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Resumen:

La aterosclerosis es una enfermedad cronica producida por una inflamacion persistente
de la pared de la arteria ademas de una acumulacién de lipidos. Las placas de ateroma
pueden dividirse en dos grupos segun la morfologia que presenta la placa, estable o
inestable, siendo la placa inestable capaz de provocar accidentes cerebrovasculares. En
este estudio, se analizd la expresion génica mediante PCR cuantitativa digital de genes
anteriormente estudiados en un analisis comparativo basado en RNAseq. En dicho
analisis se analizaron las diferencias en el transcriptoma completo de células del
musculo liso (CML) aisladas de placas sintomaticas (S) y asintomaticas (A) y a nivel de
placa completa. Para el presente estudio, se empled RNA extraido de placas de ateroma
tanto S como A. Se observd que 11 genes de los 116 testados se validaban con los genes
ya detectados en CML y a nivel de placa completa. Ademas, 5 de los genes codificaban
proteinas secretadas detectables en suero. Los resultados aportados por este estudio
suponen un gran avance en la busqueda de biomarcadores de aterosclerosis que
permitan discriminar A de S realizando un test sérico de deteccion rapida con el fin de

poder detectar a pacientes con alto riesgo de desarrollar accidentes cerebrovasculares.

Introduccidn:

La aterosclerosis es una enfermedad de caracter crénico que se forma por el resultado de
una respuesta inflamatoria de la pared de la arteria, ademas de una acumulacion de
lipidos. En consecuencia se forman lesiones focales o en algunos casos la rotura de la
placa provocando una complicacion trombdtica. Estos sintomas son uno de los
principales factores de riesgo de sufrir un ictus isquémico. El ictus es la primera causa
de muerte en mujeres y la primera causa de discapacidad adquirida en el mundo. Por lo
cual tiene un impacto muy alto en los servicios sanitarios (Feigin et al. 2017). Se trata
de una enfermedad neurologica cuyas causas se ven determinadas por diferentes
factores como, factores genéticos, epigenéticos, ambientales y de estilo de vida. Debido
a que se trata de una enfermedad multifactorial, el diagndstico es dificil, tanto por la
variedad de la expresion clinica de la enfermedad, como por la necesidad de hacerlo
rapido. Hasta ahora no existe ninglin biomarcador con valor pronostico que pueda
acelerar el proceso, por ello, se siguen realizando muchos estudios (Bustamante et al.

2017) para entender los mecanismos implicados en la formacion y desestabilizacion de
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la placa aterosclerética y asi, poder identificar biomarcadores que permitan predecir el
riesgo de desarrollo de un ictus en la practica clinica.

La placa de ateroma de la arteria cardtida esta formada mayoritariamente por células del
sistema inmune, células endoteliales y células del masculo liso (Goikuria et al. 2018).
La aterosclerosis tiene lugar en la capa intima de las arterias de mediano y gran calibre,
por ello es tan comin que se forme en la arteria carétida. En los estadios iniciales se
produce una alteracion en la zona endotelial, que provoca una adhesién de los leucocitos
permitiendo el traspaso de éstos a la capa intima junto con lipoproteinas como LDL. La
penetracion de LDL a la capa intima desencadena la union de proteoglicanos a la matriz
dando lugar a modificaciones que convierten a la arteria proaterogénica. La placa de
ateroma se va desarrollando a medida que se va acumulando LDL, monocitos,
linfocitos, células del musculo liso y se produce una cubierta fibrosa. En el centro de la
placa se produce una apoptosis de las células dejando un centro necrotico rico en grasa
(Carvajal et al. 2015). Dependiendo del tamafio del nucleo graso y de la capa fibrosa,

podemos diferenciar la placa de ateroma en dos tipos, estable e inestable (Figura 1).

La placa de ateroma estable es aquella que presenta un nucleo graso pequefio y una
gruesa capa fibrosa pudiendo provocar una obstruccion arterial sin presentarse sintomas
cerebrovasculares (asintomatica A). Sin embargo, un nucleo graso grande y una capa
fina de fibras hace que la placa sea mas inestable y presenta mayor riesgo de rotura,
provocando, como consecuencia, un accidente cerebrovascular (sintomatica S). Se ha
observado que la inestabilidad de la placa y el riesgo de desarrollar un accidente
cerebrovascular esta correlacionado (Dagonnier et al. 2021). A pesar de esto, no se
conoce cudl es el mecanismo por el cual la placa se desestabiliza provocando una rotura.
Por ello, la identificacion de biomarcadores ayudaria a una deteccion precoz de aquellas
personas con alto riesgo de sufrir un accidente cerebrovascular. En la actualidad, aunque
existen terapias para tratar esta enfermedad, no llegan a ser especificas. La Ecografia
Doppler es la terapia que se utiliza hoy en dia para el diagndstico de aterosclerosis, asi
como para otras muchas enfermedades del sistema circulatorio (Fernandez et al. 2000).
La Ecografia Doppler es una prueba no invasiva que permite detectar el flujo sanguineo
haciendo rebotar ondas sonoras de alta frecuencia en los glébulos rojos circulantes. Esta
prueba es una alternativa a procedimientos mas invasivos, como la arteriografia. Sin
embargo, no es una prueba que se realiza rutinariamente y por ello, la deteccion de estas

enfermedades puede llega a ser tardia (Ammirati et al. 2013).



