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RESUMEN:

Estudios previos a demostrado que la integridad del DNA libre circulante (cfDNA) puede tener
valor diagndstico en diferentes patologias. Recientemente, la integridad del cfDNA (cfDl) en el
plasma se ha postulado como un indicador de la arteriosclerosis, sin embargo, su aplicaciéon en
el contexto concreto de la estenosis de cardtida asociada a sintomatologia neurolégica ha sido
escasamente explorado hasta la fecha.

Nuestro estudio se enfocd en evaluar el potencial diagndstico de la cfDI en la estenosis de
carétida sintomadtica, siendo la obtencién de plasma un método rapido, facil y minimamente
invasivo.

Una de las limitaciones iniciales del estudio era la poca cantidad de plasma disponible para
analisis, por lo que la primera etapa consistid en evaluar el rendimiento y optimizar diferentes
kits de extraccion disponibles en el mercado, adaptados a la obtencién de cfDNA a partir de
pequefios volimenes de plasma. Una vez identificado el método mds efectivo, procedimos a
aislar el cfDNA demuestras de plasma de pacientes con estenosis de cardtida sintomatica (casos)
y asintomatica (controles) obtenidas durante la cirugia de endarterectomia carotidea.

Para evaluar la cfDlI, realizamos una amplificacion por PCR cuantitativa en tiempo real de
fragmentos de genes de diferentes tamafios, fragmentos cortos (52 y 115 pares de bases) y
fragmentos largos (entre 211 y 339 pares de bases), y calculamos la concentracién de cada
fragmento mediante la interpolacidon en una curva estdndar preparada con DNA extraido de
sangre total. La cfDI se estimé como el ratio entre los fragmentos largos y cortos de cada gen.
Finalmente, comparamos las concentraciones de los diferentes fragmentos, asi como la cfDI de
los distintos genes, entre los grupos clinicos analizados.
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ABSTRACT:

Previous studies have shown that the integrity of circulating free DNA (cfDNA) can have
diagnostic value in different pathologies. Recently, cfDNA integrity (cfDl) in plasma has been
postulated as an indicator of atherosclerosis, however, its application in the specific context of
carotid stenosis associated with neurological symptomatology has been scarcely explored to
date.

Our study focused on evaluating the diagnostic potential of cfDI in symptomatic carotid stenosis,
with plasma collection being a quick, easy and minimally invasive method.

One of the initial limitations of the study was the small amount of plasma available for analysis,
so the first stage was to evaluate the performance and optimise different commercially available
extraction kits adapted to obtain cfDNA from small volumes of plasma. Once the most effective
method was identified, we proceeded to isolate cfDNA from plasma samples from patients with
symptomatic (cases) and asymptomatic (controls) carotid stenosis obtained during carotid
endarterectomy surgery.

To assess cfDI, we performed real-time quantitative PCR amplification of gene fragments of
different sizes, short fragments (52 and 115 base pairs) and long fragments (between 211 and
339 base pairs), and calculated the concentration of each fragment by interpolating on a
standard curve prepared with DNA extracted from whole blood. The cfDI was estimated as the
ratio between the long and short fragments of each gene. Finally, we compared the
concentrations of the different fragments, as well as the cfDI of the different genes, between
the clinical groups analysed.
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Palabras Clave: Estenosis de carétida, ictus isquémico, DNA libre circulante (cfDNA),
PCR cuantitativa (qPCR), integridad del cfDNA (cfDlI)

Key Words: Carotid stenosis, ischemic stroke, Cell-free DNA (cfDNA), quantitative PCR
(gPCR), cfDNA integrity (cfDlI).

Introduccion:

Estenosis de carétida: Causas y factores de riesgo

La estenosis carotidea es un trastorno médico caracterizado por el estrechamiento de las
arterias carotidas, los principales vasos sanguineos que suministran sangre al cerebro, el cuello
y la cara.?

La estenosis carotidea comienza con el dano de las capas internas de las arterias cardtidas,
causado por factores, como la edad, el sexo y los factores genéticos. El riesgo es mayor en los
hombres que en las mujeres y aumenta con la edad. La hipertensidon y la hiperlipidemia
contribuyen a la formacién de placa.! El tabaquismo, la diabetes, la obesidad y un estilo de vida
sedentario son factores de riesgo importantes, ya que dafian los vasos sanguineos y favorecen
las condiciones para que se produzca la estenosis de cardtida.! Este dafio conduce a la
acumulacidén de colesterol, lipidos y otros productos de desecho celular, lo que da lugar a la
formacién de placa. A medida que la placa se acumula, se endurece y estrecha las arterias en un
proceso conocido como aterosclerosis (Fig. 1). Con el tiempo, la aterosclerosis va reduciendo o
bloqueando el flujo sanguineo, lo que puede provocar graves problemas de salud, como los
ictus.?
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Fig 1: Estenosis de la arteria cardtida: La placa ateromatosa en la bifurcacion de la arteria carétida. La placa, resultado
del depdsito de colesterol y de la proliferacién celular, altera el flujo sanguineo y favorece la formacién de trombos y
émbolos.?

Mecanismos moleculares de vulnerabilidad de la placa de ateroma

La estenosis carotidea puede ser asintomatica cuando las placas son estables, o, por el contrario,
si las placas son vulnerables o inestables, pueden romperse, desprendiendo fragmentos al
torrente sanguineo, produciendo sintomatologia neurolégica.?

Las placas estables tienen una capa gruesa fibrosa, un nucleo lipidico mas pequefio y menos
células inflamatorias. La capa fibrosa de las placas estables es abundante en colageno y células
musculares lisas (CML), que proporcionan integridad estructural y resistencia a la rotura. El
contenido reducido de células inflamatorias y los niveles mas bajos de enzimas proteoliticas en
las placas estables ayudan a mantener la matriz extracelular, reduciendo el riesgo de rotura.

En cambio, las placas vulnerables se caracterizan por tener una capa fina fibrosa, un gran nucleo
necrético rico en lipidos y abundante de células inflamatorias, sobre todo macréfagos. Estos
macréfagos producen enzimas proteoliticas, que degradan los componentes de la matriz
extracelular y debilitan la cubierta fibrosa, haciéndola propensa a la rotura.* Ademas, estas
placas suelen presentar una mayor neovascularizacion y hemorragia intraplaca, lo que
contribuye a su inestabilidad.* A nivel molecular, las placas vulnerables muestran una elevada
expresion de citocinas proinflamatorias como la interleucina-1p (IL-1B) y el factor de necrosis
tumoral (TNF), que promueven aun mas la inflamacién y la degradacién de la matriz.*
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Los mecanismos celulares que subyacen a la vulnerabilidad de la placa implican una interacciéon
dinamica entre varios tipos celulares, como las células endoteliales, las CML, los macréfagos y
los linfocitos T. Las células endoteliales, cuando se activan por factores de riesgo como la
hiperlipidemia y la hipertensidn, expresan moléculas de adhesién que facilitan el reclutamiento
de monocitos del torrente sanguineo. Estos monocitos se diferencian en macréfagos dentro de
la intima y engullen particulas modificadas de lipoproteinas de baja densidad (LDL),
convirtiéndose en células espumosas. Estas células espumosas segregan citocinas y quimiocinas
inflamatorias, repitiendo un ciclo de inflamacién y reclutamiento adicional de células
inmunitarias.®

Los macrofagos de las placas vulnerables también sufren apoptosis, lo que provoca la liberacion
de restos celulares y la acumulacién de lipidos extracelulares, que forman el nicleo necrético.
La eliminacién ineficaz de las células apoptéticas propicia la formacién del nucleo necrético y la
inestabilidad de la placa. Los mediadores inflamatorios producidos por los macréfagos, como la
IL-1B y el TNF, activan las CMLy las células endoteliales, promoviendo una mayor inflamacién y
degradacion de la matriz.

Los linfocitos T, en particular las células T helper 1 (Th1), contribuyen a la vulnerabilidad de las
placas al producir interferén gamma (IFN-y), que activa los macréfagos y las CML, potenciando
la respuesta inflamatoria (Fig. 2). Las células T reguladoras (Treg), que producen citocinas
antiinflamatorias como la IL-10 y el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), son
menos abundantes en las placas vulnerables, por lo que tiende hacia un estado proinflamatorio.®

Las CML desempeian un papel doble en la aterosclerosis. En las placas estables, las CML
sintetizan componentes de la matriz extracelular, como el coldgeno, contribuyendo a la
formacién de una capa gruesa fibrosa. Sin embargo, en las placas vulnerables, las CML pueden
pasar de un fenotipo contractii a un fenotipo sintético, caracterizado por una mayor
proliferacién y produccion de enzimas que degradan la matriz, lo que contribuye al
adelgazamiento de la capa fibrosa y a la inestabilidad de la placa.®

A nivel molecular, varias vias de sefializacién estan implicadas en la estabilidad y vulnerabilidad
de la placa. La via del factor nuclear kappa B (NF-kB) es un regulador clave de la inflamacion, y
su activacion en macréfagos y células endoteliales conduce a la transcripcion de citocinas
proinflamatorias, quimiocinas y moléculas de adhesidn. La via de la proteina cinasa activada por
mitégenos (MAPK) también desempefa un papel crucial en las respuestas inflamatorias y la
proliferacién de las CML.”

El metabolismo de las lipoproteinas es otro factor critico en la aterosclerosis. Los niveles
elevados de colesterol LDL favorecen su retencidon y modificacion dentro de la pared arterial,
desencadenando una respuesta inflamatoria. En cambio, el colesterol de las lipoproteinas de
alta densidad (HDL) facilita el transporte inverso del colesterol y tiene propiedades
antiinflamatorias, contribuyendo a la estabilidad de la placa.’
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Fig 2: Representacidn gréfica de la interaccion entre el metabolismo lipidico y la inflamacidn en la aterosclerosis: La
aterogénesis comienza con el reclutamiento de células inflamatorias en la intima, donde las células endoteliales
activadas expresan moléculas de adhesidn leucocitaria para captar monocitos sanguineos. Estos monocitos se
convierten en células espumosas tras captar LDL modificadas, lo que conduce a la formacién de macréfagos cargados
de lipidos que favorecen la inflamacion y la trombosis. Las células T, las células B y varias lipoproteinas también
contribuyen al proceso a través de complejas interacciones y vias de sefializacidn, afectando en ultima instancia al
transporte y la eliminacion del colesterol.8

La angiogénesis dentro de la placa, impulsada por factores como el factor de crecimiento
endotelial vascular, puede conducir a la formacién de nuevos vasos fragiles propensos a la rotura
y la hemorragia, lo que contribuye a la vulnerabilidad de la placa. La interaccion entre estos
mecanismos celulares y moleculares determina en Uultima instancia el equilibrio entre Ila
estabilidad y la vulnerabilidad de la placa, lo que influye en el riesgo de episodios
cardiovasculares agudos como el infarto de miocardio y el ictus.®

Implicaciones clinicas y socioeconémicas de la inestabilidad de la placa de ateroma
carotideo

La complicacion neuroldgica mas grave de la rotura de la placa de ateroma carotidea es el ictus,
que puede tener efectos devastadores, como paralisis, pérdida del habla, trastornos cognitivos
e incluso la muerte. Existen otras manifestaciones de sintomatologia neuroldgica como son el
accidente isquémico transitorio (AIT), que provoca, sintomas similares a los del ictus, pero no
causan dafios permanentes como la amaurosis fugax, siendo esta una perdida temporal de la
visién en cualquiera de los dos ojos.

