 

mutually exclusive, we proceeded with DESeq2 for the 

sequencing analysis. This algorithm yielded the highest 

number of differentially expressed miRNAs per 

comparison, followed by edgeR. 

The differential expression analysis using 

DESeq2 allows for a more comprehensive functional 

study, as it provides 93 differentially expressed miRNAs 

in male SAMR1 mice and 9 miRNAs in female SAMR1 

mice. In SAMP8 mice, there are 13 miRNAs in males and 

19 miRNAs in females. The tables of differentially 

expressed miRNAs obtained through the DESeq2 

analysis can be found in the Appendix, along with those 

from the edgeR, limma, and voom analyses. 

In the comparison of IAM vs. Sham groups in 

SAMR1 male mice, 93 differentially expressed miRNAs 

were identified (p < 0.1), with 54 significantly 

overexpressed and 39 underexpressed in the IAM group 

compared to the control group. The most overexpressed 

miRNAs include miR-6383, miR-6965-3p, and miR-742-

3p. Notably, miR-499-5p, the eighth most upregulated 

miRNA in this group of mice, appears overexpressed in 

all four mouse groups, demonstrating its significance as 
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a typical biomarker of AMI. Among the most 

underexpressed miRNAs are miR-6939-3p, miR-1929-

5p, and miR-6962-3p.  

To address the functional implications of 

differentially expressed miRNAs in SAMR1 male mice, 

we utilized the online bioinformatics tool miRwalk to 

identify key biological processes underlying AMI. This 

tool provides target genes of the studied miRNAs and 

transforms the information into KEGG pathways and GO 

terms, highlighting significantly affected physiological 

pathways (p < 0.5) due to the expression changes of 

these miRNAs after infarction. The KEGG pathway 

analysis revealed processes related to MAPK and PI3-

Akt signaling, which had the highest number of target 

genes for the miRNAs affected by AMI (a total of 70 

genes). Additionally, the pathways with the highest gene 

target ratio compared to the total number of involved 

genes were the ErbB signaling pathway, resistance to 

EGFR tyrosine kinase inhibitors, and FoxO signaling 

pathway. When analyzing the GO terms associated with 

these differentially expressed miRNAs (Figure 14B), the 

term "Protein phosphorylation" had the highest number 

of involved genes (160), followed by "Phosphorylation," 

"Nervous system development," "Regulation of gene 

expression," "Negative regulation of cell proliferation," 

and "Positive regulation of gene expression." GO terms 
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with a higher ratio of involved genes compared to their 

pathway's total number of genes included "Biosynthesis 

of sphingomyelin," "JNK cascade," "Protein o-

glycosylation," and "Activation of JUN kinase activity." 

After the DESeq2 analysis, the SAMR1 female 

group exhibited 9 overexpressed miRNAs in the IAM vs. 

sham comparison. Notably, miR-3086 and miR-879 

displayed the highest expression changes, while miR-

149-5p showed the smallest significant increase with a 

fold change of 1.5 (log2). Similarly, miR-499-5p 

reappeared as overexpressed in the serum of female 

mice with IAM, consistent with its characterization as a 

previously described IAM biomarker in the Introduction 

section. 

Functional analysis of the 9 differentially 

expressed miRNAs in SAMR1 females revealed two 

significantly associated KEGG pathways: MAPK 

signaling pathway (5 genes) and cancer-related 

pathways (9 genes). In terms of associated GO terms, 42 

results were obtained. The GO term "Negative regulation 

of transcription" had the highest number of involved 

genes, followed by "Protein phosphorylation." GO terms 

with a higher gene ratio compared to their pathway's total 

genes included "Collagen catabolic process," "Intrinsic 
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apoptotic signaling pathway in response to endoplasmic 

reticulum stress," and "Cell fate commitment." 

To examine sex differences in miRNA regulation 

in SAMR1 mice after AMI, a complex contrast study (2 

vs. 2) was conducted, comparing the expression trends 

of miRNAs following AMI in male and female SAMR1 

mice. This approach allows the study of the interaction 

between two variables: sex and infarction. Fourteen 

differentially expressed miRNAs were identified, 

indicating opposite expression trends in male and female 

SAMR1 mice after AMI. For example, miR-3086-5p 

decreased its expression in male mice but increased in 

females. A total of 9 miRNAs followed this same trend, 

while 5 miRNAs increased their expression in male IAM 

mice and decreased in females after AMI. Regarding the 

functional analysis, the KEGG pathways with the highest 

number of implicated genes were related to axon 

guidance, cAMP signaling pathway, Ras signaling 

pathway, Rap1 signaling pathway, and MAPK signaling 

pathway. The pathway with the highest gene ratio 

compared to its total was "Regulation of longevity". The 

GO terms with the most target genes were "Positive 

regulation of transcription," followed by "Angiogenesis" 

and "Phosphorylation of peptidyl-serine." The term 

"Calcium-dependent vesicle fusion in synaptic 

transmission" had the highest gene ratio. 
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Regarding the SAMP8 mouse group data, the 

DESeq2 analysis revealed a similar number of 

differentially expressed miRNAs in males and females, 

13 and 19, respectively. Among the changed miRNAs, 10 

were downregulated, while 3 miRNAs were upregulated 

in the IAM group. The most underexpressed miRNAs 

included miR-99a-3p, miR-12187-5p, and miR-6715-3p, 

while the most overexpressed were miR-9768-5p, miR-

499-5p, and miR-30e-3p. Functional analysis using the 

miRwalk tool for KEGG pathways yielded no significant 

results for the 13 differentially expressed miRNAs in male 

SAMP8 mice. However, the obtained GO terms pointed 

to the regulation of transcription as the only significant 

result (p < 0.05). This limited outcome may be attributed 

to the small number of miRNAs analyzed using this tool. 

For female SAMP8 mice, the DESeq2 analysis 

revealed 19 differentially expressed miRNAs, with 5 

underexpressed and 14 overexpressed in the IAM vs. 

sham group. The most significantly decreased miRNA 

was miR-134-3p, followed by members of the miR-200 

family (miR-200c-3p and miR-200b-3p) and let-7 family 

(let-7c-5p and let-7b-5p). The most increased miRNAs 

were miR-7660-3p, miR-342-5p, miR-7021-5p, and miR-

9-3p. Functional analysis of these miRNAs revealed 

KEGG pathways related to MAPK signaling with 24 

associated genes, followed by MicroRNAs in cancer and 
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PI3-Akt signaling pathway. The pathways with the 

highest gene ratio compared to their total number of 

genes were Regulation of longevity and Resistance to 

EGFR tyrosine kinase inhibitors. Regarding the GO 

terms, the terms Positive regulation and Negative 

regulation of transcription, as well as Positive regulation 

of gene expression, had the highest number of target 

genes (50 and 40, respectively), followed by Nervous 

system development. The terms Ceramide transport, 

Exocytic neurotransmitter insertion, and Activin signaling 

pathway had the highest gene ratio of target genes to 

total genes. 