La limitacion de estas pruebas diagnostico puede deberse a que no se conoce ningln
marcador en suero que se pueda utilizar en la préctica clinica como diagndstico. Esto
posiblemente sea consecuencia de la heterogeneidad inherente a las placas de ateroma
de carétida, en las que estan involucrados multiples tipos celulares. Por tanto, para
conocer los mecanismos implicados en la inestabilidad de la placa hay que estudiar qué

rol juega cada tipo celular en este proceso.

Figura 1. A: placa de ateroma estable con el nucleo lipidico pequefio y la capa fibrosa
gruesa correspondiente con pacientes asintomaticos. B: placa de ateroma inestable con
el ndcleo lipidico grande y una capa fibrosa fina correspondiente con pacientes

sintomaticos.
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En un estudio reciente realizado en el laboratorio donde he desarrollado mi trabajo,
estudiaron las células del musculo liso (CML) de la placa de ateroma y observaron que
juegan un papel importante en la desestabilizacion de la placa (Alloza et al. 2017). El
estudio realizd un analisis comparativo basado en RNAseq en el que se encontraron
diferencias en el transcriptoma completo de las CML entre las placas S y A. Se observo
que habia diferencias en los fenotipos de cada placa, siendo el fenotipo de la placa
inestable y sintomatica de tipo senescencia, mientras que el de la placa inestable y
asintomatica es de tipo osteogénico. Asimismo, se encontraron una serie de genes en los
que habia una diferencia significativa en su expresion entre los dos tipo de placa.
Debido a la relevancia de estos resultados para la comprension del comportamiento de
la placa, se realizaron estudios posteriores a nivel de placa completa, con el objetivo de

validar estos biomarcadores. Estos estudios se dividen en dos fases que incluyen una
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primera cohorte de validacion de muestras de Basurto y una segunda compuesta por
muestras de Basurto, Navarra, Albacete y La Fe (Valencia). Con los resultados
obtenidos, el objetivo de este trabajo fue analizar si estos genes con expresion
diferencial en CML y a nivel de toda la placa estudiados anteriormente, se pueden
validar con una cohorte mayor de muestras. Para ello se utiliz una cohorte de muestras

del Hospital de Girona y La Paz.

Objetivos

- Obtencion vy purificacion de RNA de la placa de ateroma de pacientes Sy A
para analizar la expresion génica mediante PCR cuantitativa digital.

- Validacion a nivel de placa aterosclerética completa de los genes
diferencialmente expresados en pacientes Sy A.

- Identificacion de biomarcadores biologicos para detectar mas rapido a pacientes

con alto riesgo de desarrollar accidentes cerebrovasculares.

Materiales y métodos

Etica y seleccion de pacientes.

El estudio fue aprobado por el comité ético local (Comité Etico de Investigacion del
Pais Vasco (CEIm-E); codigo de identificacion del proyecto P12018015; Fecha de
aprobacion: 11 de marzo de 2019). Todas las placas de ateroma carotideo se recogieron
de pacientes que habian firmado un consentimiento informado por escrito. Esta
investigacion se llevo a cabo de acuerdo con los principios sefialados en la Declaracién
de Helsinki.

Sujetos.

Los pacientes sometidos a endarterectomia carotidea en el Hospital Universitario La Paz
(Madrid) y Hospital Universitario de Girona, fueron reclutados para su seleccion en el
estudio actual en base a parametros clinicos definidos. El grado de estenosis se evalud
con ecografia Eco-Doppler cervical y angiografia tomogréafica segin los criterios
establecidos. Los pacientes sintomaticos (S) fueron identificados como aquellos con una

estenosis >70% Yy que presentaban sintomas de accidente isquémico transitorio o ictus



ipsilateral en los Gltimos seis meses, mientras que los pacientes asintomaticos (A) eran
aquellos con estenosis >80% sin ninguna presencia de enfermedad cerebrovascular a lo
largo de su vida. Las muestras de tejido carotideo se recogieron tras cirugia y se
congelan a -8C° hasta el momento de su transporte al Laboratorio de Inflamacion y
Biomarcadores para la extraccion de ARN.

Extraccion y purificacion de RNA de placa.