El ictus es la primera causa de muerte en mujeres y la segunda en hombres en Espafia y la
primera causa de discapacidad adquirida en adulto. Aproximadamente 1,1 millones de
europeos sufren un ictus cada afio; el 80% de los casos corresponden a ictus isquémico. La
estenosis u oclusién carotidea aterosclerdtica causa en Espaifia alrededor del 30% de las
isquemias cerebrovasculares. Entre un 20 y un 35% de los pacientes con ictus fallecen durante
el primer mes, y aproximadamente un tercio de los sobrevivientes pierde su autonomia. El coste
anual de los nuevos casos de ictus en Espaia se estima en 1.989 millones de euros. Aunque en
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los ultimos 20 afos, la mortalidad y discapacidad por ictus ha disminuido, en los préximos 25
afios su incidencia se incrementara un 27%. Las previsiones actuales sefialan que la incidencia
del ictus continuard aumentando debido, entre otras causas, al envejecimiento de la poblacidn.
De esta forma, se estima que entre los afios 2015 a 2035 el nimero de personas que sufriran un
ictus superardn los cuatro millones y medio en la Unidn Europea.®®

Asi pues, es una patologia que afecta a un sector vulnerable de la poblacién ya que se asocia al
envejecimiento y, ademas de manera mas acentuada en mujeres, considerandose Ia
menopausia un factor de riesgo afiadido.

Métodos diagndsticos

El diagndstico de la estenosis carotidea implica exploraciones fisicas y diversas pruebas de
imagen, cada una con ventajas e inconvenientes. Inicialmente, los médicos pueden utilizar la
auscultacién para detectar hematomas, lo que puede sugerir un estrechamiento, pero no es
sensible ni especifico. La ecografia carotidea, una herramienta no invasiva y ampliamente
disponible, utiliza ondas sonoras para crear imagenes de las arterias y medir el flujo sanguineo,

! La angiografia por tomografia

aunque su precision puede depender del operador.!
computarizada (ATC) ofrece imagenes detalladas mediante rayos X y un medio de contraste,
pero implica radiacion y riesgos potenciales para determinados pacientes.'? La angiografia por
resonancia magnética (ARM) evita la radiacion mediante resonancia magnética y es adecuada
para pacientes que no pueden someterse a una ATC, pero es mas costosa y estd menos
disponible.’® La angiografia cerebral, o angiografia por sustraccién digital (ASD), es la prueba de
referencia por su gran precision e imagenes detalladas, pero es invasiva, con mayores riesgos y

exposicién a la radiacion. (1413

Nuevos marcadores de inestabilidad de placa de ateroma

Como consecuencia de las limitaciones de las técnicas de imagen actuales, la identificacidn de
marcadores moleculares, rapidos, no invasivos y de facil determinacién, que indiquen la
inestabilidad de la placa, es crucial para intervenir a tiempo y prevenir accidentes
cardiovasculares severos.

Las metaloproteinasas de matriz (MMP) son una familia de enzimas que degradan los
componentes de la matriz extracelular, cruciales para la integridad estructural de las placas de
ateroma. Los niveles elevados de MMP-3, MMP-7 y MMP-9 se han relacionado con la
inestabilidad de la placa. Diversos estudios han demostrado que las concentraciones elevadas
de estas MMP, en particular de la MMP-9, se asocian a la degradacién de las proteinas
extracelulares estabilizadoras y de los tapones fibrosos, lo que puede provocar la rotura de la
placa y accidentes cardiovasculares posteriores. **1”) E| aumento de la actividad de las MMP en
las placas de ateroma reduce su estabilidad, haciéndolas mds susceptibles a la rotura y
provocando resultados cardiovasculares adversos.

El inhibidor tisular de las metaloproteinasas (TIMP-1) es el inhibidor natural de las MMP vy
desempena un papel protector en el mantenimiento de la estabilidad de la placa. Se han
observado niveles mas bajos de TIMP-1 en pacientes con placas vulnerables, lo que contribuye
a un desequilibrio entre las MMP y sus inhibidores.*®
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Estos son solo unos ejemplos de la amplia variedad de marcadores moleculares que se estan
investigando en la actualidad, lo que subraya la importancia de estos marcadores para evaluar
el riesgo de inestabilidad de la placa de ateroma.

La identificacidon y comprension de estos marcadores moleculares no solo permiten una mejor
evaluacidn del riesgo cardiovascular, sino que también abren la puerta a métodos de deteccidn
mds personalizados. Sin embargo, ademdas de las proteinas y enzimas implicadas en la
estabilidad de la placa, otros métodos innovadores estan emergiendo para mejorar la deteccién
y evaluacién del riesgo cardiovascular, destacando especialmente aquellos que se centran en la
genética y la biologia molecular.

El cfDNA como biomarcador

El DNA libre circulante (cfADN) se refiere a fragmentos de DNA que circulan libremente por el
torrente sanguineo, fuera de las células. Estos fragmentos proceden de la descomposicion de
células en todo el organismo, tanto de procesos normales como de condiciones patoldgicas
como el cancer, la infeccidon o la inflamacion.

La deteccién de diferencias en el cfDNA se ha revelado como una técnica prometedora
diagndstica no invasiva. En los Ultimos afios se han desarrollado diversas tecnologias para utilizar
el cfDNA en aplicaciones como las pruebas prenatales no invasivas, el seguimiento de los
trasplantes de érganos, el diagndstico de enfermedades inmunitarias como el lupus eritematoso
sistémico, la evaluacién de lesiones tisulares como los accidentes cerebrovasculares y la
deteccidn del céancer.’®

Varios estudios indican que el cfDNA en individuos sanos procede principalmente del sistema
hematopoyético, incluidos eritrocitos, granulocitos, monocitos y linfocitos. 222 En condiciones
patoldgicas, sin embargo, el cfDNA puede proceder de los tejidos afectados.?

Independientemente de su origen, todos los cfDNA comparten propiedades comunes que
influyen en su funcién y potencial diagndstico. El cfDNA no esta encapsulado, se encuentra en
los fluidos corporales y estd muy fragmentado, ya que comprende tanto DNA monocatenario
como bicatenario y consiste en una mezcla de fragmentos de DNA de diversos tamafios.??

La concentracion de cfDNA en sangre esta regulada principalmente por su cinética de
degradacion, que puede variar significativamente en diferentes condiciones fisioldgicas. El
cfDNA se degrada rapidamente en los fluidos corporales, pero su periodo de vida media se ha
detectado que varia mucho segun los diferentes contextos.?

El conocimiento de la dindmica del cfDNA tanto en estados sanos como patoldgicos sienta las
bases para su aplicacion en diagndsticos no invasivos, y las investigaciones en curso siguen
perfeccionando y ampliando sus posibles usos. Este enfoque innovador se estd ampliando para
incluir aplicaciones en una variedad de condiciones médicas, como los ictus isquémicos.
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El cfDNA en el ictus isquémico

El ictus isquémico es una lesidn tisular estéril resultante de la oclusién de una arteria que
suministra sangre al cerebro. Esta obstruccion priva al tejido cerebral de oxigeno y glucosa, lo
que provoca la muerte necrética de las células y compromete la integridad del tejido. La
inflamacidn desempefia un papel crucial en la patobiologia del ictus, ya que el sistema
inmunitario contribuye activamente al dafo tisular iniciado por el episodio isquémico. El ictus
no sélo induce una respuesta inflamatoria grave dentro del propio cerebro, sino que también
desencadena una reaccidn inflamatoria sistémica inmediatamente después de la lesion
isquémica.

Durante eventos patoldgicos como el ictus isquémico, el cfDNA liberado de las células dafiadas
o necréticas circula en el torrente sanguineo y puede ser reconocido por el sistema inmunitario
innato. Este cfDNA, al ser identificado como un patrén molecular asociado al dafio (DAMP),
contribuye a la activacién de las respuestas inflamatorias sistémicas. Al igual que otros DAMP,
el cfDNA puede interactuar con receptores de reconocimiento de patrones, promoviendo la
activacion de células inmunitarias y la liberacién de citoquinas proinflamatorias, lo que exacerba
la respuesta inflamatoria asociada al dafio tisular isquémico.?

Los DAMP son un grupo diverso de moléculas inmunogénicas, ciertas proteinas, ATP, DNA y ARN,
que generalmente son secretadas por células estresadas, dafiadas o moribundas.?® En el
contexto del ictus, los DAMP se liberan principalmente del tejido cerebral necrético y apoptético
post-isquémico.?” La liberacidn inicial de DAMP activa el endotelio cerebral, lo que conduce al
reclutamiento de células inmunitarias locales y circulantes, que a su vez amplifican la respuesta
inmunitaria local.?®

Dada la amplia gama de moléculas DAMP que se liberan en la circulacién tras un ictus, existe un
gran interés en aprovechar estas moléculas como biomarcadores no invasivos para diagnosticar
el ictus y predecir sus resultados. El objetivo de las investigaciones en curso sobre
biomarcadores de ictus es identificar biomarcadores sanguineos que no sélo puedan distinguir
entre ictus y sintomas similares al ictus, sino también entre diversos subtipos de ictus, lo que en
Gltima instancia facilitaria intervenciones clinicas rapidas. 3% A pesar de las numerosas
investigaciones realizadas, ninguno de los biomarcadores identificados ha cumplido aun estos
criterios lo suficiente como para ser adoptado en la préctica clinica.?*

En el caso concreto del cfDNA aplicado a la deteccidn del ictus, se han publicado ensayos
observacionales que relacionan las concentraciones de cfDNA en sangre en pacientes con ictus,
correlacionando estos niveles con otros biomarcadores sanguineos y pardmetros de resultados
clinicos. 423 En la mayoria de estos estudios clinicos, el cfDNA se ha considerado un posible
marcador predictivo de los resultados crdnicos tras un ictus. En 2003, Rainer et al. fueron los
primeros en utilizar la PCR cuantitativa en tiempo real para el gen de la B-globina para demostrar
que la concentracién de cfDNA en sangre aumenta en las 3 horas siguientes al ictus.3? Este
analisis cuantitativo fue suficiente para la clasificacién temprana del riesgo y para predecir la
discapacidad y la mortalidad a los 6 meses del ictus.3?
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En muchos de los estudios clinicos #?3® |a cuantificacién del cfDNA se realizé mediante PCR
cuantitativa en tiempo real o métodos fluorométricos/espectrométricos. La mayoria de esos
estudios identificaron un aumento general de la concentracién sanguinea de cfDNA poco
después del inicio del ictus. Sin embargo, los tiempos de muestreo variaron ampliamente entre
los estudios y a menudo no se describieron lo suficiente. Como resultado, las concentraciones
de cfDNA reportadas variaban mucho entre los estudios, ya sea por diferencias en los tiempos
de toma de muestras o por otras variaciones técnicas no especificadas.

1.3 cuantificaron el cfDNA nucleosémico sanguineo. En el tercer dia tras un caso de

Geiger et a
apoplejia, descubrieron que las concentraciones de cfDNA nucleosémico en sangre se
correlacionaban bien con los resultados funcionales, medidos por el indice de Barthel (> 50: 523
UA frente a < 50: 869 UA).*® En otro estudio desarrollado por Vasilyeva et al.?® realizaron
mediciones repetitivas a lo largo de las primeras 72 horas posteriores al ictus y observaron la

concentraciéon mas alta de cfDNA en sangre a las 48 horas del inicio de los sintomas.

En conjunto, estos estudios subrayan el potencial del cfDNA como un valioso biomarcador en el
diagndstico y prondstico del ictus. Sin embargo, también indican la necesidad de seguir
investigando para estandarizar los protocolos de medicion del cfDNA y comprender las
implicaciones de los niveles de cfDNA en diversos contextos clinicos.

Muchos estudios han intentado relacionar los niveles de cfDNA en sangre con otros
biomarcadores sanguineos en pacientes con ictus. Un estudio del 2006 de Geiger et al compard
los niveles de cfDNA nucleosémico en sangre con otros posibles biomarcadores de ictus, como
la enolasa neuronal especifica (NSE), la proteina S100 y la PCR, en pacientes que sufrian un ictus
isquémico.” Descubrieron que la gravedad del ictus en el momento del ingreso hospitalario se
correlacionaba con los niveles sanguineos de cfDNA, NSE y S100 a los 3 y 6 dias del ictus.?” A
pesar de que las muestras de sangre se tomaron una sola vez en el momento del ingreso, la
concentracién de cfDNA demostré ser un predictor fiable de los resultados del ictus. Estos
biomarcadores también estaban relacionados con el tamafio del infarto y el indice de
recuperacion a los 12 meses.%’

Estos resultados subrayan el potencial del cfDNA como marcador prondstico en el ictus,
superando a biomarcadores tradicionales como la PCR y la proteina S100 en la prediccién de
resultados a largo plazo.

