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1. Resum

Hipotesi

Multiples mecanismes, tant locals com sistémics, estan involucrats en la formacié del
trombus intracoronari que comporta l'infart agut de miocardi. La nostra hipotesi és que
I'analisi protedmica del trombus intracoronari obtingut de pacients en la fase aguda de
I'infart de miocardi i I'analisi amb imatge intracoronaria de les lesions responsables
podria revelar desencadenants fisiopatologics sistemics i locals de la formacio del
trombus. La integracié de les dades cliniques, proteomiques i de biologia de sistemes
podria facilitar la identificacié de potencials biomarcadors i noves dianes

farmacologiques.

Objectius

Objectiu primari:

Coneixer el procés molecular associat a la formacié de trombus intracoronaris durant
I'infart agut de miocardi (IAM) i la seva relaci6 amb el grau d’inestabilitat de la lesio

responsable, amb l'objectiu d’identificar possibles objectius terapéutics.

Objectius secundaris:

1. Identificar I'expressié diferencial de les proteines del trombus intracoronari en
I'TAM d’acord amb el mecanisme de disrupcio de la lesié responsable (ruptura versus
no ruptura).

2. Integrar les dades cliniques dels pacients amb les dades protedmiques
procedents dels trombus i dels exosomes plasmatics per determinar la o les variables
causants dels grups observats.

3. Identificar I'expressidé proteica diferencial en I'IAM segons el mecanisme de
disrupcio de la lesid responsable (ruptura vs. no ruptura).

4, Correlacionar el substrat coronari amb els marcadors inflamatoris i els resultats

de biologia de sistemes.

Metodologia

S’han inclos de manera prospectiva 39 pacients amb IAM amb elevacié del segment ST
entre 50 i 80 anys, de menys de 6 hores d’evolucié des de l'inici dels simptomes i
sotmesos a angioplastia primaria i tromboaspiracié manual. Els trombus intracoronaris

aspirats es van dividir en dues parts, una per a analisi histopatologica per confirmar la



naturalesa del trombus i I'altra per a I'analisi protedmica. Aixi mateix es van extreure
mostres de sang intracoronaria i periferica per fer-ne I’'analisi. A 20 pacients se'ls va
poder fer tomografia de coherencia optica (OCT) per determinar el possible mecanisme
de disrupcidé de la placa responsable (trencament vs. no trencament -erosié o nodul
calcic-). Les imatges de tomografia de coheréncia optica (analisi quantitativa: area
luminal de referéncia, area luminal de la lesid, de la longitud del trombus, area de
trombus, volum de trombus total de cada lesid, area luminal minima i longitud del
segment responsable; i analisi qualitativa: tipus de placa, preséncia o abséncia de
trencament o erosid, i tipus de trombus) han estat analitzades en un laboratori

centralitzat i acreditat.

Analisi protedmica i exosomica.- Les proteines es van extreure en urea 7 M, tiourea 2
M i SDS al 2%, i es van reduir i separar usant I'enfocament FASP amb tripsina/LysC i
els peptids es van netejar amb microcolumnes de punta superior C18. Finalment, les
solucions peptidiques netejades es van assecar i emmagatzemar a -20 °C i es van
analitzar per LC-MSMS. Totes les mostres es van analitzar en un sol lot amb el
programari Maxquant (1.6.3.4) i el motor de cerca incorporat Andromeda. Es van
classificar les mostres d’acord amb el nombre de proteines quantificades. Els exosomes
plasmatics es van preparar i centrifugar a 1.500 g durant 10 min (4 °C) i després a
10.000 g durant 20 min (4 °C) i es van purificar utilitzant les columnes Izon
(gEVoriginal / 70 nm). Les proteines es van extreure amb 150 ml d’urea 6
M/bicarbonat d’amoni 200 mM i es van precipitar. El precipitat net resultant es va
sotmetre a resuspensié en urea 6 M/Tris-HCI 0,1 M, agitacié en vortex i a bany
d’ultrasons durant 10 minuts. Les proteines es van separar i quantificar amb
tripsina/Lys-C i eliminades les sals als peptids amb columnes C18. Els peptids

resultants es van analitzar per LC-MSMS, com per al trombus.

Es van recollir totes les caracteristiques cliniques i periprocediment dels pacients i se'n

va fer un seguiment clinic d'un any.

2. Resultats obtinguts

Analisi de caracteristiques cliniques i resultats de proteomica del trombus

intracoronari



1. No es van obtenir diferéncies estadisticament significatives entre els dos clisters
(A'i D) en cap de les caracteristiques cliniques, angiografiques i d'OCT, tot exceptuant

una lleugera associacio en diabetis mellitus.