Se utilizaron muestras de placa aterosclerotica de pacientes sintomaticos y
asintomaticos y se cortaron en fragmentos pequefios. Los fragmentos fueron
introducidos en tubos RNasa free Bullet Blender® (Next Advance) y se afiadié 1 ml de
Tri Reagent (Sigma-Aldrich). A continuacion, se empled el homogeneizador Next
Avance realizando tres rondas de 5 minutos con un periodo de reposo en hielo de 10
minutos entre ronda y ronda para realizar la digestion de estos fragmentos. El
homogeneizado obtenido fue recogido en nuevos tubos de 1,5 ml en los que se afiadio
0,1 ml de 1-bromo-3-cloropropano (BCP; Sigma- Aldrich) por cada mililitro de Tri
Reagent. La mezcla obtenida se agitd enérgicamente y se dejo reposar 15 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugé a 12000 x g durante 15 minutos.
Tras la centrifugacion la mezcla se separo en tres fases de la cual la fase superior, fase
incolora y acuosa es la que contenia el RNA. La fase incolora fue recogida en un nuevo
tubo de 1,5mL al que se le afiadié un volumen de 1:1 de etanol al 70% y se mezcld bien.
Por ultimo, se empled el PureLink® RNA Mini Kit (Ambion, ThermoFisher) siguiendo
los pasos establecidos por el protocolo del mismo. Durante la extraccion se realizdé un
tratamiento con DNasa y se eluyd el RNA de la columna en 50 pl de agua libre de

RNasas. Se obtuvo finalmente el RNA purificado que se conservd a —80°C.

Cuantificacion y analisis de calidad del RNA.

Para obtener datos sobre la concentracion aproximada de RNA presente en cada muestra
se realizd una cuantificacion espectrofotométrica mediante el espectrofotometro
NanoDrop (Thermo Fisher Scientific). EI blanco se calibré con agua libre de RNasas
(Thermo Fisher Scientific) empleandose después 1 pl de cada muestra para la
cuantificacion. A continuacion, teniendo en cuenta los valores de la cuantificacién por
NanoDrop se volvieron a cuantificar mediante QuantiFluor RNA System (Promega).

Para ello, se realizaron curvas estandar para RNA de alta concentracion y baja
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concentracion. Se afiadio 1 pl de las muestras a cuantificar en cada pocillo de una placa
de 96 junto con una mezcla del QuantiFluor RNA Dye y 1X TE Buffer y se midio la
fluorescencia a 492 nm EX/540 nm EX . Todas las muestras tenian valores superiores a

10ng/pl

Seleccion de biomarcadores.

Los genes a analizar se seleccionaron en base a los resultados obtenidos del estudio
basado en RNAseq realizado previamente (Alloza et al. 2017). La seleccién se llevé a
cabo teniendo en cuenta el valor de fold change (FC) que describe la diferencia de los
niveles de expresion génica entre muestras S y A. Es decir, se estudiaron aquellos genes
que demostraron tener una expresion diferencial en el transcriptoma completo de las
placas S y A. Los FC para la seleccion fueron FC mayor o igual que 1,2 y menor o igual
que —1,2.

Andlisis de expresion génica mediante PCR digital (Fluidigm Biomark).

Para poder analizar la expresion génica de los genes seleccionados el primer paso fue
retrotranscribir el RNA presente en la muestra en cDNA con Verso cDNA synthesis kit
(Thermo Scientific). En esta retrotranscripcion del RNA se utilizaron cebadores random
y una incubacién de 60 minutos en la que se partié de 5 ul de RNA total en un volumen
final de reaccion de 10 pl. Posteriormente se procedido a amplificar el cDNA obtenido
empleando cebadores PrimeTime de Integrated DNA Technologies (IDT). Estos
cebadores fueron disefiados para cada uno de los genes cuya expresion interesaba
analizar. Los 117 cebadores creados se distribuyeron en 2 pooles: A y B (Tabla 1).
Tanto en el pool A como en el pool B se afiadidé el gen MKLNL1 con el objetivo de
garantizar que la variabilidad entre los resultados de los pooles era minima. Por lo tanto,
debido a esta duplicacion en el gen MKLN1, los genes analizados en este estudio fueron
117 en total. La razdn por la que se realizaron dos pooles fue la imposibilidad de migrar
todos los genes y muestras en un Gnico chip de 96.96. Se repartieron los 121 cebadores
en un pool A con 46 cebadores y un pool B con 71 cebadores. Primero, se realizé una
reaccion de preamplificacion STA (Specific Target Amplification) con el kit Qiagen
Multiplex PCR kit (Qiagen) utilizando 1,25 pl de cDNA y concentracion final de
cebador de 50 mM. Asi, se obtuvo un enriguecimiento de la diana de analisis de cada
muestra previo al analisis de la expresion génica. Tras la preamplificacion se trataron las

muestras con Exonucleasa | (Exo I; Thermo Scientific) para eliminar los cebadores no
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incorporados. EIl analisis de expresion se realiz6 con los arrays de Fluidigm Biomark
96.96 (Fluidigm Corporation) y los ensayos gPCR PrimeTime (IDT) en las 183
muestras por duplicado. Para la reaccidn se empled Master Mix SsoFastTM EvaGreen®
Supermix (Bio-Rad Laboratories). La concentracion final de cebadores en la reaccion de
gPCR fue de 500 nM para todos los genes. El software empleado para la obtencién de
los datos de PCR a tiempo real fue Fluidigm Real-Time PCR Analysis Software version
4.1.3. Los niveles de expresion de los genes housekeeping (G3BP2, BACTIN, MKLN1,
EML3, ADCKS5) se utilizaron como control enddgeno para normalizar las muestras. La
razén por la que se utiliz6 méas de un gen housekeeping fue que cada uno correspondia
con un intervalo diferente nivel de expresién por lo que la posterior normalizacion de
los datos se realizaria con mayor precision. Ademas, como no se migraron todas las
muestras en el mismo chip, para eliminar variaciones entre las diferentes placas se
migro una muestra de RNA purificado de células embrionarias de rifion humano (HEK)
en los dos chips de cada pool. El valor de dicha muestra se normaliz6 después
empleando el software GenEx vs 6.1 (MultiD). Adicionalmente, para evaluar la correcta
amplificacion de las muestras, se incluyé para cada pool una muestra negativa que

carecia de cDNA, sustituyendo éste por agua libre de nucleasas.