A pesar de los prometedores resultados relativos a la utilidad clinica del cfDNA como
biomarcador, es necesario seguir investigando para abordar varias cuestiones clave y retos
técnicos y comprender plenamente su utilidad clinica en el tratamiento del ictus. Los ensayos
futuros deberan centrarse en el desarrollo de métodos mas sensibles y estandarizados para el
analisis del cfDNA, la evaluacion de su aplicabilidad tanto en muestras de plasma como de suero
y el estudio detallado de la cinética de las concentraciones sanguineas de cfDNA en pacientes
con ictus. Estos avances mejoraran nuestra comprension de la dindmica del cfDNA y
consolidardn su papel en la practica clinica, lo que podria mejorar la evolucién de los pacientes
gracias a diagndsticos mas precisos y oportunos.
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Integridad del cfDNA

Como se ha comentado, el cfDNA consiste en DNA fragmentado que circula por el torrente
sanguineo, liberado de células que sufren apoptosis o necrosis.? La longitud y la cantidad de
estos fragmentos de DNA pueden variar en funcién de la fuente del cfDNA.*® La integridad del
cfDNA (cfDl), se ha estudiado mas ampliamente en el contexto del cancer, ya que las células
cancerosas suelen liberar fragmentos mas largos que los fragmentos mds cortos y uniformes de
las células apoptdticas no enfermas.3**! Esta diferencia en la longitud de los fragmentos
constituye la base para medir la cfDI, calculada como la relacién entre los fragmentos de DNA
mas largos y los mas cortos.

Gran parte de los estudios en los que se usa la detecciéon de cfDNA son aplicados,
principalmente, en investigar la deteccién temprana de cancer o su progresion.

En varios de estudios sobre el cancer ®>*Y), se observaron niveles mas elevados de los fragmentos
de DNA mas largos y los mads cortos, (generalmente usados los fragmentos del gen ALU) y cfDlI
en las pacientes en comparacion con los controles sanos, con una correlacion significativa con
el estadio del tumor. Esto sugiere que los marcadores de cfDNA reflejan la carga y la progresion
de la enfermedad. Ademas, estos estudios proporcionan una base para comprender su posible
utilidad en otras enfermedades, incluida la aterosclerosis.

La aterosclerosis se caracteriza por la inflamacién crénica y el recambio celular dentro de las
placas arteriales. Las células de estas placas, incluidas las células musculares lisas, las células
endoteliales y los macréfagos, sufren apoptosis y necrosis, liberando cfDNA al torrente
sanguineo.* La medicidn de los niveles de los fragmentos de DNA mds largos y los mas cortos,
junto con el calculo del cfDI, puede proporcionar informacion valiosa sobre el alcance del
recambio celular y la inflamacién asociada a las placas aterosclerdticas que podria indicar
inestabilidad de la placa o una mayor carga de la enfermedad, lo que ayudaria al diagnédstico y
seguimiento de la aterosclerosis.®®

En un estudio previo publicado por Qian et al. analizaron el ¢cfDNA y la cfDI, en base a los
fragmentos de distintos tamafios (115 y 247 pares de bases) las secuencias repetitivas ALU vy
observaron que los pacientes con aterosclerosis presentaban mayores niveles del cfDNA y
menores ratios de cfDI que los controles sanos reclutados.* Este estudio sugiere la posible
utilidad del cfDNA y la cfDI como marcadores de aterosclerosis, sin embargo, no ahonda en su
relacidn con la vulnerabilidad de la placa y su relacién con la sintmatologia neuroldgica.

La capacidad de utilizar marcadores como el cfDNA y el cfDI para diagnésticos no invasivos es
especialmente valiosa en el caso de la aterosclerosis, donde los métodos de diagndstico
tradicionales, como la angiografia o las técnicas de imagen, pueden ser invasivos, costosos y no
siempre disponibles para el cribado rutinario. Mediante el uso de muestras de sangre para medir
los marcadores de cfDNA, los médicos podrian detectar antes la aterosclerosis y controlar mas
eficazmente la progresion de la enfermedad o la respuesta al tratamiento. Por ejemplo, unos
niveles mas elevados de cfDNA o una cfDl alterada podrian predecir acontecimientos
cardiovasculares adversos, como infarto de miocardio o ictus, ayudando asi a estratificar a los
pacientes en funcién de su riesgo y orientando enfoques terapéuticos mas personalizados.
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La integracién de marcadores de cfDNA como el ALU-247, el ALU-115 y la integridad del cfDNA
en la practica clinica de la aterosclerosis requeriria su validacién mediante amplios estudios
clinicos. Estos estudios tendrian que confirmar la sensibilidad y especificidad de estos
marcadores para detectar la aterosclerosis y predecir los resultados en comparacién con los
biomarcadores y métodos de diagndstico establecidos.*

El uso de cfDNA como biomarcador para el diagndstico y prondstico presenta varias limitaciones
importantes a pesar de su potencial. Uno de los principales retos es la concentracion
intrinsecamente baja de cfDNA en el plasma sanguineo, lo que dificulta su deteccidn y analisis
precisos.*

Asi pues, por todo lo mencionado anteriormente, es importante disponer de marcadores no
invasivos de inestabilidad de placa de ateroma. Ademas, se ha sugerido que tanto el cfDNA como
su integridad (cfDl) podrian ser buenos marcadores de aterosclerosis. En base a eso, la hipdtesis
de este estudio supone que los pacientes con estenosis carotidea sintomatica y asintomatica
presentaran diferentes niveles de cfDNA en su torrente sanguineo. Esta hipdtesis se basa en el
entendimiento de que la estenosis carotidea sintomatica, caracterizada por manifestaciones
clinicas como ataques isquémicos transitorios o accidentes cerebrovasculares, puede implicar
un dafio endotelial y procesos inflamatorios mds extensos en comparacidon con la estenosis
carotidea asintomatica. Es probable que estos cambios patoldgicos liberen mayores cantidades
de cfDNA en el torrente sanguineo. Por el contrario, la estenosis carotidea asintomatica, en la
que el estrechamiento de la arteria cardétida aun no produce sintomas perceptibles, puede
presentar niveles mas bajos de alteracion endotelial e inflamacidn, lo que se traduce en niveles
mas bajos de cfDNA. Asi pues, es interesante medir la utilidad como biomarcadores del cfDNA 'y
la cfDI para estratificar riesgo de accidente cerebrovascular en pacientes con estenosis de
cardtida Esto permitiria comprender mejor los mecanismos fisiopatoldgicos subyacentes y
podria ayudar en la toma de decisiones cinicas clinicas adecuadas.

Objetivos:

El objetivo principal de este estudio es evaluar el cfDNA y su cfDI como marcadores no invasivos
del riesgo de accidente cerebrovascular en pacientes con estenosis carotidea. Para su
consecucién se desarrollaran los siguientes objetivos especificos:

En primer lugar, se analizara la idoneidad de varios kits de extraccion de cfDNA, optimizando las
condiciones de extraccion de cfDNA a partir de volimenes pequefios de plasma. Esto incluye la
evaluacidn de diferentes kits en funcion del rendimiento, la pureza y la eficacia general para
determinar el mejor método de extraccidén de cfDNA a partir de muestras de pacientes.

En segundo lugar, se cuantificaran fragmentos de cfDNA de distintos tamafios mediante PCR
cuantitativa (qPCR). Concretamente, se medird la concentracion de fragmentos de cfDNA
pequefios (52-115 pb) y grandes (211-339 pb) y se calculard el ratio entre los fragmentos
grandes/pequefios como medida de integridad del cfDNA.
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Por ultimo, se compararan los valores de integridad del cfDNA de pacientes con estenosis
carotidea sintomatica y asintomdtica y se evaluard su capacidad diagndstica.

Materiales y Métodos:

Reclutamiento de pacientes y procesado de muestras:

Se trata de un estudio caso-control realizado con la participacién de pacientes reclutados
consecutivamente por el servicio de Angiologia y Cirugia Vascular del Hospital Universitario y
Politécnico La Fe.

Se consideraron pacientes sintomaticos (casos) aquellos sujetos que presentaron AIT, amaurosis
fugax o ictus, asociado a estenosis de la arteria carétida, con menos de 21 dias de evolucion
desde su diagndstico hasta la programacién de la cirugia.

Se consideraron pacientes asintomaticos (controles) aquellos sujetos con estenosis severa de la
arteria cardtida (>70%) sin sintomatologia neuroldgica intervenidos de estenosis carotidea
segln las indicaciones de las guias internacionales.

El estudio se llevd a cabo segun la declaracidn de Helsinki con aprobacién de sendos comités
(ético y cientifico) del Hospital Universitario y Politécnico La Fe. Las muestras y los datos de los
participantes se gestionaron a través del Biobanco del Hospital La Fe (PT17/0015/0043) segln
procedimientos normalizados, previa firma del correspondiente consentimiento informado por
parte de los participantes.

De cada participante, se extrajo sangre venosa en tubo con K2EDTA durante la intervencion
quirdrgica que se procesoé durante las 3 primeras horas tras la extraccidon. La sangre se centrifugd
a 1800G durante 30 min a 42C. El plasma se distribuyd en alicuotas de 250l que se almacenaron
a -802C hasta su uso. Para la realizacién de este estudio, se dispuso de una de las alicuotas de
250puL.

Obtencion de cfDNA a partir de plasma: Seleccion y optimizacion de Kit de extraccion:
El pequeiio volumen de plasma disponible para la realizacién del estudio (250uL) suponia una
limitacion para la obtencion del cfDNA, ya que muchos de los kits disponibles en el mercado
estan disefiados para partir de una cantidad mayor de fluido.

Con el fin de determinar cudl proporcionaba una mayor cantidad y calidad de cfDNA, se
compararon 3 kits de extraccién, usando plasma de un sujeto sano, siguiendo la misma
metodologia de extraccidn usada en los pacientes. Los kits evaluados fueron los siguientes:
QIAamp® Viral RNA Mini Kit (QIAGEN), Plasma/Serum Cell-Free Circulating DNA Purification Mini
Kit (Norgen Biotek Corp) y NucleoSpin cfDNA XS (Macherey-Nagel), siguiendo las indicaciones
del fabricante con ligeras modificaciones.
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Las alicuotas de 250uL de plasma se descongelaron introduciendo las muestras en hielo y se
centrifugaron a 3000G a una temperatura de 42C durante 5 min para precipitar posibles restos
celulares. Se recuperaron 240uL de plasma que se utilizaron con cada kit. Los 3 kits se basan en
un sistema de columnas. A continuacion, se describe brevemente el protocolo de cada kit, se ha
mantenido los nombres comerciales de los tampones incluidos en cada kit:

1. QlIAamp® Viral RNA Mini Kit (QIAGEN)

Este kit requiere la adicién de un RNA carrier, preparado a 1lpug/uL en tampdn AVE®
proporcionado en el kit, que ayuda a la recuperacidn del cfDNA en fluidos.

Previo al protocolo, se prepara la mezcla de tampdn AVL + RNA-AVE (asi descritos por la casa
comercial) a proporcién 100:1.