To analyze sex differences in the results 

obtained from SAMP8 mice, a 2vs2 study comparing 

male and female mice was conducted. Thirty differentially 

expressed miRNAs were identified. Among them, 6 

miRNAs increased their expression in male mice after 

IAM but decreased in females. This group included miR-

30e-3p, which significantly increased in male SAMP8 

IAM vs. sham comparison but remained unaltered in 

female SAMP8 mice. On the other hand, 24 miRNAs 

decreased their expression in male mice with IAM but 

increased in females after infarction. Functional analysis 

of these miRNAs revealed KEGG pathways related to 

Cancer, Axon guidance, and Neurotrophin signaling with 

the highest number of target genes. Long-term 
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depression, Gap junctions, and Regulation of longevity 

were the pathways with the highest gene ratio of target 

genes to total genes. The GO terms with the most target 

genes included Positive regulation and Negative 

regulation of transcription, followed by Positive regulation 

of gene expression, Negative regulation of cell 

proliferation, and Nervous system development. The 

terms mRNA destabilization, Neurotransmitter receptor 

localization, and mRNA splicing regulation had the 

highest gene ratio of target genes to total genes. 

Once the miRNA expression profiles in all study 

groups were determined, we proceeded to validate those 

miRNAs that could be related to the acute phase of 

myocardial infarction in the SAMR1/SAMP8 murine 

model. We selected a group of miRNAs whose 

expression was significantly altered in the AMI group 

compared to the sham control group. The chosen 

miRNAs were those consistently identified in most 

analyses (DESeq2, edgeR, limma, and voom), which 

included 3 overexpressed miRNAs (miR-30e-3p, miR-

148a-3p, and miR-149-5p) and 1 underexpressed 

miRNA (miR-423-5p) in the IAM group. After validating 

the isolation of small extracellular vesicles (EVs), we 

analyzed the expression of these miRNAs in serum 

samples from SAMR1/SAMP8 mice, as well as in 

samples from patients with IAM and control individuals. 
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To facilitate result visualization and comparison between 

sequencing (DESeq2) and qRT-PCR, we applied the 

exponentiation of log2 (fold change) formula to represent 

the differential expression of the miRNAs. The 

sequencing data from sham mice had a value of 1, similar 

to the normalized qRT-PCR values of sham mice using 

the 2-∆∆Ct method. 

For miR-30e-3p, both sequencing and qRT-PCR 

analyses showed similar expression patterns in female 

SAMR1 mice, but no significant changes were observed. 

In male SAMR1 mice, sequencing detected a significant 

6-fold increase in miR-30e-3p expression in the AMI 

group, while qRT-PCR did not show any changes. 

Conversely, in female SAMP8 mice, sequencing did not 

reveal any changes, but qRT-PCR showed a significant 

increase in miR-30e-3p expression in the IAM group. 

For miR-148a-3p, sequencing data indicated a 

significant increase in expression in male SAMR1 mice 

with infarction, while no changes were observed in 

female SAMR1 mice. However, qRT-PCR analysis 

showed the opposite result, with a significant increase in 

expression in male SAMR1 mice but no changes in 

female SAMR1 mice. In male and female SAMP8 mice, 

no significant changes were observed in either 

sequencing or qRT-PCR, although there was a slight 
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trend towards increased expression in female SAMP8 

mice using qRT-PCR. 

Sequencing data for miR-149-5p showed a 

significant increase in expression in female SAMR1 mice, 

but no significant changes were observed in the other 

groups. qRT-PCR analysis also indicated a non-

significant increase in expression in female SAMR1 mice 

and a significant increase in female SAMP8 mice. 

However, no further significant changes were detected 

for the remaining groups. 

For miR-423-5p, sequencing analysis showed a 

significant decrease in expression in male SAMR1 mice 

using the edgeR method, but this statistical significance 

disappeared in the DESeq2 analysis. qRT-PCR 

confirmed a decrease in miR-423-5p expression in male 

SAMR1 mice with infarction. No significant changes were 

observed in the expression of miR-423-5p in the other 

mouse groups, suggesting a potential association 

between this miRNA's expression and the non-senescent 

male mouse. 

To investigate the translational potential of these 

miRNAs, we examined their sequence conservation with 

the human species. We confirmed the complete 

conservation of the mature sequences of the 4 studied 

miRNAs between mice and humans. This high sequence 
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conservation allowed us to determine their expression in 

serum samples from patients with IAM. 

First, the measurement of miRNAs miR-30e-3p, 

miR-148a-3p, miR-149-5p, and miR-423-5p was 

performed in samples from IAM patients and healthy 

controls. Since most of them were undetectable (Ct > 35) 

in total serum, their expression was checked in the 

content of EVs isolated from serum. The study population 

consisted of 8 IAM patients from the Clinical University 

Hospital of Valencia and 8 healthy control samples 

obtained from the Puerta de Hierro Majadahonda 

University Hospital Biobank (HUPHM)/Puerta de Hierro-

Segovia de Arana Health Research Institute (IDIPHISA). 

The mean age of the control group was 62.23 ± 

0.83, and that of the infarction group was 64.93 ± 3.32 

years. Both groups had an equal number of male and 

female samples (50% each). None of the control subjects 

had any cardiovascular risk factors. In the AMI group, the 

following cardiovascular risk factors were present: 

diabetes, hypertension, hypercholesterolemia, smoking, 

and overweight (considered obesity with a body mass 

index (BMI) > 30) (n = 3). 

After isolating EVs from serum samples of AMI 

patients and healthy controls, the presence of typical 

membrane proteins of small extracellular vesicles was 
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confirmed through immunodetection of flotillin, Tsg101, 

and Alix, while the absence of β-actin, a typical 

membrane protein of large extracellular vesicles, was 

observed. The integrity and morphology of the vesicles 

were determined by transmission electron microscopy, 

confirming the presence of these vesicles and the 

preservation of their structure. Once characterized and 

the morphology of EVs isolated from serum of control 

individuals and AMI patients confirmed, the expression of 

miR-30e-3p, miR-148a-3p, miR-149-5p, and miR-423-5p 

was analyzed by qRT-PCR. Except for miR-423-5p, the 

rest of the miRNAs showed virtually undetectable relative 

expression in total serum, as their Ct values in qRT-PCR 

exceeded 35 cycles. Therefore, for miR-30e-3p, miR-

148a-3p, and miR-423-5p, their relative expression in 

IAM patients and healthy controls is presented only in the 

content of EVs. 

