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1. Resumen

Hipotesis

Multiples mecanismos, tanto locales como sistémicos, estan involucrados en la
formacion del trombo intracoronario que conlleva el infarto agudo de miocardio.
Nuestra hipodtesis es que el analisis protedmico del trombo intracoronario obtenido de
pacientes en la fase aguda del infarto de miocardio y el andlisis con imagen
intracoronaria de las lesiones responsables podria revelar desencadenantes
fisiopatoldgicos sistémicos y locales de la formacion del trombo. La integracion de los
datos clinicos, protedmicos y de biologia de sistemas podria facilitar la identificacién de

potenciales biomarcadores y nuevas dianas farmacoldgicas.

Objetivos

Objetivo primario:

Conocer el proceso molecular asociado con la formacién de trombos intracoronarios
durante el infarto agudo de miocardio (IAM) y su relacién con el grado de inestabilidad

de la lesidon responsable, con el fin de identificar posibles objetivos terapéuticos.

Objetivos secundarios:

1. Identificar la expresién diferencial de las proteinas del trombo intracoronario en
el IAM conforme al mecanismo de disrupcién de la lesion responsable (ruptura versus
no ruptura).

2. Integrar los datos clinicos de los pacientes con los datos proteémicos
procedentes de los trombos y de los exosomas plasmaticos para determinar la o las
variables causantes de los grupos observados.

3. Identificar la expresién proteica diferencial en el IAM segun el mecanismo de
disrupcion de la lesidén responsable (ruptura vs. no ruptura).

4. Correlacionar el sustrato coronario con los marcadores inflamatorios y los

resultados de biologia de sistemas.

Metodologia

Se han incluido de manera prospectiva 39 pacientes con IAM con elevacién del
segmento ST entre 50 y 80 afios, de menos de 6 horas de evolucidn desde el inicio de
los sintomas y sometidos a angioplastia primaria y tromboaspiracion manual. Los

trombos intracoronarios aspirados se dividieron en dos partes, una para analisis



histopatoldgico para confirmar la naturaleza del trombo y otra para su analisis
protedmico. Asimismo se extrajeron muestras de sangre intracoronaria y periférica
para su analisis. A 20 pacientes se les pudo realizar tomografia de coherencia éptica
(OCT) para determinar el posible mecanismo de disrupcién de la placa responsable
(rotura vs. no rotura —erosion o nodulo calcico-). Las imagenes de tomografia de
coherencia dptica (andlisis cuantitativo: area luminal de referencia, area luminal de la
lesién, de la longitud del trombo, area de trombos, volumen de trombos total de cada
lesién, area luminal minima y longitud del segmento responsable; y analisis cualitativo:
tipo de placa, presencia o ausencia de rotura o erosion, y tipo de trombos) han sido

analizadas en un laboratorio centralizado y acreditado.

Anélisis protedmico y exosdmico.- Las proteinas se extrajeron en urea 7 M, tiourea 2 M
y SDS al 2%, y se redujeron y separaron usando el enfoque FASP con tripsina/LysC y
los péptidos se limpiaron con microcolumnas de punta superior C18. Finalmente, las
soluciones peptidicas limpiadas se secaron y almacenaron a -20 °C y se analizaron por
LC-MSMS. Todas las muestras se analizaron en un solo lote con el software Maxquant
(1.6.3.4) y el motor de busqueda incorporado Andromeda. Se clasificaron las muestras
en funcion del nimero de proteinas cuantificadas. Los exosomas plasmaticos se
prepararon y centrifugaron a 1.500 g durante 10 min (4 °C) y mas tarde a 10.000 g
durante 20 min (4 °C) y se purificaron utilizando las columnas Izon

(gEVoriginal / 70 nm). Las proteinas se extrajeron con 150 ml de urea 6 M/bicarbonato
de amonio 200 mM y se precipitaron. El precipitado limpio resultante fue resuspendido
en urea 6 M/Tris-HCI 0,1 M, agitado en vértex y bano de ultrasonidos durante 10
minutos. Las proteinas fueron separadas y cuantificadas con tripsina/Lys-C y
eliminadas las sales en los péptidos con columnas C18. Los péptidos resultantes se

analizaron por LC-MSMS, como para los trombos.

Se recogieron todas les caracteristicas clinicas y periprocedimiento de los pacientes y

se realizd un seguimiento clinico de un ano.



2. Resultados obtenidos

Analisis de caracteristicas clinicas y resultados de protedmica del trombo
intracoronario

1. No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre los dos
clusteres (A y D) en ninguna de las caracteristicas clinicas, angiograficas y de OCT,

exceptuando una ligera asociacién en diabetes mellitus.