Tabla 1. Identidad de los genes de interés a amplificar por los cebadores disefiados.

Genes

POOL A
ADCK5 EML3 G3BP2 MKLN1  ABCG2 ADAMTS7 ANXA10 ANXA3
BMP2 C100RF CA12 CHODL DDR2 DHRS3 DIRAS3 EPHA4

10

EPHB2 ESM1 FRMD3  GULP HAPLN1 ID1 ID4 IL17RD
ITGA7 KCNE4  KLF5 MGST1  MOCOS MYO18B NPPC-17 NPPC-44
PDK1 PFKFB4 PTHLH RDHI10 RGS2 SMAD9 SOCS3 ST6GANA

C5

SYNE3 TBX18 TMEM35 TMTC2  TNFAIPSL3 ZSCAN31



ADCKS5* EML3*  G3BP2* MKLN1* BACTIN*

POLL B

ANOG6 APOA1 ARID5B BNIP3L  CADMS3 CCL5 CCT6A  CD248

CHI3L1 CHRNAS5 CLEC3B CNTN1 COL14A1 COL18A1 CuUL4B DENNDS5
A

DKK2 ESYT2 FERMT2 FHL1 FRAS1-51 FRAS1-53 FRMD3  GLRX3

HSPA12A IFI27L1 IGIP IL20RB ITGAE LPINZ2 MAP4 MARCH
8

MMP1 MMP16 MRPL52 MSRB3 NRCAM NRK NRXN2  PDLIM4

P116 PLA2G4A PLAU-62 PLAU-88 PLXNB2 PPP1IR3C PRKAB2 PTER

PTPRB RALBP1  REEP2- REEP2- RNF217 SCARB?2 SDPR SESN2
65 93

SGCD SLC26A2 SLC2A3 SLITRK4 SMAP2 SOX17 ST3GAL SYNE3
5

TCP11L2 TMEM47 TP53BP2 TP53I3 TXN XG YTHDC2

* Los cebadores marcados con un asterisco (*) corresponden a genes housekeeping.

Analisis estadistico y seleccidon de variables

Los niveles de expresion relativa de cada gen en estudio se calcularon utilizando el
método comparativo CT también conocido como 2 —~AACT (Schmittgen y Livak, 2008).
Los valores de CT obtenidos para cada muestra y gen fueron normalizados con los
genes housekeeping, empleando en cada caso el gen housekeeping con la expresion
génica mas similar. La significancia estadistica de los niveles de expresion entre S

(n=68) y A (n=6) se analiz6 con el software GraphPad Prism 6 usando el test no—
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paramétrico Mann—Whitney U—test. Los resultados de las muestras a estudiar fueron
integrados con los valores analizados anteriormente. Para la caracterizacion de los genes
con expresion diferencial obtenidos se emplearon las bases de datos Ensembl, (Zerbino
et al. 2018) ProteINSIDE (Kaspric et al. 2015) y STRING (https:// https://string-
db.org) ademés de bibliografia. Para el andlisis multivariante, los datos fueron
analizados utilizando el Software SIMCA (software SIMCA P+ 15.0.1). Para poder
proceder al andlisis los datos fueron previamente transformados probando diferentes
combinaciones de transformacién. Para el analisis exploratorio se realiz6 el analisis de
componentes principales (PCA) con el que se evalu6 la calidad de los datos, presencia
de outliers y/o patrones o si las muestras seguian alguna tendencia. Como analisis
discriminantes, se utilizaron los datos obtenidos del analisis de expresion FC, su p

value, la funcion que realiza cada gen y si hay conexiones entre varios genes.

Resultados

Cuantificacion y analisis de calidad del RNA.

Se extrajo y purifico el RNA de 74 muestras de placa de aterosclerosis completa, siendo
68 muestras sintomaticas y 6 asintomaticas. Despues de diluir el RNA de la columna
en 50 pl de agua libre de RNasas, se procedié a la cuantificacion del RNA presente en
cada muestra purificada. Inicialmente, para obtener una concentracion orientativa se se
utilizo el espectrofotometro NanoDrop (Tabla 2A). En esta cuantificacion se tuvo en
cuenta el ratio de absorbancia a 260 nmy a 280 nm (ratio A260/280) considerandose un
ratio A260/280 de aproximadamente 2,0 adecuado para una buena pureza del RNA
(Wilfinger et al. 1997). Los valores de concentracion obtenidos mediante NanoDrop
sirvieron para determinar cual era la curva patrén idonea para hacer la cuantificacion
con el QuantiFluor RNA System (Promega). Por un lado, en aquellas muestras con
concentraciéon segin NanoDrop mayores de 25ng/ul se utilizo la curva High-
Concentration RNA Standars. Por otro lado, las muestras con concentraciones segun
NanoDrop menores de 25ng/ul se utilizo la curva Low-Concentration RNA Standars
(Tabla 2B).

