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1. Resumen

La enfermedad coronaria (EC) es una de las primeras causas de muerte y fuente de
discapacidad en los paises desarrollados. En Catalufia se producen mas de 34.000
nuevos diagndsticos de EC al afio. El coste sanitario de esta enfermedad representa
casi un tercio de todo el presupuesto de la sanidad publica. Pese a los grandes avances
en los tratamientos, debido al aumento de la edad en la poblacion y a otros factores
externos que aumentan el riesgo cardiovascular, cada afio se ve incrementado el
numero de afectados. Muchos de los pacientes que presentan EC acabaran derivando
en insuficiencia cardiaca. Esta contrariedad podria evitarse en muchos casos con un
diagndstico mas rapido. Un diagndstico precoz de EC permitiria realizar un manejo
intensivo de la situacion y evitar la transicidon a estadios mas complicados y
evolucionados de la enfermedad. La deteccion de EC con estrategias diagndsticas
eficientes es esencial para alcanzar, entre otros, dos objetivos prioritarios: a) el
diagndstico del paciente con sospecha de EC pero sin ningun evento coronario agudo, y
b) un rapido diagndstico en poblaciones de pacientes con enfermedad arterial coronaria
subclinica con factores de riesgo asociados. Una deteccién precoz resultara en una
rapida intervencién, permitiendo recortar significativamente el coste masivo que
provoca esta enfermedad, tanto en vidas como en recursos. Por tanto, son necesarios

avances en los métodos de diagndstico de la EC.

Debido a su facil deteccidon en muestras de sangre total, la expresion de los perfiles de
RNA se ha convertido en una técnica prometedora en la determinacidn de posibles
biomarcadores. El conjunto de moléculas de RNA en una muestra bioldgica representa
una fotografia dindmica del estado celular en ese momento. El analisis de
biomarcadores sanguineos se ha concentrado en una pequena fraccién de nuestra
secuencia del genoma, el 2% que codifica por proteina. El 98% restante, con miles de
especies de RNA no codificantes, esta aun por explorar. Gracias a los avances en las
nuevas tecnologias de secuenciacion, en la actualidad es posible obtener el perfil de
todo el genoma humano en una Unica medicion. Este método se conoce como
secuenciacion de RNA (RNA-Seq), y detecta tanto RNA codificante como no codificante,
lo que permite mejorar la firma genética y la candidatura de potenciales
biomarcadores. Aprovechando esta técnica, el Proyecto GTEx (Genotipe Tissue
Expression) ha trazado la expresion de RNA del genoma completo de centenares de

pacientes con historial médico completo, incluyendo pacientes con EC.



El presente proyecto tiene como fin desarrollar una puntuacién diagndstica para
evaluar y diagnosticar la presencia de EC, basada en un algoritmo que incorpore datos
clinicos y de expresidon genética del paciente. A tales efectos, se precisa la definicion de
un conjunto de biomarcadores de expresidén genética que permita aportar informacion
sobre la expresion diferencial entre casos con EC y controles sin ella. El desarrollo de
estos modelos diagndsticos, segin las recomendaciones internacionales, precisan de
cohortes de pacientes, tanto para la derivacidon del modelo como para su validacion.

Las fases metodoldgicas del estudio son:

1. Identificacién de potenciales biomarcadores de RNA asociados a EC en una cohorte

retrospectiva:

a. Definicidn en esta primera poblacion de estudio (primera cohorte retrospectiva
del GTEx) mediante andlisis bioinformatico de los datos procedentes del RNA-Seq, de
un conjunto amplio de biomarcadores (Biomarker Set #1), que muestren la expresion
diferencial entre casos y controles, y con asociacién estadistica.

b. Definicidn por criterios clinicos, metodoldgicos, estadisticos y basados en
conocimiento previo, de un conjunto reducido de biomarcadores de RNA procedente de

este primer analisis (Biomarker Set #2).

2. Confirmacion del conjunto de biomarcadores de RNA (Biomarker Set #2) en una
nueva cohorte de pacientes (cohorte para la confirmacion y derivacién del algoritmo

diagnéstico).

3. Definicidn de un conjunto de biomarcadores a partir de estos datos, mas
concentrado y con mejor capacidad discriminatoria entre casos y controles (Biomarker
Set #3), y con este conjunto definir un algoritmo diagnédstico que integre también los

datos clinicos del paciente (expresado en forma de score).