2. Se ha detectado una correlacion moderada entre el factor plaquetario 4 (PF4,
CXCL4) con el tiempo de isquemia (R2 = 0,584, p = 0,0085) y con la PCR (R2 = 0,677,
p = 0,002) (figura 1a y figura 1b). El factor plaquetario 4 es una citocina liberada en
los granulos alfa plaquetarios que parece tener un efecto procoagulante moderando los
efectos de la heparina. Estos resultados podrian suponer que el PF4 tendria un papel
precoz en la formacion del trombo, siendo consumido durante la evolucion de este, una
vez ya se han activado y amplificado los mecanismos de inflamacion sistémica

reflejados por unos valores elevados de PCR.
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Estos resultados seran objeto de futuras investigaciones y se realizarad una validacién
en plasma para determinar si PF4 se segrega en el torrente circulatorio y pudiese ser
considerado un posible biomarcador diagnédstico de infarto hiperagudo. Al mismo
tiempo, podria ser objeto de una investigacion de su potencial papel como diana

terapéutica en infartos hiperagudos.

Analisis de les caracteristicas clinicas y resultados de protedmica de
exosomas
Tras la realizacion del analisis de los principales componentes de las proteinas

detectadas en exosomas en plasma se identificaron 3 clisteres diferenciados.

Se analizaron las caracteristicas clinicas y de procedimiento de estos pacientes (T1) y
se documentd que el cluster A solamente se diferenciaba del B y C en que presentaba
un tiempo de isquemia significativamente mayor (300[164-350] min vs. 132[103-232]
min; p = 0,006) (figura 2). El tiempo de isquemia supone una variable determinante
en las caracteristicas del trombo por su caracter extremadamente dindmico. De ahi que
se realizara una comparacion A vs. el combinado B+C y un segundo analisis con la

comparacién de B vs. C.



Figura 2. Diferencias en el tiempo de isquemia entre los 3 clisteres de exosomas
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Los clusteres B y C presentaron varias caracteristicas clinicas diferenciales. El clister B
presentd una mayor proporcién de factores de riesgo cardiovascular clasicos
(hipertension arterial: 92% vs. 25%; p = 0,001, diabetes mellitus: 50% vs. 13%;

p = 0,044) (figura 3a y figura 3b), tiempos de isquemia similares y una mayor
concentracién de proteina C reactiva (8,2[3,9-14,8] vs. 1,4[0,9-3,0]; p = 0,003)

(figura 3c), situacién que refleja un perfil clinico claramente diferente.

Figura 3a. Diferencias en la incidencia de HTA entre los 3 clUsteres de exosomas (B vs. C; p = 0,001)
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Figura 3b. Diferencias en la incidencia de diabetes entre los 3 cllUsteres de exosomas (B vs. C; p = 0,04)

Barras aplladas Porcentaje de Cluster exosomas por OM

Porcentaje

Cluster exosomas



Figura 3c. Diferencies en la concentracién de proteina C reactiva entre los 3 cllUsteres de exosomas
(p = 0,003)
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En el andlisis de las proteinas expresadas de forma diferencial entre los clisteres By C
se realiz6é un analisis de las diferentes vias metabdlicas diferenciales. La via del
complemento se encontré sobreexpresada en el clister B, lo que unido a una mayor
concentracidon de proteina C reactiva podria plantear la hipétesis de que el
desencadenante trombdtico en estos pacientes depende mas de un estado
proinflamatorio sistémico que de una inestabilidad local de placa. Por el contrario, en el
cluster C (pacientes con menos factores de riesgo y una menor concentracién de
proteina C reactiva) presentd sobreexpresadas las vias ligadas al metabolismo de las
lipoproteinas, dato que podria estar relacionado con una mayor aterogenicidad y mayor
carga de placa de ateroma a pesar de los niveles de LDL similares al cluster B. De
hecho, las concentraciones de apolipoproteina B100 y Al estan claramente
relacionadas con la incidencia de infarto agudo de miocardio, independientemente de

los valores de LDL.

El andlisis de los datos nos ha permitido conocer las vias y moléculas representadas en
los dos grupos de muestras definidas en el analisis de componentes principales. Por
otra parte, y con el fin de dar un valor afadido y complementario al estudio, hemos
finalizado el analisis de las muestras de exosomas procedentes de los plasmas de los
mismos pacientes. Estas estructuras vesiculares son clave en el transporte de
moléculas funcionalmente relevantes y esperamos que el contenido de las mismas nos
pueda dar informacidn relevante para explicar la agrupacion observada de las

muestras.