Se afiaden 240 uL de plasma/suero a 960 uL de tampdn AVL+RNA-AVE en un tubo de 1,5 mL de
microcentrifuga. Se homogeniza por vortex durante 15 s el tubo de microcentrifuga. Se deja
incubar durante 10 min a temperatura ambiente (TA) y se realiza un spin al tubo para quitar las
gotas del interior de la tapa. La muestra se divide en partes iguales en dos tubos de
microcentrifuga y se afiaden 480 pL de etanol (96-100%) a cada tubo. Se mezclan con vortex
durante 15 s seguido de un spin. Con cuidado, se aplican 540 pL de la solucién a la mini columna
QlAamp (en un tubo de recoleccidn de 2mL) y se centrifuga a 6000 x g durante 1 min. Se coloca
la mini columna QlAamp en un tubo de recoleccidn limpio y se repite el proceso hasta que todo
el volumen se haya cargado. Se realiza un lavado con 500 pL de tampdn AW1 y se centrifuga a
6000 x g durante 1 min, seguido de un lavado con 500 pL de tampdn AW?2 centrifugandolo a
20000 x g durante 3 min. Tras una centrifugacion adicional a 20000 x g durante 1 min para
eliminar los restos de etanol de los lavados, el DNA se eluye con tampdn AVE, se deja incubar
durante 1 min a TAy se centrifuga a 6000 x g durante 1 min.

Este protocolo se llevd a cabo con 40 L, 60 plLy 80 uL de tampdn de elucidn AVE, asi como con
una doble elucién de 40 pL para tratar de optimizar la recuperacién del DNA.

2. Plasma/Serum Cell-Free Circulating DNA Purification Mini Kit (Norgen Biotek Corp)

Se aifaden 260 plL de PBS 1X a los 240 pL de plasma en un tubo de 2 mL y se aifladen 30 pL de
Proteinasa K, mezclandolo bien con vértex durante 10 s. Después, se incuba durante 10 min a
TA invirtiendo la alicuota en un agitador orbital durante esos 10 min. Se afiade 1 mL de tampdn
de fijacién B y se mezcla bien usando vdrtex durante 10 s. Se transfieren 750 plL de la mezcla a
la mini columna de centrifugado ensamblada con uno de los tubos de recoleccién y se centrifuga
durante 2 min a 3800 x g. Se descarta el sobrenadante y se repite hasta pasar el total de la
muestra. Se aplican 500 pL de solucién WN a la columna y se centrifuga 1 min a 3800 x g. Se
descarta el sobrenadante y se repite este proceso usando solucion de lavado A. Se centrifuga la
columna vacia durante 3 min a 20800 x g y se descarta el tubo de recoleccidn. Se transfiere la
columna de centrifugado a un nuevo tubo de elucién y se afiaden 100 pL de tampdn de elucidn
B a la columna, dejandola durante 2 min a TA. Se centrifuga 1 min a 420 x g, seguido de 2 min a
6800 x g. A los 100 pL de DNA diluido, se afiaden 300 pL de tampdn de fijacion B y se mezclan

Pégina 16



en voértex durante 10 s. Se transfiere la mezcla entera a la microcolumna de centrifugado
ensamblada con un tubo de recoleccidn y se centrifuga 1 min a 3800 x g, seguido de un lavado
con 500 pl de solucién de lavado A centrifugando 1 min a 3800 x g y se repite este proceso dos
veces. Se centrifuga la columna vacia durante 3 min a 20800 x g y se descarta el tubo de
recoleccidn. Se transfiere la columna de centrifugado a un tubo de elucién y se eluye con 25 pL
de tampdn de elucién B a la columna, dejandola durante 2 min a TA. Se centrifuga 1 min a 420
X g, seguido de 2 min a 6800 x g y se recupera la fraccidn eluida.

3. NucleoSpin cfDNA XS (Macherey-Nagel)

Se introducen 240 pL de plasma a un tubo de microcentrifuga y se afiaden 360 pL de tampdn de
fijacién (BB). Se invierte el tubo 3 veces y se pasa por vortex durante 3 s. Se cargan 600 uL de
mezcla total a la columna NucleoSpin cfDNA XS, colocada en un tubo de recoleccion de 2 mL. Se
centrifuga a 2000 x g durante 30 segundos, seguido de 11000 x g durante 5 s. Se lava la columna
con 500 plL de tampdn de lavado (WB) y se centrifuga durante 30 s a 11000 x g. Se repite el
lavado con 250 plL de tampdn WB y se centrifuga durante 3 min a 11000 x g. Se eluye el DNA con
20 pL de tampdn de elucion y se centrifuga durante 30 s a 11000 x g. Se incuba la fraccion eluida
con la tapa abierta durante 8 min a 90°C. Tras esta etapa de evaporacion, el volumen final
resultante es de 8-10 pL.

Obtencion del DNA genémico

Dado que la concentracion esperada del cfDNA en plasma es baja. Utilizaremos DNA gendmico
para ensayar y optimizar las condiciones de PCR convencional y qPCR, asi como para utilizarlo
como recta patrén en la cuantificacion del cfDNA por gPCR.

Para la obtencion de éste, se usara el kit de Wizard Genomics DNA Purification Kit (Promega,
Innogenetics). Este kit se utiliza para la extraccion de DNA a partir de sangre total. El proceso
seguido es el que indica el fabricante:

Se homogeneizan los tubos de sangre total anticoagulada con EDTA agitandolos
cuidadosamente mediante inversion. Se separan en eppendorfs estériles de 1,5 mL con alicuotas
de 300 pL de la muestra de sangre total. A cada alicuota se le afaden 900 pL de Cell Lysis
Solution, se incuban y homogeneizan durante 10 min en un agitador orbital a baja velocidad. Se
centrifugan 20 s a 16000 x g a TA, eliminando el sobrenadante y dejando el pellet. Los leucocitos
se resuspenden agitando en vértex durante 10-15 s y afnadiendo 400 pL de Cell Lysis Solution a
cada alicuota, incubando y homogeneizando 10 min mas a baja velocidad. Se centrifugan
nuevamente durante 20 s a 16000 x g, eliminando el sobrenadante. Para disgregar los leucocitos,
se afiaden 300 uL de Nuclei Lysis Solution a cada alicuota, homogeneizando con la pipeta. Se
incuban 1 hora a 37°C en el termobloque, afiadiendo 1,5uL de RNAasa, invirtiendo 25 veces e
incubando 15 min mas a 37°C en el termobloque. Tras atemperar 5 min a TA, se afiaden 100 pL
de Protein Precipitation Solution, se agita 20 s en vértex y se centrifuga 3 min a 16000G. Se
transfiere el sobrenadante a nuevos tubos estériles de 1,5mL, afiadiendo 300 pL de isopropanol
al 99% para precipitar el DNA, colocandolo en el agitador orbital 30 min. Se centrifugan las
alicuotas 1 min a 16000 x g, eliminando el sobrenadante, y se afnaden 300 puL de etanol 70%,
centrifugando otro minuto a 16000 x g y eliminando el sobrenadante, de nuevo. Los tubos se
colocan abiertos en el termobloque a 37°C por 15 min para evaporar el etanol restante,
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afiadiendo luego 100 uL de DNA Rehydration Solution. Finalmente, se colocan en un agitador 2
dias para resuspender el DNA totalmente.

Cuantificacion del DNA:

Se llevé a cabo una evaluacién preliminar del DNA total utilizando el espectrofotémetro
NanoDrop® ND-1000. La cantidad se calculé utilizando la medida de absorbancia a 260 nm. Se
consideraron las relaciones entre las absorbancias a 260/280 y 260/230 para evaluar la pureza
del DNA vy detectar la posible presencia de contaminantes como proteinas, carbohidratos y
fenoles.

Seleccion de los fragmentos de estudio:

Bajo la hipdtesis de que la concentracién de c¢fDNA y el cfDI son marcadores asociados a la
estenosis de carétida y su evolucion, se cuantificaron una serie de fragmentos relacionados con
la enfermedad: 4 fragmentos del gen HTRA1 (locus 10926.13): HTRA1 90 (producto de
amplificacion 90 pb), HTRA1_ 250 (producto de amplificacion 250 pb), HTRA1_52 (producto de
amplificacion 52 pb), HTRA1_256 (producto de amplificacion 256 pb); Cuatro fragmentos del
gen HDAC9 (locus 7p21.1): HDAC9_87 (producto de amplificacion 87 pb), HDAC9_211 (producto
de amplificacién 211 pb), HDAC9 129 (producto de amplificacién 129 pb), HDAC9 339
(producto de amplificacion 339 pb) y dos fragmentos del gen NOTCH3 (locus 19p13.12):
NOTCH3_93 (producto de amplificacién 93 pb), NOTCH3 263 (producto de amplificacién 263
pb).Se eligieron estos genes especificos, en lugar de secuencias aleatorias, por tratarse de genes
relacionados con aterosclerosis o procesos vasculares.

Por otro lado, se seleccionaron también secuencias repetitivas en el genoma, ALU y LINE. ALU:
ALU-115 (producto de amplificacién 115 pb) y ALU-247 (producto de amplificacion 247 pb);
LINE1: LINE1_97 (producto de amplificacion 97 pb) y LINE1_266 (producto de amplificacion 266
pb). Estas secuencias se seleccionaron de publicaciones previas. 434549

Optimizacién de condiciones de PCR convencional:

Se llevaron a cabo diferentes PCR para detectar la presencia de los fragmentos, tanto en, las
muestras de cfDNA extraidas mediante los diferentes kits de extraccion analizados, como de
muestras de DNA gendmico a partir de sangre total, como control positivo.

El disefio de los primers de cada fragmento se realizd utilizando la herramienta
https://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/. A partir de las secuencias de las secuencias de cada gen

extraidas de https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/. Excepto para el ALU y LINE, cuyas secuencias

se extrajeron de publicaciones previas. (394149

e HTRA1l
o HTRA1_90
*  FW:5-CCCGAAGAAATTGACCCATA-3’
= RV:5-CCAGAGTCCTCATCCGTCAT-3’
o HTRA1_250
* FW:5-CCGCAGGGGTAATGAAGATA-3’
= RV:5-GCGGATCTGCAACATTACATT-3'
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o HTRA1_52
=  FW:5-GGCTGGGCTCATACACATTT-3’
= RV:5-CAGGCCTTAAGGGAGGATTC-3’
o HTRA1_256
=  FW:5-GGCTGGGCTCATACACATTT-3’
= RV:5-CTGGGCCTTGCTAAAGACAG-3’
e HDAC9
o HDAC9_87
=  FW:5-CAACAGCACTAGGAGCGACA-3’
= RV:5-TCCACTGGTTCCTCCTTGAC-3’
o HDAC9 211
=  FW:5-AACTGAAGCAACCAGGCAGT-3’
= RV:5-TCCATTTCCTGGATCTGAGC-3’
o HDAC9_129
=  FW:5-GCGGTCCAGGTTAAAACAGA-3’
= RV:5-CTGCCCAGTCCTCAATTACC-3’
o HDAC9_339
=  FW:5-GGACTGGGCAGACCTATGAA-3’
=  RV:5-CCTCCCTCTGCTCATITCTG-3’
e NOTCH3
o NOTCH3_93
=  FW:5-CACAGGGCCACTATGTGAGA-3’
=  RV:5-TAAGTGAGGTCGCCACTCTG-3’
o NOTCH3_263
=  FW:5-ATGGACGCTTCCTCTGCTC-3’
= RV:5-AGGAAGACAGGCACAGTCGTA-3’
e ALU
o ALU-115
=  FW:5-CCTGAGGTCAGGAGTTCGAG-3’
=  RV:5-CCCGAGTAGCTGGGATTACA-3’
o ALU-247
=  FW:5-GTGGCTCACGCCTGTAATC-3’
=  RV:5-CAGGCTGGAGTGCAGTGG-3’
e LINE1
o LINE1-97
= FW:5-TGGCACATATACACCATGGAA-3’
= RV:5-TGAGAATGATGGTTTCCAATTTC-3’
o LINE1-266
=  FW:5-ACTTGGAACCAACCCAAATG-3’
= RV:5-CACCACAGTCCCCAGAGTG-3’

Para los fragmentos HTRA1_90, HTRA1_250, HTRA1_52, HTRA1_256, HDAC9_87, HDAC9_211,
HDAC9_129, HDAC9_339, NOTCH3 93 y NOTCH3_263 se realizd inicialmente una PCR de
gradiente térmico para elegir las temperaturas de annealing ideales, abarcando cubriendo un
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rango de temperaturas entre 53-692C y asi seleccionar las mejores condiciones para amplificar
cada uno de los siguientes fragmentos. En base a ésta se selecciond la temperatura que
generaba una banda mas intensa, sin amplificaciones inespecificas. Para los fragmentos ALU-
115, ALU-247 las condiciones se extrajeron de un articulo publicado en la British Journal of
Cancer.*®Y para los fragmentos LINE1_97 y LINE1_266 se extrajeron de un articulo publicado en
la Journal of Clinical Laboratory Analysis.** Todas las PCR se llevaron a cabo en un termociclador
Professional Thermocycler (Biometra). Los componentes de la PCR se detallan en la Tabla 1.