4. Validacion del algoritmo en nuevos conjuntos de pacientes evaluados de forma

prospectiva.

Asi, el presente estudio ha supuesto el andlisis retrospectivo de la expresion genética
diferencial entre pacientes con y sin EC en las cohortes del GTEX, y el reclutamiento

prospectivo de una cohorte de pacientes a nivel catalan que, por diferentes



indicaciones, eran sometidos a estudio de la presencia de EC de forma no invasiva con
un TAC coronario. La idea original era, en primer lugar, realizar la derivacién del
Biomarker Set #1 y #2 de la cohorte del GTEx y, en segundo lugar, realizar una
validacion en la segunda cohorte (retrospectiva) del Biomarker Set #2, derivando un
conjunto refinado de esta (Biomarker Set #3), que permitiese construir un score final
gue integre los datos genéticos y clinicos. Este score va a permitir efectuar una
aproximacion diagndstica no invasiva de la presencia o ausencia de EC en otras

poblaciones.

Con el presente trabajo se buscan por primera vez nuevos marcadores sanguineos de

RNA indicativos de EC, aprovechando los datos aportados por el Proyecto GTEX. La idea
es generar un algoritmo para diagnosticar EC con mayor precision que en la actualidad.
Esta seria la base de una prueba asequible para el diagndstico médico no invasivo para

los pacientes con sospecha de EC.

2. Resultados obtenidos

A nivel clinico, se han monitorizado los datos clinicos correspondientes al seguimiento
del estado vital de los pacientes reclutados. El proyecto completo ha permitido reclutar
un total de 353 pacientes con datos tanto clinicos, como de imagen cardiaca y de
laboratorio analizables. El trabajo clinico asociado a este aspecto del proyecto incluye
no solo la recogida basal de la informacidn, sino el seguimiento de la calidad de las

muestras obtenidas, tanto a nivel clinico como de imagen.

Resultados clinicos (cohortes reclutadas)
La edad media de los pacientes fue de 60 + 11 afos, siendo un 54% mujeres. El origen

de los pacientes era europeo en un 87,5%.

Las variables antropomorficas recogidas fueron las siguientes: la media del peso, 76,7
+ 15 kg; la altura, 162,7 £ 20 cm; perimetro de cintura, 96 = 14 cm, y perimetro de
cadera, 105 £ 10 cm. Las constantes en el momento de la prueba eran: FC, 71 £ 14
bpm; tensidn arterial sistélica, 131 £ 23 mmHg, i tension arterial diastélica, 74 = 14
mmHg. La presencia de factores de riesgo, otras patologias relevantes y tratamiento

médico en la poblacién incluida, se resumen en la siguiente tabla.



Factores de riesgo y patologias relevantes Frecuencia %
Hipertension arterial 193 55
Diabetes Mellitus 55 16
Dislipemia 181 51
Fumadores activos 54 15
Exfumadores 104 30
Antecedentes familiares de IC precoz 30 8,5

Tratamiento farmacolégico Frecuencia %
Betabloqueadores 131 37
Diuréticos 80 23
IECAs /ARAII 147 42
Antagonistas Calcio 46 13
Insulina 14 4
Metformina 43 12
Estatinas 164 46
Ezetimibe 26 7
AAS 152 43
Clopidogrel 19 3

En la mayoria de los pacientes (74%) el TAC coronario se realizé por estudio de dolor
toracico. El dolor toracico se clasificé como tipico (16%), atipico (55%) o no coronario
(14%). En un 82% de los pacientes se efectud score de calcio, siendo la puntuacién
media de la poblacidn global de 114 + 246. En cuanto a los valores analiticos de la
poblacion reclutada, destacan los siguientes parametros: Hb, 14,4 = 6 gl/dL;
creatinina, 1,3 £ 5,5 mg/dL; Hb Alc, 5,8 £ 2%, colesterol total/LDL/HDL fue de 186 +
40 mg/dL/ 106 + 44 mg/dL / 54 = 16 mg/dL, vy triglicéridos, 122 + 66 ng/dL.