Analisis de los exosomas y técnica en la validacion del plasma

Los exosomas circulantes han sido identificados recientemente como biomarcadores
para el prondstico, diagndstico, estratificacién del riesgo y terapia en muchas
enfermedades, desde el cancer hasta la enfermedad cardiovascular. Durante el infarto
de miocardio, los exosomas circulantes cambian no solamente en nimero, sino
también en las cargas compuestas de miRNA, lipidos y proteinas. Por dicha razén lo
estamos validando en plasma utilizando la tecnologia XMAP de Luminex. Esta
tecnologia permite la deteccion de hasta cincuenta biomarcadores diferentes a la vez
en muestras bioldgicas y de fluidos. Esta tecnologia se puede configurar para realizar

ensayos de proteinas de forma rapida, rentable y precisa.

3. Relevancia y posibles implicaciones futuras

La enfermedad cardiovascular es la principal causa de mortalidad en los paises
occidentales y la cardiopatia isquémica es su entidad mas frecuente, confiriendo a los
pacientes un prondstico limitado. El infarto agudo de miocardio es la primera
manifestacidn clinica en un importante niumero de pacientes con cardiopatia isquémica.
El IAM se asocia con una mortalidad inicial muy elevada y determina en muchos de los
supervivientes un limitado prondstico a largo plazo. Los mecanismos que participan en
la génesis y en la progresiéon del trombo intracoronario en pacientes con IAM no se
conocen en su totalidad. Al mismo tiempo, tampoco se conoce cual es la naturaleza
exacta que provoca la inestabilidad de la lesién responsable y la posterior formaciéon y

progresion del trombo intracoronario (rotura, erosién o alteraciones indetectables).

En el presente proyecto se analizan los potenciales mecanismos de formacién y
progresion de la trombosis intracoronaria en el contexto del IAM. La evaluacién muy
inicial del grado de inestabilidad de la lesién responsable (ruptura de placa, erosion,
ausencia de lesion) mediante técnicas muy sensibles de imagen intracoronaria (imagen
de OCT) pueden permitir una identificacion mas precisa del grado de participacién de
los diferentes desencadenantes. La relacion de estos factores y la composicion
protedmica del trombo intracoronario puede identificar o clarificar aspectos respecto al
mecanismo de la génesis y progresion de los trombos. Estos aspectos pueden facilitar
la incorporacién de nuevas aproximaciones farmacoldgicas o mecanicistas preventivas

0 muy precoces, buscando tratamientos mas dirigidos o personalizados. Dada la



prevalencia y el impacto prondstico y social del IAM, su potencial aplicacidn clinica

podria ser muy importante.

Andlisis protedmico. En el analisis protedmico de los trombos obtenidos de los

pacientes Unicamente se documentd una ligera asociacion con la diabetes mellitus
(p = 0,04), ya que los pacientes diabéticos se agrupan juntos, a pesar de que este
grupo incluia muestras de pacientes no diabéticos que también son similares, en

términos de proteinas identificadas y cuantificadas.

Andlisis exosémico. En nuestro estudio si que se documentd una correlacion moderada

entre el factor plaquetario 4 (PF4, CXCL4) con el tiempo de isquemia (R2 = 0,584,

p = 0,0085) y con las concentraciones de PCR (R2 = 0,677, p = 0,002). Estos
resultados pueden sugerir que el PF4 tendria un papel precoz en la formacién del
trombo, siendo consumido durante la evolucion de este, una vez ya se han activado y
amplificado los mecanismos de inflamacion sistémica reflejados por unos valores
elevados de PCR. Estos resultados en nuestra serie seran objeto de futuras
investigaciones, ya que se realizara una validacién en plasma de los pacientes para
determinar si PF4 se segrega en el torrente circulatorio y puede ser considerado un
posible biomarcador diagndstico de infarto hiperagudo. Por otra parte, y este punto es
también importante, la ausencia de correlacién entre los componentes del trombo vy el
potencial mecanismo inicial desencadenante evaluado por OCT (ruptura grave de placa,
fisura o erosion) sugieren poca relevancia del mecanismo inicial desencadenante en la

composicion final de los trombos.

En el andlisis de las caracteristicas clinicas y de procedimiento de los pacientes
agrupados por clisteres de exosomas se documentd que uno de ellos se diferenciaba
de los demas por presentar un tiempo de isquemia significativamente y marcadamente
mas prolongados (300 min vs. 132 min; p = 0,006). El tiempo de isquemia supone una
variable determinante en las caracteristicas de la formacion, progresidon y composicion
final del trombo, por su caracter extremadamente dindmico. Por ello, se realizaron
evaluaciones comparativas entre los diferentes grupos de exosomas identificados. La
via del complemento se constatd sobreexpresada en uno de los clusteres (B). Este
aspecto, unido a una mayor concentracién de proteina C reactiva, podria plantear la
hipdtesis de que el desencadenante trombdtico en estos pacientes dependeria mas de

un estado proinflamatorio sistémico que de una inestabilidad local de placa. Por el



contrario, el cluster C (pacientes con menos factores de riesgo y menor concentracion
de proteina C reactiva) presenta sobreexpresadas las vias ligadas al metabolismo de
las lipoproteinas. Este aspecto podria estar asociado a una mayor aterogenicidad y
mayor carga de placa de ateroma a pesar de que los niveles de LDL son similares a los

del cluster B.