1X
DNA 3uL
Tampodn 5X Promega 5uL
MgCl, (50 mM) 1,5 L
dNTPs (10 mM/cada uno) 0,55 uL
Primer 5' (100 uM, Sigma) 0,25 pL
Primer 3 '(100 uM, Sigma) 0,25 pulL
Go Taq (Promega) 0,125 pL
H,0 libre de RNasa 14,325 uL
Total 25 ulL

Tabla 1: Los componentes de la PCR para todos los fragmentos de los genes HTRA1, HDAC9, NOTCH3, ALU y LINE1.

Para evaluar el rendimiento de cada PCR, los productos de la PCR se analizaron mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1,5%.

Las condiciones de PCR finales, seleccionadas para cada fragmento fueron:

e Programa 1 “Fragmentos cortos”: Aplicado para los fragmentos cortos (HTRA1_90,
HDAC9_87, NOTCH3_93, HTRA1_52 y HDAC9_129).
o Preincubacion: 952C durante 1 miny 30s.
o Amplificacién: 41 ciclos de:
= Desnaturalizacion: 949C durante 40 s.
= Alineamiento: 612C durante 30 s, y, para los fragmentos HTRA1 52 y
HDAC9_129 de 53°C durante 30 s.
= Extensién del DNA: 722C durante 30 s.

e Programa 2 “Fragmentos largos”: Aaplicado para los fragmentos largos (HTRA1_ 250,
HDAC9_ long, NOTCH3_ long, HTRA1_256 y HDAC9_339).

o Preincubacidn: 952C durante 3 min.

o Amplificaciéon: 41 ciclos de:
= Desnaturalizacion: 949C durante 40 s.
= Alineamiento: 612C durante 30 s y, para los fragmentos HTRA1 252y

HDAC9 339 de 532C durante 30 s.

=  Extensién del DNA: 722C durante 30 s.
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e Programa 3 “ALU”: Aplicado para los fragmentos ALU-115 y ALU-247.
o Preincubacidén: 952C durante 10 min.
o Amplificacién: 35 ciclos de:
=  Desnaturalizacion: 959C durante 15 s.
= Alineamiento: 642C durante 1 min.

e Programa 4 “LINE1_97”: Aplicado para el fragmento LINE_97.
o Preincubacidn: 952C durante 10 min.
o Amplificacién: 40 ciclos de:
= Desnaturalizacidn: 952C durante 10 s.
= Alineamiento: 532C durante 30 s.

e Programa 5 “LINE1_266": Aplicado para el fragmento LINE_266.
o Preincubacidén: 952C durante 10 min.
o Amplificacién: 40 ciclos de:
=  Desnaturalizacion: 952C durante 10 s.
= Alineamiento: 602C durante 30 s.

Optimizacion de condiciones de qPCR

Las condiciones establecidas en la PCR convencional se aplicaron a la gPCR, incrementando a 45
ciclos la etapa de amplificacién para los programas 1y 2 “Fragmentos cortos” y “Fragmentos
largos”. Para los demas programas se mantuvieron las mismas condiciones que en la PCR
convencional.

Se evaluaron diferentes concentraciones de DNA para obtener el mejor rendimiento en la gPCR
(1 pL, 2 pL, 3 pL, 4 pL o 5 pL de DNA), asi como distintas concentraciones de primers. Las
concentraciones de reactivos finales para cada fragmento se indican a continuacion (Tabla 2).

1(1X) 2 (1X) 3(1X) 4(1X)
H>0 libre de RNasa 3,8 puL 1,8 uL 0,8 pL 3L
Primer 5’ (Sigma)* 01pL  0,1pL 0,1 ulL 0,5 plL
Primer 3’ (Sigma)*° 0lpL  0,1pL 0,1 plL 0,5 plL
Master Mix SYBR Green | 2X (Roche) | 5 uL 5uL 5ulL 5pul
DNAP 1ul 3uL 4L 1l
Total 10 pL 10 pL 10 pL 10 pL

Tabla 2: Condiciones finales de la qPCR para todos los fragmentos de los genes HTRA1, HDAC9, NOTCH3, ALU y LINE1.
(1): Condiciones de los fragmentos ALU-115 y ALU-247. (2): Condiciones de los fragmentos HTRA1_52, HTRA1_129,
HTRA1_256, HTRA1_339. (3): Condiciones de los fragmentos HTRA1_90, HTRA1_250, HDAC9_87, HDAC9_211,
NOTCH3_93 y NOTCH3_263. (4): Condiciones de los fragmentos LINE1_97 y LINE1_266. 2 La concentracion del stock
de primers fue 100 uM para todos los casos, excepto para la amplificacion de LINE1_97 y LINE1_266, (condicidn 4)
para la que se empled una dilucién intermedia a 10 uM. B La cantidad de DNA molde se basa en volumen y no en la
concentracién medida por el Nanodrop, ya que algunos de los kits de extraccién emplean DNA carrier en el proceso,
que enmascaran el valor real de DNA recuperado.

Pégina 21



Las gPCR se llevaron a cabo en un LightCycler® 480 Instrument Il (Roche).

Cuantificacion de la concentracion de los distintos fragmentos de cfDNA:

Para determinar la concentracidn de las muestras se cred una recta patron estandar a partir del
cfDNA extraido de la sangre total. Se generaron 10 puntos (312 pg/uL, 156 pg/uL, 78 pg/uL, 39
pg/uL, 19,5 pg/uL, 9,75 pg/uL, 4,875 pg/ulL, 2,4375 pg/uL, 1,21875 pg/uL, 0 pg/uL) Ademas,
durante las gPCR, se afiadieron controles positivos de DNA y un control negativo o blanco
(afiadiendo agua en lugar de DNA). Los controles positivos consistieron en DNA gendmico a
concentraciones conocidas, asi como cfDNA de origen plasmatico obtenido de un voluntario
sano, como control interplaca. Los puntos de la recta patrdn, se ensayardn por triplicado, los
controles, y las muestras, por duplicado.

Analisis estadistico:

Se realizé el andlisis estadistico utilizando GraphPad Prism (version v8.0.1). Se presentaron las
variables continuas como valor medio y desviacién estandar o mediana, rango intercuartilico, y
las variables categéricas como recuento y porcentaje. Los valores de los fragmentos se
cuantificaron mediante interpolacién en la recta patrén de concentraciones conocidas. Estos
valores se cuantificaban como Ct. El cycle threshold, (Ct) es el nimero de ciclos en una prueba
gPCR en el que la seial fluorescente cruza un umbral predeterminado, indicando la presencia
del material genético determinado en una muestra. Se aplicd el test de normalidad de Shapiro-
Wilk a los resultados de concentracidn de cada fragmento y de cfDI. La cfDl se definié como el
ratio entre el fragmento largo/fragmento corto de cada gen para cada individuo. Se analizé la
asociaciéon entre la concentracion de los diferentes fragmentos génicos estudiados (ALU, LINE1
y HTRA1), asi como el cociente entre fragmentos (cfDl), comparando sus niveles entre los
diferentes grupos clinicos estudiados mediante el test de Mann-Whitney (es una prueba no
paramétrica que compara las medianas de dos grupos independientes para determinar si
existen diferencias significativas entre ellos. No asume normalidad en los datos). Se analizé la
capacidad diagndstica de los distintos fragmentos de los genes estudiados, asi como la
proporcién de fragmentos grandes/pequerios, con curvas ROC mediante el célculo del 4rea bajo
la curva (AUC). Se estudiaron las correlaciones de los distintos fragmentos de genes y los
cocientes de integridad mediante el test de Pearson se consideraron los resultados
estadisticamente significativos cuando P <0,05.

Resultados:

Seleccion y optimizacion del kit de extraccion:
Para determinar qué kit era el ideal para extraer el DNA de las muestras de plasma, se emplearon
muestras de voluntarios sanos y muestras de pacientes descartadas para el estudio.

En el planteamiento inicial del estudio se pretendia cuantificar la integridad en base al ratio
entre fragmentos cortos y largos de genes relacionados con la patologia aterosclerdtica (HTRA1,
HDACY9 y NOTCH3). Por ello, la seleccidon del kit de extraccidon y la optimizacién de sus
condiciones se basaron en los niveles plasmaticos de fragmentos de esos genes en el cfDNA.
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En primer lugar, se realizdé un PCR convencional de dichos fragmentos, con las condiciones de
temperatura previamente optimizadas mediante una PCR en gradiente en la que se estimé 612C

como la temperatura éptima de annealing.

Fig 4. PCR convencional con temperatura de annealing de 612C en gel de agarosa. Analisis de los kits de extraccién
empezando por la izquierda, las bandas corresponden a: 1: marcador de peso molecular; 2: Kit QlAamp® Viral RNA
Mini Kit, (Qiagen) 3: kit de extraccién Plasma/Serum Cell-Free Circulating DNA Purifica-tion Mini Kit (Norgen Biotek
Corp) 4: kit NucleoSpin cfDNA XS de la marca Macherey-Nagel (casa comercial); 5: DNA gendmico. (A y C): Son las
sefales correspondientes a los fragmentos de HTRA1_90 y HTRA1_250. (B y D): Son las sefiales correspondientes a
los fragmentos de HDAC9_87 y HDAC9_211. (Ey F): Son las sefiales correspondientes a los fragmentos de NOTCH3_93
y NOTCH3_263.

La Figura 4 muestra amplificacion de los fragmentos en el tamafio esperado para todos los kits
de extraccién ensayados. Subjetivamente, no se observan diferencias en la intensidad de la
sefial, por lo que se realizd una gPCR para poder cuantificar el cfDNA amplificado en cada una
de las condiciones. Las PCRs convencionales se hicieron en parejas, por eso, las parejas Ay B, C
y D, E y F tienen solamente una sefial correspondiente al marcador de peso molecular.

Se calcularon los valores de Cts de los fragmentos HTRA1_90, HDAC9_87 y NOTCH3_93, vy, por
otro lado, HTRA1_250, HDAC9_211 y NOTCH3_263 de las extracciones realizadas con los tres
kits. Atendiendo a las Cts obtenidas en cada uno de los analisis, es decir, a partir del ciclo de
gPCR en el que empezaba a haber producto de amplificacidn, se hizo una comparacién entre
todos los kits. Ademas, se ensayaron distintos volumenes iniciales de cfDNA para la qPCR (5 pL
y 3 ulL) para cada muestra a analizar de cada kit y cada fragmento.

En la Tabla 3, se muestran las Cts de las muestras obtenidas con QIAamp® Viral RNA Mini Kit,
Plasma/Serum Cell-Free Circulating DNA Purification Mini Kit de la marca Norgen Biotek Corp y
NucleoSpin cfDNA XS de la marca Macherey-Nagel en cada una de las gPCRs realizadas.
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QIAGEN Norgen Macherey-Nagel

Ctmedia Ctmedia Ctmedia Ctmedia Ctmedia Ctmedia
(5uL) (3pL) (5pL) (3uL) (5uL) (3pL)
HTRA1_90 36,47 36,04 35,23 32,69 30,77 33
HTRA1_250 35,66 34,54 34,56 35,64 33,39 33,54
HDAC9 87 35,78 35,47 34,14 32,88 32,89 34,47
HDAC9 211 36,45 38,54 36,82 38,25 34,9 38
NOTCH3_93 37,4 39,64 34,89 35,11 36,32 36,43
NOTCH3_263 36,36 38,63 34,7 36,28 35,43 36,13

Tabla 3: Valores de Cts obtenidas mediante la qPCR de los fragmentos HTRA1_90, HDAC9_87, NOTCH3_93,
HTRA1_250, HDAC9 211 y NOTCH3_263 de muestras de cfDNA extraidas a partir de los tres kits diferentes,
ensayando distintos volimenes de DNA (5uLy 3 pL).