While the results of miR-30e-3p in sequencing 

and qRT-PCR in serum from IAM mice showed an 

increase in its expression, no changes were detected in 

the EVs of AMI patients, both in the total population (n = 

8) and in the analysis of EV content in men and women 

separately. 

Regarding miR-148a-5p, the significant increase 

observed in sequencing in AMI mice was not reproduced 
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significantly by qRT-PCR. However, a significant 

increase in its expression (p < 0.01) was observed in EV 

samples from AMI patients, mainly due to the contribution 

of increased miR-148a-5p in women with IAM (p < 0.01). 

Sequencing analysis detected overexpression of 

miR-149-5p in the serum of AMI mice, which was 

subsequently validated by qRT-PCR. An increase in 

circulating miR-149-5p levels was also observed in EVs 

isolated from serum samples of AMI patients and healthy 

controls, although it was not significant. When studying 

the effect of infarction on the levels of this miRNA by 

separating the groups by sex, the trend was observed 

mainly in women with IAM. 

The behaviour of miR-423 in the serum of AMI 

mice was consistent with sequencing results and qRT-

PCR validation, confirming a significant decrease after 

AMI in male SAMR1 mice. In humans, the observed 

results for miR-423-5p levels in serum indicate a clear 

decrease after IAM in both the total serum fraction (p < 

0.001) and the content of EVs isolated from these 

samples (p < 0.01). When separating the samples by 

patient sex, a decrease in miR-423-5p levels after the 

infarction was observed in all cases, with statistical 

significance in the free serum fraction of women with AMI 

(p < 0.01). 
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Once the expression of miR-30e-3p, miR-148a-

3p, miR-149-5p, and miR-423-5p in samples from AMI 

patients was studied, their target genes and relevant 

KEGG pathways were analyzed using microT-CDS, 

TargetScan, and miRDB prediction tools. Target genes 

that appeared in at least 2 databases and were 

conserved in both humans and mice were selected 

through the miRwalk online platform, obtaining the KEGG 

pathways they were associated with. The results were 

represented in chord plots, depicting the target genes of 

the miRNAs and their relationship with the corresponding 

pathways. The selection of pathways for visualization 

was based on their statistical significance, choosing the 

most significant ones. 

For miR-30e-3p, 429 predicted target genes 

were obtained in the search for hsa-miR-30e-3p, and 431 

genes for mmu-miR-30e-3p. Among these results, 89 

target genes overlapped between the two species, 

forming the basis for the miR-30e-3p chord plot. This plot 

displayed the 4 most significantly associated pathways 

with miR-30e-3p target genes: FoxO signaling pathway, 

sphingolipid signaling pathway, autophagy, and PI3K-Akt 

signaling pathway. Other pathways related to cancer 

pathology and human papillomavirus infection were also 

associated with these genes but not shown in the plot. 
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Functional enrichment analysis for miR-148a-3p 

was performed using the 351 target genes that 

overlapped between human (685) and mouse (519) 

miRNA search results. The chord plot for miR-148a-3p 

represented the 5 most significant pathways out of a total 

of 61 pathways associated with its target genes. The 

FoxO signaling pathway and PI3K-Akt signaling pathway 

appeared again, along with ErbB signaling pathway, 

TGF-beta signaling pathway, and regulation of actin 

cytoskeleton pathway. 

Similarly, target genes for hsa-miR-149-5p (523) 

and mmu-miR-149-5p (360) were studied, and the 

overlapping genes between the two species (156 genes) 

were used to obtain associated pathways. Ten KEGG 

pathways were associated with miR-149-5p target 

genes, and the chord plot displayed the 5 most significant 

ones: calcium signaling pathway, cAMP signaling 

pathway, focal adhesion, PI3K-Akt signaling pathway, 

and MAPK signaling pathway. The remaining pathways 

not shown were related to cancer, Cushing syndrome, 

pancreatic secretion, Rap1 signaling pathway, and 

regulation of actin cytoskeleton. 

Lastly, a total of 437 predicted genes were 

obtained for hsa-miR-423-5p, while for mmu-miR-423-

5p, there were 253 genes, with 89 genes overlapping 
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between them. Functional analysis of these genes 

resulted in three associated pathways: RAS signaling 

pathway, MAPK signaling pathway, and PI3K-Akt 

signaling pathway. 
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8.4.5. Discussion 

Cardiovascular diseases are one of the most 

serious health problems worldwide, causing nearly 18 

million deaths annually, with 4 out of 5 attributed to 

myocardial infarction (MI) (WHO, 2023). To understand 

the molecular mechanisms involved in cardiovascular 

diseases, the use of animal models is a necessary step. 

Animal models allow for the comprehension of underlying 

pathophysiology and the progression of the disease 

leading to acute myocardial infarction (MI), as well as the 

exploration of new strategies in diagnosis, prevention, 

and treatment, with subsequent translation to clinical 

studies. 

One of the main objectives of this study was to 

establish an experimental model of MI. However, 

creating a representative MI model that mimics human 

cardiac conditions is challenging. MI in patients develops 

as a result of the interaction of multiple causes over time, 

often complicated by comorbidities and prior 

pharmacological treatments. Various health conditions 

such as epilepsy, smoking, alcoholism, cancer, diabetes, 

and rheumatoid arthritis significantly affect MI mortality. 

Incidence rates are also influenced by age and sex, with 

higher rates in older individuals and men compared to 

women. The role of sex and its influence on 
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cardiovascular diseases has been extensively reviewed 

by Beale et al., highlighting sex differences in cardiac 

structure and function, cardiac and pulmonary circulation, 

and other factors explaining disparities between men and 

women. Studying sex differences in MI remains relevant, 

as there are considerable variations in vascular aging, 

immune system, and cardiac metabolism. 

Current animal models used in laboratory 

settings tend to be relatively homogeneous, young, and 

healthy, lacking genetic predispositions or underlying 

medical conditions. As a result, animal studies often fail 

to reflect the heterogeneity observed in MI patients. 

