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Resumen

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) ocupanneéplugar mundial en cuanto a
morbilidad y mortalidad, con un estimado de 17,3lamés de muertes en 2014, lo que
representa el 31% de todas las muertes. La causapat de ECV, es la ateroesclerosis, la
cual se define como un proceso inflamatorio crordeola pared arterial, originado por
disfuncion endotelial que conlleva a la acumulag@hendotelial, mediada por una marcada
dislipemia, de lipoproteinas de baja densidad (LDfle se vuelven susceptibles a
modificaciones oxidativas o enzimaticas, convidigse en lipoproteinas modificadas que no
pueden ser reconocidas por su receptor natural {RPLEsta acumulaciéon anémala de LDL
modificadas origina que células endoteliales (&xpresen diversas moléculas de adhesion
(I-CAM y V-CAM), que facilitan el reclutamiento ydaesion de leucocitos circulantes. Se
desencadena asi, una marcada secrecion de quiasogire promueven la infiltracion y
proliferacion celular a nivel de la intima arter@d# monocitos, linfocitos T, neutrofilos y
células musculares lisas (CML). En particular, losnocitos circulantes reconocen las
moléculas de adhesién expresadas en las CE in@idadnanera temprana los procesos de
adhesion y diapédesis a nivel endotelial, paraduggnsformarse en macréfagos en el
espacio subendotelial, capaces de internalizampigieinas modificadas por endocitosis
mediada por receptores del tipo LRP-1 (joer density lipoprotein receptor-related proteij 1
y receptorescavengercomo CD36 (del ingléluster of Differentiationfambién conocido
comoPlatelet Glycoprotein Yy MSR-1 (del inglésMacrophage Scavenger Receptantre
otros. De esta manera, la captacion mediante gsteptores induce la transformacion de los
monocitos-macrofagos dfoam Cells(FC) que componen la llamada estria grasa, primera
manifestacion del proceso ateroesclerdtico. Los rofiagos activados liberan enzimas
lisosomales y especies reactivas que inducen mugeftdar y degradaciéon de la matriz
extracelular, ademas de otras citocinas proinflares.

En este microambiente subendotelial, se ha codstapgeviamente que LRP-1
desempenfa varias funciones protectoras contrasalmdo y progresiéon de la ateroesclerosis.
Los mediadores inflamatorios producen disminuciérLBP-1 en macr6fagos. Por otro lado,
LRP-1 es capaz de regular negativamente la vianmaftoria NF«B, limitando la expresion
de citocinas proinflamatorias como CCL2 y el remtiiento celular a la placa. Ademas,
controla la actividad de metaloproteasas, lo cwoaltrbnsforma en un regulador de la
integridad vascular y el destino de la placa. Asimbd, en etapas avanzadas de la

aterosclerosis, se ha demostrado que LRP-1 eataaite expresado en CML y macrofagos,



donde media la captacién e internalizacion de LBlegadas, llevando a la acumulat):(ilgn de
ésteres de colesterol y formacion de FC, un acwniexato clave en el inicio y la progresion
de la placa.

En la practica clinica, los algoritmos de predincife riesgo, se han utilizado para
identificar individuos con alto riesgo de desaaolECV a corto plazo, sin embargo,
presentan limitaciones y no indican que el pacidmga iniciado o tenga enfermedad
ateroesclerodtica al momento de su evaluacion eliima opcion para mejorar la certeza de
riesgo, es incorporar nuevos biomarcadores y/o doétade prediccion/diagndstico que
identifiquen de manera subclinica la aparicioned#ohes ateroescleroticas.

De acuerdo a los antecedentes mencionados, comerprhipétesis se propuso que el
nivel de expresion de LRP-1 y de receptaseavengerCD36 y MSR-1) a nivel de la
superficie celular del monocito, asi como en sulgmdbnes monociticas, resultarian clave en
el proceso de adhesion-migracion del monocito aelrde la pared endotelial asi como en la
expresion de factores proinflamatorios (TMF-IL-1B, CCL2, CCR2) durante la etapa
temprana de la ateroesclerosis. En este sentidamg una segunda hipoétesis, se plantea que
una eventual disminucion en la expresion de LRRehjuntamente con un aumento de
receptoresscavengersy factores proinflamatorios en monocitos servirtlesde un punto
clinico y diagnostico como biomarcadores temprash@da aterosclerosis. Por lo tanto, el
objetivo general de este trabajo de tesis fistudiar potenciales biomarcadores de
desarrollo de ateroesclerosis desde un enfoquanrdtorio de la enfermedadibordando los
siguientes objetivos especificds) Cuantificar el nivel de expresion de LRP-1, egtores
scavengers (CD36 y MSR-1) y factores proinflamategn la poblacién total de monocitos
de sangre periférica; y ii) Medir la expresiéon ddacial de LRP-1 y receptores scavengers
(CD36 y MSR-1) en subpoblaciones de monocitos”

Desde lo experimental, se desarroll6 un estudiovistigacion clinica, observacional
prospectivo caso-control, realizado sobre una magstblacional de individuos con diferente
estratificacion de riesgo de ECV, sobre la cuastadiaron potenciales biomarcadores (LRP-
1, CD36, MSR-1, CCL2, TN IL-1p y CCR2) abordado desde un enfoque inflamatorio de
la ateroesclerosis. Para ello se estudiaron ingbdcclasificados como de “bajo riesgo” de
desarrollo de ECV (n=21; 12 mujeres/9 hombres; gdachedio: 36,1+9,1 afos) e individuos
con “ateroesclerosis subclinica” (n=42; 17 muj@®&shombres; edad promedio: 50,4+8,3
afnos) determinados mediante pardmetros clinicagjubnicos y de imagenes (Ecografia
Doppler de caroétida), analizandose los potencibiesnarcadores a nivel transcripcional

(ARNm) y proteico en células mononucleares y manscile sangre periférica por ensayos



gRT-PCR y de citometria de flujo (FACS), respectieate. XIV

Los resultados obtenidos demostraron que los bimadares analizados son
expresados mayoritariamente en monocitos circidacaa débil o no detectable expresion en
otras poblaciones leucocitarias, principalmenttitos. Estos resultados permitieron definir
qgue la expresién de los biomarcadores propuestosékias mononucleares de sangre
periférica fueron representativos de la expresidmenocitos totales. A su vez, también se
observdé que los biomarcadores estudiados fuerononiteyamente expresados en la
subpoblacién clasica de monocitos (CD1@D16), que representa el 80% de los monocitos
totales, respecto a lo medido en subpoblacionesniedias (CD14/CD16") y no clasicas
(CD14'/CD16™), con lo cual se estableci6 que las variacioneslade biomarcadores
estudiados en monocitos totales reflejaron los c@sndcurridos a nivel de la subpoblacion
monocitica clasica.

En ambos grupos de individuos estudiados se estalda claras diferencias en los
parametros clinicos, antropométricos y bioquimigos determinaron individuos de bajo y
alto riesgo de ECV. No obstante, ambos grupos nstraron diferencias estadisticamente
significativas en el recuento de leucocitos, pai@ende monocitos totales y distribucion
relativa de las subpoblaciones monociticas. A nipmteico se observdo una marcada
disminucién de LRP-1 (p=0,0260), combinado con whento de CD36 y MSR-1 en la
superficie celular de monocitos totales en indigglgon ateroesclerosis subclinica respecto a
lo observado en individuos con bajo riesgo. A nivahscripcional se observo una expresion
disminuida del ARNm especifico para LRP-1 en céluteononucleares de individuos con
ateroesclerosis subclinica respecto a individuas lzajo riesgo (p=0,0002). En cuanto a
CD36 (p=ns) y MSR-1 (p<0,0001) se obervé una expnesicrementada a nivel del ARNm
en individuos con ateroesclerosis subclinica coagmarcon los de bajo riesgo. Cuando se
analizaron los niveles de ARNm para los factoresnfiamatorios (TNFa, IL-1(3, CCL2,
CCR2) se observé una significativa activacion mftamatoria en células mononucleares
circulantes de individuos con aterosclerosis sulwai respecto a los de bajo riesgo, con
aumento en la expresion del ARNm especificos darH3l(p=0,0014) y TNFa (p=0,0121)
conjuntamente con un aumento en la expresion dgilmiocina CCL2 (p=0,0069) y su
receptor CCR2 (p=0,0429).

En conjunto, estos resultados demuestran que mairdision de LRP-1 combinado
con aumentos en los niveles de receptaseavengers(CD36 y MSR-1) y factores
proinflamatorios en células mononucleares y moosecibtales circulantes representarian

nuevos biomarcadores de ateroesclerosis subclificaeste sentido se propone que la
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medicion de estos biomarcadores en asociacién toseguimiento clinico regular y

realizacion de exdmenes de diagndstico por imaganmedituirian una sustancial mejora en la

prediccion de ocurrencia de eventos ateroesclesdjienfermedad cardiovascular.

Palabras Clave

Ateroesclerosis — inflamacién — monocitos — bioradares
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Summary

Cardiovascular diseases (CVD) rank first in terfhsorbidity and mortality, with an
estimated 17.5 million deaths in 2014, represen8h®o of all deaths. The main cause of
CVD is atherosclerosis, which is defined as a cileramflammatory process of the arterial
wall, caused by endothelial dysfunction that lemlsubendothelial accumulation, mediated
by dyslipidemia with enhanced plasma levels of @emsity lipoprotein (LDL), that becomes
susceptible to oxidative or enzymatic modificatiompscoming modified lipoproteins that can
not be recognized by their natural receptor (LDL-R)is abnormal accumulation of modified
LDL causes endothelial cells (EC) to express variadhesion molecules (I-CAM and V-
CAM), which facilitates the recruitment and adhesad circulating leukocytes. It triggers a
marked secretion of chemokines that promote cellutéiltration and proliferation of
monocytes, T lymphocytes, neutrophils and smootisateucells (SMC) at the level of the
intimal arterial wall. In particular, circulating eanocytes recognize the adhesion molecules
expressed in EC, initiating early cell adhesion diaghedesis at the endothelial level, and then
they are transformed to macrophages in the subleeldtdt space, capable of internalizing
modified lipoproteins, by endocytic receptor, sashlow density lipoprotein receptor-related
protein 1 (LRP-1) and scavenger receptors, inclyddD36 and Macrophage Scavenger
Receptor (MSR-1). In this way, uptake by theseptws induce the cellular transformation
of monocytes-macrophages in Foam Cells (FC) thatemgp the so-called fatty streak, the
first manifestation of the atherosclerotic proceSstivated macrophages release lysosomal
enzymes and reactive species that induce cell deadhdegradation of the extracellular
matrix, in addition to other proinflammatory cytoks.

It has been previously established that LRP-1 pfagdective functions against the
development and progression of atherosclerosifanmhatory factors produce a decrease in
LRP-1 in macrophages. On the other hand, LRP-blis @ regulate in a negative form the
NF-kB inflammatory pathway, limiting the expressionpsbinflammatory cytokines, such as
CCL2, and cellular recruitment into the atherosaier plaque. In addition, LRP-1 also
controls the activity of metalloproteases, vasculggrity and plague stability. Likewise, in
advanced stages of atherosclerosis, it has beemsihat LRP-1 is highly expressed in SMC
and macrophages, mediating the uptake and inteatian of modified LDL, leading to
cholesterol esters accumulation and FC formatiokew event in the progression of the
atherosclerotic plaque.

The risk prediction algorithms have been used ¢ntifly individuals with high risk of



CVD development in a short term. However, they h&watations and do not p)r((\e”c:Iict
atherosclerotic disease at the time of clinicaheixation. One option to improve the certainty
of score risk for CVD is to incorporate new biomenk and/or predictive/diagnostic methods
allowing to identify subclinical atherosclerosis.

According to the aforementioned antecedents, assahypothesis it was proposed
that the expression level of LRP-1 and scavengampters (CD36 and MSR-1) at the level of
the monocyte cell surface, as well as in monocstilosets, would be a key in the adhesion-
migration process of the monocyte at the level lté &ndothelial wall as well as the
expression of proinflammatory factors (TNE-L-13, CCL2, CCR2) during the early stage
of atherosclerosis. In this sense, and as a selogpothesis, it is proposed that a possible
decrease in the expression of LRP-1, together aithincrease in scavenger receptors and
proinflammatory factors in monocytes would serveeady biomarkers for the diagnosis of
atherosclerosis. Therefore, the general objectivehs thesis was to Study potential
biomarkers of atherosclerosis from an inflammatapproach for this diseaSaddressing the
following specific objectives: "iQuantify the expression level of LRP-1, scavengesptors
(CD36 and MSR-1) and proinflammatory factors in togal peripheral blood monocyte
subsets; and ii) Measure the differential expres®bLRP-1 and scavenger receptors (CD36
and MSR-1) in monocyte subséts

From the experimental procedure, a clinical, prospe observational control case

study was conducted on a subset sample of indilddwah different risk stratification of
CVD, on which potential biomarkers were studied PR CD36, MSR-1, CCL2, TNE; IL-
18 and CCR2) addressed from an inflammatory approt@chatherosclerosis. Hence,
individuals classified as "low risk" of CVD develmgnt were studied (n=21; 12 women/9
men, average age: 36.1+9.1 years) and individudls subclinical atherosclerosis” (n=42;
17 women/25 men, average age: 50.4+8.3 years)ndieid by clinical, biochemical and
imaging parameters (carotid Doppler ultrasoundllyaing potential biomarkers at the
transcriptional (MRNA) and protein level in monolaar cells and peripheral blood
monocytes by gRT-PCR and flow cytometry assaysCEA respectively.

The results obtained showed that the biomarkersnaxstly expressed in the subset of
circulating monocytes with weak or undetectablereggion in other leukocyte subsets,
mainly lymphocytes. These results allowed definimat the expression of the biomarkers in
peripheral blood mononuclear cells correlated whih expression in total monocytes. In turn,
it was also observed that the biomarkers studiete weostly expressed in the classical
monocyte subset (CDI14CD16), which represents 80% of total monocytes, contpaoe



that measured in intermediate (CDY€D16) and non-classical (CDIAZD16™) sulc))(gcleltls,
which established that the variations of the bidwees studied in total monocytes reflected
the changes that occurred at the level of the icls®ionocyte subset.

In both groups of individuals studied, clear diffieces were established in the clinical,
anthropometric and biochemical parameters thatrm@ted individuals with low and high
risk of CVD. However, both groups did not show istatally significant differences in the
leukocyte count, percentage of total monocytesratadive distribution of monocyte subsets.
At the protein level, a significant decrease in ERRas observed (p=0,0260), combined with
a increase of CD36 and MSR-1 in the cell surfaceotdl monocytes in individuals with
subclinical atherosclerosis with respect to indirld with low risk. At the transcriptional
level, a decreased expression of specific LRP-1 mRIds observed in mononuclear cells
from individuals with subclinical atherosclerosisittw respect to low risk individuals
(p=0,0002). Regarding CD36 (p=ns) and MSR-1 (p<@@0an increased expression at the
MRNA level was observed in individuals with subidail atherosclerosis compared with low
risk individuals. When mRNA levels were analyzed pooinflammatory factors (TN IL-
1B, CCL2, CCR2), significant activation was obsenmeccirculating mononuclear cells of
individuals with subclinical atherosclerosis witespect to those with low risk, with an
increased mMRNA expression for 1I[31p=0,0014) and TNF+ (p=0,0121) together with an
increased expression of CCL2 (p=0,0069) and itsptee, CCR2 (p=0,0429).

Taken together, these results demonstrate tha¢assd level of LRP-1 combined with
increased expression of scavenger receptors (CBDB8/&SR-1) and proinflammatory factors
in circulating mononuclear cells and total monosyteould represent new biomarkers of
subclinical atherosclerosis diagnosis. In this eeiisis proposed that the measurement of
these biomarkers in association with regular céhifollow-up and imaging tests would
constitute a substantial improvement in the preaticof occurrence of atherosclerotic events

and cardiovascular disease.
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1. INTRODUCCION



1.1 Enfermedad cardiovascular: Generalidades

Las enfermedades cronicas no transmisibles (ECMF) d@e larga duracion y
evolucion lenta. Se estima que seis de cada diextesuy el 70% de los afios de vida
ajustados por discapacidad (AVAD) se deben a la¥TE@simismo, se proyecta que para el
2030, mas de 3/4 partes de las muertes serantpsreasisas, lo que representara el 66% de la
carga de enfermedad mundial. En nuestro contirsgteximadamente el 77% de las muertes
y el 69% de la carga de enfermedad se atribuyas BCNT (1, 2).