La mayoria de los valores de Cts obtenidos se encuentran por encima de 35, indicando
concentraciones muy bajas de DNA, por debajo del umbral de deteccion. Teniendo en cuenta
Unicamente los valores de Cts, el kit de mejor rendimiento seria NucleoSpin cfDNA XS
(Macherey-Nagel); sin embargo, debido a las caracteristicas del protocolo, el volumen de
extraccién final es muy bajo (8,5 uL tras la evaporacion del eluyente), lo que no permitiria
realizar el analisis de todos los fragmentos. Los otros dos kits ensayados presentan Cts
equivalentes en la mayoria de los casos, siendo el kit QlAamp® Viral RNA Mini Kit con el que se
obtiene mayor volumen de cfDNA (60 pL) y que ofrece margen de optimizacién.

Asi pues, se selecciond QlAamp® Viral RNA Mini Kit y se ensayaron distintos volimenes de
eluyente (40, 60, 80 puL y 2 eluciones consecutivas de 40 pL) (ver materiales y métodos). Los
resultados de Cts para el fragmento HDAC9 se muestran en la Tabla 4.

40uL 40ulL X2 80uL 60ulL
Ct Ct Ct Ct Ct Ct Ct Ct
media media media media media media media media

(5uL) (3uL) (S5uL)  (3ut)  (Sut)  (3uL)  (SuL)  (3ub)

HDAC9_87 32,60 33,00 33,95 34,70 34,00 3558 34,75 34,14

HDAC9_211 35,84 35,95 36,86 38,06 36,23 36,80 36,71 37,38

Tabla 4: Valores de Cts obtenidas mediante la gPCR de los fragmentos HDAC9_87 y HDAC9_211 usando las muestras
de cfDNA extraidas a partir del kit de QIAGEN®, ensayando distintos volimenes de eluciéon y distintos volimenes de
DNA (5uLy 3 uL).

A pesar de la optimizacién de condiciones, no se consiguieron obtener Cts por debajo de 35
(umbral de deteccidn), particularmente para el caso de los fragmentos largos. Tomando como
referencia los valores de Cts de los fragmentos cortos, se optd por 40 uL de eluyente como
condicién de extraccion.
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Optimizacion de condiciones PCR

HTRA1, HDAC9y NOTCH3

A pesar de haberse intentado optimizar las condiciones de temperatura en la PCR convencional
en gradiente, los valores de Cts obtenidos en la gPCR seguian sin ser adecuados para su
cuantificacidn, por lo que se estudiaron nuevas condiciones de PCR con el fin de optimizar
resultados. En primer lugar, se exploré otro rango de temperatura de annealing mediante PCRs
convencionales con gradiente térmico, variando desde los 532C hasta los 639C la temperatura
de annealing.

Fig 5. PCR convencional con gradiente de temperatura, de izquierda a derecha, 532C hasta los 632C, en gel de agarosa.
Como muestra de DNA se ha usado la misma muestra de DNA gendmico para todas las PCRs. (A y B): Son las sefiales
correspondientes a los fragmentos de HTRA1_90 y HTRA1_250. (C y D): Son las sefiales correspondientes a los frag-
mentos de HDAC9_87 y HDAC9_211. (E y F): Son las sefiales correspondientes a los fragmentos de NOTCH3_93 y
NOTCH3_263. Se han incluido controles negativos en posiciones aleatorias del gel (huecos en blanco)

Subjetivamente, no se observaron mejoras en el nuevo rango analizado, por lo que se decidid
mantener como temperatura de annealing 6ptima 612C.

Con respecto a las condiciones de qPCR, se analizaron diferentes volimenes y concentraciones
de reactivos. Para optimizar las condiciones y el rango de trabajo se realiz6 una un barrido de
diferentes concentraciones de cfDNA que abarca de 312 pg/uL a 1,21875 pg/uL. Las condiciones
ensayadas y los resultados del punto mas concentrado de la (312 pg/ul) y el mas diluido (1,21875
pg/uL) se muestran en la Tabla 4 y se han nombrado como CT min y CT maxima,
respectivamente.
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V(DNA)=5uL/20ul  V(DNA)=4ul/10uL V(DNA)=3ulL/10ul

Ct min Ct max Ct min Ct max Ct min Ct max

HTRA1 90 28,39 34,57 25,30 35,02 33,66 34,41
250 25,36 34,56 23,23 34,86 28,75 32,94

HDAC9 87 30,34 34,35 24,12 34,73 24,42 34,82
211 26,29 37,28 23,14 35,16 24,21 36,30

NOTCH3 | 93 37,12 40,00 32,56 38,12 35,57 40,00
263 32,58 38,40 27,81 39,47 29,08 38,51

Tabla 5: Valores medios de Cts del punto mas concentrado (Ct min) y mas diluido (Ct max) de la recta patréon obtenidas
mediante la gPCR de los fragmentos HTRA1_90, HTRA1_250, HDAC9 87, HDAC9_ 211, NOTCH3_93 y NOTCH3_263
usando las muestras de cfDNA extraidas a partir del kit de QlAamp®. Se prueban las distintas configuraciones de recta
patron para observar su rendimiento.

En funcién de los resultados obtenidos, se seleccionaron 4 pL de DNA en un volumen final de
reaccién de 10 pL como la condicidn dptima. Ademas, el fragmento NOTCH3 presentd valores
de Cts>35 en la mayoria de puntos de la recta lo que implica una amplificacion inespecifica, por
lo que descartamos la cuantificacion de dichos fragmentos.

Con el fin de descartar que los bajos rendimientos de la PCR se debieran a un mal disefio de los
primers, se disefiaron dos nuevas parejas de primers para los fragmentos HTRA1 y HDAC9
(HTRA1_ 52, HDAC9 129, HTRA1 256 y HDAC9 339) y se repitieron los experimentos de
optimizacion (tanto las PCRs convencionales en gradiente como las qPCR), obteniendo
resultados similares.

En vista de los resultados obtenidos, Unicamente se seleccionaron los fragmentos HTRA1_90 y
HTRA1_250 para su cuantificacién en pacientes.

Optimizacion de condiciones para ALU y LINE

Ante las bajas concentraciones de cfDNA obtenidas para los fragmentos de los genes
seleccionados y la perspectiva de no poder alcanzar los objetivos establecidos en el trabajo, se
dised un plan de contingencia. Para ello, se optd por la cuantificacion de secuencias repetitivas
del genoma ALU y LINE. Tanto ALU como LINE son secuencias repetitivas del genoma que se han
descrito en la literatura como marcadores robustos de integridad del cfDNA. Las condiciones de
PCR de los fragmentos ALU (115 y 247) se obtuvieron a partir de las referencias bibliograficas.*%°
Se realizé una prueba de PCR convencional y qPCR junto con recta patrdn para confirmar que
las condiciones preestablecidas permitian la cuantificacidn de dichos fragmentos en nuestro tipo
de muestras.

Del mismo modo, en el caso de los fragmentos LINE (97 y 266) las condiciones de PCR se
establecieron segun el articulo*!, con ligeras modificaciones, estableciendo la temperatura de
annealing en 53 y 602C, respectivamente. Realizamos PCR convencional y qPCR en el cfDNA
obtenido del plasma de 2 pacientes y comprobamos que era viable la cuantificacion de ambos
fragmentos. Tanto para los dos fragmentos de ALU como de LINE se ajustd el volumen de cfDNA
a lulL.
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Paciente 1 Paciente 2

Ct media Ct media
ALU 115 19,94 18,00
247 19,39 17,79
LINE1 97 21,53 19,60
266 24,53 22,93

Tabla 6: Valores medios de Cts obtenidas mediante la qPCR de los fragmentos ALU_115, ALU_247, LINE1 97 y
LINE1_266 usando las muestras de cfDNA de dos pacientes, extraidas a partir del kit de QlAamp®.

Teniendo en cuenta el volumen eluido con el kit de extraccidn seleccionado y los voliumenes de
cfDNA necesario para cada reaccidon. Se seleccionaron los siguientes fragmentos para
cuantificarlos en el total de las muestras de pacientes: ALU_115, ALU-247, LINE1_97, LINE1_266,
HTRA1_90y HTRA1_250.

Extraccidon y analisis de las muestras de estudio:

Se extrajo el cfDNA de 102 muestras de pacientes con estenosis de cardtida, utilizando el kit
QlAamp® Viral RNA Mini Kit con las condiciones optimizadas en apartados anteriores. El cfDNA
extraido para cada muestra se cuantific6 mediante un Nanodrop; la concentracion media fue de
140,6 ng/puL para pacientes sintomaticos y 127,8 ng/uL para pacientes asintomaticos. Sin
embargo, dado que el kit seleccionado incorpora la adicion de un DNA carrier en la primera
etapa, esta cuantificacién no indica la concentracién real presente en la muestra, aunque
permite identificar extracciones fallidas.

Se cuantificaron los fragmentos ALU-115, ALU-247, LINE-97, LINE-266, HTRA1 90 y HTRA1 250
segun las condiciones optimizadas descritas en Materiales y métodos (pagina 22-23).

Cada punto de la curva estandar, realizada con DNA gendmico de concentraciones conocidas,
se analizdé por triplicado. Cada muestra de cfDNA de pacientes se analizd por duplicado. Se
consideraron aceptables desviaciones estandar <0,5 para los valores medios de las Cts de cada
muestra.

Los valores de Cts obtenidos para las muestras se interpolaron en la recta patrdn, para obtener
un valor de concentracién de DNA.

Pare evitar sesgos,las muestras se cargaron de manera aleatoria y ciega, es decir, las
caracteristicas de los pacientes se revelaron tras el andlisis. Ademas, todas las placas incluyeron
un calibrador interplaca consistente en una muestra de un voluntario sano, que se analizd de
igual manera que las muestras de interés y que sirvid para aplicar un factor corrector inter-placa.
Todas las placas también incluyeron un blanco de PCR, siendo aceptable un valor del blanco de
al menos 5 Cts por encima de la muestra de menor concentracion.

CfDNA vy su integridad en pacientes con estenosis carotidea

Para evaluar el papel diagnéstico del cfDNA en pacientes con estenosis de cardtida, se evaluaron
las concentraciones de cfDNA de fragmentos cortos (ALU 115, LINE1_97 y HTRA1_90) y largos
(ALU 247, LINE1_266 y HTRA1_250), asi como la integridad (CfDI) del mismo, en pacientes con
sintomatologia neuroldgica (ECS) y asintomaticos (ECA).
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Las caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio, edad, sexo y factores de riesgo
cardiovascular (FRCV) cldsicos como hipertension (HTA) diabetes (DM), dislipemia (DL) y
tabaquismo se muestran en la Tabla 6. Los dos grupos de estudio estaban equilibrados en cuanto

a factores de riesgo analizados.

Variable Control Casos (ECS)
(ECA) 66 36
Edad (Mediana 69,45 70,97 [44,00-
[1QR]) [65,00- 78,00]
74,00]

Sexo Hombre 83,33% 88,89%
(%)
HTA (%) 81,82% 77,78%
DM (%) 39,39% 50,00%
DL (%) 69,70% 66,67%
Tabaquismo 77,27% 83,33%
(%)

Tabla 7: Caracteristicas clinicas de los pacientes. HTA: hipertensién; DM: diabetes, DL: dislipemia y tabaquismo. Para

el tabaquismo consideramos a los fumadores activos y a los exfumadores. IQR: rango intercuartilico

La concentracidn de los distintos fragmentos (cortos y largos) del cfDNA asi como la cfDI de cada

uno de los genes analizados (ALU, LINE1 y HTRA1) se resume en la Tabla 8.

