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g%j OBJETIVOS PRINCIPALES DEL PROYECTO

miRNAs circulantes como biomarcadores pronostico de placa vulnerable en
pacientes con estenosis carotidea

Objetivos:

1. Caracterizar un perfil de miRNAs especifico de placa vulnerable analizando placas de ateroma obtenidas
mediante endarterectomia y muestras de plasma de una cohorte de deteccidon de pacientes con estenosis
carotidea de >70% en pacientes sintomaticos, pacientes asintomaticos progresivos y asintomaticos estables y
controles sanos.

2. Comparar los patrones de expresion de miRNAs de las placas de ateroma obtenidas mediante
endarterectomia con los miRNAs circulantes en plasma de los mismos pacientes para identificar diferencias
cualitativas y cuantitativas en la expresion de miRNAs.

3. Validar los miRNAs circulantes en plasma prondstico de placa vulnerable en una cohorte independiente de
pacientes con estenosis carotidea de >70% sintomaticos, asintomaticos progresivos y asintomaticos estables y
controles sanos.

4. Determinar si la inhibicion/sobreexpresion de miRNAs circulantes en plasma predictivos de placa vulnerable
modula la proliferacion y respuesta inflamatoria del modelo de aterosclerosis in vitro.



@3 OBJETIVOS PRINCIPALES DEL PROYECTO

miRNAs circulantes como biomarcadores pronostico de placa vulnerable en
pacientes con estenosis carotidea

Objetivos:

1. Caracterizar un perfil de miRNAs especifico de placa vulnerable analizando placas de ateroma obtenidas
mediante endarterectomia y muestras de plasma de una cohorte de deteccidon de pacientes con estenosis
carotidea de >70% en pacientes sintomaticos, pacientes asintomaticos progresivos y asintomaticos estables y
controles sanos.

2. Comparar los patrones de expresion de miRNAs de las placas de ateroma obtenidas mediante
endarterectomia con los miRNAs circulantes en plasma de los mismos pacientes para identificar diferencias
cualitativas y cuantitativas en la expresion de miRNAs.



%3 METODOLOGIA COHORTE DE CRIBADO

1. Seleccidon de los pacientes para la cohorte de cribado apareados por sexo, edad y factores de riesgo vascular.

2. Analisis histoldgico de las placas de ateroma.

3. Extraccidn conjunta de RNA y proteina de muestras de plasma y placa con el kit mirVana PARIS (Ambion).

4. Retrotranscripcion y preamplificacion del RNA extraido con el kit TagMan Advanced miRNA cDNA Synthesis
(Applied Biosynthesis).

5. Cribado de miRNAs con la tecnologia TagMan OpenArray Human Advanced MicroRNA Panel (Applied
Biosystems), 754 miRNAs.

6. Analisis y normalizacion de los datos obtenidos mediante OpenArray.
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1. Seleccidn de los pacientes y controles para la cohorte de cribado apareados por sexo, edad y factores de riesgo vascular.
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2. Analisis histoldgico de las placas de ateroma.
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METODOLOGIA COHORTE DE CRIBADO

3. Extraccion conjunta de RNA y proteina de muestras de plasma y placa con el kit mirVana PARIS (Ambion).
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3. Extraccion conjunta de RNA y proteina de muestras de plasma y placa con el kit mirVana PARIS (Ambion).

4. Retrotranscripcion y preamplificacion de miRNAs extraidos con el kit TagMan Advanced miRNA cDNA Synthesis (Applied Biosynthesis).
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METODOLOGIA COHORTE DE CRIBADO

5. Cribado de miRNAs con la tecnologia TagMan OpenArray Human Advanced MicroRNA Panel (Applied Biosystems), 754 miRNA:s.
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6. Analisis y normalizacion de los datos obtenidos mediante OpenArray.

1. Calidad amplificaciones

| Amplificaciones con Cq confidence >0.8, AMP score >1.24 y Cq <28

2. Calidad muestras

| Muestras con >100 miRNAs

3. Calidad biogrupos

| miRNAs con >70% de expresidn en cada biogrupo
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6. Analisis y normalizacion de los datos obtenidos mediante OpenArray.

1. Calidad amplificaciones
| Amplificaciones con Cq confidence >0.8, AMP score >1.24 y Cq <28

2. Calidad muestras

| Muestras con >100 miRNAs

3. Calidad biogrupos

| miRNAs con >70% de expresidn en cada biogrupo

4. Normalizacidn 2-3Act

- Normalizacién GLOBAL (mediana Cq global de cada muestra)
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b RESULTADOS COHORTE DE CRIBADO

A. lIdentificacion de miRNAs diagnostico de presencia de placa en
pacientes asintomaticos con estenosis carotidea >70%

L Placa (AP+AE) vs Controles

B. Identificacion de miRNAs pronodstico de placa vulnerable en pacientes
asintomaticos con estenosis carotidea >70%

L APvs AE ¥
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RESULTADOS COHORTE DE CRIBADO

- B) AP vs AE
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hsa-miR-185-5p  hsa-miR-24-3p  hsa-miR-27a-3p hsa-miR-181a-5p hsa-miR-29b-3p  hsa-miR-652-3p

hsa-miR-22-5p hsa-miR-191-5p hsa-miR-181c-5p hsa-miR-324-5p
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CORRELACION PLACA-PLASMA

AP vs AE
:
Hipotesis 1 Hipotesis 2
La placa es vulnerable y libera La sangre es “vulnerable” y promueve

biomarcadores a circulacion la rotura de la placa
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3. Validar los miRNAs circulantes en plasma prondstico de placa vulnerable en una cohorte independiente de
pacientes con estenosis carotidea de >70% sintomaticos, asintomaticos progresivos y asintomaticos estables y
controles sanos.
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