En el andlisis de la anatomia coronaria de los TAC, se observd que en la poblacion
seleccionada, un 75% de los pacientes no tenian EC. De los pacientes estudiados con
EC, se observd que 49 (14%) tenian enfermedad significativa de un vaso, 29 (8%)

tenian EC de dos vasos y 10 (3%) tenian EC de tres vasos.

En cuanto al seguimiento, la supervivencia de la poblacién al ano era de un 94%; 3
pacientes fueron exitus. Un 5% de los pacientes fueron tratados con revascularizacion

en el seguimiento.

Proceso de analisis genomico y resultados
En nuestro proyecto, a partir de la base de datos del GTEx, hemos podido realizar una
prospeccion del genoma completo que nos ha permitido definir la expresion genética

diferencial entre casos de EC y controles sin las limitaciones de buscar solo lo que



previamente se habia publicado en la bibliografia cientifica o en funcién de genes
candidatos. Mediante un proceso de trabajo multidisciplinar integrado por clinicos,
bidlogos y bioinformaticos, hemos definido un conjunto inicial de 313 biomarcadores
genéticos que se expresan de forma diferenciada entre estos sujetos con y sin EC. Este
conjunto de biomarcadores constituye el conjunto de biomarcadores 1 (Biomarker Set
#1). En base a la revisidén de la bibliografia cientifica y a la interpretacion clinica de los
resultados iniciales, el equipo investigador ha decidido definir un conjunto mas
reducido de genes expresados, hasta un niumero total de 112, para su validacién en
siguientes cohortes. Este conjunto de genes constituye el conjunto de biomarcadores 2
(Biomarker Set #2).

Llegados a este punto, y antes de empezar cualquier tipo de validacién del Biomarker
Set #2, en las muestras que se estaban recogiendo en nuestros hospitales se decidid
efectuar un control de calidad de los datos obtenidos en el analisis del GTEx
comparandolo con la secuenciacion de nuestras muestras directamente. Los

argumentos a favor de esta validacidon en paralelo fueron:

1. La baja consistencia y reproducibilidad de los resultados en diversos estudios

independientes para identificar paneles de genes asociados a cardiopatias.

2. Los recientes avances en las tecnologias de RNA-Seq en relacién con la metodologia

utilizada en el GTEX.

3. La superposicidén entre los genes identificados en los diferentes estudios no es

perfecta.

4. El sustrato genético y sociocultural de los individuos del proyecto GTEx es muy

diferente al de la poblacion de Catalufa a analizar.

Por tanto, se procedié a efectuar un RNA-Seq completo, siguiendo el mismo protocolo
de extraccion y manipulacion de RNA llevado a cabo en el GTEx (Paxgene kit). Esta
nueva secuenciacion de un subgrupo de nuestra propia poblacién recogido en

hospitales catalanes nos permitiria:



1. Comparar los perfiles de expresion génicos de la poblacion GTEx con nuestra

poblacion catalana.

2. Validar que los genes identificados en el conjunto de Biomarcadores #1

(extraidos de la poblacién GTEx) sean extrapolables a la poblacién catalana.

3. Afinar y restringir el conjunto de Biomarcadores #1 con aquellos genes que
hayan sido reproducidos en ambas poblaciones o que aparezcan como marcadores de

EC en la poblaciéon catalana y se consideren mas interesantes.

La seleccion de pacientes reclutados inicialmente en el momento de empezar este
experimento fue realizada en funcidon de las lesiones observadas en el TAC inicial. Se

establecieron tres grupos:

GRUPO 1 - sin lesiones: el TAC no muestra ningun vaso afectado.

GRUPO 2 - lesiones intermedias: el TAC muestra lesiones de maximo 49% en uno o
mas vasos y/o segmentos.

GRUPO 3 - lesiones graves: el TAC muestra lesiones >49% en, como minimo, uno o

mas vasos y/o segmentos.

Lamentablemente, tras dos tandas completas de secuenciacién en 60 pacientes en
total (con 30 pacientes por grupo) y afadir un paso extra de purificacion de RNA, no se
pudo llevar a cabo ningun analisis, ya que aparecieron problemas con la degradacion
de la muestra en el paso de deplecion de hemoglobina y, por tanto, nunca se llegaba a

obtener una muestra secuenciada éptima para su posterior analisis bioinformatico.