2. S’ha detectat una correlaci6 moderada entre el factor plaquetari 4 (PF4, CXCL4)
amb el temps d’isquemia (R2 = 0,584, p = 0,0085) i amb la PCR (R2 = 0,677,

p = 0,002) (figura 1a i figura 1b). El factor plaquetari 4 és una citocina alliberada en
els granuls alfa plaquetaris que sembla tenir un efecte procoagulant moderant els
efectes de I'heparina. Aquests resultats podrien suposar que el PF4 tindria un paper
precog en la formacio del trombus, i ser consumit durant I’evolucié d’aquest, una
vegada ja s’han activat i amplificat els mecanismes d’inflamacié sistémica reflectits per
uns valors elevats de PCR.
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Aguests resultats seran objecte de futures investigacions i es realitzara una validacio
en plasma per determinar si PF4 es segrega al torrent circulatori i pot ser considerat un

possible biomarcador diagnostic d’infart hiperagut. Al mateix temps, podria ser objecte



d’una investigacio del seu potencial paper com a diana terapeutica en infarts

hiperaguts.

Analisi de les caracteristiques cliniques i resultats de proteomica d’exosomes
Després de la realitzacié de I'analisi dels components principals de les proteines

detectades en exosomes en plasma es van identificar 3 clUsters diferenciats.

Es van analitzar les caracteristiques cliniques i de procediment d’aquests pacients (T1)
i es va documentar que el clister A només es diferenciava del B i C en el fet que
presentava un temps d’isquemia significativament més elevat (300[164-350] min vs.
132[103-232] min; p = 0,006) (figura 2). El temps d’isquémia suposa una variable
determinant en les caracteristiques del trombus pel seu caracter extremadament
dinamic. Per aix0 es va determinar de fer una comparacié A vs. combinat B+C i una

segona analisi de comparacio de B vs. C.

Figura 2. Diferencies en el temps d’isquémia entre els 3 clisters d’exosomes
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Els clusters B i C van presentar diverses caracteristiques cliniques diferencials. El B va
presentar una major proporcié de factors de risc cardiovascular classics (hipertensié
arterial: 92% vs. 25%; p = 0,001, diabetis mellitus: 50% vs. 13%; p = 0,044) (figura
3a i figura 3b), temps d’isquémia similars i una més elevada concentracié de proteina C
reactiva (8,2[3,9-14,8] vs. 1,4[0,9-3,0]; p = 0,003) (figura 3c), situacié que reflecteix

un perfil clinic clarament diferent.



Figura 3a. Diferencies en la incidéncia d’'HTA entre els 3 clisters d’exosomes (B vs. C; p = 0,001)
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Figura 3b. Diferéncies en la incidencia de diabetis entre els 3 clisters d’exosomes (B vs. C; p = 0,04)
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Figura 3c. Diferencies en la concentracié de proteina C reactiva entre els 3 clUsters d’exosomes
(p = 0,003)
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En I'analisi de les proteines expressades de forma diferencial entre els clusters B i C es
va fer una analisi de les diferents vies metaboliques diferencials. La via del complement
es va trobar sobrerepresentada en el clUster B, la qual cosa, unida a una més elevada

concentracid de proteina C reactiva, podria plantejar la hipotesi que el desencadenant



trombotic en aquests pacients depén més d’un estat proinflamatori sistémic que d’una
inestabilitat local de placa. Contrariament, en el clister C (pacients amb menys factors
de risc i una menor concentracié de proteina C reactiva) presentaven sobreexpressades
les vies lligades al metabolisme de les lipoproteines, fet que podria estar relacionat
amb una major aterogenicitat i major carrega de placa d’ateroma tot i els nivells d’LDL
similars al cluster B. De fet, les concentracions d’apolipoproteina B100 i Al estan
clarament relacionades amb la incidéncia d’infart agut de miocardi, independentment
dels valors d'LDL.

L'analisi de les dades ens ha permeés coneixer les vies i molécules representades en els
dos grups de mostres definits en I'analisi de components principals. D’altra banda, i
amb l'objectiu de donar un valor afegit i complementari a I'estudi, hem finalitzat
I'analisi de les mostres d’exosomes procedents dels plasmes dels mateixos pacients.
Aguestes estructures vesiculars sén clau en el transport de moléecules funcionalment
rellevants i esperem que el contingut ens pugui donar informacié rellevant per explicar

I'agrupament observat de les mostres.