Large animal models used for this purpose include pigs, 

sheep, and rabbits, which possess similar coronary 

anatomy and physiology to humans. Pigs have minimal 

collateral circulation and a right coronary vasculature 

similar to humans, with comparable metabolic activity 

utilizing non-esterified fatty acids for energy production. 

Therefore, pig models are widely used to understand 

genetic and cardiovascular diseases in humans. 

Sheep myocardium shares many similarities with 

humans, such as the predominant isoform of slow β-

myosin heavy chain (β-MHC). Various pathologies, 

including myocardial infarction and gradual heart failure 

induced by aortic constriction, have been developed in 



Anexos 

- 368 - 
 

sheep models. However, both pig and sheep models 

have drawbacks in terms of production cost and 

maintenance. In rabbits, cardiac anatomy, coronary 

branches, coronary artery path, and collateral coronary 

circulation are similar to humans. However, 

atherosclerotic plaques primarily form in the thoracic 

aorta and coronary lesions occur mainly in small arteries, 

whereas in humans, they predominantly occur in large 

branches of the coronary arteries. 

Rodent experimental models are extensively 

used in myocardial infarction studies due to their practical 

benefits, such as small body size, easy pre- and post-

surgery care, low cost, shorter generation time, and well-

defined genetics. However, small animals have some 

disadvantages, including fundamentally different cardiac 

anatomy and kinetics compared to humans. For 

example, the resting heart rate of mice is five times higher 

than that of humans, and their small size can hinder 

organ handling. 

In terms of surgical techniques, the most 

commonly used method for inducing myocardial 

infarction is through left anterior descending coronary 

artery (LAD) ligation. This surgical technique was first 

introduced in 1954 by Johns and Olson et al. and has 

since been widely utilized in both large and small animals 



Anexos 

- 369 - 
 

with minor modifications. In the present study, we 

performed this surgical technique and assessed its 

success at different time points. Our results demonstrate 

that myocardial infarction (MI) in SAMR1/SAMP8 mice 

using LAD ligation allows for the establishment of a 

murine model of MI. The occlusion was confirmed by 

immediate observation of paleness in the anterior wall of 

the left ventricle after blood supply cessation and ST 

segment elevation in the electrocardiogram. Histological 

staining with 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride further 

confirmed myocardial necrosis by whitish coloration. This 

method offers advantages such as higher survival rate, 

uniform infarct size, and shorter surgery duration, but 

requires specialized personnel for the surgery.  

In addition to the species and surgical technique, 

other factors that play a role in cardiac pathophysiology 

should be considered, such as aging, structural and 

functional alterations, and cardiovascular risk factors. 

Previous studies suggest that aging induces changes in 

cardiac architecture and function, as well as 

inflammation, oxidative stress, endoplasmic reticulum 

stress, apoptosis signaling, and mitochondrial 

dysfunction. However, few models address the relevance 

of aging in myocardial infarction, despite the increasing 

lifespan and aging population. The use of aged mice 

(more than two years) to study the effects of aging poses 
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challenges due to the high cost and space required for 

long-term maintenance. The senescence-accelerated 

mouse (SAM) model has been widely employed to 

investigate age-related diseases, including Alzheimer's. 

SAM mice have been used to analyze vascular aging and 

the role of nitric oxide and other endothelial mediators. 

Aged SAMP8 mice exhibit increased oxidative stress, 

mitochondrial dysfunction, endoplasmic reticulum stress, 

inflammatory gene expression, and HMGB1-TLR2/TLR4 

signaling pathways, leading to cardiac remodeling. The 

SAMP8 mouse model is valuable for studying the 

relationship between aging, cardiovascular homeostasis 

alterations, and adverse cardiac remodelling. It allows for 

a comparison between young and aged mice at 6 

months, highlighting clear differences in vasculature due 

to aging. The SAMR1/SAMP8 mice provide a suitable 

model to study the effects of aging and sex differences in 

MI. 

Non-coding RNA studies have been conducted 

in the SAMR1/SAMP8 mouse model, particularly in 

Alzheimer's research, exploring their potential as 

biomarkers and therapies. Based on previous studies 

and the established surgical technique in this 

experimental model, we aimed to investigate the 

transcriptomic profile of circulating miRNAs after acute 

myocardial infarction. 
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One of the main objectives of this work is to use 

the murine experimental myocardial infarction model to 

determine the presence of miRNAs as potential 

biomarkers for AMI. Although serum troponin is currently 

used as a diagnostic marker for myocardial infarction, its 

release time often leads to low sensitivity. Circulating 

miRNAs have been studied as potential biomarkers for 

myocardial infarction due to their stability and specificity. 

Numerous studies have shown that miRNAs are released 

from the heart into circulation after myocardial injury, and 

their expression is elevated and dynamic during this time. 

In the SAMR1/SAMP8 mouse model of AMI, we 

examined the expression of previously established 

miRNAs as biomarkers in numerous murine models and 

in a large number of AMI patient samples. Four 

circulating miRNAs, miR-1-3p, miR-133-3p, miR-208-3p, 

and miR-499-5p, which are also abundant in the heart, 

were found to increase in AMI patients. We studied the 

expression of these miRNAs in the serum of mice 

subjected to AMI to determine if their profile was 

comparable to that observed in humans. 

After AMI, there was a general increase in the 

four studied miRNAs in the serum of SAMR1/SAMP8 

mice compared to their control groups, consistent with 

previous findings in humans and other murine models. 
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The expression of miR-1-3p and miR-133-3p increased 

in most AMI groups by 5 to 10 times compared to the 

control group. However, the increase was considerably 

greater for miR-208-3p and miR-499-5p, reaching 

expression values up to 40 times higher than the control 

group. The increase in these four miRNAs after AMI has 

been described in numerous studies. For example, Wang 

et al. measured circulating miRNA levels in AMI patients 

and healthy subjects, observing a significant upregulation 

of miR-1, miR-133, and miR-499 in the circulation of AMI 

patients. Other small-scale studies have also confirmed 

the association of these four miRNAs with AMI in cultured 

cardiomyocytes and patients. 

In another study, Oerlemans et al. determined 

the potential value of circulating miRNAs, including miR-

1, miR-21, miR-146a, miR-208a, and miR-499, in a 

cohort of 332 AMI patients. They found that the 

combination of miR-1, miR-21, and miR-499 could have 

a higher diagnostic value than cardiac troponin T (cTnT). 