Asi pues, en conversaciones con el laboratorio del CRG, se propuso una nueva
secuenciacion con un protocolo disefado in house para tratar de solucionar los
problemas de la degradacién, ya que la calidad de las muestras extraidas antes de

llegar a este punto del proceso era 6ptima.

Para la nueva secuenciacién de RNA-Seq con un nuevo kit de deplecion de
hemoglobina, en esta ocasion se eligieron 10 muestras, 4 del grupo 1 (sin lesiones) y 6
del grupo 3 (lesiones graves), para poner a punto el nuevo protocolo. En esta tanda,

las muestras no presentaron la degradacién que aparecia en las anteriores ocasiones



en este punto del proceso. Por tanto, se ha logrado poner a punto un protocolo éptimo
de secuenciacion que nos permite el procesamiento adecuado, y el posterior analisis
bioinformatico de las muestras, continuando seguidamente con la fase de validacion.
Los datos de secuenciacién definitivos fueron obtenidos a finales de diciembre de 2019.
Un analisis bioinformatico preliminar de las 10 muestras procedentes de los dos grupos
(1 y 3) nos indica que hay mas de 200 genes diferencialmente expresados entre
grupos. La mayoria de ellos presentan una sobrerregulacion de la expresién en los
pacientes, tal y como inicialmente se habia hallado en el analisis de los datos GTEx. Lo
que nos indica que nuestra cohorte local es parcialmente comparable a los datos

presentes en el GTEX.

En la actualidad estd pendiente el aumento del nUmero de muestras a secuenciar con
el nuevo protocolo de RNA-Seq, aumentando a 30 por grupo el nUmero de pacientes
(grupos 1, 2 y 3). Una vez secuenciadas y analizadas todas las muestras, nos permitira
definir un panel de expresion de RNA diferencial entre casos y controles. Uno de los
problemas a la hora de analizar los resultados del RNA-Seq y las posibles diferencias
entre las poblaciones es la gran variabilidad entre los pacientes. Para disminuir dicha
variabilidad se estan aplicando programas informaticos que permitan eliminar el
posible efecto batch. El resto de las muestras obtenidas (un total de 353 pacientes) se
encuentran almacenadas a -80 °C para futuras aplicaciones previstas en la fase final

del estudio.

3. Relevancia y posibles implicaciones futuras

Pese a no disponer de los resultados finales derivados del proyecto, secuenciar
muestras de pacientes de nuestra propia poblacidon dara un valor anadido al estudio, ya
gue podremos validarlos de forma mas robusta, generar un algoritmo diagndstico mas
sensible y, a su vez, va a permitir comparar los resultados de nuestra poblaciéon con los

datos del primer andlisis bioinformatico del GTEX.

El hallazgo de nuevos biomarcadores sanguineos de EC y la posibilidad de definir un
score diagnéstico permitiria mejorar y simplificar el proceso diagnédstico de la EC (cada
ano hay en Catalufa decenas de miles de nuevos casos). Asimismo, la deteccién

precoz conllevaria un rapido tratamiento, pudiéndose parar la evolucién de la



enfermedad, al reducir los eventos clinicos y el coste sanitario asociado a una

enfermedad tan prevalente.

Por otra parte, esta nueva herramienta podria ayudar a efectuar un rapido cribado de
pacientes asintomaticos de EC, mejorando asi la estratificacién de riesgo
cardiovascular. Ademas, el algoritmo derivado del proyecto podria incorporarse en las
guias clinicas, variando y mejorando la practica médica diaria. Finalmente, nos
permitiria la descripcidon de nuevos mecanismos fisiopatoldgicos, y por tanto disefiar

nuevas estrategias terapéuticas para la EC.

En resumen, este proyecto tiene como potencial alcanzar avances significativos en el
diagndstico clinico, dando lugar a una considerable mejora en la vida de miles de

personas en Catalufia que sufren EC diagnosticada o no.

4. Bibliografia cientifica generada

Debido a los problemas y cambios de protocolo anteriormente comentados, hasta el
momento no se ha podido generar ningun articulo, pese a que en la actualidad se esta
trabajando en la elaboracién del manuscrito sobre el diseifio del estudio con los datos
basales de los pacientes. La explotacién de los resultados del estudio se efectuara una
vez completada al menos la fase de descubrimiento de biomarcadores, y
posteriormente se seguira con la validacion de la misma y la posible generacion del

score diagnéstico.