Analisi dels exosomes i técnica en la validacié del plasma

Els exosomes circulants han aparegut recentment com a biomarcadors per al prondstic,
el diagnostic, I'estratificacio del risc i la terapia en moltes malalties, des del cancer fins
a la malaltia cardiovascular. Durant l'infart de miocardi, els exosomes circulants
canvien no només quant a nombre, sind també quant a carregues compostes de
miRNA, lipids i proteines. Per aquesta rad ho estem validant en plasma emprant la
tecnologia xMAP de Luminex. Aquesta tecnologia permet la deteccid de fins a cinquanta
biomarcadors diferents a la vegada en mostres biologiques i fluides. Aquesta tecnologia

es pot configurar per fer assajos de proteines de forma rapida, rendible i precisa.

3. Rellevancia i possibles implicacions futures

La malaltia cardiovascular és la principal causa de mortalitat als paisos occidentals i la
cardiopatia isquémica n’és I'entitat més freqient, que confereix als pacients un
pronostic limitat. L'infart agut de miocardi és la primera manifestacid clinica en un
important nombre de pacients amb cardiopatia isquémica. L'TAM s’associa amb una

mortalitat inicial molt elevada i determina en molts dels supervivents un pronostic a



llarg termini limitat. Els mecanismes que participen en la génesi i en la progressio del
trombus intracoronari en pacients amb IAM no es coneixen del tot. Al mateix temps,
tampoc es coneix quina és la naturalesa exacta que provoca la inestabilitat de la lesid
responsable i la posterior formacio i progressio del trombus intracoronari (trencament,

erosié o alteracions indetectables).

En aquest projecte s'analitzen els potencials mecanismes de formacid i progressié de la
trombosi intracoronaria en el context de I'IAM. L’avaluacié molt inicial del grau
d’inestabilitat de la lesié responsable (ruptura de placa, erosié, absencia de lesid)
mitjancant técniqgues molt sensibles d’'imatge intracoronaria (imatge d’'OCT) poden
permetre una identificacié més precisa del grau de participacio dels diferents
desencadenants. La relacié d'aquests factors i la composicié protedmica del trombus
intracoronari pot identificar o clarificar aspectes en relacié amb el mecanisme de la
genesi i la progressié dels trombus. Aquests aspectes poden facilitar la incorporacié de
noves aproximacions farmacologiques o mecanicistes preventives o molt precoces, tot
cercant tractaments més dirigits o personalitzats. Atesa la prevalenca i I'impacte

pronostic i social de I'IAM, la seva potencial aplicacié clinica podria ser molt important.

Analisi protedomica. En I'analisi protedmica dels trombus obtinguts dels pacients

Unicament es va documentar una lleugera associacié amb la diabetis mellitus
(p = 0,04), ja que els pacients diabétics s’agrupen junts, tot i que aquest grup incloia
mostres de pacients no diabétics que també sén similars, en termes de les proteines

identificades i quantificades.

Analisi exosomica. El nostre estudi si que va permetre documentar una correlacio

moderada entre el factor plaquetari 4 (PF4, CXCL4) amb el temps d’isquémia

(R2 = 0,584, p = 0,0085) i amb les concentracions de PCR (R2 = 0,677, p = 0,002).
Aguests resultats poden suposar que el PF4 tindria un paper precog en la formacid del
trombus, i ser consumit durant I’evolucié d’aquest, una vegada ja s’han activat i
amplificat els mecanismes d’inflamacid sistemica reflectits per uns valors elevats de
PCR. Aquests resultats en la nostra série seran objecte de futures investigacions, ja
gue es fara una validacié en plasma dels pacients per determinar si PF4 es segrega al
torrent circulatori i pot ser considerat un possible biomarcador diagnostic d’infart
hiperagut. D'altra banda, i agquest punt també és important, |'abséncia de correlacié

entre els components del trombus i el potencial mecanisme inicial desencadenant



avaluat per OCT (ruptura greu de placa, fissura o erosid) suggereixen poca rellevancia

del mecanisme inicial desencadenant en la composicié final del trombus.

En I'analisi de les caracteristiques cliniques i de procediment dels pacients agrupats per
cliusters d’exosomes es va documentar que un dels cllsters es diferenciava dels altres
perquée presentava un temps d’isquémia significativament i marcadament més
perllongat (300 min vs. 132 min; p = 0,006). El temps d’isquémia suposa una variable
determinant en les caracteristiques de la formacid, progressid i composicio final del
trombus, pel seu caracter extremadament dinamic. Per aix0 es van fer avaluacions
comparatives entre els diferents grups d’exosomes identificats. La via del complement
es va constatar sobrerepresentada en un dels clisters (B). Aquest aspecte, unit a una
major concentracid de proteina C reactiva, podria plantejar la hipotesi que el
desencadenant trombotic en aquests pacients dependria més d’un estat proinflamatori
sistemic que d’una inestabilitat local de placa. Contrariament, el clister C (pacients
amb menys factors de risc i una menor concentracié de proteina C reactiva) presenta
sobreexpressades les vies lligades al metabolisme de les lipoproteines. Aquest aspecte
podria estar relacionat amb una major aterogenicitat i una major carrega de placa

d’ateroma, tot i que els nivells d’LDL sén similars als del cluster B.