Tabla 2. Concentraciones de RNA total medidas con el espectrofotometro NanoDrop
(A) y QuantiFluor RNA System (B). Se muestran los valores de concentracion de 26

muestras de las 74 analizadas.
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Identificacion muestra Concentracion de RNA total (ng/ul)

(A)NanoDrop (B)Quantifluor

2 28 9,35
3 81,3 37,09
5) 13,3 6,21
6 12,2 5,6
7 12,8 8,86
9 42,2 12,8
14 29,5 26,8
16 11 7,61
18 45,7 39,3
20 31 17,8
24 39,6 20,3
25 22,1 21,8
27 111 10,7
29 20,6 26
33 18,7 7,17
34 18,9 25,9
63 250 145
64 24,4 11,3
65 88,6 64
67 78 52,2
69 108 39,8

70 45,8 26,6




Anélisis de expresion génica.

Los niveles de expresion relativa de cada gen en estudio se calcularon utilizando el

método comparativo Ct (Schmittgen y Livak, 2008). En el analisis de expresion génica

diferencial se detectaron 14 genes que presentaban valores de fold change (FC) mayores

o0 iguales que 1,2 (sobreexpresion en S frente a A) y valores de FC menores que —1,2

(menor expresion en S frente a A) y con un p value inferior o igual a 0,05 (Tabla 3).

Tabla 3. Identidad y caracteristicas de los genes con expresion diferencial entre

muestras Sy A.

Simbolo FC Valor p Descripcion

del gen

ADAMT7S7 1,12 0,0104 Metaloproteasa que regula la migracion de
las CML

CA12 2,35 <0,0001 Anhidrasa carbonica XII

CHODL 5,40 0,0081 Union de acido hialurénico

DDR2 3,68 <0,0001 Dominio discoidina del receptor
tirosina quinasa 2

FRMD3 1,43 0,032 Organizacion de la estructura de la
actomiosina

GULP 1,57 0,015 Fagocitosis

IL17RD -1,5 0,0375 Regulacion negativa de la via de
sefializacion del receptor del factor de
crecimiento de fibroblastos

KLF5 -1,49 <0,0001 Regulacion positiva de la transcripcion por
la ARN polimerasa Il

MMP16 1,27  0,0309 Procesamiento de proteinas

PFKFB4 2,42 0,0013 Actividad de la fructosa-2,6-bisfosfato-2-
fosfatasa

SLC2A3 2,46  0,0317 Unidn de la glucosa

SYNE3 1,32 0,0004 Regulacion de la forma celular

TMEM47 1,26  0,0116 Union célula-célula
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ZSCAN31 2,16 <0,0001 Actividad del factor de transcripcion de
union al ADN, especifico de la ARN
polimerasa Il

Andlisis estadistico.

Una vez conocida la presencia de expresion diferencial entre muestras S y A fue
necesario comprobar si esta diferencia era significativa. La significancia estadistica de
los niveles de expresion entre S y A se analizd con el software GraphPad Prism 6
usando el test no—paramétrico Mann—Whitney U-test. Se determind que para considerar
una diferencia de expresion significativa se debia cumplir que el valor p fuera menor o
igual que 0,05. De esta manera, se garantizo que la variabilidad detectada no se debia a
una casualidad sino a la presencia de una expresion diferencial significativa entre
muestras Sy A. El valor p muestra una expresion génica significativamente diferente en
genes que se sobre expresan en S frente a A (Figura 3A) y genes en los que la expresion

en S era menor con respecto a A (Figura 3B).

Figura 3. Representacion grafica de la diferencia de expresion génica detectada entre
muestras S y A para los genes CA12 y KLF5. Se representa la variacion de la expresion
génica (272°T) de las muestras SYMT (S) y ASYMT (A).

A B

CA12 KLF5
154 25+

LR

R

2-ACT

Muestras Muestras

**** p value < 0,001
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Andlisis multivariante de los datos.

Se efectu6 un PCA para encontrar outliers e identificar patrones entre las muestras S y
A. El objetivo de este analisis es detectar variables latentes a medida que se agregan o
se quitan los componentes. En la figura 4 se muestran los pardmetros de R2 y Q2 de los
6 componentes principales. Para evaluar cuantos son los componentes necesarios €s

necesario que los valores de R2 y Q2 estén cerca del 1 (Abdi and Williams, 2010).