Los cuatro tipos principales de ECNT son las enéelamles cardiovasculares (como
ataques cardiacos y accidentes cerebrovasculatesyncer, las enfermedades respiratorias
cronicas (como la enfermedad pulmonar obstructidaica y el asma) y la diabetes. Estos
grupos de enfermedades son responsables de alraeti#d®2% de las muertes por ECNT y
afectan desproporcionadamente a los paises desisgbajos y medios, donde se registran
casi el 75% de las muertes por ECNT, con un esbna@d28 millones por afio de personas
menores a los 70 afos de edad (2).

Desde el siglo pasado las enfermedades cardioasss(ECV) dominan la escena de
las ECNT, ocupando el primer lugar en el mundowamto a morbilidad y mortalidad, con un
estimado de 17,5 millones de muertes en 2014, dorepresenta el 31% de todas las muertes
mundiales (Figura 1).
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Figura 1 : Causas de muerte a nivel mundial segun el pctaptado de (1)
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De estas muertes, se estima que 7,4 millones $eraela enfermedad coronaria 'y 6,7

millones a accidentes cerebrovasculares (1, 2)AiEentina, las ECV asociadas con la
produccion de ateroesclerosis, constituyen un pro@lsanitario de primer orden, puesto que
la tasa de mortalidad ajustada por la edad parebtesmy mujeres en 2012 (incluidas las
enfermedades coronarias y los accidentes cerelodaass), fue de 206,4 por cada 100.000
habitantes (265,4 eventos por cada 100.000 hompre81,8 eventos por cada 100.000
mujeres), 1o que representa el 34,2% de las mu@)es
La causa principal de ECV, es la ateroesclerosb,Gdiego[d@pa - ather “pasta

grumosa” yoxlijpwois - sker-asis “endurecimiento], descripta por Galeno de Pérgamo en el
aflo 200 de nuestra era. Las ECV, son un grupo siéradlenes del corazon y de los vasos
sanguineos, entre los que se incluyen: cardiopat@aria, enfermedades cerebrovasculares,
arteriopatias periféricas, cardiopatia reumatieadiopatias congénitas, trombosis venosas
profundas y embolias pulmonares. Especificamemtetral de la enfermedad cardiovascular
ateroescleroética, encontramos las siguientes fordeagpresentacion clinica: el sindrome
coronario agudo, infarto de miocardio, angina dstahnestable, cirugia de revascularizacién
coronaria u otra cirugia de revascularizacion, desttie cerebrovascular, ataque isquémico

transitorio o enfermedad arterial periférica préamente de origen ateroesclerotico (4).

1.2 Riesgo cardiovascular

Como consecuencia del envejecimiento poblacionatbal) y el aumento de ECNT
asociadas, pocos temas han recibido tanta atencogno la prediccion de riesgo
cardiovascular. La evaluacion del riesgo de EC\sida un elemento clave en los esfuerzos
por definir los factores de riesgo, identificar wo& marcadores, delinear y evaluar posibles
objetivos terapéuticos y mejorar la implementacds programas de prevencion, tanto
primaria como secundaria. Con la publicacion deERG ATPIIl (del inglés,The National
Cholesterol Education Program Adult Treatment Pdiiglen 2001, y directrices similares de
otros organismos nacionales e internacionalegeldigrion de riesgo asumié un papel central

en el campo de la prevencion de las ECV (5 — Mlary.



Tabla I: Algoritmo de clasificacion de riesgo de ECV usado NCEP-ATPIII

CATEGORIA < PROYECCION DE
DE RIESGO DEFINICION RIESGO 10 ANOS
*ECV
* ECV de riesgo equivalente (enfermedad arteriaffrca,
ALTO aneurisma adrtico abdominal y enfermedad artesiatidea >20%
o diabetes mellitus)
* >2 factores de riesgo
MODERADO- ; _ 5A0
ALTO >2 factores de riesgo 10 - 20%
MODERADO =2 factores de riesgo <10%
BAJO 0 — 1 factores de riesgo -

ECV (enfermedad cardiovascular)

En la practica clinica, los algoritmos de predincife riesgo, se han utilizado para
identificar individuos con alto riesgo de desaapoECV a corto plazo, siendo la manera mas
apropiada para estratificar individuos que requiare control médico intensivo de los que,
por su bajo riesgo, no lo requieren (6).

Los factores de riesgo coronarios son marcadoredogncuales se ha podido
evidenciar una relacion causa-efecto entre la pogmedel factor y la génesis de la ECV.
Existen factores de riesgo clasicos modificablesoymodificables (4, 8). Los factores no
modificables, son la edad, el género masculino argecedente familiar de enfermedad
coronaria precoz en parientes directos. Los fastomedificables, son las dislipemias que
cursan con aumento de LDL (del inglésw-density Lipoproteinsy disminucion de HDL
(del inglés,High-density Lipoproteins la hipertension arterial, el tabaquismo y labdias
mellitus (4), ademas se reconocen otros indicadooesno el sedentarismo y la
hipertrigliceridemia. En publicaciones recientesha@ incorporado otros pardmetros, como
los aumentos de fibrindgeno, lipoproteina (a), hasteina, proteina C reactiva (PCR), y la
evidencia serologica de infeccidon pGhlamidia pneumoniaeEstos ultimos los podemos
llamar los nuevos factores de riesgo o emergedted) (

Las evaluaciones de riesgo presentan limitacion@gepientes de las variaciones de
factores poblacionales, étnicos e individuales lgp pdedicen la posibilidad relativa que un
evento cardiovascular (fatal o no fatal) pueda mcen un determinado periodo de tiempo
(7). Estosscores(puntajes) aplican modelos matematicos en losguasignan pesos (puntos)
a los niveles de factores de riesgo tradicionatesstituidos por variables continuas
(colesterol, HDL; y presion arterial sistdlica) jategoricas (diabetes, fumadores, y
tratamiento antihipertensivo), que predicen de maanelativa por separado para hombres y



mujeres, la ocurrencia de un evento cardiovas¢liarll).

Existen varias ecuaciones, como el algoritmo SCOEl inglés, European
Systematic Coronary Risk Evaluatjopn PROCAM (del inglésProspective Cardiovascular
Munster Study(6), siendo el mas utilizado a nivel mundialekpuntaje de Framingham (FS,
del inglés,Framingham Scojecon un horizonte a 10 afios (FS10) o 30 afios (F33). Sin
embargo, presenta algunas debilidades, fundamestitdnel hecho de subestimar el riesgo en
jovenes o mujeres. Numerosos estudios sobre valmael FS10, determinaron fallas en la
clasificacién de riesgo, de ahi que la recomendaaitiual es utilizar el FS30 por poseer
mejor desempefio diagnostico (12). No obstante,uningle los FS indica que el paciente
haya iniciado o tenga enfermedad ateroesclerélicmcaento de su evaluacion clinica.
Aproximadamente 1/3 de las personas con 0 0 lrfaetaiesgo, desarrollan enfermedades
coronarias y hasta el 40% de los individuos corla&s de colesterol por debajo de la media
poblacional mueren de ECV. Una opcion para mejararerteza de riesgo, seria incorporar
nuevos biomarcadores y/o métodos de diagnosticadgutifiquen de manera subclinica la
aparicion de lesiones ateroesclerdticas. Asi, umaplia lista de biomarcadores,
polimorfismos, métodos de imégenes determinandsograle la capa intima-media de
carotida y depésitos de calcio de las arteriasrarias, han sido aplicados para evaluaciéon de
riesgo (13). En este sentido, el diagndstico decaplateroesclerética carotidea (PAC)
constituye un predictor directo de eventos corasafPor el contrario, un resultado negativo
de PAC no indica ausencia de formacion de placatexs arterias. Se ha demostrado que
hasta un 20% de individuos con bajo riesgo de erddad cardiovascular calculado por FS10
fueron PAC positivos (12). No obstante, por unastide de costos, no todos los centros de
atencion medica disponen de métodos de deteccrarPgeC. En cuanto a la opcion de incluir
nuevos biomarcadores de deteccion de ateroesderasi avances en el campo de la
Bioquimica y de la Biologia Molecular y Celular @&stdando la posibilidad de encontrar
indicadores que mejoren la prediccion de ocurrerséa eventos ateroescleroticos y
enfermedad cardiovascular (14, 15). Un ejemploaemdlusion de PCR ultrasensible a un
modelo con factores de riesgo tradicionales. Msjex@n riesgo previsto por FS de 5-9%, y
PCR > 3,0 mg/L; tuvieron una tasa de eventos ohdessigual o superior a la de mujeres con

un riesgo predicho por ES10% (6).

1.3 Categorizacion de las lesiones ateroesclerética

A mediados de la década del 90’ la AHA (del ingl&sjerican Heart Associatin
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recomendo una nueva clasificacion morfolégica bagadseis tipos de lesion (actualmente la

categoria 5 y 6 fueron descartadas), que se badarpeogresion de la ateroesclerosis (16).

El cambio vascular mas temprano descripto micrasaggente, es el engrosamiento
de la intima (tipo | de AHA), que consiste en lairaalacion de células musculares lisas
(CML) y componentes de la matriz extracelular. Aumel engrosamiento es mas frecuente
en arterias propensas a ateroesclerosis, tales aderaas coronarias, carotideas, abdominal
descendente, y arteria iliaca, el cambio se corsiaégaptativo (no ateroescleratico), porque
las CML posteriormente, muestran una actividad iferaltiva muy baja y un fenotipo
antiapoptotico (17).

El denominado “xantoma de la intima” o “estria gra¢tipo IlI), es una lesion
compuesta principalmente por macréfagos cargadosligidos o foam cells (FC)
entremezcladas con CML dentro de la intima ricareteoglicanos. De los datos surgidos del
estudio PDAY (del inglésRathobiologic Determinants of Atherosclerosis intYoesta claro
que las lesiones pueden regresar con el avanca ddad (15-34 afos), pudiendo las FC
egresar de la pared pasando entre las célulasetintist (EC) (17).

La méas temprana de las lesiones progresivas, eagebsamiento patoldgico de la
intima (tipo 111), compuesta principalmente de cada CML en una matriz de proteoglicanos
agregada cerca del lumen con lipidos subyacentesjstente en un area acelular, rica en
acido hialuronico y proteoglicanos (principalmerggsican). Otra caracteristica importante
de esta lesidén, aunque no es constante, es ldkadeumulacion de macréfagos en la parte
luminal de la placa (fuera de la laguna de lipidédjunas lesiones presentan en el borde,
diferentes grados de pequefias hendiduras, compudstaolesterol libre, que se supone
deriva de CML necréticas o apoptoticas. Dentro atedcumulos de lipidos, se observa la
presencia de microcalcificaciones (17).

Los fibroateromas (tipo IV), consisten en un nucheserético, que se compone de
desechos celulares y se diferencia de la laguntpios presente en el engrosamiento
patolégico de la intima. El ndcleo necrdtico, estéierto por una capa fibrosa gruesa, que
consiste en CML en una matriz de colageno-proteagtis. Algunos subclasifican
fibroateromas, en los que tienen nucleos necrétitampranos” y “tardios”. El nucleo
necrotico temprano, se identifica por la presedei&C que infiltran la superficie luminal de
los depdsitos de lipidos, coincidiendo con la prese focal de macréfagos calcificantes
(osteoclastos) y la presencia de grandes hendidigraslesterol libre. Una caracteristica es
gue presentan proteoglicanos, versican, biglicatigo hialurénico, que tipicamente estan

ausentes en nucleos necréticos tardios. La mayddalos macréfagos presentan
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caracteristicas de muerte celular apoptética, aunocesos autofagicos también estan

presentes. Los nucleos necréticos tardios no naumestatriz colagena, y estan rodeados por
una capa superpuesta de “tapén fibroso”, compuysstocipalmente de colageno tipo | y I,
proteoglicanos y CML intercaladas. El tap6n fibr@socritico para el mantenimiento de la
integridad de la lesion y esta sujeto a adelgazamig ruptura mediada por MMPs (del
inglés,Metalloproteinasessecretadas por macrofagos y CML (17).

Virmani, y col. y Van Der Wal y col., redefinierain mas esta clasificacion basados en la

premisa que la erosion de la placa desencadenadsisncoronaria (16).

1.4 Diagnéstico de ateroesclerosis

La estimacién del riesgo de eventos cardiovasaildrasada en la presencia de
factores de riesgo clasicos, sélo puede identifi€a70% de los sujetos con ateroesclerosis.
La adicion de imagenes de ateroesclerosis a hesngasi convencionales de evaluacion del
riesgo puede mejorar los resultados clinicos. Lésdos diagndsticos basados en imagenes
incluyen espesor de la intima-media de la cardtidd, del inglés,intima-media thickness)
dilatacion mediada por flujo de la arteria braguiglocidad de la onda de pulso y puntaje de
calcio coronario. Aunque estas técnicas pueden ctdeteuno o mas indicadores
ateroescleroticos, tienen diferencias metodologstetanciales que son responsables de las
diferencias en su disponibilidad, costo, faciliddel uso, repetibilidad y exposicion a la
radiacion (18).

Desde mediados de la década de 1980, la técnieaatgafia bidimensional de alta
resolucion, habitualmente disponible en centrosm@eliana complejidad, se ha afianzado
como un método relativamente poco costoso, pregiseproducible para la evaluacion
incruenta del lumen y las paredes de grandes astetbmo la aorta, carétidas, iliacas y
femorales. La mayoria de los estudios se han egklizn el territorio carotideo, facilmente
accesible (carétidas primitivas, bulbo y carétidgeiina). Mediante esta técnica se obtienen
imagenes nitidas de la pared arterial, sobre todia @ared posterior de la carétida comun,
donde puede medirse con precision el espesor deple intima-media (Tabla II). El
estudio ecografico también permite cuantificar @inero, altura y tamafo de las placas de
ateroma como indicadores de una enfermedad maganan_os estudios demuestran que el
riesgo de padecer un primer infarto de miocardionenta a partir de IMT > 0,82 mm,
mientras que una progresion angad,034 mm, aumenta notablemente el riesgo de faituro

episodios (19).



Tabla Il: IMT en sujetos sin ateroesclerosis (nj@laptado de (20)

EDADES (afos)

SEXO 40-49 50-59 60-69 70-80
MEDIA+DE 0,68+0,037 0,75+0,041 0,83+0,042 0,87+0,048
IC 95% 0,61-0,77 0,67-0,84 0,74-0,91 0,77-1,0
MUJERES 25 0,65 0,72 0,80 0,85
PERCENTILES 50 0,67 0,74 0,82 0,87
75 0,69 0,78 0,86 0,90
MEDIA+DE 0,76+0,038 0,82+0,035 0,870,052 0,95+0,050
IC 95% 0,69-0,84 0,73-0,89 0,77-0,98 0,88-1,005
HOMBRES 25 0,74 0,79 0,84 0,91
PERCENTILES 50 0,77 0,82 0,87 0,96
75 0,78 0,85 0,92 1,00

DE (desviacién estandar); IC (intervalo de confe@gnz

Las técnicas de tomografia computada (TC), requiere equipamiento costoso v,
poco disponible, si bien se considera que suszuata(depdsitos de calcio coronario), tienen
valor predictivo del riesgo de desarrollar episeditinicos (Tabla Ill). Sin embargo, hay que
tener en cuenta que puede haber placas vulnemlmetuso estenosis graves en ausencia de
calcificaciéon. Cuando se compara el puntaje daaatwronario, IMT y velocidad de la onda

de pulso, el primero posee mayor exactitud diagred$19).

Tabla Ill: Clasificacién del puntaje de calcio coronario setfiseveridad de la ateroesclerqgidaptado
de (21)

CALCIO CORONARIO

VALOR ABSOLUTO VALOR AJUSTADO (SEXO y EDAD)
VALOR GRADO CALCIFICACION PERCENTILO GRADO CALCIFIC ACION
0 sin calcificacion 0 sin calcificacion
0-10 minima 0-25 minima

11-100 leve 26-50 leve

101-400 moderada 51-75 moderada
401-1000 severa 76-90 severa

>1000 muy severa >90 muy severa

La resonancia nuclear magnética (NMR, del ingsclear Magnetic Resonance
puede utilizarse a modo de coronariografia incaugmdra el diagndéstico de individuos
asintomaticos seleccionados por su alto riesgo.egibargo, la visualizacion de arterias
coronarias aparentemente normales por NMR cardi@oeencional, no descarta que existan

placas que ocluyen menos del 50% del lumen vascatar frecuencia vulnerables y
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susceptibles de causar episodios isquémicos. La NilglRita resolucion espacial, puede

medir el engrosamiento de las paredes de lasasteoronarias y determinar si una placa de
ateroma es estable o vulnerable en funcién de sypasicion, sin embargo, es una técnica

costosa y poco disponible (22).