Escenaris addicionals de recerca creats en conjuncié amb altres projectes. La important

guantitat de trombus obtinguts en la nostra poblacié de pacients amb infarts aguts de
miocardi i els resultats de la seva analisi protedmica permetran fer analisis
comparatives amb trombus obtinguts mitjancant aspiracié en territoris vasculars
diferents de pacients que presenten esdeveniments trombotics aguts. Estem fent una
valoracié comparativa en la composicié protedmica de trombus coronaris versus
trombus del territori vascular cerebral en pacients que han presentat episodis

trombotics aguts.

4. Bibliografia cientifica generada

Un aspecte rellevant que cal comentar son les causes per les quals la finalitzacié de

I’estudi ha requerit un periode de realitzacio més llarg que |'establert inicialment. El

comencament del projecte es va retardar aproximadament sis mesos per un problema



exclusivament burocratic a causa de la dificultat d’aconseguir I'aprovacié de les dues

institucions (Hospital de Bellvitge-ICS i IDIBELL), en tractar-se d'un projecte coordinat.

Addicionalment es va sol-licitar una prorroga d’un any i es van justificar una serie de
esmenes que es van fer al projecte a causa de la dificultat de recollir les mostres
necessaries (trombus) per al projecte. Un dels objectius principals inicials de I'estudi
era caracteritzar les molecules implicades en la generacié del trombus format a les
arteries coronaries dels pacients diabétics i no diabétics, en el moment de I'infart agut
de miocardi amb elevacié del segment ST. Un punt molt significatiu i totalment
inesperat durant el desenvolupament del projecte ha estat la important dificultat en
I'obtencié de mostres de trombus intracoronaris mitjancant aspiracié en els pacients
diabetics, en el moment de l'infart, de mesura i mida suficients per poder ser
estudiades i analitzades. Aquesta troballa ha estat absolutament inesperada. No hi ha
series que hagin descrit aquesta dificultat. La dificultat en I'obtencié de trombus
coronaris que hem observat en els pacients diabétics, encara que amb la maxima
reserva, pot suggerir un mecanisme diferent en la fisiopatologia de l'infart agut de
miocardi en aquests pacients. Els pacients amb diabetis tenen plagues coronaries més
fibroses i més rigides i poden experimentar ruptures més progressives i menys
brusques on la carrega trombotica és menor o el trombus en constituir-se de forma
progressiva esta molt més organitzat. Aquest aspecte pot explicar la major resisténcia i
dificultat a la seva extraccié mitjancant I'aspiracid intracoronaria. Per contra, la
important carrega trombotica que es detecta en infarts de pacients no diabétics en que
les lesions coronaries son menys fibroses i amb un major component lipidic, i
possiblement amb trombus més recents, poden explicar la facilitat en I'obtenci6 de
material trombotic mitjancant aspiracié. Aquest ha estat un dels aspectes que, d’altra
banda, ha retardat més la inclusié de pacients en I'estudi i que a més a més ens ha

obligat a modificar-ne determinats objectius.

Llista de publicacions que actualment estan en preparacio:

1. Mecanismes de formacio i progressio de la trombosi en l'infart agut de miocardi.

Analisi protedmica dels trombus i del plasma intracoronari.

2. Mecanisme desencadenant de l'infart agut de miocardi amb elevacié d’ST: major

estat proinflamatori sistemic i menor inestabilitat local de la placa.
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3. Valor del factor plaquetari 4 (PF4) com a biomarcador plasmatic de la fase més

inicial de l'infart agut de miocardi.

4. Bloqueig del lligand de quimiocines 4 (CXCL4) com a diana terapeutica en l'infart

agut de miocardi amb elevacié del segment ST.

5. Paper del sistema del complement en la fisiopatologia aguda de l'infart agut de

miocardi amb elevacié d'ST en pacients amb risc cardiovascular classic elevat.

6. Secrecié coronaria vs. sistemica d’apolipoproteines exosomals en l'infart agut de

miocardi amb elevacié del segment ST.
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