Figura 4. Variabilidad explicada (R2 ) y capacidad de prediccién (Q2 ) de las primeras
6 componentes principales del PCA realizado con los datos obtenidos de la PCR digital.
R 2 (cum): R2 acumulada, Q2 (cum): Q2 acumulada.
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En las figuras 5y 6 se muestran los graficos de dispersion de los scores. Para la evitar
un desajuste de los resultados se utiliza una elipse con 95% de nivel de confianza a
partir del estadistico T2 de Hotelling. Las muestras pertenecientes a los pacientes A se
encuentran agrupadas y centradas en la elipse mientras que las muestras de los S caen
fuera de la elipse que forman parte del 5% de los casos extremos. Los outliers se
evaluaron individualmente para la deteccion de algin error en el analisis de las
muestras, el cual se concluyé que no hubo ningan problema. Ademas se realizaron los
andlisis con diferentes grupos de genes, teniendo en cuenta los datos estadisticos
obtenidos, asi como la funcion de cada gen. Los scores de la grafica estan nombrados

segun la sintomatologia de cada individuo.
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En la figura 5 se observa un andlisis de todos los genes analizados y la 1% con la 22
componente en el que se muestra un patron de discriminacion entre las muestras de

pacientes S y A.

Figura 5. Grafico de dispersion de los scores de la 12 vs 22 componente principal para
los resultados de PCR digital. Elipse T2 de Hotelling (95%). Cada punto corresponde a
una muestra. T1: componente principal; T2: componente 2; S: pacientes sintomaticos;

A: pacientes asintomaticos.
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Analisis discriminantes.

Para estos analisis se redujeron los genes a analizar teniendo en cuenta cuales habian
variado en su expresion segun si procedian de pacientes S o A. Al igual que en el PCA,
para su representacion se construyd un elipse con un nivel de confianza del 95% a partir
del estadistico T2 de Hotelling. En la figura 6 se muestra un analisis de las muestras
que en el analisis estadistico dieron un p value igual o menor de 0,05. Se observa un
plano formado por la 12 y 22 componente en los que se encuentran la mayoria de las
muestras de A dentro del score, aunque se puede observar algunas muestras que no
entran dentro. Sin embargo, en las muestras S hay una tendencia de salirse de ese score
pudiéndose observar una separacion de los grupos. En el analisis de los planos con el
resto de componentes se vio que no habia una variabilidad muy grande con el analisis

del plano formado por la 12 y 22 componente.
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Figura 6. Grafico de dispersion de los scores de la 12 vs 22 componente principal para
los resultados de PCR digital con genes significativos. Elipse T2 de Hotelling (95%).
Cada punto corresponde a una muestra. T1: componente principal; T2: componente 2;

S: pacientes sintomaticos; A: pacientes asintomaticos.
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Por otro lado, se analizaron mediante un loading scatter plot (figura 7) para analizar la
asociacion de dos variables como son la 1* componente con la 22 Se analizaron los
genes significativos y se realizd un analisis grupal con aquellos genes que seguian una

misma dispersion seleccionando aquellos que se encontraban agrupados.

Figura 7. Graficos loading Scartter plot de la 1% vs 22 componente principal para los
resultados de PCR digital con genes significativos. Elipse T2 de Hotelling (95%). Cada
punto corresponde a un gen a analizar. P1: componente principal; P2: componente 2. A:
seleccion de grupo de genes de la parte superior. B: seleccidén de grupo de genes de la

parte inferior.
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Una vez realizado ese analisis se procedié a estudiar los grupos individualmente para

ver si habia correlacion entre los genes seleccionados y los pacientes S y A. Para ellos

se realiz6 un PCA, para su representacion se construyé un elipse con un nivel de

confianza del 95% a partir del estadistico T2 de Hotelling. En la figura 8 se muestra

como las muestras A tienden a formar parte de la elipse mientras que las S no se

encuentran dentro de ésta.

Figura 8. Gréfico de dispersion de los scores de la 12 vs 2% componente principal para

los resultados de PCR digital con genes significativos y agrupados. Elipse T2 de

Hotelling (95%). Cada punto corresponde a una muestra. T1: componente principal; T2:

componente 2; S: pacientes sintomaticos; A: pacientes asintomaticos.
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Por Gltimo, se realizé un analisis de las muestras con el programa STRING (https://
https://string-db.org), una base de datos bioldgica y un recurso web de interacciones
proteina-proteina conocidas y previstas. Como se muestra en la figura 9, las proteinas
PFKB4, PDK1, SLC2A3 y PTPRB presentan una serie de interacciones entre ellas.
Teniendo en cuenta esta informacion, se realiz6 un andlisis de datos de PCA, para su
representacion se construyé un elipse con un nivel de confianza del 95% a partir del
estadistico T2 de Hotelling (figura 10). Como se puede observar, en este caso aunque la
mayor parte de las muestras se encuentran dentro del elipse, gran parte de las muestras
de pacientes S se encuentran fuera de este, creando una separacion mayor entre

pacientes S y A.