1.5 Fisiopatogenia de la ateroesclerosis

En 1829, el término ateroesclerosis fue introdugidoprimera vez por Jean Lobstein.
Afos mas tarde, las alteraciones inmunitarias @aedalasociadas dentro de las arterias fueron
descriptas por dos diferentes escuelas de pato(@8ja La primera teoria, postulada por
Rudolf Virchow, enfatiza que la patologia celularceitica en la ateroesclerosis, reconociendo
la naturaleza inflamatoria de las placas (24). guada teoria, sostenida por Carl von
Rokitansky, sugiere que el dafo inicial de la patedvaso debido a lesiones mecénicas y
toxinas conduce a una disfuncién endotelial y amagor inflamacion (23).

Mientras tanto, los experimentalistas sentaron @sea la inmunologia moderna.
Paul Ehrlich estudi6 los anticuerpos establecidadomunidad adaptativa. llya Mechnikov,
descubri6 la fagocitosis a finales del siglo XIXpporcionando la base de la inmunidad
innata, pilar del proceso aterogénico actual. 8ibargo, la aplicacion de estos conceptos a la
ateroesclerosis, se retrasé por casi un siglo (R&s tarde, Mayerl y col., mostraron
acumulacion de células T ya en lesiones temprasagjriendo que los linfocitos
desempefaban un papel esencial en la ateroessldensla década de 1970, se describio el
modelo de respuesta a la lesion (23, 26) que iadpdic un metabolismo lipidico
desequilibrado y una respuesta inmune adaptatieapgovocaba inflamacion crénica de la
pared arterial (inflamacion crénica inducida) cwesarrollo ocurre a lo largo de 40 6 50
afnos, iniciando en etapas tan tempranas como &mai y adolescencia. El equilibrio
perturbado por la acumulacion de lipidos, genespuestas para su aclaramiento, regidas por
el trafico de leucocitos y la homeostasis orienfagiaquimiocinas y sus receptores (9). Los
avances sobre fisiopatogenia y los actores invatlas en el proceso ateroesclerotico, fueron
logrados en gran medida, utilizando diferentes nosdanimales de experimentacion, como
cerdos, conejos y particularmente ratones, losfgen modificados genéticamente, como
las cepagnockoutpara el LDL-R [DL-RY/") (del inglés,Low-density Lipoproteins Recepfor
o Apolipoproteina EApoE/), que desarrollan hipercolesterolemia y ateroessie temprana
(27).
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1.5.1 Disfuncién endotelial

El proceso inflamatorio crénico de la pared artega produce con mayor frecuencia
en sitios especificos con flujo laminar perturbades como puntos de ramificacion (arterias
carotidas, coronarias y aorta). El deterioro funaloy morfolégico del endotelio vascular,
ocurre primeramente en una larga fase subclingaligfuncion endotelial y ausencia de una
capa luminal continua de elastina, expone proteagtis que permiten la acumulacion
subendotelial de LDL, donde son susceptibles a imadiones oxidativas por ROS (del
inglés,Reactive Oxygen Spedesenzimas liberadas (proteoliticas, lipoliticasidroliticas)
desde células inflamatorias, lo cual las transfoemnalipoproteinas modificadas que no
pueden ser reconocidas por su receptor natudaDlelR, siendo un proceso clave en el inicio
y progresion de la ateroesclerosis, porque disparaproceso inflamatorio local que
desencadena la expresion de moléculas de adhetadsegrecion de quimiocinas por las CE
que, junto con las quimiocinas derivadas de plag giromueven la infiltracion de la capa
intima arterial por monocitos, linfocitos T, nediias y CML (9, 25, 28).

Muchos otros factores desencadenan la activacidasdeE ademas de la dislipemia 'y
las citocinas proinflamatorias. Factores de riesgmo la hipertension arterial, diabetes,
hiperhomocisteinemia y tabaquismo, se asocian abreproduccion de ROS o mayor estrés
oxidativo y menor biodisponibilidad de NO (del iag)Nitric Oxidg (29 — 33), ademas de
sus efectos directos ligados al flujo sanguinesradio y estado proinflamatorio crénico. Las
CE activadas expresan moléculas de adhesion @tes, & CAM-1 (del inglés\ascular Cell
Adhesion Protein)l ICAM-1 (del inglés ntercellular Adhesion Molecule)ly E-selectina (o
ELAM, del inglés, Endothelial Leukocyte Adhesion Moleculg ithducidas por citocinas
proinflamatorias, tales como TNE{del inglés,Tumor Necrosis Facton) e interleucina 6
(IL-6), y lipopolisacéaridos bacterianos (LPS). Laiwacion de las CE, induce la transcripcion
de citocinas proinflamatorias a través de ®B-{del inglés,Nuclear Factor Kappa-light-
chain-enhancer of Activated B Cé¢llfacilitando el reclutamiento y adhesion de mscbcitos
circulantes a la pared (33,34). Las citocinas flammatorias, puede conducir a disfuncién
endotelial mediante varios mecanismos ademas ebepl@esion de moléculas de adhesion. El
TNF-a ejerce varias funciones sobre las CE, como supfanformacion de trombomodulina
(cofactor anticoagulante), inducir la expresién BHattor Tisular o TF (del ingléFjissue
Factor or Platelet Tissue Factpfcofactor procoagulante), inhibir la expresioneidOS (del
inglés,Endothelial Nitric Oxide Synthagenecesaria para la sintesis de NO, y por otr par

disminuir su biodisponibilidad por induccion de R(3, 34). EI NO, ademas de su actividad
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vasodilatadora, inhibe la agregacion plaquetaiapde la transcripcion del NkB, el cual

induce expresion de moléculas VCAM-1, ICAM-1 y MQP{del inglés, Monocyte
Chemoattractant Protein, También conocida como CCL2) que media la quirristé28).

Los monocitos circulantes reconocen las molécutaadhesion expresadas en las CE
a través de la expresion de PSGL-1 (del ingReSelectin Glycoprotein Ligand),1 Mac-1
(del inglés,Macrophage-1 Antigen or Integrimy/f,) y el receptor CD11c/VLA-4/LFA-1 (del
Inglés, Very Late Antigen-4 or Integrimyfy Y Lymphocyte Function-associated Antigen 1
(33) pudiendo de esta manera unirse a las CE daswva iniciar la diapédesis. Los monocitos
reclutados al espacio subendotelial se tranforrmamacrofagos, los cuales junto con CE y
CML son capaces de internalizar lipoproteinas nwatiis, mediante endocitosis por
receptores, como LRP-1 (del ingléspw-density Receptor-related Protein) 135) y
receptores denominadesavengefSR), como CD36 y el receptor LOX-1 (del inglésctin-
like Oxidized Low-density Lipoprotein Receptor (B6). La captacion de lipoproteinas
mediante éstos receptores, induce un ingreso celalaegulado de colesterol, acumulacion

toxica de lipidos, y transformacion en FC (Figuya 2
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La toxicidad lipidica, genera estrés celular cocrogs y/o apoptosis y el subsiguiente

estado inflamatorio que se retroalimenta (9, 2%. dcumulacidn sucesiva de células
apoptaticas, restos celulares y cristales de @olgdibre, forman etore o nacleo necrético.

El reclutamiento inflamatorio con migracion hacaimtima de CML, induce la secrecion de
coladgeno Ill, generando un recubrimiento protedter nucleo necrotico, lo cual evita su
exposicion y estabiliza la placa. No obstante, ¢t#tulas T reclutadas a las placas
ateroesclerodticas, pueden estimular en macrofagsgdentes, la secrecion de MMP,
provocando adelgazamiento de la placa fibroatermsaaty su probable ruptura (placa
inestable), cuyo proceso se acompafia de adhesi6tivacion de plaquetas, y la produccion
del Factor Tisular, que induce reduccion del calibfectivo arterial y generacion de mayor
estenosis o liberacion de trombos (8, 25, 26), aparicion de las manifestaciones clinicas

propias de la ateroesclerosis (Figura 3).

DISFUNCION ADHESION ~ PROLIFERACION  PLACA RUPTURA
ENDOTELIAL MIGRACION ACTIVACION FIBROSA
B - TROMBO
Plaquetas COACGULACION

LUZ Monocitos ng;s - *
VASCULAR
G iy

LDL nativas

Factor Tisular

Mataloprotainazas

ENDOTELIO f

: LDL
INTIMA maodificadas

MEDIA

Figura 3: Evolucion de la placa de ateroesclerp8daptado de (28)

1.5.2 Citocinas y receptores de citocinas

Estudios en animales y humanos han estableciddagateroesclerosis es impulsada
por un proceso inflamatorio crénico dentro de laegdaarterial, en respuesta a estructuras
modificadas enddégenamente. La respuesta innatatiesuada por la activacion de CE y
monocitos/macréfagos. Posteriormente, se desaunHdarespuesta inmune adaptativa contra
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antigenos presentados a los linfocitos T efectgascélulas presentadoras de antigenos, CE

y CML, que participan mediando el reclutamientolelecocitos y la remodelacion vascular,
asi como promoviendo la perpetuacion de la inflabma@ través de la liberacion de citocinas
y quimiocinas proinflamatorias (8, 23, 26, 38, 3tre ellas se destaca a CCL2, un potente
agonista para monocitos, células T de memoria Yfiles, que esta implicado en el
reclutamiento de estas células desde la circuldta@ma la placa de ateroma (25, 26, 28, 32,
33). Los lipidos oxidados son mediadores de leoaseterosis y la formacion de FC, pues
inducen la produccién de CCL2 en CE (28, 32). Enntama arterial, los monocitos se
transforman en macréfagos, que acumulan lipidosadelulares mediante receptores
scavengerso SR (8, 13, 23, 24). A su vez, las quimiocinagdam activar factores de
transcripcion de genes involucrados en la infladradNF«B), apoptosis y proliferacion
celular (32). Ademéas, TN&; IL-1 e IL-6 también desempefian un papel clavelaen
ateroesclerosis. Ratones deficientesAgE/ y TNF-0”, muestran un tamafio de lesion
ateroesclerotica significativamente menor asoc@mouna disminuida expresion de ICAM-
1, VCAM-1 y CCL2 (39). IL-1 sefializa a través de D88 (del inglés, Myeloid
Differentiation Primary Response Protein )88que aumenta la expresion de genes
proinflamatorios, infiltracibn por macrofagos e lamhacion ateroesclerética (23, 39). El
tratamiento de ratoneSpoE/" con IL-6, produjo un aumento de 2 veces la exéende la
estria grasa, sin embargo, ratones viejos (masadie tle edad), muestran placas estables, con
reducido contenido de colageno y lesiones calcfisa disminucion del reclutamiento de
células inflamatorias por sintesis y liberacién Itlel0. Asi IL-6 muestra propiedades
ambivalentes, puede ser proinflamatoria, pero tmbbonsiderarse antiinflamatoria, ya que
induce la sintesis de IL-1Ra y liberacion de rememoluble de TNFx, reduciendo la
actividad de las citocinas proinflamatorias y MSK3%). EI M-CSF (del inglédylacrophage
Colony-stimulating Factor or Colony Stimulating Fac 1) activa diversas funciones de
macrofagos implicadas en la aterogénesis (30)u@l €s expresado y secretado por CE y
CML en placas ateroescleroticas y constituye untoslgrincipales factores generadores de
FC (41). La IL-12 e IL-18 son producidas principalme por macrofagos de placa y
estimulan la proliferacion y diferenciacion de ¢&uNK (del inglésNatural Killers), células
T y expresion de interferop{(IFN-y) que puede activar monocitos/macréfagos y células
dendriticas (CD), conduciendo a la perpetuaciola despuesta Thl (23, 39).

En contraposicion a estas citocinas proinflamasoria-10 y TGFB (del inglés,
Transforming Growth Factorf), desempefian un papel importante en el controlade

inmunidad adaptativa (39, 42). Estos factores sauyzidos en macrofagos tipo M2 y
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linfocitos Th2 conjuntamente con IL-4, IL-5, IL-9le-13, y aunque son raramente detectados

dentro de las lesiones ateroescleréticas ejercariagfecto preferentemente protector contra
el desarrollo de ateroesclerosis (39).

Los quimioatractantes y mitdogenos de CML son libesapor CE, fibroblastos,
leucocitos y las propias CML. Las CML poseen reoegst y responden a una serie de
quimiocinas, incluyendo PDGF (del inglé¥atelet Derived Growth Factyr CCR3, CCRS5,
CCRS8, y CXCR4 (29, 31, 32, 39). El VEGF (del ingMascular Endothelial Growth Factpr
es un factor angiogénico y mitdbgeno para las CEdpwaumentar la permeabilidad vascular y
modula la trombogenicidad induciendo liberaciénpdastaciclina y NO, siendo este ultimo,
un regulador negativo del VEGF en la pared vasdlar26). Ademas de estos factores, que
son generado# situ por las CE que interaccionan en las lesiones edelercdticas, la
trombina retenida por la matriz extracelular, peret@ funcionalmente activa, desempefiando
un papel clave en la regulacion del proceso, poppsee actividad mitogénica para las CE y
modula la actividad de MMP que degradan la matxizaeelular y facilitan la migracion
celular (17, 26, 31).

Las diferentes citocinas, ejercen propiedades ffaonatorias o antiinflamatorias,
dependiendo del contexto y la prevalencia de umdras grupo dentro de la pared vascular

sera el curso que tendra la patologia ateroesidan®2, 39) (Figura 4).
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1.5.3 Rol desempefiado por receptoresavenger y Toll-like

Los macrofagos presentes en las lesiones atero#gids, expresan varios receptores
estructuralmente diferentes para la absorcion de mbdificadas. Debido a que las FC, son
el componente primario de la lesion ateroescleaati@ds temprana, la absorcion de lipidos
por estas vias se ha considerado un evento requeridiciador en la patogénesis (36).
Aunque la eliminacion de las LDL modificadas prtaniatorias a través de SR pareceria
beneficiosa, las vias distales de metabolizacidgnssperadas, llevando a la acumulacién de
colesterol, capaz de inducir inflamacién crénic@, (26, 36, 43). Estas observaciones han
llevado al dogma que los SR, son proaterogénidoser@bargo, los efectos pueden ser mas
complejos, ademas de la captacion de LDL modifisadd receptor CD36, regula la
depuracién de células apoptéticas, inicia la traosin de sefiales y sirve como receptor de
reconocimiento de agentes patdgenos (36). Los SRRy (del inglés,Toll-like Receptors
son receptores del tipo PRR (del Ingl&sattern-recognition Recepthr expresados por
macrofagos y otros tipos celulares con un papebrtapte en la ateroesclerosis. Los SR se
caracterizaron originalmente por su capacidad paganocer y procesar LDL modificadas
(25, 26, 44 — 46). Numerosos miembros de la fanti@areceptores, incluyendo el CD36,
MSR-1, LRP-1, LOX-1, CD68, SR-B1 (del IngléScavenger Receptor Class)Bpueden
promover la formacion de F@6). MSR-1 y CD36, median el 75-90% de la degritade
las LDL modificadas (41).

1.5.3.1 Receptorescavengers Al y All

SR-Al y SR-AIl (del inglésScavenger Receptor Clasy #e expresan en macrofagos,
incluyendo FC, CE adrticas y CML dentro de la plateroesclerética, donde realizan la
mayor parte de la captacion (~80%) de las LDL kms (LDLac), con menor afinidad por
LDLox. Ademas, unen células apoptéticas, péptiddoane, fosfolipidos anionicos y AGE
(del inglés Advanced Glycation Endprodugt&Rkatones deficientes de SR-Al y SR-AUSR-

17) y ApoE/ mostraron una disminucién del 58% en las lesi@tesesclerdticas del seno
aortico (36). SR-A, desencadena muerte celulartapoq, contribuyendo a la formacion del
nacleo necrotico; sin embargo, esta funcion progtamica se equilibra con la capacidad para

reconocer y eliminar células apoptéticas (36).