Additionally, miR-208b and miR-499 showed higher 

expression levels in AMI patients compared to those 

without infarction in a study with 424 patients, correlating 

well with cardiac troponins. Based on these findings, the 

measurement of these circulating miRNAs was 

performed in the SAMR1/SAMP8 murine infarction model 

to validate the increased expression of these miRNAs 
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after AMI. Samples were collected at three different time 

points, 1, 4, and 24 hours after surgery, to establish an 

optimal time for sample collection that detects changes 

in miRNA expression while remaining in the acute phase 

of infarction. 

In this study, the levels of these circulating 

miRNAs showed a descending expression in the sham 

group as hours passed after surgery. This can be clearly 

seen in the SAMR1/SAMP8 mouse groups, where there 

is a drastic decrease in expression at 24 hours compared 

to the mice sacrificed at 1 hour. Although the exact cause 

is difficult to determine, our hypothesis is that there is an 

acute release from the infarcted myocardium. The 

analysis of miR-1-3p, miR-133-3p, miR-208-3p, and miR-

499-5p in the serum of SAMR1/SAMP8 mice after AMI 

surgery, compared to their sham controls, revealed an 

increase in their expression in most groups at 4 hours, 

with a linear increase in the case of miR-208 and miR-

499. This is consistent with a study by Cheng et al., who 

measured circulating expression of miR-1, miR-133, 

miR-208, and miR-499 in mouse plasma and observed 

an increase at 6 hours after AMI. Another study found 

increased levels of these four miRNAs in rat plasma 

within the range of 3 to 6 hours after AMI. These results 

also align with other published studies in AMI patients 

within the <12-hour sample collection range. 
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The aforementioned studies demonstrate the 

increased expression of these specific myocardial and 

skeletal muscle miRNAs in circulation after infarction, 

resulting from the damage and regeneration of necrotic 

tissue in the heart. Their secretion is associated with 

antiapoptotic, antifibrotic, and antioxidant effects, 

essential signals for inducing repair of damaged cardiac 

tissue. These signals are characteristic of the acute 

phase of infarction and decrease over time after peaking 

between 4 and 6 hours. In summary, the increased 

expression of typical infarction biomarker miRNAs in the 

serum and the successful generation of myocardial 

infarction in SAMR1/SAMP8 mice validate this new 

model for studying miRNAs in the context of AMI and 

senescence. 

One of the aims of this study was to analyze the 

miRNA expression profile in the SAMR1/SAMP8 murine 

senescence model after myocardial infarction through 

initial sequencing analysis to identify new miRNAs 

involved in the acute phase of MI. 

Next-generation sequencing technology is 

widely used to discover new miRNAs associated with 

various pathologies and is preferred for the discovery of 

novel RNA sequences. It allows for simultaneous 

detection of isomiRs (miRNAs with sequence variations) 
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and other small RNA species. Microarrays have also 

been commonly used for miRNA research but have 

limitations in absolute quantification, identification of new 

miRNAs, and differentiation between canonical miRNAs 

and isomiRs. Additionally, microarrays require large 

amounts of RNA, which is a limiting factor for mouse 

serum samples. 

In this study, sequencing results varied 

depending on the algorithm used for differential miRNA 

expression analysis. DESeq2 yielded the highest number 

of miRNAs, while edgeR, limma, and voom detected a 

lower but complementary number of miRNAs. 

Following the differential expression analysis in 

SAMR1/SAMP8 mice groups, an enrichment analysis 

was conducted to study the underlying biological 

processes and affected physiological pathways. The 

KEGG pathways and Gene Ontology (GO) terms were 

obtained using the miRwalk online tool. Interestingly, the 

MAPK signaling pathway was significantly affected by 

differentially expressed miRNAs in all three mouse 

groups, SAMR1 males and females, and SAMP8 

females. MAPKs play a crucial role in converting 

extracellular stimuli into a wide range of cellular 

responses, including proliferation, migration, 

differentiation, apoptosis, and cardiac remodelling after 
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AMI. The PI3-Akt signaling pathway was also directly 

linked to differentially expressed miRNAs in SAMR1 

males and SAMP8 females after AMI. This pathway 

regulates the growth and survival of cardiomyocytes, 

reducing negative effects such as hypertrophy, necrosis, 

fibrosis, and inflammation in the myocardium following 

AMI. 

Furthermore, differentially expressed miRNAs in 

SAMR1 and SAMP8 female mice were associated with 

cancer-related biological pathways. There is clear 

evidence of a high risk of developing MI in cancer 

patients, particularly within the first six months of cancer 

diagnosis. The similarities in cellular processes between 

cancer and MI, including hypoxia, inflammatory cytokine 

release, and expression of angiogenic factors, contribute 

to the development of tumor growth in cancer and 

myocardial necrosis and subsequent cardiac 

regeneration in MI. The EGFR inhibitor resistance 

pathway was also related to differentially expressed 

miRNAs in SAMR1 mice and SAMP8 females. Tyrosine 

kinase inhibitors are widely used in cancer treatment but 

have been reported to have cardiotoxic effects and 

influence cardiovascular calcification. Mutations in EGFR 

are present in over 80% of non-small cell lung cancers, 

and there is emerging evidence of their association with 

cardiovascular health. 
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In conclusion, this study identified new miRNAs 

and revealed their involvement in critical signaling 

pathways and biological processes related to MI and 

cancer. These findings contribute to the understanding of 

the molecular mechanisms underlying these pathologies 

and may lead to the development of novel therapeutic 

strategies for cardiac regeneration and treatment of MI 

and cancer. 

In SAMR1 male mice, two pathways directly 

related to differentially expressed miRNAs were 

identified: the ErbB protein family signaling pathway and 

the FoxO signaling pathway. The relationship between 

the ErbB signaling pathway and myocardial infarction 

(MI) has been extensively studied. In vitro and in vivo 

studies with mice have demonstrated its association with 

fibrosis regulation following MI, as well as inflammatory 

processes, apoptosis, and senescence of cardiac 

fibroblasts. Similarly, the FoxO signaling pathway has 

been explored in relation to cardiovascular diseases in 

numerous reviews and research articles. For example, in 

an in vitro study, FoxO3a was found to promote 

mitophagy and suppress cardiac hypertrophy. Another 

investigation revealed that FoxO4 activates the 

transcription of Arg1, leading to decreased nitric oxide 

and increased neutrophil infiltration in response to 

myocardial infarction. 
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In SAMP8 female mice, the longevity regulation 

pathway is also noteworthy, as its alteration by the 

changed miRNAs after MI in these mice supports the 

effect of senescence on the modified miRNA expression 

profile. Regarding the Gene Ontology (GO) terms 

obtained in these comparisons, positive and negative 

regulation of transcription and gene expression 

regulation stand out, as they are directly involved in the 

role of miRNAs as effectors of transcriptional alterations. 