Figura 9. Interacciones de las proteinas secretadas por los genes analizados con PCR

digital y con un p value inferior o igual a 0,05.
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Figura 10. Grafico de dispersion de los scores de la 12 vs 22 componente principal para
los resultados de PCR digital con genes significativos que tienen interaccion entre ellos.
Elipse T2 de Hotelling (95%). Cada punto corresponde a una muestra. T1: componente

principal; T2: componente 2; S: pacientes sintomaticos; A: pacientes asintomaticos.
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Discusion

La aterosclerosis es una enfermedad heterogénea, provocada por una combinacion de
factores bioldgicos y ambientales que hasta el momento se desconocen (Goikuria et al.
2018a). La formacion de la placa aterosclerdtica conduce a un estrechamiento de la
arteria provocando un mayor riesgo de obstruccion, especialmente cuando la placa es
inestable y se rompe, provocando accidentes cerebrovasculares (Silvestre- Roig et al.
2014). Actualmente existen diferentes tratamientos para tratar y prevenir el desarrollo
de las enfermedades cerebrovasculares, pero, aunque se conoce mayor informacion y se
han mejorado estos tratamientos, siguen siendo limitantes, ya que su deteccion en
algunos casos sigue siendo tardia (Ammirati et al. 2013). La heterogeneidad de la
enfermedad hace que un Unico biomarcador sea insuficiente para reflejar la complejidad
de esta enfermedad, por ello, la combinacién de los biomarcadores es una buena opcién
como estrategia mas sensible y especifica (Jickling et al. 2015). Para la deteccién de la
combinacion de biomarcadores es necesaria una caracterizacion de los diferentes
procesos implicados en la formacién de la placa de ateroma. Una correcta
caracterizacion implicaria poder realizar una prediccién de los pacientes con mayor
riesgo de desarrollo de una placa inestable y asi encontrar un tratamiento especifico para
cada caso. En este estudio, se han conseguido validar genes que se encontraban
diferencialmente expresados en estudios anteriores realizados a nivel de placa completa
y a nivel de células el masculo liso. De los 116 genes testados se ha sido capaz de

replicar 11 genes que presentan expresion diferencial tanto en CML aisladas de placa
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como en la placa completa. Estos genes podrian tratarse de aspirantes a ser
biomarcadores Utiles para diferenciar los grupos de pacientes S de A.

Por otro lado, se han conseguido validar 3 genes con expresion diferencial significativa
entre muestras S y A que estan implicados en el desarrollo de la aterosclerosis a nivel de
placa completa pero que en CML no. Asi como, 7 genes que si se encontraban en las
CML y que no se validaron en el estudio anterior a nivel de placa completa. De modo
que, un total de 14 genes de los 116 genes totales estudiados han demostrado tener una
expresion mayor o menor en muestras de pacientes S frente a pacientes A (tabla 3). La
validacién de estos genes determina que podrian estar implicados en el heterogéneo
proceso del desarrollo de la placa de ateroma y en su inestabilidad. Ademas, la
deteccion de éstos, podria ser un gran paso hacia el desarrollo de un test diagnostico de
la placa inestable. Para poder utilizar estos biomarcadores se debe tener en cuenta que
se trata de genes que presentan una mayor 0 menor expresion y que estan implicados en
la produccion de proteinas intracelulares. En consecuencia, para su aplicacion en la
clinica seria un proceso poco rentable ya que habria que extraer el RNA de las muestras
y cuantificarlo para poder realizarle un analisis de expresion de los biomarcadores. Tras
ello, habria que realizar un estudio para determinar el riesgo del paciente a desarrollar
una placa de ateroma inestable. Para evitar este proceso tan largo y poco rentable, se
podria utilizar la estrategia de deteccion de proteinas secretadas codificadas por los
biomarcadores para el desarrollo de test rapidos. El test consistiria en la relacion entre la
presencia 0 ausencia de proteinas codificadas por genes biomarcadores con la
estabilidad de la placa de ateroma. En este estudio, de un total de 14 genes validados, 5
de ellos son genes secretores de proteinas, por lo que estos resultados se podrian
implementar en la practica clinica. Dichos genes son: ADAMTS7, DDR2, IL17RD,
CAl12 y CHODL.

El gen ADAMTS7 codifica la metaloproteasa ADAM con el motivo 7 de la
trombospondina tipo 1. Esta enzima cataliza la degradacion de la proteina oligomérica
de la matriz del cartilago (Qin et al. 2017). Estudios recientes han demostrado que una
afeccion en la maduracion de ADAMTS7 afecta a la migracion de las CML
produciendo riesgo de enfermedad arterial coronaria. (Pereira et al. 2016). Ademas, se
ha demostrado que ADAMTS?Y es eficaz inhibiendo la osificacion (Mead et al. 2018).
Tal y como se muestra en la tabla 3, el gen ADAMTS7 muestra una menor expresion en

la muestras A (FC= 1,12) que en las S. Por ello, en las placas de las muestras A se ve
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favorecida la osificacién ya que no estaria inhibida por ADAMTS7. Este resultado
concuerda con estudios previos en la estabilidad de la placa ya que se ha detectado una
correlacion entre la estabilidad de las placas de los pacientes A y el fenotipo
osteogénico de las mismas (Alloza et al. 2017). Por todo ello, este gen se ha convertido
en un candidato idoneo como biomarcador para la enfermedad arterial coronaria (Patel
et al. 2013).