1.5.3.2 Receptoscavenger CD36



16
CD36 se demostré que era un receptor de macrofagyasla LDL moderadamente

oxidada. CD36 une otros ligandos como amiloidefpfgsdos anidnicos, células apoptoticas,
AGE, lipoproteina nativas (LDL, HDL y VLDL, del itgs, Very Low-density Lipoproteihs
asi como trombospondina-1, colageno, acidos gnatigandos derivados de patégenos (36),
contribuyendo a una lista variada de procesos rlesnapatoldgicos, tales como depuracion
de células apoptoticas, transporte de acidos graadbesion celular, angiogénesis,
ateroesclerosis, enfermedad de Alzheimer y defengaobiana. CD36 en macrofagos,
contribuye en 60-70% de la acumulacion de ésteeescalesterol proveniente de la
eliminacién de LDLox. Los estudios realizados etomas CD36/° ApoE/’, reportaron
reducciones marcadas (~76%) en el area de la led@nesclerdtica adrtica, apoyando el
paradigma de que la captacion de LDLox mediadaQi86 es necesaria para la formacion
de FC y ateroesclerosis (26, 36, 47).

1.5.3.3 Otros receptorescavenger

SR-BlI y SR-BIl (del inglés,Scavenger Receptor Clasy Bomparten ~30% de
homologia con CD36 vy, al igual que este recepteedp unirse a ambas formas modificadas
de LDL, asi como HDL, LDL y VLDL nativas. Ademas| 8R-Bl reconoce células
apoptoticas, AGE, fosfolipidos anidnicos, amilog#ico A yB-amiloide y puede facilitar la
captacion selectiva y transferencia de colestsr@hdo importante en el transporte reverso de
colesterol. SR-BI se considera en su mayor patiatarogénico, aunque los ratorgR-BI/,
no desarrollan espontdneamente ateroesclerosis (36)

LOX-1, es un receptor para las LDLox, presente principateneen las células
endoteliales, posteriormente se demostré que wos dgandos, incluyendo AGE, células
apoptaticas, bacterias, y que también se expresaaerofagos y CML. Su sobreexpresion es
inducida por LDLox, angiotensina IlI, endotelina ytocinas, todos participantes de
ateroesclerosis (36).

1.5.3.4 Receptores tipdoall

Existe suficiente evidencia que no sélo los medieslanetabdlicos, sino ademas las
infecciones bacterianas y virales, podrian amplifla ateroesclerosis mediante promocion de
un estado proinflamatorio de la pared vascular. TIoR son receptores del sistema inmune

innato que reconocen motivos estructurales altaaneminservados de patdgenos. La
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activacion inicia una cascada de sefales que adtvaB y factores de transcripcion IRF-3

(del inglés,IFN-regulatory Factor 3 que conducen a la expresion de genes proinflafmoato
(TNF-a e IL-1) e inician la produccién de sefales queg@ran la inmunidad adaptativa. La
hiperlipemia activa TLR con produccion de citocipasinflamatorias, NO en macréfagos y
maduracion de CD. La mayoria de los TLR, sefalipadiante una molécula en comun, la
MyD88. Los ratonesMyD88/° ApoE/ y ratones ApoE/" TLR4/" presentaron una
ateroesclerosis reducida, asociada con la disndnuen los niveles circulantes de citocinas
proinflamatorias, IL-12 y CCL2 (23).

1.5.4 Formacion deFoam Cells en ateroesclerosis

Lipoproteinas modificadas son uno de los primeran®s patogénicos en la placa
naciente y dan como resultado el desarrolldoden cells(FC) a través de su captacion por
SR de macrofagos y CE (36, 41). Los ésteres desteotd, se hidrolizan para liberar
colesterol y acidos grasos. El colesterol libreeewnces traficado al reticulo endopldsmico
(RE), donde sufre la reesterificacion por ACAT-&l(ohglés,Acetyl-CoA Acetyltransferase 1
formando ésteres de acidos grasos de colesterifoetabolismo del colesterol puede llegar a
ser sobrepasado, con el enriquecimiento de las namab del RE con colesterol libre,
resultando en una esterificacion defectuosa por RCAque promueve la acumulacién
adicional de colesterol libre. Ademas, el coledtébve en membranas, puede potenciar la
sefalizacion inflamatoria, en particular la activgacde TLR (26, 41, 47, 48). De esta manera,
el trafico de colesterol libre desde los lisosortsasbién puede resultar defectuoso, lo que
constituye una barrera para el flujo de colestgramplifica aiun mas la inflamacion. Esta
desregulacion en el metabolismo lipidico contribalyestrés del RE en macréfagos, que, si se
prolonga y combina con otras injurias, puede ras@h muerte celular apoptotica (41). La
depuracion eficiente de las células apoptéticadgsomacrofagos circundantes (eferocitosis),
requiere vias del metabolismo lipidico intactasapeatar los lipidos ingeridos de los cuerpos
apoptaticos. El aumento de la apoptosis, combimatouna eferocitosis defectiva forman el
nacleo necrotico (41).

Las células responden a la excesiva acumulacidipides sobreexpresando vias que
promueven la eliminacion del colesterol y otrosidigs. En las FC, existen varios
transportadores, como ABCA-1 (del ingldsl P-Binding Cassette Transporte), ABCG-1
(del inglés,ATP-binding Cassette Sub-family G MembgrylSR-B1, aunque la difusion

pasiva desde la membrana plasmatica, también ocABEA-1 promueve el eflujo de
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colesterol a la ApoAl pobre en lipidos (f¢idDL), que es el blogue de construccién de HDL,

mientras que ABCG-1 promueve el flujo hacia HDL mrad. Los genes que codifican

ABCA-1 y ABCG-1 son regulados transcripcionalmerge,respuesta a niveles elevados de
colesterol celular por LXRs (del inglékjver X Receptgr que son receptores nucleares
activados por ligandos que funcionan como sensigessteroles, tales como oxiesteroles o
desmosterol. El eflujo de colesterol de macréfagowe efectos antiinflamatorios, siendo los

agonistas de LXR antiaterogénicos (Figura 5).
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1.5.5 Migracion y reclutamiento celular a la paredarterial

La respuesta inmune que provoca inflamacioén dededoarterial, estd orquestada por
el reclutamiento celular de leucocitos, plaquetad/L y CD, dirigidas al sitio por
guimiocinas y sus receptores, por lo cual, el campte celular en el proceso
ateroesclerotico, descripto 200 afios atras, esafnadtal para el inicio y perpetuacion del

componente inflamatorio (9).

1.5.5.1 Monocitos/macrofagos
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Durante la patogénesis de la ateroesclerosis, lmsoaitos sanguineos se infiltran

desde la sangre a la intima y subintima, un progesoes activado por la acumulacion
subendotelial de lipoproteinas que contienen ApOB#@). Reclutados por quimiocinas, los
monocitos se adhieren a CE a través de interaccienge moléculas expresadas en ambas
superficies celulares. Después que los monociwderu(olling) sobre el endotelio activado,
utilizan otras interacciones para disminuir la pesgn y formar adherencias mas estrictas.
Por dltimo, sobreviene la entrada de los mono@to®! espacio subendotelial (diapédesis)
(25, 26, 28, 33, 49). Tras la infiltracion de tepgd los monocitos se diferencian en
macrofagos, CD, o0 en algunos casos, osteoclasttgados por la secrecidn de citocinas
especificas (IL-1, TNk, IL-8 y GM-CSF), la presencia de bacterias o saslyctos (LPS),
hipoxia o lipoproteinas modificadas. Los macréfagosvados liberan el contenido de sus
granulos lisosomales preformados y ROS que llevennauerte celular y degradacion de la
matriz extracelular, ademas de otras citocinasnflamnatorias que potencian la respuesta
inflamatoria (23, 26, 34, 37, 39, 41, 50 — 52).

Los monocitos circulantes son heterogéneos en [&esXn de receptores de
quimiocinas, propiedades de migracion y diferenéimgFigura 6). En humanos, tres
subpoblaciones pueden ser reconocidas, basadasa eexdresion de moléculas de
diferenciacion CD14 y CD16. Una subpoblacion mdgoa (~81% del total de monocitos)
denominada “clasica” (CDIZCD16), y dos minoritarias designada como “intermedia”
(CD14™/CD16) (~8%), y la tercera o “no clasica” (CD1€D16™") (~11%) (53).

MONOCITOS CLASICOS MONOCITOS INTERMEDIOS MONOCITOS NO CLASICOS
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Figura 6: Moléculas expresadas en superficie de las subgiohlzs de monocitos human@slaptado de (53)
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En las etapas iniciales de la ateroesclerosismiosocitos de sangre periférica son

reclutados en la intima vascular, por lo tanto, des suponer que una determinada
subpoblacion de monocitos seria la responsablesdevientos tempranos ateroescleréticos en
funcién de la expresion y secrecion de moléculas mpgulan dicho proceso (54). Los
monocitos CD14/CD16 demuestran alta eficiencia para estimular la fen@icion de células

T CD4' y capacidad proangiogénica. Expresan altos nivideSCR2, el cual es clave para la
quimiotraccion en condiciones de inflamacién, paseka capacidad fagocitica y potencial
inflamatorio, siendo los principales productores RI®S en condiciones no estimuladas,
ademas secretan I3ly TNF-a tras la estimulacion con LPS. Otra caracteristigaortante

es que expresan altos niveles de SR. En contrastegcrecion de ILfy TNF-a por
monocitos CD14CD16™, se desencadena por virus y acidos nucleicos T\ 7/TLR-
8/MyD88/MEK) y no por la estimulacion de LPS. Esto®nocitos no clasicos expresan
mayor cantidad de CX3CR1 que media la acumulac@®madnocitos residentes, y menor
cantidad de CCR2, ademas de una amplia gama decutadéde adhesion, estando
predispuestos a la vigilancia local innata de lggdds, patrullando el endotelio en un
comportamiento dependiente de LFA-1 (51, 54).

A partir de 1969, se definio el concepto de sistéagmcitico mononuclear, el cual
consiste en una variedad de macrofagos, derivaglosothoblastos encontrados en la médula
Osea. La diferenciacion y maduracion de los monsa@s mediada por citocinas denominadas
factores estimuladores de colonia (M-CSF y GM-C&d€yetadas por la médula ésea, células
pluripotentes, linfocitos T y macréfagos activada®s macréfagos producen citocinas
proinflamatorias, ROS, RNS (del ingléReactive Nitrogen Specjesparticipan en la
retencion de lipidos, remodelacion de la matrizaediular y expresan SR y TLR. Por lo
tanto, no solo dirigen y amplifican la respuestaune local, sino que pueden conducir a
lesion localizada del tejido y, en dltima instapciausar desestabilizacion de la placa, ruptura
y trombosis (23, 41, 43, 52). Sin embargo, comont@&roéfagos son heterogéneos, podrian
desarrollar funciones que faciliten la reparaciéhtdjido ateroesclerético, la remodelaciéon y
restauracion de la homoeostasis de tejido nornéal4@).

La subpoblacion de monocitos proinflamatorios pudde lugar preferentemente a
macrofagos que exhiben una activacion “clasica’cfdfagos M1) (23, 30). La placa es un
microambiente con fuerte inclinacion hacia resmgeste linfocitos Thl, lo que resulta en
altos niveles de IFN; que podria privilegiar la polarizacion de macgoigde tipo M1 (Tabla
IV). Dentro de la ateroesclerosis murina y humasan presentes tanto macroéfagos M1

como M2 (30). En las lesiones humanas, diferergnetipos de macréfagos coexisten, y lo
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hacen en diferentes lugares de la placa. Macrofp¢CD68/CD206) residen en areas

mas estables de la placa, en la cubierta fibrossoldgeno, mientras que su contraparte M1
(CD68/CCL2") se localizan en el nucleo lipidico, donde se temdmenos de necrosis

celular y fagocitosis (30, 55, 56).

Tabla IV: Fenotipos de macrofagos M1 y Ni®daptado de (56)

M1 M2a M2b M2c M2d
IFN-y IL-4 o IL-10 IL-6
ACTIVACION LPS IL-13 LR TGF LIF
GM-CSF Infecciones (Hy P) GC Adenosina
CD86
CD80 CD163
CD68 CHM I
CHM I SR CD163
“éiﬁgéggggg IL-1R MMR/CD206 CCHDI\;T?l TLR1 VEGF
TLR2 CD200R TLR8
TLR4 TGM2
iNOS IL-1R I
SOCS3
TNF-a 10 IL-1 IL-10
CITOCINAS 'ILL'16B Tor IL-6 IL-10 IL-12
SECRETADAS : # IL-10 TGFp TNF-a
IL-12 IL-1Ra NP or
IL-23 ?
CCL10
ccL11
ccLs
ccL17 ccLs
QUIMIOCINAS cCL8 CCL22 ccL1 ccL2 CXCL10
SECRETADAS CCL9
CCL24 CXCL1
ccL2
CcCL3
CcCL4

Cl (Complejos Inmunes); GC (Glucocorticoides); [(Factor Inhibidor de Leucocitos); H y P (hongos
y parasitos); CHM (Complejo Mayor de Histocompdtdzad)

1.5.5.2 Otros componentes celulares

Las CD forman una red dentro de la intima de atef23, 49) en contacto con las
células T en las placas ateroescleréticas. LDLoxarte la fase tardia de diferenciacion de
monocitos, da lugar a CD fenotipicamente madurassegregan IL-12 (proinflamatoria) pero
no IL-10 (antiinflamatoria) (23).

Las células T se pueden detectar en todas lasseti@pkn placa ateroescleroética. Las

células T CDZ son las mas comunes, la mayoria polarizadas par &kpresando las
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citocinas proinflamatorias (47). Por el contrarias células Th2 secretan citocinas

antiinflamatorias, y se encuentran con frecuengifegiones ateroescleroticas avanzadas. Las
células T reguladoras (Treg), fueron capaces demsinpga inflamacion por expresion de IL-
10 y TGF$ en modelos murinos (47). Los eventos que inicdaackivacion de las células T,
implican ruptura de auto tolerancia y el reconoemn de antigenos especificos, tales como
la LDL nativa y modificada, ApoB-100 y HSP60 (degiés,Heat Shock Proteins $0dando
lugar a una respuesta inmune proaterogénica (47).

La infiltracién de neutrofilos ocurre en las primgetapas del proceso ateroesclerético
y durante la ruptura de la placa (26, 47, 57). hestréfilos activados secretan proteinas
granulares (CRAMP en ratén, LL37 en humanos) eladd luminal del endotelio arterial,
reconocido por receptores expresados en monodisisas y neutrofilos (58). Por otra parte,
los neutrdfilos liberan MPO capaz de transformas rhBL nativa e incrementar el estado
inflamatorio endotelial (57).

Los mastocitos detectados en placas ateroescksdtiomanas son actores clave en la
inflamacion, capaces de liberar una variedad de iadetes solubles, tales como
interleucinas, proteasas y factores de crecimiemioljcados en la enfermedad, incluyendo la
desestabilizacion de la placa, la acumulacionmdds y el remodelado vascular, a través de
mediadores proaterogénicos como IL-6 e NF(26, 47).

Las CE intactas, pero inflamadas, expresan P-geeciCAM-1, o Vitronectina
(Integrin ayBs3), que permiten la unidon directa de plaquetas, diamée el fibrinbgeno o
fibronectina unidos al endotelio, de las plaquefias expresan GPlb, PSGL-1o@B3 (47).
Ademas, diversas interacciones ligando-recepttas teomo Mac-1 y PSGL-1 a GP Ib y P-
selectina expresados en plaquetas, pueden mediamiaciéon de complejos de leucocitos-
plaguetas. La transferencia de plaquetas activaslasratones ApoE/" exacerbo la
ateroesclerosis, pero no la transferencia de plaguwkeficientes en P-selectina, corroborando
un papel directo de las plaquetas en la ateroesweid 7).