The functional enrichment analysis of 

differentially expressed miRNAs in the sequencing also 

considered those that changed in opposite directions 

between males and females after MI. This comparison, 

referred to as a complex contrast study, resulted in 

different KEGG pathways and GO terms, including the 

MAPK signaling pathway, cAMP signaling pathway, Ras 

and Rap1 signaling pathways, axon guidance, and 

longevity regulation. Some of the GO terms associated 

with these miRNAs were positive transcriptional 

regulation, angiogenesis, peptidyl-serine 

phosphorylation, and calcium-dependent activation of 

synaptic vesicle fusion. 

Interestingly, the miRNAs affected in opposite 

directions in male and female SAMR1 mice after MI are 

directly related to the MAPK signaling pathway, which 
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has already been discussed in relation to MI. They are 

also associated with the cAMP signaling pathway, which 

restores the vascular endothelial barrier function, 

preventing the release of proinflammatory cytokines. In a 

study with a porcine model of carotid artery injury, 

increased cAMP concentrations induced early 

reendothelialization of the injured segments and reduced 

fibromuscular proliferation. 

The relationship between the Ras signaling 

pathway and MI has recently been reviewed, explaining 

the role of RhoA in the regulation of cardiac regeneration, 

fibrosis, hypertrophy, cell proliferation, and apoptosis 

after MI, highlighting its potential as a new therapeutic 

strategy. Additionally, a recent research article proposes 

the involvement of the Rap1 signaling pathway in 

regulating injury after ischemia/reperfusion through 

Vitexin, a flavonoid compound. The study suggests that 

Rap1 signaling contributes to reducing infarct size, 

cardiomyocyte apoptosis, and reactive oxygen species 

production. Similar results were obtained in another 

study with rats, confirming the involvement of the Rap1 

signaling pathway in the pathogenesis of 

ischemia/reperfusion after MI. 

Axon guidance is directly related to the miRNAs 

altered in opposite directions after MI in SAMR1 and 



Anexos 

- 380 - 
 

SAMP8 mice. This process refers to the development of 

axons by neurons to establish connections with other 

cells in the nervous system. Netrin-1, a regulator of 

angiogenesis in response to ischemia, plays a 

cardioprotective role after MI. 

The complex contrast analysis in SAMP8 mice 

also indicated the affected axon guidance pathway, as 

well as pathways related to cancer, neurotrophin 

signaling, long-term depression, GAP junctions, and 

longevity regulation. Regarding GO terms, positive and 

negative regulation of transcription, positive regulation of 

gene expression, mRNA destabilization and splicing 

were notable, all linked to the regulatory function of 

miRNA transcription. These complex contrast studies 

reveal the significant role of sex differences in 

cardiovascular events such as MI. Males and females are 

subject to distinct biological regulation, highlighting the 

importance of investigating sex differences in the context 

of MI. 

Once the expression profile of miRNAs was 

analyzed through sequencing, the expression of four 

miRNAs potentially related to the acute phase of 

myocardial infarction in the SAMR1/SAMP8 murine 

model, as well as sex and aging, was studied using qRT-

PCR. The selection of these miRNAs focused on those 
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consistently identified in most analyses (DESeq2, edgeR, 

limma, and voom), identifying three overexpressed 

miRNAs (miR-30e-3p, miR-148a-3p, and miR-149-5p) in 

the AMI group compared to the sham group. Additionally, 

an underexpressed miRNA (miR-423-5p) was chosen, 

which showed significant change only through edgeR 

analysis. 

Next-generation sequencing technology is 

widely used for discovering new sequences, but due to 

the higher sensitivity of qRT-PCR, it is necessary to 

individually validate the expression of differentially 

expressed miRNAs after sequencing analysis. 

The homology of the miRNAs under study with 

their human counterparts was also confirmed, allowing 

for the measurement of miRNAs in serum samples from 

AMI patients and in small extracellular vesicles (EVs), as 

well as comparing their expression through sequencing 

and qRT-PCR in a new cohort of mice. As previously 

mentioned, miRNAs are transported associated with 

proteins or enclosed within EVs, which can originate from 

different cell types and target different cell types as 

autocrine and paracrine signaling. Villarroya-Beltri et al. 

(2013) demonstrated the mechanism that determines 

selective packaging of certain miRNAs in EVs, involving 

small RNA sequences present in specific miRNAs. 
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Based on our sequencing results, miR-30e-3p 

showed a significant increase in SAMP8 mouse serum, 

indicating a potential involvement of sex and senescence 

in its expression. qRT-PCR analysis also confirmed the 

participation of sex and senescence, but with a reversed 

trend, as increased expression was observed in SAMP8 

female mice. Discrepancies between sequencing results 

and individual miRNA expression measured by qRT-PCR 

have been the subject of numerous studies and reviews. 

One investigation found that 15-20% of the genes 

obtained in an analysis were non-concordant, meaning 

they did not match between the two methods. Therefore, 

when studying genes with low expression, such as 

circulating miRNAs, it is recommended to validate the 

results using qRT-PCR. Additionally, qRT-PCR is highly 

specific, sensitive, and reproducible, making it the 

preferred technique for individual miRNA studies. 

However, in the case of samples from MI 

patients, only miR-30e-3p was detectable in the EV 

fraction, where no changes were observed, as its Ct 

values exceeded 35 cycles in the total serum fraction. 

Other studies have also confirmed its transport through 

EVs, demonstrating its value as a mediator of 

intercellular communication. The relationship between 

miR-30e-3p, sex differences, aging, and MI has not been 

investigated to date. However, our study found a 
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connection with these two variables, as miR-30e-3p was 

overexpressed in the serum of male SAMP8 mice 

following MI, while no changes were observed in 

females, similar to SAMR1 mice. The miR-30e-3p 

belongs to the miR-30 family, which includes miR-30a, 

miR-30b, miR-30c, miR-30d, and miR-30e. They are 

abundantly expressed in the heart and involved in the 

pathophysiology of various cardiovascular diseases, 

including myocardial hypertrophy, myocardial infarction, 

heart failure, and ischemia/reperfusion injury. Direct 

association between miR-30e-3p and myocardial 

infarction has been poorly studied. One investigation in 

male rats detected decreased levels of miR-30e-3p in the 

left ventricle after MI, while another study in mice and rats 

with MI observed increased expression of the miR-30 

family in the myocardium following MI. 