Escenarios adicionales de investigacion creados en conjuncidon con otros proyectos.- La

importante cantidad de trombos obtenidos en nuestra poblacién de pacientes con
infartos agudos de miocardio y los resultados de su analisis protedmico van a permitir
realizar analisis comparativos con trombos obtenidos mediante aspiracién en territorios
vasculares diferentes de pacientes que presentan eventos trombodticos agudos.
Estamos realizando una valoracidon comparativa en la composicién protedmica de
trombos coronarios versus trombos del territorio vascular cerebral en pacientes que

han presentado episodios trombdticos agudos.

4. Bibliografia cientifica generada

Un aspecto relevante a comentar son las causas por las cuales la finalizacién del
estudio ha requerido un periodo de realizacidn mas largo del que estaba inicialmente
fijado. El comienzo del proyecto se retrasé aproximadamente seis meses por un
problema exclusivamente burocratico debido a la dificultad en conseguir la aprobacién
de las dos instituciones participantes (Hospital de Bellvitge-ICS e IDIBELL), al tratarse

de un proyecto coordinado.

Adicionalmente se solicitd una prérroga de un ano y se justificaron una serie de
enmiendas efectuadas al proyecto debido a la dificultad en la recogida de las muestras
necesarias (trombos) para el desarrollo del mismo. Uno de los objetivos principales
iniciales del estudio era caracterizar las moléculas implicadas en la generacién del
trombo formado en las arterias coronarias de los pacientes diabéticos y no diabéticos,
en el momento del infarto agudo de miocardio con elevacién del segmento ST. Un
punto muy importante y totalmente inesperado durante el desarrollo del proyecto ha
sido la importante dificultad en la obtencién de muestras de trombos intracoronarios
mediante aspiracion en los pacientes diabéticos, en el momento del infarto, de peso y

medida suficientes para su estudio y analisis. Este hallazgo ha sido absolutamente
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inesperado. No hay series que hayan descrito tal dificultad. La dificultad en la
obtencién de trombos coronarios que hemos observado en los pacientes diabéticos,
aunque con la maxima reserva, puede sugerir un mecanismo diferente en la
fisiopatologia del infarto agudo de miocardio en dichos pacientes. Los pacientes con
diabetes tienen placas coronarias mas fibrosas y mas rigidas y pueden experimentar
rupturas mas paulatinas y menos bruscas donde la carga trombética es menor o donde
el trombo al constituirse de forma progresiva estd mucho mas organizado. Este
aspecto puede explicar la mayor resistencia y dificultad en su extraccién mediante la
aspiracién intracoronaria. Por el contrario, la importante carga trombdtica que se
detecta en infartos de pacientes no diabéticos donde las lesiones coronarias son menos
fibrosas y con un mayor componente lipidico, y posiblemente con trombos mas
recientes, puede explicar la facilidad en la obtencidon de material trombdtico mediante
aspiraciéon. Este ha sido uno de los aspectos que, por otra parte, ha retrasado mas la
inclusion de pacientes en el estudio y que ademas nos ha obligado a modificar

determinados objetivos del mismo.

Listado de publicaciones en preparacién en la actualidad:

1. Mecanismos de formacion y progresion de la trombosis en el infarto agudo de

miocardio. Analisis protedmico de los trombos y del plasma intracoronario.

2. Mecanismo desencadenante del infarto agudo de miocardio con elevacion de ST:

mayor estado proinflamatorio sistémico y menor inestabilidad local de la placa.

3. Valor del factor plaquetario 4 (PF4) como biomarcador plasmatico de la fase mas

inicial del infarto agudo de miocardio.

4. Bloqueo del ligando de quimiocinas 4 (CXCL4) como diana terapéutica en el infarto

agudo de miocardio con elevacidon del segmento ST.

5. Papel del sistema del complemento en la fisiopatologia aguda del infarto agudo de

miocardio con elevacion de ST en pacientes con riesgo cardiovascular clasico elevado.

6. Secrecién coronaria vs. sistémica de apolipoproteinas exosomales en el infarto

agudo de miocardio con elevacidon del segmento ST.
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