Los linfocitos B fueron descubiertos inicialmenentto de la adventicia y dentro de
placas ateroesclerdticas. La transferencia de rad¢rbaa de ratones deficientes en células B a
ratonesLDL-R/ irradiados, resultd en un aumento de la ateroesitede hasta un 40%, en
paralelo con una produccion disminuida de anticeeranti-LDLox. Esto indica que las
células B o las inmunoglobulinas pueden realizanciftnes protectoras (59). Estos
autoanticuerpos tipo IgM, reconocen los fosfoligidxidados (fosfatidilcolina), y bloquean

la union y degradacion de LDLox por macrofagosiiroy23).
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1.5.6LDL receptor-related protein-1 (LRP-1)

LRP-1 es un miembro de la familia de receptoresa gddL, cuya caracteristica
estructural consiste en presentar cinco unidadksynios comunes: (a) repeticiones ricas en
cisteina de union a ligando, (b) repeticiones aeiesgcias similares a la del receptor de EGF
(del inglés, Epidermal Growth Factgr (c) dominios YWTD, (d) un segmento de
transmembrana, y (e) un tallo intracitoplasmatice @lberga de uno a tres motivos NPXY.
LRP-1 se sintetiza como una proteina transmembitan800 kDa y en el sistema de Golgi
Transsufre un corte proteolitico mediado por furinadtados subunidades de 515 kDa y 85
kDa, que permanecen unidas entre si por asociaciomeovalentes (Figura 7). La proteina
chaperona denominada RAP (del IngiKsceptor-associated Protgies necesaria para el

correcto plegamiento y transporte, ademas de pirdegorematura unién a ligandos (35).
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Figura 7: LDL receptor-related protein-1 (LRP-fAdaptado de (3%)
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Aunque LRP-1 puede localizarse transitoriamentesagsuolas lipidicas, el receptor

migra a la membrana plasmatica o vesiculas estaletude membranas recubiertas de
clatrina, donde experimenta endocitosis y reciclamoalta eficiencia (60).

LRP-1 reconoce al menos 30 ligandos diferentes matuyen, lipoproteinas,
proteasas, complejos inhibidores de proteasaseipest de la matriz extracelular, toxinas
bacterianas, virus y diversas proteinas intracedslaCiertas serinas proteasas y MMP se unen
directamente a LRP-1, mientras que otras lo hanarvaz acomplejadas con sus inhibidores
especificos, incluyendo los inhibidores de serineotgasas y pan-proteasasi,-
Macroglobulina y PZP (del ingléregnancy Zone Protein quienes son reconocidos,
después de un cambio conformacional mediado paediisis. Por el contrario, LRP-1
reconoce las formas nativas y complejas del inbibidel TF, trombospondina-1 y
trombospondina-2, proteinas intracelulares, incldgeHSP-96, TAT de HIV-1 y RAP (35).

La variedad de ligandos que unen a LRP-1, poteresss receptor como sensor del
microambiente celular. Por multiples mecanismoguleela sefializacion celular y, en dltima
instancia, la fisiologia celular y la expresion iganen respuesta a numerosas proteinas
extracelulares. Un mecanismo simple por el cual-lRBgula la sefializacion celular implica
la union competitiva de proteinas que activan ategsptores de sefializacién, de manera que
la concentracion de la proteina en el microambieebglar disminuye. LRP-1 también regula
la sefializacion celular mediante el trafico de dejop preformados receptor-ligando en
endosomas. La asociacion de LRP-1 con el recept®GF en los endosomas, regula los
eventos de fosforilacion observados cuando lagaseée tratan con PDGF (60).

En algunos tipos celulares, la endocitosis med@afaLRP-1 se acopla a vias de
sefalizacion celular. También regula la composidéria membrana plasmatica y puede, por
lo tanto, regular indirectamente la actividad de®teceptores de sefializacion celular (60).
Con mas frecuencia, las proteinas de la membraasmgatica se unen a LRP-1 mediante
ligandos bifuncionales o proteinas adaptadoraadetulares, como Fe65 y PSD-95. Fe65 une
LRP-1 a la proteina precursora @leamiloide (APP, del inglésAmyloid Precursor Protein
promoviendo la endocitosis y regulando el procesataide APP. El puente entre LRP-1 y
UPAR (del inglésUrokinase-type Plasminogen Activatgor el complejo bivalente, uPA —
PAI-1 (del inglés,Plasminogen Activator Inhibitor)l promueve la internalizacion uPAR y
regula la sefializacion celular iniciada por éste.niecanismo similar esta involucrado en la
via por la cual LRP-1, elimina el TF de las supéef celulares (60). Este proceso puede ser
inhibido con el antagonista RAP, cuyo agregado lalas cultivadas durante 3 a 5 dias,

conduce a un aumento en la membrana plasmaticsdgroteinas reguladas por LRP-1,
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hasta que se alcanza un nuevo equilibrio. Los tempque se incrementan en la superficie

celular en células tratadas con RAP incluyen uRPX¥, Semaphorin4D (60).

LRP-1 ha sido implicado en la presentacion de antig y en la estimulacion de
células T CD8. Diversas HSPs, que funcionan como chaperonaspgatalos antigénicos, se
unen a LRP-1 cuando son liberadas desde las cékllammplejo HSP—péptido antigénico
internalizado por LRP-1 trafica al MHC-I (del IngléVajor Histocompatibility Complgx
para ser presentado por células presentadoragiderans (60).

La supresion génica de LRP-1 especifica en CMLatlenes ha permitido demostrar
gue este receptor presentaria una actividad amiggieica, limitando la activacién de PDGF-
RB. En los macréfagos, LRP-1 también inhibe la at&negis y se han descrito varios
mecanismos relacionados, incluyendo sus efectose st expresion de mediadores
inflamatorios, la regulaciéon de la actividad de M9P efectos sobre el TGE- y la
regulacion del depdsito de matriz extracelular. rCioa LRP-1 se somete a proteolisis
intramembrana, el fragmento citoplasmatico puetteaézar al nucleo, donde se une al IRF-
3, promoviendo su exportacion y supresion de laresipn de genes blanco de LPS
proinflamatorios. Debido a que LPS y otros mediadoinflamatorios promueven la
protedlisis de LRP-1, puede constituir una impdgamia de inhibicidn, limitando la
amplificacion en tejidos ya inflamados. Se han plzgip niveles aumentados de LRP-1 en el
plasma de pacientes con artritis reumatoide y la@pitismatoso sistémico (60).

En algunas células, incluidos los macréfagos, LRRsininuye la abundancia en la
superficie celular del TNF-R1, atenuando la acitvade la sefalizacion de la quinag8,|
requerida para la fosforilacion deB que permite la relocalizacién nuclear de k;-dando
lugar a una expresién aumentada de proteasasmplamento, activador del plasminégeno y
mediadores inflamatorios, tales como iINOS (deléaghducible Nitric Oxide Synthaye la
IL-6. Las lesiones ateroesclerdticas de ratonesneonocitos y macrofagos deficientes en
LRP-1, muestran niveles aumentados de CCL2, el seahsocia con un aumento de la
densidad de macrofagos en las placas. Se demogirésen incrementada de CCL2, por
macrofagos de médula 6sea deficientes de LRP-idalada activacion de la sefializacion de
NF-kB. Por lo tanto, es razonable suponer que la cdpdcde LRP-1 para suprimir la
sefalizacion de NF-kB puede limitar el reclutanventde monocitos en placas
ateroescleroticas y los efectos adversos de losadm@s generados por macréfagos en la
pared arterial (47, 48, 60, 61).

La sefalizacion intracelular activada a través @P4l en macréfagos via Akt,

también puede ser antiaterogénica por prevenirplaptasis. Los estudios en ratones,
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muestran que los macrofagos LRP-1 limitan la atmleeosis en una variedad de modelos,

incluyendo ApoE/" y LDL-R/. Los mediadores inflamatorios presentes en lasapla

ateroescleroticas pueden combinarse para disnsagiancialmente la expresion de LRP-1
promoviendo su desprendimiento. Los efectos desest@ntos sobre la expresion de
mediadores importantes, como CCL2, pueden servasltiLa pérdida de LRP-1 de la

superficie celular en monocitos y macrofagos puedeementar la expresion de CCL2

mediante la activacion de la sefializacidbn de KBE-mientras que el procesamiento
proteolitico de LRP-1 induce ademas la expresio@@ke2 (60, 62). Los agentes terapéuticos
gue antagonizan la inflamacién, pueden mantenaxtaesion de LRP-1 en la superficie

celular de los macréfagos e inhibir su desprenditoiecontrolando la progresion de la

ateroesclerosis (60). LRP-1 ha surgido como unlaéign de la respuesta a la lesion e
inflamacion, facilitando la eliminacion de produste lesion potencialmente autoantigénicos
y para regular las vias de sefializacion que camtrial expresion de citocinas, quimiocinas y
otros mediadores inflamatorios (60).

1.6 LRP-1, monocitos y ateroesclerosis

Como se menciond, los monocitos tienen una paatthn preponderante en la etapa
inicial y de progresion de la ateroesclerosis. Ragdas previos han demostrado que LRP-1 se
expresa en la superficie de monocitos-macréfagosmgrofagos tisulares activados (63). En
CML y macrofagos deficientes en LRP-1, se pudo béster que cumple funciones
protectoras contra el desarrollo de ateroescler@8ls 64, 65). Durante el proceso
inflamatorio cronico que alimenta la ateroesclexdsis mediadores inflamatorios producen la
disminucién de LRP-1 en macréfagos (66), efectobtém observado por la insulina, una
hormona considerada proaterogénica (67), lo cusdalel punto de vista de |la ateroesclerosis,
posicionaria a este receptor como un factor pligtedRecientemente se ha demostrado que
LRP-1 puede regular negativamente la via inflanmatdF«B en macrofagos, lo cual puede
limitar la expresion de citocinas proinflamator@sno CCL2, y el reclutamiento celular a la
placa (61, 62, 68). En los macrofagos, LRP-1 tamb@ntrola la actividad de MMP, lo cual
lo transforma en un regulador de la integridad wiascy el destino de la placa (69, 70).

En etapas avanzadas de la ateroesclerosis, senustdado que LRP-1 esta altamente
expresado en CML y macréfagos, donde media la ciéptae internalizacion de LDL
agregadas, llevando a la acumulacién de ésteresoldsterol y formacion de FC, un

acontecimiento clave en la progresion de la plataq?2).
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En este proyecto de investigacion clinica, obséowat prospectivo caso-control,

realizado sobre una muestra poblacional de indbgdton diferente estratificacion de riesgo
de enfermedad cardiovascular, se estudiaron palescbhiomarcadores de desarrollo de
ateroesclerosis abordado desde un enfoque inflamat®ntrado en la etapa inicial de la
ateroesclerosis, donde se produce una marcada i@ihde monocitos al endotelio
disfuncional de la pared vascular, a partir deual se desencadena la formacion y desarrollo
de la placa de ateroma a nivel de la capa intitegiar Por lo tanto, como primera hiotesis se
propone que el nivel de expresion de LRP-1 y depteces scavengers (CD36 y MSR1) a
nivel de la superficie celular del monocito, asimooen subpoblaciones monociticas,
resultaria clave en el proceso de adhesion - mdradel monocito a nivel de la pared
endotelial asi como en la expresion de factoremfteimatorios en monocitos inflamatorios
durante la etapa temprana de la ateroesclerosisesin sentido, y como una segunda
hipotesis, se plantea que una eventual disminumdla expresion de LRP-1, conjuntamente
con un aumento de receptores scavengers y fagimgglamatorios en monocitos servirian
desde un punto clinico y diagndstico como biomaresltempranos de la ateroesclerosis. La
valoracion de estos biomarcadores, aportarian wjaranen la certeza de riesgo, y por ende
en la prevencién, de enfermedad cardiovasculathoozontes mas cercanos a los estimados

por los puntajes de riesgo establecidos a 10 yi86.a
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2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo general

Estudiar potenciales biomarcadores de desarrollatel®esclerosis desde un enfoque
inflamatorio. Asi, se pretende determinar si losnowitos circulantes expresan un
perfil diferencial de biomarcadores en la fase i@hicsubclinica del proceso
ateroesclerotico.

2.2. Objetivos especificos

1)

2)

Cuantificar el nivel de expresion de LRP-1, receggscavenger¢CD36 y MSR-1) y
factores proinflamatorios en la poblacion totalndenocitos de sangre periférica. El
propésito es caracterizar los niveles de expresianscripcional y proteica en
monocitos circulantes mediante citometria de fluyjRT-gPCR de individuos que
presentan diferente riesgo cardiovascular.

Medir la expresion diferencial de LRP-1 y recept@eavengergCD36 y MSR-1) en
subpoblaciones de monocitos con el proposito dbkester la distribucion diferencial
de estos marcadores en relacion con el perfil flanmatorio en las distintas
subpoblaciones monociticas. La finalidad de esjetiob es dilucidar si la expresion
de estos marcadores se relacionan con la funaiachlde las subpoblaciones de
monocitos y puede ser aplicada en la estratificad&riesgo. Para este fin, también se

aplicara citometria de flujo y RT-gPCR en las dists subpoblaciones de monocitos.
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3. PACIENTES, MATERIALES y
METODOS
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3.1 Tipo de estudio y pacientes

Se realizé un estudio clinico observacional progp@caso-control sobre una muestra
de individuos (reclutados en un periodo de tresa#@14-2017) de ambos sexos (49 mujeres
y 54 hombres) comprendidos entre los 20 y 59 af@osdhd enrolados en el Servicio de
Clinica Médica del Hospital Privado Centro MédieClbrdoba.

El estudio fue regido por Normas de Buenas Practidmicas (GCP-ICH) de acuerdo
con lo establecido en la Declaracion de Helsinksugs modificaciones posteriores. El
protocolo de investigacion fue aprobado por el Gémiée Revision Interna (CRI) del Hospital
Privado (Ref. HP 4-178).

Los individuos reclutados accedieron a participarntanera voluntaria firmando el

formulario de Consentimiento Informado.

3.2 Criterios de exclusién

Todos aquellos individuos que poseian al menogdaerlas condiciones enumeradas a
continuacion, no fueron incluidos en el estudio.

a) Enfermedad cardiovascular previa: Infarto agdelaniocardio, angina (inestable o
estable), cirugia de revascularizacion miocardi@agioplastia coronaria, stroke, crisis
isquémica transitoria, enfermedad vascular pec#égy enfermedad de la aorta o arterias
asociadas;

b) Historia personal de diabetes mellitus;

c) Niveles de glucosa en ayuno >110 mg/dL, usondelina o hipoglucemiantes
orales;

d) Tratamiento actual o previo con hipolipemiar{esgatinas, fibratos);

e) Cuadro febril de cualquier etiologia en losniitts 30 dias;

f) Embarazo y puerperio hasta los 3 meses;

g) Tratamiento actual (Ultimos 6 meses) con antieptivos orales o terapia de
reemplazo hormonal,

h) Alcoholismo y uso de drogas de abuso;

i) Infeccion urinaria y/o presencia de hematuria.

3.3 Historia clinica
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A cada individuo se le establecieron diversos patém clinicos-antropométricos

para elaborar su historia clinica y establecepfastde riesgo cardiovascular:
a) Antecedentes patoldgicos personales
b) Antecedentes patolégicos familiares
c) Practica de actividad fisica
d) Tabaquismo
e) Consumo de medicacion
f) Ciclo menstrual
g) Peso (en kg)
h) Altura (en cm.)
i) Célculo del indice de Masa Corporal (indice des€@let) IMC = P(kg) / B{cm)
j) Presion arterial (en mmHgQ)
k) Frecuencia cardiaca
[) Perimetro abdominal (cm)
m) Pulsos periféricos

n) Soplos carotideos

3.4 Evidencia de placa de ateroma

El deterioro funcional y morfologico del endoteliascular, se manifiesta en una larga
fase subclinica. Los métodos diagnésticos basaddas@&enes como ecografia carotidea o
puntaje de calcio coronario, pueden detectar umeae indicadores ateroescleroticos cuyo

hallazgo constituye un predictor directo de eventodiovasculares.

3.4.1 Estudio por Eco-Doppler de placa Carotidea &)

Se utilizé un Equipo 2D US Philips5000, con transductor lineal variable 7-12 MHz.
Se realiz6 la medicidon del IMT en tres lugares agadado del cuello:

- carétida comun (1 cm antes de la bifurcacion)

- bifurcacion carotidea (1 cm luego de la bifuréagi

- cargtida interna (1 cm luego de la bifurcacion)
Se obtuvo el IMT maximo y el IMT medio, calculadonwo la media aritmética de las seis
mediciones. La presencia de PAC fue definida como:

a) espesor de la pared anormal (IMT > 1,0 mm);
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b) estructura anormal (protrusiones hacia el lurpénjida de alineacién con la pared

adyacente);

c) ecogenicidad de la pared anormal.