In humans, circulating miR-30e-5p has been 

studied after MI, and elevated levels of miR-30e-5p were 

detected upon admission in patients who developed 

heart failure and left ventricular dysfunction within the 

following six months. Although our study focused on miR-

30e-3p, the similarities in results support the possibility 

that miR-30e plays an important role in post-MI 

conditions through its overexpression. The miR-30 family 

also plays a significant role in inhibiting cardiac ischemic 

injury and mediates angiotensin II-induced myocardial 
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hypertrophy. Specifically, miR-30a transported by EVs 

can enhance autophagy in cardiomyocytes exposed to 

hypoxia, while reduced miR-30e expression may inhibit 

apoptosis to protect the heart from myocardial 

ischemia/reperfusion injury. 

However, other studies have demonstrated that 

overexpression of miR-30a inhibits autophagy to alleviate 

hypoxia/reoxygenation injury in cardiomyocytes. 

Moreover, overexpression of miR-30e-5p decreases 

hypoxia-induced apoptosis, protecting cardiomyocytes, 

while another study showed that overexpression of miR-

30e-3p could promote autophagy and inhibit apoptosis in 

cardiomyocytes exposed to intermittent hypoxia. These 

findings suggest that the role of miR-30 family members 

in protecting cardiomyocytes varies depending on 

different physiological conditions. Additionally, functional 

enrichment analysis of miR-30e-3p identified pathways 

directly associated with this miRNA, including Autophagy 

through target genes RAB39B and SH3GLB1. RAB39B 

is an oncogenic RAS family gene that encodes a Rab 

family protein involved in vesicle trafficking and directly 

related to autophagy. SH3GLB1 gene encodes the 

endophilin-B1 protein, belonging to the 

Bin/Amphiphysin/Rvs167 protein family, which plays a 

crucial role in mitochondrial fission and fusion, as well as 

autophagy and apoptosis. Other pathways resulting from 
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the functional enrichment analysis of miR-30e-3p include 

the FoxO signaling pathway, sphingolipid signaling 

pathway, and PI3-Akt signaling pathway, all of which are 

important in the pathology of MI. 

The increased expression of miR-148a-3p 

observed in the serum of male SAMR1 mice after MI was 

not reproduced in the RT-qPCR analysis. Again, there 

was low concordance between the two analysis methods, 

sequencing and qRT-PCR, but without devaluing either, 

it reinforces the strategy of finding new sequences 

through massive sequencing methods followed by 

individual validation. However, in the serum of MI 

patients, an increase in miR-148a-3p expression was 

observed in the female group. Similar to the previous 

miRNA, its presence was only detected in the fraction 

transported by EVs. In the literature, its transport through 

small EVs has also been studied in various research 

articles. In a murine model of hepatic fibrosis, miR-148a-

3p was identified in EVs released by mesenchymal stem 

cells as part of fibrosis treatment, regulating the 

inflammatory microenvironment and wound repair. 

Another study detected miR-148a-3p in EVs obtained 

from macrophages and found that these vesicles 

reduced infarct size in an in vivo model of 

ischemia/reperfusion in rats. 
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In another model with rats and 

ischemia/reperfusion, a decrease in miR-148a-3p 

expression in the myocardium after ischemia and 

reperfusion was observed. Additionally, overexpression 

of miR-148a-3p in the myocardium resulted in several 

beneficial effects, including enhanced proliferation and 

migration pathways, reduced myocardial injury markers, 

decreased antioxidant function in myocardial tissue, and 

increased production of IL-10, an anti-inflammatory 

cytokine. Currently, there is no evidence in the literature 

regarding the role of miR-148a-3p as a possible 

circulating biomarker after MI, in murine models or 

human samples. Its potential relationship with sex 

differences is also unknown. In our study, miR-148a-3p 

was found to be overexpressed mainly in the serum of 

women with MI, indicating a possible sex-dependent 

regulation. Recent studies have explored the relationship 

of miR-148a-3p with other cardiovascular pathologies, 

such as atherosclerosis, the leading cause of MI. 

Atherosclerosis has been associated with 

overexpression of miR-148a-3p, which leads to reduced 

inflammation factors (TNF, IL-1, IL-6) and increased p-

eNOS (endothelial nitric oxide synthase), suggesting that 

modulating miR-148a-3p could be a potential target for 

developing new therapeutic strategies for cardiovascular 

diseases. 
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Another member of the miR-148a-3p family, 

miR-148-5p, has also been linked to atherosclerosis. It 

suppresses ITGB1 (integrin β1) and regulates the 

proliferation and apoptosis of macrophages along with 

the lncRNA RAPIA. Furthermore, miR-148a-3p inhibits 

cellular apoptosis and the levels of IL-6 and TNF-α in 

oxLDL-induced THP-1 macrophages, indicating its role in 

attenuating apoptosis and inflammation in macrophages. 

Functional enrichment analysis of miR-148a-3p 

in our study revealed its involvement in several signaling 

pathways, including FoxO signaling, PI3-Akt signaling, 

ErbB signaling, and TGF-β signaling. The relationship 

between miR-148a-3p and the FoxO signaling pathway 

has been demonstrated in endothelial cells, where miR-

148a-3p overexpression suppresses FOXO3 and 

FOXO4, exacerbating atherosclerosis. Similarly, miR-

148a-3p activates the PI3-Akt signaling pathway, 

promoting differentiation and inhibiting apoptosis of 

satellite cells in skeletal muscle, suggesting its role in 

promoting myogenesis. The ErbB signaling pathway, 

which includes various surface receptors, includes 

ERRFI1 (ErbB receptor feedback inhibitor). ERRFI1 is a 

direct target of miR-148a-3p, and miRNA overexpression 

promotes endothelial cell proliferation, confirming its role 

in promoting tumor angiogenesis in gliomas. The TGF-β 

signaling pathway, another pathway identified in the 
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functional enrichment analysis, has been extensively 

explored in hepatocellular carcinoma, the most common 

liver cancer. In vitro and patient sample studies have 

shown that miR-148a-3p represses carcinoma 

progression by decreasing the expression of genes 

involved in the TGF-β pathway, such as SMAD2. Lower 

serum levels of miR-148a-3p and higher levels of TGF-

β1 in patients with hepatocellular carcinoma have been 

associated with metastasis and multinodular lesions. 

These findings suggest that inhibition of SULT2B1b or 

miR-148a-3p could be potential therapeutic strategies for 

treating atherosclerosis and associated inflammation. 