Péagina 28



Grupo ALU LINE1
Median | 115 247 cfDI 97 266 cfDI 250 cfDI
a
ECA 5169 14,32 0.32 65,78 8,15 0,12 14,36 0,19
Median | (5331 [7,60- [0.14- [18,79-  [3,15- [0,08- [6,58- [0,14-
a([1Q]) | 133,001  2364] 0.55] 154,00]  15,26] 0,18] 27,22] 0,33]
ECS | 1206 19,50 0,229 124,70 9,57 0,08 14,53 0,16
Median | 14615 12,9 [0,08- [46,75- (497-  [0,04- [8,60- 0,09
a([lQ]) | 29691 3084] 0,37] 288,30] 17,35]  0,11] 43,011 25
P | 00003 0,0421 0,006  0,0109 0,4127  0,0016 0,2451  0,0798

Tabla 8: Valores desde las concentraciones de cfDNA (ALU_115, ALU_247, LINE1_97, LINE1_266, HTRA1 90 vy
HTRA1_250) y con los cfDI de cada gen Expresados como mediana y rango intercuartil. ECA: estenosis de cardtida
asintomatica (controles). ECS: estenosis de carétida sintomatica (casos)

Las diferencias entre grupos para de cada fragmento de ALU, asi como para la cfDI se muestran
en la Figura 6.

Péagina 29



A ALU-115 B ALU-247

1500 * % % 150 *
:T —~
21000+ = 100-
g 2
<
z 3
8 500~ 5 504
(&) "5 .
0 -
=36  n=66 n=36 n=66
C cfDI ALU D ROC of all ALU
1.5 * 5k 1009
ﬁ I I — 804
= . S
) > 60
g 1 0- . é
5 -  40-
N : 7
) 'E D 204
2 0.5- : p )
g . 0 T T T T |
e _h - 0 20 40 60 80 100
° 0o 3 £ 100% - Specificity (%)
' ] ! ALU-247 AUC = 0,623 [0,511-0,736] p = 0,04
ECS ECA
n=36 n=66

cfDI ALU AUC = 0,666 [0,558-0,774] p = 0,0064

Fig 6: Concentracién de cfDNA del fragmento corto (ALU_115) (A) y fragmento largo (ALU_247) (B) y de cfDI
(integridad del cfDNA) para fragmentos ALU, calculada como el ratio ALU_247/ ALU_115) (C). (D) Curvas ROC de
ALU_115, ALU_247y cfDI. ECS: Estenosis de carétida sintomatica. ECA: estenosis de carétida asintomatica. * P<0,05,
**P<0,01, ***P<0,001

Como se puede observar, las mayores diferencias se observaron para el fragmento corto de ALU
(ALU-115) indicando que los pacientes sintomaticos presentaron mas concentracion de cfDNA
con una concentracidon de 120.6 pg/uL (IQC de 46,12 pg/uL — 296,9 pg/uL) respecto a los
pacientes asintomaticos que presentan una concentracion de cfDNA de 51,69 pg/uL (1QC de
23,31 pg/uL —133,00pg/uL), siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p=0,0003).

Por otro lado, observamos que la cfDI ALU es menor en ECA con un valor de 0,32 (IQC de 0,14 —
0,55) respecto al valor de 0.23 (IQC de 0,08 — 0,37) en ECS, siendo esta diferencia
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estadisticamente significativa (p=0.006). Estos valores indican una mayor degradacion del cfDNA
en pacientes sintomaticos.

El analisis de la curva ROC nos indica que la mayor capacidad predictiva corresponde a los
fragmentes cortos (ALU-115) con un AUC de 0,718 frente a 0,623 y 0,666 del fragmento largo
(ALU-247) y de cfDI ALU, respectivamente.

Por tanto, la medida de los fragmentos ALU y en particular del fragmento ALU-115, seguida por
la cfDI, podria tener potencial como biomarcador para diferenciar entre pacientes con estenosis

de carétida estable y vulnerable.

La figura 7 muestra los resultados obtenidos para las secuencias LINE1 y su integridad.
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Fig 7: Concentracion de cfDNA del fragmento corto (LINE1 97) (A) y fragmento largo
(LINE1_266) (B) en pacientes con ECS y ECA. (C) cfDI (integridad del cfDNA) para fragmentos
LINE, calculada como el ratio LINE1_266/LINE1_97). (D) Curvas ROC de LINE1_97, LINE1_266y
cfDI. ECS: Estenosis de cardtida sintomatica. ECA: estenosis de cardtida asintomatica. * P<0,05,
**p<0,01.

Como se puede observar, existen diferencias significativas en la concentracion del fragmento
corto de LINE1 (LINE1-97) aunque menores que para el caso de ALU-115. Los pacientes sin-

tomaticos presentaron mas concentracion de cfDNA de 124,70 pg/ulL (IQC de 46,75 pg/uL —
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288,30 pg/uL) respecto a los pacientes asintomaticos que presentan una concentracion de
cfDNA de 65,78 pg/uL (IQC de 18,79 pg/uL — 154,00pg/uL), siendo esta diferencia estadistica-
mente significativa (p=0,01). Sin embargo, no se observan diferencias estadisticamente signi-
ficativas (p=0,41) entre los fragmentos largos. No obstante, al realizar el ratio entre fragmen-
tos, observamos diferencias significativas (p=0,02) en la cfDI al comparar pacientes sintomati-
cos y asintomdticos. Observamos que la cfDI LINE1 es menor en ECS con un valor de 0.08 (1QC
de 0.04 — 0.11) respecto al valor de 0.12 (IQC de 0.08 — 0.18) en ECA, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (p=0.002). Estos valores indican una mayor degradacion del cfDNA
en pacientes sintomaticos.

A diferencia del fragmento ALU, en el caso de LINE 1, el mayor poder predictivo reside en la cfDI
con una AUC de 0,689 frente a 0,654 del fragmento corto (LINE1-97). Es interesante destacar
qgue, mientras que los fragmentos cortos y los fragmentos largos de ALU y LINE1 han mostrado
resultados diferentes a la hora de diferenciar los dos grupos clinicos, la cfDI es equivalente, con
una significacion estadistica similar y con un AUC parecida, indicando que, aungue menos
potente, la cuantificacion de cfDI podria ser mas robusta, siendo reproducible incluso para
fragmentos diferentes analizados.

Los resultados obtenidos para los fragmentos del gen HTRA 1 se muestran en la figura 8.
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Fig 8: Concentracidn de cfDNA del fragmento corto (HTRA1_90) (A) y fragmento largo (HTRA1_250) (B) en pacientes
con ECSy ECA. (C) cfDI (integridad del cfDNA) para fragmentos ALU, calculada como el ratio HTRA1_250/HTRA1_90).
(D) Curvas ROC de HTRA1_90, HTRA1_250 y cfDI. ECS: Estenosis de carétida sintomatica. ECA: estenosis de cardtida
asintomatica. **P<0,01.

Como se puede observar, en este casé solo se detectaron diferencias significativas en los
fragmentos cortos de HTRA1 (HTRA1_90) indicando que los pacientes sintomaticos presentaron
mas concentracion de cfDNA con una concentracién de 132,10 pg/uL (IQC de 57,38 pg/uL —
308,50 pg/ulL) respecto a los pacientes asintomaticos que presentan una concentracion de
cfDNA de 75,37 pg/uL (IQC de 24,60 pg/uL — 162,20 pg/uL), siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (p=0,005). Por el contrario, tanto los fragmentos largos como la
cfDI fueron similares entre grupos (p=0,25 y p=0.08, respectivamente).
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Consecuentemente, en el andlisis del AUC de la curva ROC Unicamente los fragmentos cortos
presentaron significacién estadistica (0,668, p=0,006). Como se ha comentado a lo largo de la
memoria, el analisis de fragmentos gendmicos no repetitivos, como en el caso del gen HTRA1
ha resultado complicado y muchas de las Cts de las muestras se encontraban préximas o fuera
del umbral de deteccién. Esto ha implicado el descarte de algunas muestras y el nimero de
pacientes analizados por grupo se ha reducido. En consecuencia, la potencia estadistica y la
robustez de los andlisis son menores para este fragmento. Asi pues, en las condiciones de
estudio establecidas, es decir, con un volumen de muestra de partida limitado, el andlisis de
fragmentos gendmicos no repetitivos no parece ser apropiado para su uso como biomarcadores
de estabilidad de placa de ateroma.

Finalmente, como hemos observado un comportamiento similar entre los fragmentos de ALU y
LINE en cuanto a su poder predictivo, quisimos comprobar el grado de correlacidn entre todos
los marcadores analizados. Los resultados se muestran en la Tabla 9.
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Grupo

Correlacion valor R/
Correlacion valor P
ALU 115

ALU_247
ALU-cfDI
LINEL_97
LINE1_266
LINE1-cfDI
HTRA1_90
HTRA1_250

HTRA1-cfDI

ALU-115

1/0.00

ALU-247

0,50/8,65e-8

1/0,00

ALU-cfDI

-0,40/3,36e-5
-0,03/0,80

1/0,00

LINE1-97

0,81/0.00

0,58/2,21e-10

-0,30/0.00

1/0,00

LINE1-266

0,47/5,73e-7

0,58/1,95e-10

-0,16/0,12

0,63/1,54e-12

1/0,00

LINE-cfDI

-0,37/1,20e-4
-0,21/0,03
0,30/0,2e-2
-0,33/0,00

0,09/0,37

HTRA1-90

0,74/0.00

0,53/8,89e-9

-0,31/0,00

0,93/0.00

0,55/2,32e-9

-0,31/0,00

1/0,00

HTRA1-250

0,45/1,76e-6

0,68/8,66e-15

-0,07/0,47

0,51/7,11e-8

0,79/0.00

0,03/0,78

0,50/1,02e-7

1/0,00

HTRA1-
cfDI

-0,19/0,07
-0,14/0,18
0,19/0,08
-0,22/0,03
-0,16/0,12
0,18/0,09
-0,23/0,03
0,01/0,93

1/0.00

Tabla 9: Correlacién entre los fragmentos ALU, LINE1 y HTRA1 expresados en el valor de la R de Pearson y en los valores P. Los valores que son estadisticamente diferentes y que el valor de R
indique la existencia de una correlacién aparecen marcados en negrita.
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Evidentemente, los valores de cada cfDI correlacionan con los fragmentos cortos y largos de un
mismo gen. Ademas, observamos una fuerte correlacién entre, los valores de cfDI de ALU y de
LINE. (P=0,002). Esto nos indica que la integridad de ambos fragmentos esta relacionada entre
si, sugiriendo que la degradacién es similar para ambos fragmentos y reforzando la solidez de la
medida de la cfDI como biomarcador de vulnerabilidad de placa de ateroma. Sin embargo, no se
ha observado correlacion con la ¢fDI del gen HTRAL ni para ALU ni para LINE1. Esto podria
deberse al problema ya mencionado en la cuantificacién de los fragmentos largos de este gen.
No obstante, se observa una fuerte correlacidn entre los fragmentos cortos de los 3 genes (ALU-
115, vs LINE 1-97, R=0,81 P=0,00; ALU-115 vs HTRA1-90 (R=0,74, P=0,00; LINE1 vs HTRA1-90;
R=0,93, P=0,00).

En general, estos resultados sugieren que ciertas mediciones de fragmentos de cfDNA, en
particular los fragmentos mas cortos y algunos ratios cfDI, pueden tener potencial como
biomarcadores para distinguir entre los grupos de pacientes y controles. El patron consistente
en diferentes regiones de DNA (ALU, LINE1, HTRA1) refuerza la fiabilidad de estos hallazgos.
Estos datos proporcionan informacidn valiosa sobre posibles diferencias en la fragmentacién o
circulacion del DNA entre los dos grupos clinicos analizados, que podrian estar relacionadas con
procesos o afecciones patolégicas subyacentes.