3.4.2 Puntaje de calcio coronario (PCC)

La tomografia computada multidetectora cardiaceeakz6 con un equipo Somatom
Definition Flashiv (Siemend' Healthcare) de doble fuente con colimacion de QZBxnm,
tiempo de rotacion de 75 ms y voltaje de tubo dey 820 KV. Las imagenes se tomaron
desde el nivel de bifurcacion traqueal hasta la loe$ corazén utilizando ECG prospectivo
con el centro de la adquisicion al 70% del intesvlRtR. Una lesion coronaria calcificada se
defini6 como un area con una densidad > 130 ungldedHounsfield y cubriendo al menos 6
pixeles. El método de Agatston se utiliz6 parardater el PCC mediante la multiplicaciéon

de cada area de la lesién por un puntaje.

3.5 Determinaciones bioquimicas

A cada individuo se le extrajeron aproximadamerfieniL de sangre por puncion
venosa; la misma fue distribuida de la siguienteeras

- 3 mL colocados en tubos (BD Vacutainer SSTY Ref. 367986), centrifugados a
3000 rpm durante 5 minutos para la obtencion daiocsu

- 3 mL en tubos (BD Vacutainer- K,-EDTA Ref. 367861) para las determinaciones
hematoldgicas, citometria de flujo y HbAlc

- 4 mL en tubos (BD Vacutainér- K,-EDTA Ref. 367861) para obtencion de células
mononucleares, en algunos individuos se utilizardros comerciales (BD Vacutainers
CPT™ — Ref. 36276) para el mismo propdsito.

Adicionalmente se solicitdo una muestra de orin@mibla mediante técnica del “chorro

medio” y conservada en frasco estéril para lazaaildn de analisis rutinario.

3.5.1 Equipamiento

e Autoanalizador COBAS6000 (Roche)
Todas las determinaciones fueron realizadas segiiceciones del fabricante

* Analizador hematoldgico Sysmex XT-4000i
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Segun especificaciones del fabricante

» 5810R Centrifuge; (Cat. 022627023; Eppent)rf

3.5.2 Reactivos

* (Ref. 4404483190) Glucosa (GLUC2 - COBARoche)

* (Ref. 12017547122) Insulina (INSULINE - COBASRoche)

* (Ref. 3039773190) Colesterol total (CHOL2 - COBARoOche)

* (Ref. 4399803190) HDL-colesterol (HDLC3 - COBASRoche)

* (Ref. 3038866322) LDL-colesterol (LDLC2 - COBARoche)

* (Ref. 20767107322) Triglicéridos (TRIGL - COBARoche)

* (Ref. 3032566122) Apolipoproteina A1 (APOAT - COBARoche)

* (Ref. 3032574122) Apolipoproteina B100 (APOBT - Roche)
* (Ref. 5852625190) Lipoproteina (a) (LPA2 - COBARoche)

* (Ref. 5336163190) Hemoglobina glicosilada (A1LC33BASH Roche)
* (Ref. 5401470190) Creatinina (CREP2 - COBARoche)

* (Ref. 4628918190) Proteina C reactiva ultraseng®iRPHS - COBAS& Roche)
e (Ref. 10759350190) C.F.AS.Roche (Calibrator for Automated Systems)
* (Ref. 12172623122) C.F.A.S. LipidsRoche

« (Ref. 04528417190) C.F.A.S HbATcRoche

e (Ref. 05852641190) PreciSet Lp(aRoche

* (Ref. 12017504122) Insulin Calg&&Roche

* (Ref. 11731416190) PreciControl UnivefsaRoche

* (Ref. 05117003190) PreciControl ClinChem Mulii Roche

* (Ref. 05117216190) PreciControl ClinChem Mulii Roche

* (Ref. 05479207190) PreciControl HbAlc natrRoche

* (Ref. 05912504190) PreciControl HbAlc ddatRoche

* (Ref. 05852650190) PreciControl Lp{aRoche

¢ (Ref. 201-6001-0) e-chetk(XE) Sysmex 3 niveles

3.5.3 Glucosa

Método Hexoquinasa. La hexoquinasa (HK), catakzéotforilacion de la glucosa a
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glucosa-6-fosfato a partir del ATP. En una segumdaccion, la glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa (G-6-PD) en presencia de NAD#da la glucosa-6-fosfato a gluconato-6-
fosfato y NADPH. La velocidad de formaciéon de NADPHlurante la reaccion es
directamente proporcional a la concentracion deagla y se mide fotométricamente a 340

nm.

3.5.4 Insulina

Método electroquimioluminiscente. En una primeggat la insulina reacciona con un
anticuerpo monoclonal biotinilado anti-insulina y anticuerpo monoclonal anti-insulina
marcado con un quelato de Rutenio para forman umplsjo sandwich. En una segunda
etapa, después de incorporar microparticulas redabi de estreptavidina, el complejo
formado se fija a la fase soélida por interacciotreeta biotina y la estreptavidina. La mezcla
de reaccion es trasladada a la célula de mediddedpor magnetismo, las microparticulas se
fijan a la superficie del electrodo. Al aplicar ucariente eléctrica definida se produce una

reaccion quimioluminiscente cuya emision de lumsge en el fotomultiplicador.

3.5.5 Colesterol total

Método enzimético colorimétrico. Los ésteres destarol se desdoblan por la accién
de la enzima colesterol esterasa para dar colebemy acidos grasos. La colesterol oxidasa
cataliza entonces la oxidacion de colesterol astden-3-ona y peréxido de hidrégeno. En
presencia de peroxidasa, el peréxido de hidrogemoado produce una union oxidativa entre
el fenol y 4aminoantipirina para formar un colorante rojo déngnimina. La intensidad
cromética del colorante formado medida a 505 nrs.dieectamente proporcional a la

concentracion de colesterol.

3.5.6 LDL-colesterol

Método colorimétrico enzimatico homogéneo. Losréstele colesterol y el colesterol
libre transportados por las LDL, se miden por urtoa@ enzimatico de colesterol que usa
colesterol esterasa y colesterol oxidasa en presee tensioactivos que solubilizan
selectivamente sélo las LDL. Las reacciones enziamatdel colesterol unido a otras

lipoproteinas distintas de las LDL, son inhibidas fgnsioactivos y un compuesto de azucar.
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El producto final purpura rojo, se determina fottngamente a 512 nm., cuya intensidad de

color es proporcional al LDL-colesterol.

3.5.7 HDL-colesterol

Método colorimétrico enzimatico homogéneo. En prese de iones magnesio y
sulfato de dextrano se forman complejos hidrosekilbbn LDL, VLDL y quilomicrones que
son resistentes a las enzimas modificadas portiteriglicol (PEG). La concentracion del
HDL-colesterol se determina enziméaticamente poestelol esterasa y colesterol oxidasa
acopladas con PEG a los grupos aminicos. El cotéste oxidado por colesterol oxidasa a
Ad-colestenona y peréxido de hidrogeno. La intemsideomatica del colorante azul de
quinonimina formado es directamente proporciondh aoncentracion de HDL-colesterol

medido a 583 nm.
3.5.8 Triglicéridos

Método enzimético colorimétrico. El método utiliggasa para hidrolizar triglicéridos
a glicerol y acidos grasos, con oxidacion posteaiatihidroxicetonafosfato y peroxido de
hidrogeno. El peroxido de hidrogeno formado reawxidajo la accion catalitica de la
peroxidasa con la 4-aminofenazona y el 4-clorofgueria formar un colorante rojo. La
intensidad cromatica del colorante rojo formado dieectamente proporcional a la
concentracion de triglicéridos medido fotométricateea 505 nm.

3.5.9 Apolipoproteinas Al

Método inmunoturbidimétrico. La apolipoproteina Admana precipita formando un

complejo con un anticuerpo especifico que se datartarbidimétricamente a 340 nm.

3.5.10 Apolipoproteinas B100

Método inmunoturbidimétrico. La apolipoproteina Bllumana precipita formando

un complejo con un anticuerpo especifico que serahéa turbidimétricamente a 340 nm.

3.5.11 Lipoproteina (a)
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Método inmunoturbidimétrico potenciado por micrdfradas. La lipoproteina (a)

humana se aglutina con particulas de latex redaBiecon anticuerpos anti-Lpa. El

precipitado se determina turbidimétricamente argh9

3.5.12 Proteina C reactiva ultrasensible

Método inmunoturbidimétrico potenciado por micrdfradas. La PCR humana se
aglutina con particulas de latex recubiertas coticarpos anti-PCR. El precipitado se

determina turbidimétricamente a 552 nm.

3.5.13 Hemoglobina glicosilada

Método inhibicién de inmunoensayo turbidimétrica. §licohemoglobina (HbAlc) de
la muestra reacciona con un anticuerpo anti-HbA&ca pformar complejos antigeno-
anticuerpo solubles. Dado que el anticuerpo sesungn solo sitio de la molécula de HbAlc
no se forman complejos. En la segunda etapa, sgaympolihaptenos, que reaccionan con
anticuerpos anti-HbAlc en exceso para formar comgplensolubles de anticuerpo-

polihapteno que se determinan turbidimétricamerd40anm.
3.5.14 Creatinina

Método cinético enzimatico. Se basa en la conversié la creatinina a glicina,
formaldehido y perdxido de hidrégeno por la acaérla creatininasa, creatinasa y sarcosina
oxidasa. Catalizado por la peroxidasa, el peroxigldnidrégeno liberado reacciona con la 4-
aminofenazona y el acido 2,4,6-triyodo-3-hidroxib@no formando un cromdgeno de
quinonimina. La intensidad cromatica medida a 546, res directamente proporcional a la
concentracion de creatinina en la mezcla de reaccio
3.5.15 Parametros hematoldgicos

Se realiz6 recuento de leucocitos totales y forrfauaocitaria.

3.6 Estimacion del riesgo cardiovascular
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Se aplicaron ecuaciones y determinacién de PCCeastahlecer riesgo cardiovascular

en cada individuo reclutado. Las estimaciones sdgamingham y score ARIC, fueron

obtenidas mediante calculadora interactiva (73, 74)

a)FS hard 10 year§FRS H 10)

b) FS global cardiovasculat0 yearFRS CVD 10)

¢) FS hard lipid 30 year¢FRS 30 LH)

d) FS hard IMC 30 year§FRS 30 BMI H)

e) FS global lipid cardiovascular 30 yea(BRS 30 L CVD)

f) FS global IMC cardiovascular 30 yea(ERS 30 BMI CVD)
g) ScoreARIC

h) PCC10

i) Lifetime Risk

3.7 Definicion de grupos comparativos para el estial

En el estudio se determinaron los niveles de ekprede diferentes biomarcadores
expresados en monocitos de sangre periférica, el proteico y de ARNm. La hipotesis es
que la expresion de dichos marcadores deberidfeegrde en individuos que han iniciado el
proceso ateroesclerético de aquello sujetos cam fixeggo aterogénico. Para el contraste, se
tomaron dos grupos comparativos:

1) Grupo con bajo riesgo de ateroesclerosis subclifRR):

a) Colesterol total < 200 mg/dL

b) HDL-colesterol > 40 mg/dL (hombres) 6 50 mg/diuferes)

c) Triglicéridos < 150 mg/dL

d) Presion arterial < 140/90, sin antecedentespmietinsion arterial (HTA)
e) Sin consumo de tabaco (al menos en el dltimd afio

f) Sin antecedentes de coronariopatia familiargeec

g) Creatinina sérica < 1,21 mg/dL

h) Glucemia < 100 mg/dL

i) Proteina C reactiva ultrasensible < 3,0 mg/L

j) Sin evidencia de ateroesclerosis carotidea (Bppl2r)

2) Grupo Ateroesclerosis subclinica (AtS):
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a) Con evidencia de ateroesclerosis carotidea (&uolBr)

3.8 Obtencion de células mononucleares

Los monocitos constituyen uno de los tipos celglapeesentes en la fraccion
mononuclear obtenida del fraccionamiento de losdemios de sangre periférica mediante el
método de separacion por gradiente de densidadyrdtliente es obtenido mediante la
utilizacién de diferentes soluciones (Ficoll, Péretc) fijadas a una densidad 1,077g/mL, que
permite que sedimenten los eritrocitos y granubscit que floten las células mononucleares
(linfocitos y monocitos). Este método es econdnyiquractico, y no requiere equipamiento
complejo, ademas, se disponen de tubos comerdakisados a tal fin (BD Vacutainérs
CPTv — Ref. 36276). Los componentes celulares que ratetp fraccion mononuclear,

presentan una pureza superior al 98%, constitwodérgocitos principalmente y monocitos.

3.8.1 Equipamiento

» 5810R Centrifuge (Cat. 022627023; Eppent)rf

3.8.2 Reactivos

* Ficoll-Paqué&" PLUS Media (Cat. 11768538; GE Healthé¢dreThermo Fisher
Scientific)

* NaCl (Cat. 0219484801; MP Biomedic&sThermo Fisher Scientific)

* KCI (Cat. 0215194401; MP Biomedic&@lsThermo Fisher Scientific)

e NaHPO,.12H,0 (Cat. 12695147; Acros OganitsThermo Fisher Scientific)

« KH,PQO, (Cat. 10025810; Acros OganitsThermo Fisher Scientific)

« Buffer fosfato salino (PBS)
NaCl = 8,0 g; KCI = 0,2 g; N&dlPO,.12H,0 = 2,9 g; KHPO, = 0,2 g; HO destilada c.s.p.
1000 mL; pH=7,4

3.8.3 Procedimiento

La muestra obtenida por venopuncién colocada eostumn anticoagulante (BD
Vacutainer] - K,-EDTA Ref. 367861) se diluyd con buffer fosfatoisal (PBS) en la



40
proporcion 1:1; 8 mL de la muestra diluida fuerdadidos sobre 2 mL de solucién de Ficoll.

Posteriormente, se centrifugé a 725¢g a 19°C du@htainutos sin freno de desaceleracion,
para conseguir la separacion de las fases. Ti@ntafugacion se obtuvieron cuatro fases, la
parte superior acuosa, conformada por plasma y RE®ajo un anillo de células

mononucleares que separa la fase anterior dell Biceh el fondo del tubo se situaron los

eritrocitos y las células polimorfonucleares, mégoiamente polimorfonucleares neutrofilos.

3.9 Citometria de flujo y aislamientos celulares pacitometria (sorting)

La citometria de flujo (Figura 8) es una técnicaadalisis celular que implica medir
las caracteristicas de dispersion de luz y fluemsa que poseen las células conforme se las
hace pasar a través de un rayo de luz. Las célidhen encontrarse individualmente en
suspension en un fluido, al atravesar el rayo de ioteraccionan con este causando
dispersion de la luz, basandose en la difracciola digz en sentido frontal, se puede evaluar
el tamafo celular (FSCleorward Scatte), y al medir la reflexion de la luz de maneraraite
se evalla la granularidad o complejidad (SSEide Scattgr Ademas de la dispersion de la
luz, si previamente a su analisis las células sancadlas con anticuerpos monoclonales
unidos a moléculas fluorescentes, se pueden evajuar células poseen los antigenos
complementarios a los anticuerpos monoclonalesossdfl uso de moléculas fluorescentes
distintas (distintos colores de fluorescencia) pErmanalizar la presencia de varios
marcadores de manera simultanea. Si el analisisiymcla deteccion de fluorescencia
hablamos de FACS (del inglésluorescence-activated Cell Sorfetos citbmetros de flujo
pueden analizar particulas en funcion de su fleeresa y tamafio. Los conocidos como
separadoressérterg pueden también purificar poblaciones de caratieas determinadas en
distintas fracciones finales a la vez que realaconteo del numero de células presentes en

la muestra.
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Figura 8: Representacién esquematica de la citometria ge\fIBACSsorting

3.9.1 Equipamiento y andlisis de datos

» Citometro de flujo Modelo BD FACSCaritdl (BD Biosciences). Dos laser estado
sélido de 488 nm Coherent® Sapphire20 mW (azul); y 633 nm JDS Uniph&se
HeNe refrigerado por aire; 17 mW (rojo).