Regarding miR-149-5p, its levels in 

SAMR1/SAMP8 mice after AMI significantly increased in 

the SAMR1 female group through sequencing analysis, 

while qRT-PCR showed a significant increase in the 

SAMP8 females and a trend of overexpression in the 

SAMR1 females. miR-149-5p was only detected in the 

content of EVs and showed an increasing trend in AMI 

patient samples, specifically in females. 

Limited data is available regarding the detection 

of miR-149-5p in EV-contained serum after AMI. 

However, it has been observed to be transported in EVs 

in the peripheral blood of lung adenocarcinoma patients, 

where in vitro overexpression promoted tumour cell 
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growth and inhibited apoptosis. miR-149-5p has also 

been identified in EVs derived from bone marrow 

macrophages treated with zoledronic acid, which 

regulates biological functions such as angiogenesis in 

endothelial cells. 

Specific exploration of miR-149-5p 

overexpression after MI in the literature is lacking. 

However, its association with injury caused by 

ischemia/reperfusion has been investigated. In vitro 

studies have shown that miR-149-5p overexpression 

inhibits cell viability and promotes pyroptosis in 

myocardial cells exposed to 2 hours of hypoxia. 

Additionally, it reduces ischemia/reperfusion-induced 

apoptosis by inhibiting the expression of IL-6 in 

myocardial cells. In the present study, an increase in 

circulating miR-149-5p was detected in SAMP8 mice 

after AMI, establishing a link between the pathology and 

aging. This connection has been previously studied, as 

miR-149-5p has been proposed as a biomarker for 

diagnosing coronary heart disease in older individuals, 

where a decrease in its expression in the plasma of 

coronary heart disease patients compared to healthy 

controls was observed. 

miR-149-5p has been implicated in various 

diseases, including acute myeloid leukemia, type 1 
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diabetes, renal cell carcinoma, and metabolic disorders. 

Numerous studies have demonstrated its involvement in 

cell proliferation and its importance in heart and blood 

vessel development and cardiovascular 

pathophysiology. Its mechanism of action involves direct 

regulation of cellular function, post-transcriptional control 

of genes, and activation of key intracellular signaling 

pathways. For example, miR-149-5p has been shown to 

be downregulated in astrocytomas, where it acts as a 

tumor suppressor by inhibiting cell proliferation and 

migration. However, in acute myeloid leukemia, it 

accelerates disease progression by promoting cell 

proliferation and arresting the cell cycle and apoptosis. It 

has also been observed that its overexpression inhibits 

the proliferation, invasion, and migration of smooth 

muscle cells. Furthermore, a direct relationship has been 

identified with the circular non-coding RNA circDHCR24, 

whose overexpression can increase MMP9 expression 

by acting as a sponge for miR-149-5p, thereby affecting 

cell proliferation.  

Additionally, a connection has been observed 

between miR-149-5p and CD47, which regulates the 

development of necrotic atherosclerotic plaques. miR-

149-5p also regulates the development of hepatic fibrosis

by targeting TGF-β2 in vivo and in vitro. It has been

identified as an anti-inflammatory and fibrotic factor, and
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its inhibition improved COL22A1 expression, indicating 

an anti-inflammatory and fibrotic effect of miR-149-5p in 

cardiac function, inflammation, and fibrosis. It has also 

been discovered as an angiogenic suppressor through 

direct interaction with its target gene FOXO1. 

Functional analysis in the present study revealed 

promising pathways related to cardiovascular diseases 

for miR-149-5p, including the calcium signaling pathway, 

cAMP signaling pathway, focal adhesion, PI3-Akt 

signaling pathway, and MAPK signaling pathway. These 

findings partially align with a study conducted in bovine 

adipocytes, where transfection with miR-149-5p resulted 

in the identification of altered genes and directly affected 

KEGG pathways, including calcium signaling, cAMP 

signaling, PI3-Akt signaling, and MAPK signaling. All of 

these pathways have been established to be related to 

AMI pathology, but a direct connection with miR-149-5p 

provides new avenues of research to uncover its role in 

these signaling pathways. 

In the present thesis, miR-423-5p was also 

studied. It showed underexpression in male SAMR1 mice 

through sequencing analysis, which was confirmed by 

qRT-PCR. In patient samples, it was detected in the total 

fraction of serum as well as in EV content, and in both 

cases, a decrease was observed after myocardial 
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infarction. The transport of miR-423-5p by EVs has been 

previously described in various studies. It has been found 

to be transported in EVs released by human adipose 

tissue-derived stem cells, playing a significant role in 

tissue regeneration by promoting angiogenesis. It has 

also been identified in EVs derived from cancer cells 

following treatment with the anticancer drug sorafenib. 

The direct relationship of miR-423-5p with AMI 

as a potential circulating biomarker has been poorly 

studied in the literature. A study conducted by Nabialek 

et al. found an initial overexpression of the miRNA in the 

plasma of AMI patients, followed by normalization after 6 

hours. This result contrasts with our study, highlighting 

the need for further research on miR-423-5p expression 

after AMI.  

MiR-423-5p has also been studied as a potential 

biomarker in heart failure and coronary artery disease, 

and its involvement in cardiovascular pathology is well-

documented. It has also been speculated to be involved 

in lupus nephritis through modulation of the TNIP2-NF-

kB axis. Furthermore, miR-423-5p is decreased in 

patients with heart failure during the first 48 hours after 

hospital admission, and this decrease has been 

associated with an increased risk of mortality at 180 days 

and 1 year. In a study conducted in the Chinese 
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population, the inclusion of miR-423-5p along with 

traditional risk factors significantly improved the ability to 

discriminate and reclassify events of coronary artery 

disease. Higher circulating levels of miR-423-5p were 

associated with a lower risk of death. In mice, miR-423-

5p plays a role in cardiomyocyte apoptosis through its 

regulation of the OGT gene, which is necessary for cell 

division and embryogenesis. Overexpression of miR-

423-5p in murine cardiomyocytes inhibits OGT 

expression and AMPK phosphorylation, leading to 

increased cardiomyocyte apoptosis through regulation of 

proapoptotic proteins p53 and caspase-3. Suppression of 

OGT in cardiomyocytes is involved in the induction of 

heart failure. Functional enrichment analysis conducted 

in this thesis revealed KEGG pathways associated with 

miR-423-5p and its target genes, including the Ras 

signaling pathway, MAPK signaling pathway, and PI3-Akt 

signaling pathway. These findings align with a previous 

study, indicating a direct relationship between these 

signaling pathways and angiogenesis, highlighting the 

proangiogenic value of miR-423-5p. 
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