Discusion:

En los Ultimos afios se ha puesto de manifiesto la importancia de buscar biomarcadores para la
deteccion temprana de la estenosis de carétida con fines diagndsticos o prondsticos. Se han
establecido algunos marcadores procedentes del torrente sanguineo con fines diagndsticos,
pero apenas se ha investigado el papel potencial del cfDNA y de la cfDI en el anélisis de la
estabilidad de la placa del ateroma. La presencia de cfDNA y la cfDI, podria detectarse facilmente
en pequeios volimenes de sangre.

Este estudio se centrd en la cuantificacidn la concentracion y en la medida de la integridad del
cfDNA en pacientes con ECS en comparacion con ECA para evaluar su utilidad como
biomarcadores circulantes no invasivos. Estudios previos han demostrado la utilidad del cfDNA
y la c¢fDI como marcadores de otras patologias como el cancer 3*4Y, Ademads, un estudio reciente
ha sugerido su posible aplicacién en el diagndstico de la aterosclerosis*®. Por ello, en el presente
trabajo nos hemos planteado si, ademds de ser un marcador de aterosclerosis, podria ser un

marcador de inestabilidad de la placa de ateroma asociada a la sintomatologia neurolégica.
(40,42,48,49)

La hipétesis de este estudio sostenia que los pacientes con estenosis carotidea sintomatica y
asintomatica presentarian diferentes niveles de cfDNA en su torrente sanguineo. Esto se debe a
que la estenosis carotidea sintomatica, que presenta sintomas de dafio endotelial y procesos
inflamatorios mas extensos, probablemente libere mayores cantidades de cfDNA. En contraste,
la estenosis carotidea asintomatica, en la que el estrechamiento de la arteria carétida aun no
produce sintomas perceptibles, puede presentar niveles mas bajos de alteracion endotelial e
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inflamacidn, resultando en niveles menores de cfDNA. Estos niveles de cfDNA pueden estar
influenciados por los procesos celulares subyacentes: la apoptosis y la necrosis. Durante la
apoptosis, los componentes celulares se desensamblan y el DNA nuclear se degrada en
pequenos fragmentos, mientras que la necrosis, al ser una muerte celular prematura no
programada, produce fragmentos mas grandes de DNA nuclear.22 Por lo tanto, es razonable
estudiar la relacién entre fragmentos grandes y pequeiios de DNA en diferentes genes,
buscando diferencias significativas entre individuos con ECS y ECA, ya que la variabilidad en estos
procesos podria reflejarse en los patrones de cfDNA observados en el torrente sanguineo.

Para ello, se seleccionaron los genes HTRA1, HDAC9 y NOTCH3 por su relevancia bibliografica o
por relacidon con accidentes cerebrovasculares.42,45-48 y los fragmentos ALU y LINE1 por su
extensa aplicacion en la cuantificacién del cfDNA y cfDI en distintas patologias (referencias).
HDAC9 y NOTCH3 fueron descartados en las etapas de optimizacion debido a su bajo
rendimiento. Se aislé el cfDNA de 102 muestras de pacientes con ECS y ECA. Tras optimizar los
programas de qPCR para cada fragmento de interés. se cuantificaron dos fragmentos por qPCR
dos fragmentos de cada gen, uno mas largo y otro mas corto estando el corto contenido dentro
del grande. Posteriormente, se analizaron las posibles diferencias entre grupos clinicos en la
concentracidon de cada fragmento, también la relacion fragmentos largos/cortos (cfDl) y la
correlacién entre los fragmentos.

Los resultados de este estudio mostraron que los fragmentos de cfDNA cortos y largos,
concretamente ALU_115, ALU_247, LINE1_97, LINE1_266, HTRA1_90 y HTRA1_250, estaban
elevados en pacientes con ECS. Ademas, los indices de integridad para ALU yLINE1 fueron
inferiores en los pacientes con ECS en comparacion con los controles, lo que indica una mayor
degradacion del cfDNA en los pacientes con ECS.

El andlisis de la curva ROC demostré que el fragmento de cfDNA ALU_115 tenia el valor
predictivo mas alto para el ECS (AUC = 0,718), seguido del indice de integridad de ALU (cfDI ALU;
AUC = 0,666). Sin embargo, los valores predictivos globales de los fragmentos y sus indices de
integridad fueron relativamente bajos, lo que sugiere que estas mediciones por si solas pueden
no ser suficientes para un diagndstico definitivo. Los valores moderados de AUC sugieren que
las medidas de cfDNA y cfDI podrian ser mas valiosas como parte de un panel mas amplio de
herramientas de diagndstico y complementar a otros biomarcadores emergentes y técnicas
avanzadas de imagen. La combinacidn de cfDNA con marcadores inflamatorios, lipidos
plasmaticos, MMPs o TIMP-1 podria mejorar la precision diagndstica y proporcionar una
evaluacion mas completa del estado de la enfermedad. (15-17)

Por otro lado, el andlisis de correlacion mediante la R de Pearson reveld asociaciones
significativas entre fragmentos cortos de cfDNA, observandose las correlaciones mas fuertes
entre ALU_115y LINE1_97 (R =0,81), ALU_115y HTRA1_90 (R =0,74), y LINE1_97 y HTRA1_90
(R=0,93). Se observé también correlacion entre, los valores de cfDI de ALU y de LINE. Esto indica
que la integridad de ambos fragmentos esta relacionada entre si, sugiriendo que la degradacion
es similar para ambos fragmentos y reforzando el valor de la medida de la cfDI como
biomarcador de vulnerabilidad de placa de ateroma.
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Los elevados niveles de fragmentos de cfDNA en los pacientes con ECS podrian atribuirse al
aumento del recambio celular y la apoptosis en el endotelio vascular debido a los procesos
patoldgicos de aterosclerosis e inflamacién. Los menores indices de integridad en los pacientes
con ECS indican un mayor grado de fragmentacién del cfDNA, lo que concuerda con la hipdtesis
de que el aumento del dafio celular y la apoptosis contribuyen a la liberacién de cfDNA
altamente fragmentado en la circulacién. En el estudio de Qian B. et al. se destaca la importancia
de la concentracion del cfDNA y cfDl en la discriminacidn entre pacientes con aterosclerosis y
controles, al igual que en nuestro estudio, subrayando la capacidad de estos pardmetros para
diferenciar entre grupos clinicos.

Sin embargo, existen diferencias entre ambos estudios. El estudio de Qian B. et al. ademas de
identificar los pacientes de ateroesclerosis de los controles sanos, remarca su potencial del
cfDNAy la cfDI para monitorear la progresion de la placa, sin embargo, no hacen distincién entre
la sintomatologia de los pacientes. En este sentido nuestro estudio aporta novedad y
complementa el estudio de Qian B, ya que parece que el cfDNA vy la cfDI no indican Unicamente
progresion de placa, sino también podrian estar asociados con la composicidn y vulnerabilidad
de la misma y con la aparicion de sintomatologia neuroldgica.

En nuestro estudio hemos empleado una cohorte bien caracterizada con criterios diagndsticos
claros para el ECSy la ECA, y Unicamente se han incluido pacientes con sintomatologia reciente,
lo que aumenta la fiabilidad de los hallazgos. ademas, se analizaron varios fragmentos de cfDNA,
lo que proporciond una vision completa de la dindmica del cfDNA en la estenosis carotidea y
refuerza su uso como marcadores ya que tanto la cfDI calculada para ALU como para LINE1
presentaron resultados similares. Sin embargo, el estudio presenta ciertas limitaciones. Por un
lado, se trata de un disefio transversal que dificulta determinar si los cambios en los niveles de
cfDNA causan la progresién de la estenosis carotidea. Ademas, las muestras se obtuvieron una
vez presentada la sintomatologia, por lo que el cardcter predictivo del cfDNA y la cfDl y es
limitado. Estudios longitudinales en pacientes en seguimiento son necesarios para confirmar el
potencial diagndstico y prondstico de estos marcadores. Por otro lado, el tamafio muestras es
relativamente pequefio de la muestra puede haber limitado la potencia estadistica para detectar
diferencias y correlaciones significativas, especialmente en el caso del HTRA1, donde se han
descartado muestras En el estudio de Qian B. et al. la cohorte mayor a la nuestra lo que le
proporciona valores predictivos AUC son algo superiores a los de este estudio. Ademas, ellos
emplean voluntarios sanos (sin patologia aterosclerdtica) como grupo control, y es de esperar
que las diferencias entre pacientes y controles sanos sean mayores que entre dos grupos de
pacientes con estenosis severa (sintomaticos y asintomaticos) como en nuestro analisis. Una
limitacion importante que tienen estos estudios es la dependencia de los fragmentos ALU-115y
ALU-247 para evaluar la integridad del cfDNA. ®>%¥) Aunque estos marcadores se utilizan
ampliamente, es posible que no reflejen toda la complejidad de los patrones de fragmentacion
del cfDNA. Ademas, el estudio de Qian B. se centra principalmente en la correlacion entre la cfDlI
y las caracteristicas de la placa, como el tamafio y el grosor, pero tienen en cuenta otros factores
de riesgo que podrian actuar como factores de confusion influyendo en los niveles de cfDNA. En
este sentido, hay que aclarar que, en nuestro estudio, el grupo limitante fue el de los pacientes
sintomaticos mientras que pacientes asintomaticos se escogieron entre una coleccidon mayor de
manera que estuvieran pareados por edad y sexo con el grupo de estudio. Ademas, comparamos
los principales factores de riesgo vascular y comprobamos que su distribucién era equivalente
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entre grupos, por lo que no los tuvimos en cuenta como factores de confusidn en nuestro
analisis.

En investigaciones futuras se tendrian que realizar estudios longitudinales con una cohorte
mucho mayor de pacientes con ECS y ECA para evaluar los cambios en los niveles de cfDNA y los
indices de integridad a lo largo del tiempo en relacién con la progresion de la estenosis carotidea.
De esta forma se reforzaria estadisticamente los resultados obtenidos haciéndolos mucho mas
solidos. Ademas, la integracién del analisis de cfDNA con otros biomarcadores y técnicas de
imagen puede mejorar las capacidades diagndsticas y prondsticas de la estenosis carotidea y las
afecciones cardiovasculares relacionadas. Nuestros hallazgos podrian ayudar a desarrollar en un
futuro nuevas herramientas para diagnosticar de forma temprana y con certeza la ECSy ECA en
pacientes sin necesidad de realizar técnicas invasivas, mejorando el conforte del paciente y
previniendo accidentes cerebrovasculares.

Conclusiones:

Entre todos los kits de extracciéon de cfDNA evaluados, QlAamp® Viral RNA Mini Kit (QIAGEN) es
el mas apropiado para llevar a cabo las extracciones de cfDNA en pequefios volimenes de
plasma por presentar un mayor rendimiento y versatilidad de protocolo que ha permitido
optimizar las condiciones para la obtencion cfDNA y posterior cuantificacién por PCR de los
distintos fragmentos.

Los fragmentos de las secuencias repetitvas ALU y LINE1, asi como los fragmentos cortos del gen
HTRA1, y la cfDI de ALU y LINE1, estimada como el ratio de los fragmentos largos/cortos, podrian
tener utilidad como nuevos biomarcadores no invasivos para el diagndstico de la estenosis de
carédtida sintomatica. Este tipo de marcadores podrian complementar en un futuro a las técnicas
de imagen actual, ayudando a la estratificacion de los pacientes para favorecer una medicina
personalizada.

Aunque los resultados son prometedores, las mediciones basadas en cfDNA no son
suficientemente robustas como para ser utilizadas como pruebas diagndsticas independientes.
Estos biomarcadores podrian ser mas valiosos como parte de un panel diagndstico mas amplio
que incluya otras técnicas y biomarcadores. Es necesario realizar estudios longitudinales para
evaluar los cambios en los niveles de cfDNA y los indices de integridad a lo largo del tiempo y su
relacidn con la progresion de la estenosis carotidea. Ademas, la integracion del analisis de cfDNA
con otras técnicas diagndsticas y de imagen podria mejorar las capacidades diagndsticas y
prondsticas para esta condicidn.
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