» Citometro de flujo Modelo BD FACSAri#ll (BD Biosciences). Dos laser estado
sélido de 488 nm Coherent® Sapphire20 mW (azul); y 633 nm JDS Uniph&se
HeNe refrigerado por aire; 17 mW (rojo).

e 5810R Centrifuge (Cat. 022627023; Eppentrf

» Software FACSDiv& v6.1.2 (BD Biosciences) para transformacion deslat

3.9.2 Reactivos

* NaCl (Cat. 0219484801; MP Biomedic&sThermo Fisher Scientific)

* KCI (Cat. 0215194401; MP Biomedic&lsThermo Fisher Scientific)

e NaHPO,.12H,0 (Cat. 12695147; Acros OganitsThermo Fisher Scientific)
«  KH2PO, (Cat. 10025810; Acros OganitsThermo Fisher Scientific)

*  NH4CI (Cat. 10255360; Acros OganitsThermo Fisher Scientific)

*  KHCO; (Cat. 10032990; Acros OganitsThermo Fisher Scientific)

* Na&-EDTA (Cat. 15549660; JT Baké&r Thermo Fisher Scientific)
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* Sodio azida (Cat. 10338380; Acros Orgartic$hermo Fisher Scientific)

» Suero fetal bovino (Cat. 11573397; GibBtorhermo Fisher Scientific)

* Solucion de lisis NECI (1x)
NH4Cl = 8,29 g; KHCQ@= 1,0 g; Na-EDTA = 0,037 g; HO destilada c.s.p 1000 mL
La solucién de lisis tiene una durabilidad de 1 mesrtir del momento de su preparacion. Se
puede preparar una solucion (10x) y conservar &-20 alicuotas

« Buffer fosfato salino (PBS)
NaCl = 8,0 g; KCI = 0,2 g; N&dlPO,.12H,0 = 2,9 g; KHPO, = 0,2 g; HO destilada c.s.p.
1000 mL; pH=7,4

* FACS buffer
Suero fetal bovino (2%) = 10,0 mL; Sodio azida & @, Na-EDTA = 0,9305 g; PBS c.s.p.
500 mL

3.9.3 Anticuerpos

Los ensayos de citometria de flujo para deternlmaxpresion en superficie celular
de monocitos y subpoblaciones de monocitos de LRFED36, y los métodos de separacion
celular por citometria de flujo FACSorting para ensayos dé/estern Bloty RT-gPCR, se
utilizaron anticuerpos marcados con diferentesrfifavos y diluciones recomendadas por el
fabricante (Tabla V y Tabla VI).

Tabla V: Anticuerpos para citometria de flujo (FACS y FAS8ting)

AC. MARCA DIL. FABRICANTE CLON ISOTIPO CATALOGO
CD14 FITC 1/50 BD Biosciences P9 raton lgG2b 561708
LRP-1 PE 1/100  AbD Serotec (BR) MCA1965 raton IgG1 MCA%R&
CD45 PC5.5 1/50 Beckam Coulter J.33 ratén IgG1 IM2653
CD16 APC-Cy7 1/50 BD Biosciences 3G8 ratén IgG1 557758
CD36 PerCP-Cy5.5 1/100 BD Biosciences CB38 Raton IgM 5561

AC (anticuerpo); DIL (dilucién usada); FITC (isatianato de fluoresceina); PE (R-ficoeritrina); PEC5.
(ficoeritrina acoplada con cianina 5.5); APC-Cy1adffcocianina acoplada con cianina 7); PerCP-Cy5.5
(peridinina clorofila acoplada con cianina 5.5)

3.9.4 Procedimiento

Se coloco 1 mL de sangre anticoagulada (BD Vaceitsin- K,-EDTA Ref.367861)
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en tubos plasticos con 13 mL de solucién de ligializando una homogeneizacion suave y

reposo de 20 minutos a temperatura ambiente, Isegentrifugd 5 minutos a 1200 rpm vy el
sobrenadante fue descartado. En caso de persidtirlgs rojos, se efectud shock de lisis con
H,O destilada (3 mL de 4@ destilada, y homogeneizado por 20 segundos, lseggrego 12
mL de PBS, y nuevamente homogeneizado). Se cegdrifu minutos a 1200 rpm. Al
sedimento celular se le adicionaron 500 pL de FA®8er frio en hielo, después de
homogeneizar, se tomaron 200 pL de la suspensidiaicey nuevamente centrifugado 5
minutos a 1200 rpm.

Se conservo una alicuota de las células sin méeoatrol sin marca). A 50 pL del
sedimento celular obtenido en el paso anterioaggegaron los anticuerpos monoclonales
marcados, en combinacion dependiente del tipo deatién deseada y volumen segun titulo
respectivo, seguido de incubacion por 20 minutasogeuridad). Luego de lavar con 500 pL
de FACS buffer mantenido a 4°C y centrifugar 5 rtoswa 1200 rpm a la misma temperatura,
las células fueron resuspendidas en 200 pL de HAGEBr a 4°C. Se procedid a la medicion
de fluorescencia MIF (Intensidad de Fluorescencetisl) en el citometro de flujo antes de
los 30 minutos. Para los ensayos de aislamientdacdFACSsorting se empled el mismo
procedimiento utilizando 10 veces los volumenesrijg®s para obtener mayor nimero de

células.

3.9.4.1 Separacion de subpoblaciones de leucocipams FACS sorting

En primer lugar, los leucocitos positivos para C@b45-PC5.5) se visualizaron en
una muestra de SSC frente a CD45-PC5.5 que mogtdbs los eventos de fluorescencia
(PC5.5 positivos). Un umbral de adquisicion seldstad de tal manera que no se registraron
eventos no deseados tales como plaguetas, céluksas y detritos celulares. Los leucocitos
(granulocitos, linfocitos y monocitos) se definiera continuacion pogating usando el
diagrama SSC versus CD489Vlediante citometria de flujo FACSorting las poblaciones

fueron aisladas para estudios posteriores (RT-qP@RBstern Blgt
3.9.4.2 Separacion de subpoblaciones de monocitas PACS sorting
Si bien la diferenciacién de subpoblaciones de roibo® por citometria de flujo se

basa en la expresion de CD14 y CD16 a nivel deuleerficie celular, la correcta

identificacion de los monocitos se lleva a cab@ads de un tercer marcador pan-monaocitico,
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entre los que se destacan CD86 y HLA-DR para egltaesgo de incluir otros subconjuntos

de leucocitos que también expresan CD16 (granomaieutréfilos y células NK). En nuestra
estrategia, el tercer marcador utilizado para lecs®n especifica de la poblacion
monocitica, basandonos en trabajos previos, fue-LR#3). Utilizando controles de isotipo,
voltaje y compensacion, el instrumento se configledforma tal que las celdas se ubicaron
adecuadamente en los trazados de puntos. PrimemaBeerealizo la estrategia de separacion
de leucocitos en funcion del marcador pan-leucoci@bD45 (CD45-PC5.5) versus SSC. La
region monocitica es LRP-1 positiva y esta clardmeaparada de regiones de granulocitos y
linfocitos. Porgating de los en monocitos LRP-1-PHueron representados en un grafico
CD16-APC-Cy7 versus CD14-FITC (subpoblaciones deanitos, clasicos CDI14CD16,
intermedios CD14/CD16" y no clasicos CDT4CD16™).

3.9.4.3 Expresion proteica de LRP-1 y CD36 en sugaie celular por FACS

Usando controles de isotipo, voltaje y compensa@bmstrumento fue ajustado para
que las células estuvieran adecuadamente posigisnad los diagramas de puntos,
determindndose la MIF para LRP-1 (LRP-1-PE) y CEB36—PerCP-Cy5.5) en monocitos
totales y subpoblaciones de monocitos clasicosinmdios y no clasicos, a partir del patron

de distribucion celular obtenido utilizando la agtgia mencionada anteriormente (63).

3.10 Expresion proteica de LRP-1y CD36 en lisadae leucocitogWestern Blot)

Se realizé el aislamiento mediante citometria dgo flFACS sorting SSC versus
CD45-PC5.5) de tres fracciones leucocitarias dgrsaperiférica, granulocitos, linfocitos y
monocitos, el propdsito fue determinar la expregitoteica de LRP-1 y CD36 pa¥estern
Blot en cada fraccion y asi determinar si hay expregifamencial de los marcadores en un
tipo particular de leucocito. EI método d#&festern Blotutilizado fue realizado sin

modificaciones (75).
3.10.1 Equipamiento
* Equipo de electroforesis y accesorios Mini-Proiéanetra Cells Electrophoresis

System (Cat. 1658036; Bio-Rad Laboratories Inc.)

e BioDoc-It™ Imaging Systems M-26 Transilluminator (UVP Inc.ar@ analisis y
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documentacioén de las corridas

e Sorvall™ Legend" Micro 21 Microcentrifuge (Cat. 75772446; Thermosher

Scientific)

3.10.2 Reactivos

e PMSF (Cat. 10267023; Acros OgarilssThermo Fisher Scientific)

* Membranas de PVDF (Cat. 10113432; EMD Millipore lobilon™; Thermo Fisher
Scientific)

* NaCl (Cat. 0219484801; MP Biomedic&sThermo Fisher Scientific)

* KCI (Cat. 0215194401; MP Biomedic&@lsThermo Fisher Scientific)

e NaHPO,.12H,0 (Cat. 12695147; Acros OganitsThermo Fisher Scientific)

« KH,PQO, (Cat. 10025810; Acros OganitsThermo Fisher Scientific)

e Tris (Cat. 15548844; JT Bak#r Thermo Fisher Scientific)

» HCI (Cat. 10782232; JT Bak#r Thermo Fisher Scientific)

+ Acido Acético Glacial (Cat. 14650388; JT BaeThermo Fisher Scientific)

* Glicina (Cat. 11545005; PlusONeGE Healthcar®'; Thermo Fisher Scientific)

e Glicerol (Cat. 10337700; Acros OgarnitsThermo Fisher Scientific)

e Triton™ X100 (Cat. 10671652; Acros OgaritsThermo Fisher Scientific)

*  Tweeri" 20 (Cat. 10113103; Fisher Bioreagé¥itd hermo Fisher Scientific)

* Sodio Dodecilsulfato (Cat. 11881445; PiéFgcdhermo Fisher Scientific)

» 2-mercaptoetanol (Cat. 11452608; Alfa Aé%afrhermo Fisher Scientific)

* Azul de bromofenol (Cat. 10380904; Acros OgaiicEhermo Fisher Scientific)

e Azul brillante de Coomassie R-250 (Cat. 20278;d&#r Thermo Fisher Scientific)

* Acrilamida (Cat. 11584985; PlusOteGE Healthcar#'; Thermo Fisher Scientific)

« Bis-acrilamida (Cat. 10689923; Fisher BioreagghtBhermo Fisher Scientific)

« TEMED (Cat. 15558244; JT BaK¥r Thermo Fisher Scientific)

«  Amonio persulfato (Cat. 10005184; Plus®@heGE Healthcar®’; Thermo Fisher
Scientific)

e Metanol (Cat. 10532503; Fisher Bioreagéht3hermo Fisher Scientific)

* SIGMAFAST™ Protease Inhibitor Cocktail (S8830; Sigma-Aldrich)

e SuperSignaf West Pico Chemiluminescent Substrate (Cat. 3408@rmo Fisher

Scientific)



46
* Quick Start™ Bradford Protein Assay (Cat. 5000201, Bio-Rad lratmries Inc.)

» Suero fetal bovino (Cat. 11573397; GibBtorhermo Fisher Scientific)

» Buffer de lisis no desnaturalizante
Tris-HCI = 20 mM; NaCl = 137 mM; Glicerol = 10 %/(; Triton™ X100 = 1 % (v/v); Na
EDTA=2 mM

» Buffer de muestras (2x)
Tris-HCI = 0,125 M; SDS = 4% (p/v); 2-mercaptoetnal0% (v/v); Glicerol = 2% (v/v);
Azul de bromofenol = 0,004% (p/v); pH = 6,8

» Solucién de lavado (PBS — Twérz20)
NaCl = 8,0 g; KCI = 0,2 g; N&lPO,.12H,0 = 2,9 g; KHPO, = 0,2 g; Tweeft 20 = 0,5 %
(v/v); H2O destilada c.s.p 1000 mL

« Buffer de bloqueo
Leche en polvo descremada al 5% (p/v) en solucsdlavhdo PBS—Tweé&h20

» Buffer corrida
Tris = 25 mM; Glicina = 190 mM; SDS = 0,1% (p/vH 8,3

» Buffer de transferencia
Tris = 25 mM; Glicina = 190 mM; Metanol = 20%; SB®,1% (p/v); pH = 8,3

» Gel Poliacrilamida 4% (concentrador)
Tris 0,5M (pH = 6,8) = 2,5 mL; SDS (10%) = 100 [Agrilamida (40%)/Bis (1%) = 1,0 mL;
Persulfato Amonio (10%) = 50 pL; TEMED = 10 pL

* Gel Poliacrilamida 8% (separador)
Tris 1,5M (pH = 8,8) = 2.5 mL; SDS (10%) = 200 [Agrilamida (40%)/Bis (1%) = 2,0 mL;
Persulfato Amonio (10%) = 50 pL; TEMED =5 uL

* Solucion colorante
Azul Brillante de Coomassie R-250 = 0,25 g; Metana@l5 mL; Acido Acético Glacial = 10
mL; H,O destilada c.s.p 100 mL

* Solucion de fijacion de geles
Metanol = 30 mL; Acido Acético Glacial = 10 mL3@ destilada c.s.p 100 mL

» Solucién decolorante
Metanol = 30 mL; Acido Acético Glacial = 10 mL3@ destilada c.s.p 100 mL

e Solucidn para dilucion anticuerpos
NaCl = 8 g; Tris = 2,4 g; Suero fetal bovino = 10;H,0 destilada c.s.p 1000 mL (pH = 7,6)

3.10.3 Anticuerpos
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Tabla VI: Anticuerpos paraVestern Blotle LRP-1 y CD36 en lisados de leucocitos

AC. TIPO REACT.  CLON DIL. FABRICANTE  CATALOGO
monoclonal LifeSpan LS-C123127-
LRP-1a IgG1 ratén HU ) 110000 giiqciences 500
CD36 monoclonal | 877346  1/10000 R&D Systems MAB19552
IgG1 raton

monoclonal HU, MO,

B-ACTINA IgG1 ratén  RA 937215 1/10000 R&D Systems MAB8929
lgG1 monoclonal i Invitroger™; Thermo ) )
RATON lgG rata MO M1-14D12 15000 gigher Scientific 18-4015-80

AC (anticuerpo); REACT (reactividad); DIL (diluciarsada); HU (humano); MO (ratén); RA (rata)

3.10.4 Procedimiento

Cada subconjunto leucocitario (~1°1@élulas, correspondientes a granulocitos,
linfocitos y monocitos) obtenidos por FAGSrting, fueron centrifugados a 2500 rpm durante
5 minutos a 4°C, posteriormente el sobrenadantedgeartado. El sedimento celular se tratd
con un tampon de lisis no desnaturalizante queeo@atfluoruro de fenilmetilsulfonilo
(PMSF, 1 mM) y cécteles inhibidores de proteasaspDés de determinar la concentracion
proteica mediante el método de Bradford (76); lamai se ajustd, finalmente, cincuenta
microgramos del extracto de proteina se separaragekes de SDS-poliacrilamida al 8% a
100 V durante 2 horas, finalizada la electroforésssgeles fueron fijados y coloreados para
comprobacion de la existencia de bandas proteicas.

Se realizé el ensayo de transferencia a membraeaiudruro de polivinilideno
(PVDF) durante 60 minutos a 100 V. Las membranasofutratadas con solucién de lavado,
3 ciclos de 10 minutos cada uno, luego incubadasaffer de bloqueo durante 60 minutos.
La union del anticuerpo primario se realizé poulvacion durante la noche a 4°C y constante
agitacion con anticuerpos anti LRP-1, CD36yactina diluidos segun indicacion del
fabricante. Después de 3 lavados de 15 minutos aada con solucién de lavado bajo
agitacion constante, se incubd nuevamente contieuarpo secundario diluido marcado con
peroxidasa de rabano picante (HRP). Nuevamenteepgiieron los pasos de lavado y

posterior revelado por reaccion quimioluminiscgnticumentacion de las membranas.
3.11 Reaccion en cadena de la polimerasa en tiemmeal (RT-gPCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, disjPolymerase chain reaction

cuantitativa (QPCR) o PCR en tiempo real, es unamz de la PCR utilizada para amplificar
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y simultaneamente cuantificar de forma absolutaretiucto de la amplificacion del acido

desoxirribonucleico (ADN). Para ello emplea, un deolde ADN, un par de cebadores
especificos, desoxirribonucleétidos (ANTPs), urfdsufie reaccion, y una ADN polimerasa
termoestable; a dicha mezcla se le adiciona ungrstia marcada con un fluoroforo. El
termociclador contiene sensores para medir flueresa que se realiza luego de cada ciclo de
amplificacion. En muchos casos el molde que se eanpdra la PCR cuantitativa no es desde
el principio ADN, sino que puede ser ADN complenagiat (ADNc), de hebra simple,
obtenido por retrotranscripcion de &cido ribonwdeglARN); en este caso, la técnica es una
RT-gPCR.