El gen DDR2 codifica una tirosina quinasa que funciona como receptor de superficie
celular para el colageno fibrilar y regula la diferenciacion celular, la remodelacion de la
matriz extracelular, la migracion celular y la proliferacion celular, necesaria para el
desarrollo normal del hueso (GeneCards; http://www.genecards.org). Ademas, regula la

diferenciacion de los osteoblastos y la maduracion de los condrocitos.

Las enfermedades obstructivas de los vasos sanguineos como la aterosclerosis se
caracterizan por la degradacion y la sintesis de nuevos componentes de la matriz
extracelular ademés de una acumulacion excesiva de células de musculo liso (Ferri et al.
2004). Los receptores de dominio de discoidina (DDR) 1y 2 representan una familia de
receptores de colageno de tirosina quinasa que son activados por colagenos fibrilares.
La sobreexpresion de DDR2 aumenta la degradacion in vitro de colageno y elastina
mediada por CML (Ferri et al. 2004). En este estudio se ha visto una mayor expresion
de este gen en aquellas muestras que presentan una placa inestable (S) frente a las
muestras de la placa estable (A). Por ello, una infra expresion de este gen favorece un
aumento de colageno y elastina mediada por CML para la estabilizacion de la placa de
ateroma. Por lo tanto, se podria decir que el gen DDR2 podria utilizarse como un

posible biomarcador de estabilidad de la placa.

El gen IL17RD codifica una proteina de membrana perteneciente a la familia de
proteinas del receptor de interleucina-17. Ademas, el producto del gen también afecta a
la sefalizacion del factor de crecimiento de fibroblastos, inhibiendo o estimulando el
crecimiento a traves de la  sefalizacion MAPK/ERK  (GeneCards;
http://www.genecards.org). Como ya se ha mencionado anteriormente, la inestabilidad
de la placa viene dada por una menor capa fibrosa en la arteria y un mayor nicleo graso.
En el presente estudio el gen IL17RD tiene una mayor expresion en las muestras A que
en las S (FC= -1,5), esto puede deberse a que el gen cuando se encuentra sobre

expresado estimula el crecimiento de fibroblastos. En consecuencia, esta mayor
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expresion de IL17RD se traduce en una mayor estabilidad de la placa A y en un menor

riesgo de desarrollar accidentes cerebrovasculares.

Otro de los genes detectados que codifican proteinas secretadas es CA12. Las
anhidrasas carbonicas son una gran familia de metaloenzimas de zinc que catalizan la
hidratacion reversible del didéxido de carbono. Ademas, participan en diversos procesos
bioldgicos, como la respiracion, la calcificacién, el equilibrio acido-base, la resorcion
6sea y la formaciéon de liquido cefalorraquideo, saliva y acido gastrico (GeneCards;
http://www.genecards.org). En el analisis realizado, el gen CA12 se encuentra menos
expresado en muestras A (FC=2,35). Esto puede deberse a que cuando se reduce la

expresion de CA12 hay una mayor calcificacion estabilizando la placa de ateroma.

Por ultimo, el gen CHODL desempefia un papel en el desarrollo del sistema nervioso,
como en el crecimiento y elongacion de las neuritas y puede estar implicado en el
crecimiento 'y la orientacion de los axones motores  (GeneCards;
http://www.genecards.org). En relacion con los resultados de expresion génica
obtenidos, se observa que la expresion de CHODL es menor en muestras A (FC= 5,4).
Es decir, hay una mayor sintesis de CHODL en placas de ateroma inestables. Este hecho
puede suponer una desregulacion en el proceso de mantenimiento de la placa de

ateroma S, lo que promueve su inestabilidad e integridad.

En resumen, se han encontrado un conjunto de genes con una expresion diferencial que
nos permiten discriminar entre las muestras de Ay S de las placas de la arteria carotida.
La deteccion de estos genes supone un gran avance en el desarrollo tecnoldgico de
nuevos estudios e identificacion de biomarcadores bioldgicos. En este estudio se han
encontrado 5 genes que codifican proteinas secretadas lo que permite crear un test de
deteccidn rapida y sencilla con muestras de suero de pacientes. El objetivo de este test
seria poder discriminar entre pacientes con placas estables e inestables y realizar un

tratamiento especifico para cada caso.

Conclusiones

Esta investigacién proporciona informacion util para el desarrollo de herramientas
rapidas y sencillas para la deteccidbn temprana de la aterosclerosis carotidea,
especialmente la placa inestable. Se ha verificado la expresién diferencial de 14 genes

en 116 pruebas. Ademas, 11 de estos genes mostraron expresion diferencial tanto en
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placas aisladas como en CML estudiados anteriormente. La identificacion de estos
biomarcadores representa un gran paso adelante en el desarrollo de métodos que pueden
implementar resultados en la practica clinica. También puede ayudar a evaluar a los
pacientes con alto riesgo de accidente cerebrovascular, lo que lo convierte en una

importante medida preventiva.

Asimismo, hay que considerar que 5 de los genes con expresion diferencial codifican
proteinas secretadas (ADAMTS7, DDR2, IL17RD, CA12 y CHODL) lo cual representa
una excelente oportunidad para desarrollar técnicas serolégicas de deteccion temprana
de aterosclerosis carotidea.
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