El proceso de PCR por lo general consiste en utmade cambios de temperatura que
se repiten en 25 - 40 veces, llamados ciclos, doada uno posee un minimo de tres etapas:
la primera, en torno a los 95°C, permite la sepénade los acidos nucleicos de doble cadena;
la segunda, a una temperatura en torno a los SWC, gpermite el alineamiento de los
cebadores al ADN molde; la tercera, a 68 - 72°Cilita la polimerizacion por parte de la
ADN polimerasa (Figura 9). Las temperaturas usgdas$ tiempo aplicado en cada ciclo
dependen de gran variedad de parametros, compzim& usada para la sintesis de ADN, la
concentracién de iones divalentes y dNTPs en leci@a y la temperatura de unién de los

cebadores.
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Figura 9: Representacion esquematica de RT-gPCR.

(A) Esquema de la unién del colorante Sybr Greenla doble hebra de ADN con la consiguiente emisié
fluorescencia después de cada ciclo de amplifica¢®) Grafico de emisidon de fluorescencigd y) versus
nameros de ciclos de amplificacidbjé ¥ en RT-gPCR, donde;Gepresenta el ciclo donde la sefial supera un

valor umbral de fluorescencia.
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3.11.1 Equipamiento

* NanoDrop 2000" UV-Vis Spectrophotometer (Cat. ND-2000; Thermo hErs
Scientific)

e Sorval™ Legend" Micro 21 Microcentrifuge (Cat. 75772446; Thermosher
Scientific)

* Retrotranscripcion mediante Vefiti Thermal Cycler (Cat. 4413751; Applied
Biosystem®', Thermo Fisher Scientific)

* Equipo de electroforesis y accesorios Mini-Proiéanetra Cells Electrophoresis
System (Cat. 1658036; Bio-Rad Laboratories Inc.)

e BioDoc-It™ Imaging Systems M-26 Transilluminator (UVP Inc.ar@ analisis y
documentacion de las corridas

e RT-gPCR en un Termociclador StepOheSystem (Cat. 4376357; Applied

Biosystem®', Thermo Fisher Scientific)

3.11.2 Reactivos

* TRIzollO ARN Isolation Reagents (Cat. A33251; AmbignThermo Fisher Scientific)

« FG Power Syl Green Master Mix (Cat. 4367659; Applied Biosyst&ém3hermo
Fisher Scientific)

e« Sybifl Safe DNA Gel Stain (Cat. S33102; Life Technolo@lgsThermo Fisher
Scientific)

e UltraPuré™ Ethidium Bromide (Cat. 15585011; Invitrog&n Thermo Fisher
Scientific)

e dNTPs (10 mM) (Cat. AM8200; Ambid¥y Thermo Fisher Scientific)

* Random Primer Hexamers (40 uM) (Cat. BO70-40; Bizalyics S.R.L.)

e SuperScript lll Reverse Transcriptase 10000 U/uL (Cat. 1808)0@vitrogeri*
Thermo Fisher Scientific)

« RNaseOUT Recombinant Ribonuclease Inhibitor 40 U/uL (Ca07747019;
Invitrogeri™; Thermo Fisher Scientific).

* Cloroformo (Cat. 15598554; J.T. Bak&rThermo Fisher Scientific)

* Isopropanol (Cat. 11308471; Fisher Bioreagenishermo Fisher Scientific)

e Buffer TEB (tris-EDTA-borato; pH 8,6) (Cat. 1072722Fisher Bioreagent$



Thermo Fisher Scientific)

* Agarosa (Cat. 10366603; Fisher BioreageéntEhermo Fisher Scientific)
* Formaldehido (Cat. 10426730; Acros Ogaricshermo Fisher Scientific)

3.11.3 Disefio de cebadores
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El disefio y comprobacion de los cebadores utiligagtola gPCR se realizg silico,

mediante el software disponible en National CefderBiotechnology Information (NCBI)

(77).

Todos los cebadores fueron obtenidos de Promegaodion (Tabla VII).

Tabla VII: Cebadores utilizados para RT-qPCR

GEN ID. SECUENCIA AMPLICON (pb)
NM_002332.2 F  5-CTATCGACGCCCCTAAGACTT-3'

LRP-1 156
ID: 4035 R 5-CATCGCTGGGCCTTACTCT-3’

NM_000072.3 F  5-GTGATGATGAACAGCAGCAACA-3’

CD36 100
ID: 948 R 5-TCCTCAGCGTCCTGGGTTAC-3’

NM_002445.3 F  5-AAGCTGCACTGATTGCCCTTT-3'

MSR-1 100
ID: 4481 R 5-GCAATTCTTCGTTTCCCACTTC-3’
NM_001256799.2 F 5-CTCCGGGTGATGCTTTTCCT-3’

GAPDH 115
ID: 2597 R 5-TGAAGGGGTCATTGATGGCA-3’

NM_002982.3 F 5-CTTCATTCCCCAAGGGCTC-3’

ccL2 234
ID: 6247 R 5-GGTTTGCTTGTCCAGGTGGT-3’

NM_000594.3 F  5-TGCACTTTGGAGTGATCGGC-3’

TNF-a 141
ID: 7124 R 5-GCTTGAGGGTTTGCTACAACA-3’

NM_000576.2 F  5-ATGATGGCTTATTACAGTGGCAA-3’
IL-1 131
P ID: 3553 R 5-GTCGGAGATTCGTAGCTGGA-3’
NM_001123041.2 F  5-GGGATGACTCACTGCTGCAT-3'

CCR2 102

ID: 729230 R 5-GGAGTGGGGCAATCCTACAG-3'

F (sentido); R (antisentido): pb (pares de bases)

3.11.4 Procedimiento

3.11.4.1 Obtencién del ARNm de biomarcadores y swantificacion
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Las células obtenidas mediante separacion conlFicplor FACSsorting fueron

centrifugadas a 3000 rpm durante 5 minutos a 4°Csdbrenadante se descarto y al
sedimento celular se le agregaron 200 pL: de TRIzekguido de agitacion vigorosa segun
el protocolo descripto (78). Para obtener el ARNetular, se colocaron 200 pL de la
suspension celular tratada con TRIZplse agregaron 50 pL de cloroformo seguido de
agitacion vigorosa, después de reposar 3 minutesngeratura ambiente, se centrifugé a
12000 g durante 15 min a 4°C. Se transfirieron 1D@e la capa acuosa superior a otro tubo,
se adicionaron 150 pL de isopropanol y repeticiéinmaezclado y reposo durante 10 minutos
a temperatura ambiente. Luego de centrifugar a@g0furante 10 minutos a 4°C se descart6
el sobrenadante. Al sedimento se le agregd 300epdtahol frio, y repeticion de los pasos de
mezclado, reposo y centrifugaciéon a 7500 g durdntminutos a 4°C, se descartd el
sobrenadante. EI ARNm obtenido se resuspendié eml2@e agua ultrapura libre de
ribonucleasas y la muestra se conservo a -20°@ Basanalisis. La cuantificacion del ARN
se realizO0 por espectrofotometria, y la relacion lae absorbancias A260/280 aporto
informacion acerca del grado de pureza, considesmdalores aceptables entre 1,9 - 2,0
indicando libre de contaminantes (proteinas, featanol), cuya presencia disminuye esta
relacion.

Las reacciones de amplificacion pueden variar demablemente en funcion de la
integridad y la pureza del ARN de partida, el cualdebe estar degradado ni contaminado
con proteinas o ADN. Mediante evaluacion electtfoa, un ARN intacto debe tener una
banda fuerte de ARNr 28s y 18s. La banda ARNr 28 der aproximadamente el doble de
intensa que la de ARNr 18s. Si se encuentra pareide degradado, tendra un aspecto
manchado sin bandas fuertes, o sin guardar la mhdmo2:1, mientras que en estado
totalmente degradado, aparecerd como una manahaylbajo peso molecular.

En todas las muestras extraidas se comprob¢ |lagarmtegridad del ARN mediante
medicion espectrofotométrica de la relacion A260/28licionalmente, fueron seleccionadas
muestras al azar para evaluar la integridad patreferesis en agarosa-formaldehido, 75 V
durante 90 minutos y revelado de los geles pordincon bromuro de etidio para su
evaluacion y documentacion siguiendo el protocoéscdpto (78, 79) (Figura 15). Se
demostré por electroforesis de las muestras tomatasar, y por relacion de lecturas
A280/260 (datos no mostrados), que todas las naseder ARNm extraidas a partir de las
células mononucleares de sangre periférica denldisiduos reclutados, fueron de buena

calidad para los ensayos de PCR (Figura 10).
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Figura 10: Electroforesis de ARN.

Se muestra corrida electroforética de ARN en Aga@% (p/v)-Formaldehido, buffer TEB, 75 V durante 9
minutos, correspondientes a cuatro muestras tomaldagar, lineas 1 al 4 con el correspondientervado
relacién de absorbancias A280/260 para cada unab&sva una marcada banda de ARN28S y una de menor
intensidad de ARN18S, con apenas detectable bamd&N5S. Primera linea corresponde a marcador ids pa
de bases (100 pb).

3.11.4.2 Retrotranscripcion del ARNm de los biomamdores propuestos

Para obtener un templado capaz de ser sometidaligisipor PCR, el ARNm aislado
y purificado, se traté con transcriptasa reversa patener un ADN complementario segun el
método descripto (80). Brevemente, 10 pL del ARNu@¢luuL) se incubaron a 65°C durante
15 minutos en una mezcla de reaccion contenierslquD,de Random Primers, 1,8 uL de
agua ultrapura, 4,0 pL de buffer de reaccion y,2le inhibidor de ARNsas. Transcurrido el
tiempo, las muestras fueron transferidas a bafiuiele. Seguidamente se agregdé 0,5 pL de
dNTPs y 1,0 pL de transcriptasa reversa. Luegondgedodo de incubacién de 60 minutos a
37°C, la transcriptasa reversa fue inactivada & #frante 15 minutos. Conservacion final a

-20°C hasta su procesamiento.

3.11.4.3 RT-gPCR

Las muestras de ADNc constituyeron el ADN moldeaplrs ensayos de qPCR.
Brevemente, 1,5 uL de ADNc se mezclaron con 7,5d@lMaster Mix, 1,0 uL de ambos
cebadores (sentido y antisentido) especificos qaa gen y 5,0 pL de agua ultrapura.

El esquema de PCR fue realizado 10 minutos a 98ééngturalizacion, 1 ciclo); 10
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segundos a 95°C y 60 segundos a 60°C (amplificagiduantificacion, 40 ciclos); 10

segundos a 95°C, 60 segundos a 60°C y 15 segurgfd€amneltingcurve, 1 ciclo).

3.11.4.4 Expresion de los resultados

Cada ensayo fue realizado por duplicado usanderelADPH como control interno
(81). Los resultados de expresion de cada gen tdeesnfueron normalizados respecto al

control interno y la expresién relativa fue caldaanediante el método“2°" (82).

3.11.4.5 Validacion de los fragmentos amplificados

Uno de los inconvenientes que presenta la qPCRIa@asala medicion por union del
fluoréforo Sybfl Green es su inespecificidad, porque el coloraeteetcapacidad de unir
cualquier fragmento de ADN amplificado (tanto elidirés como inespecifico) dando sefal
de fluorescencia. Para ello, se realizé la commiobade los fragmentos amplificados por
PCR, mediante electroforesis en gel de agarosa, quarstatar que presentan un namero de
pares de bases (pb) coincidente con el numerateésperadoirf silico), paralelamente, se
incluyeron muestras de ADN gendmico, que previamérgron amplificadas por PCR con el
mismo set de cebadores, para corroborar que narhglificacion. Los productos de qPCR
fueron separados por electroforesis en agaroseejado de los geles por tincion con Sybr
Safe para su evaluacion y documentacion siguieh@ootocolo descripto (83) (Figura 11 y
Figura 12).

El andlisis de las curvas aeelting (Tm) después de la amplificacion, es un analisis
simple y sencillo para verificar las reaccionesPdiR y para asegurar la especificidad de la
reaccion. Debido a que la Tm es afectada por laitiesh el contenido de GC, la
complementaridad de las bases, y formacion de dsnge cebadores entre otros factores,
diferentes productos de PCR pueden distinguirseraudo por sus Tm. La caracterizacion de
productos de reaccién, a través del analisis der@iduce la necesidad de electroforesis en
agarosa. En cada analisis de PCR para los bionmesadstudiados, se comprobdé la Tm del

fragmento amplificado, siendo una constante queete diferir en £1,5°C (Figura 13).
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Figura 11: Electroforesis de fragmentos amplificados (LREGD36; MSR-1; CCL2).

Se muestra corrida electroforética de los produdmamplificacién separados en Agarosa al 2% (pNfier
TEB, 75 V durante 90 minutos, correspondientesadrolbiomarcadores LRP-1; CD36; MSR-1; CCL2. Enacad
caso se muestra la lineazquierdg correspondiente a la RT-qPCR realizada sobre rebusto de
retrotranscripcion del ARNmADNOQ, la linea lerechd, corresponde a la RT-gPCR realizada sobre ADN
genomico ADN) para comprobar que no existe amplificacion inejpa. Se observa en cada caso un Unico
fragmento de pares de bases compatibles con elcpeenh silico (valor entre paréntesis)Primera linea

corresponde al marcador de pares de bases (50 pb).

) CCR2 IL-13 CCR2 IL-1B3
TNF-a GADPH TNF-a GADPH

ADNc ADNc ADNc ADNc ADN ADN ADN ADN

Figura 12: Electroforesis fragmentos amplificados (TNFECR2; GADPH; IL-B).

Se muestra corrida electroforética de los produdtoamplificacion separados en Agarosa al 2% (pd¥fer
TEB, 75 V durante 90 minutos, correspondientesarowbiomarcadores TN&: CCR2; GADPH; IL-B. En
cada caso se muestra la lineagqierdd correspondiente a la RT-qPCR realizada sobre eafusto de
retrotranscripcion del ARNmADNOQ, la linea ¢ierechd, corresponde a la RT-gPCR realizada sobre ADN
genomico ADN) para comprobar que no existe amplificacion inejpa. Se observa en cada caso un Unico
fragmento de pares de bases compatibles con elcpeenh silico (valor entre paréntesis)Primera linea

corresponde a marcador de pares de bases (108eghjda linea blanco £8).
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Figura 13: Curvas Tm (LRP-1; CD36; MSR-1; GADPH; TNE-IL-1[3; CCL2; CCR?2).
Cada grafico representa sefial de fluorescegeyj versus temperatur&je ¥. Se indica en la parte inferior de

cada gréfico el valor de Tm correspondiente al.pico

3.11.4.6 Estandarizacion de los cebadores

Los resultados de expresion de los ARNm de los aioadores estudiados fueron
normalizados respecto al gen GADPH (control intgrpara que este método sea valido, la
eficiencia en la amplificacion de todos los genebeth ser similares y cercanas al 100%
(entre 90 - 110% es aceptable) para que los resgltsean comparables. Se establecieron las
eficiencias de amplificacion de los biomarcadorédil, CD36, MSR-1, TNIe IL-1j3,
CCL2, CCR2 y GADPH, utilizando diluciones seriadasmuestras y posterior realizacion de
la gPCR (Tabla VIl y Figura 14). Los resultadosron representados graficamente como CT
versus log(dil ADNc). Para el calculo de eficiendeacada gen, se aplico la formula:

Eficiencia = 1¢/pendiente)



Eficiencia (%) = [1d™/Pendene). 1] x 100
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Tabla VIII: Eficiencia de RT-qPCR de los genes estudiados

GEN DIL. LOG;DIL. CTGEN CTGADPH ACT REGRESION EFICIENCIA (%)

1 0 18,18 19,34 -1,16

LRP-1 1/10 -1 21,27 22,24 -0,97 -3,36x + 18,09 99,40
1/100 -2 24,90 25,95 -1,05
1 0 24,63 19,34 5,29

CD36 1/10 -1 27,54 22,24 5,30 -3,29x + 24,51 101,35
1/100 -2 31,20 25,95 5,25
1 0 28,54 19,34 9,20

MSR-1 1/10 -1 31,22 22,24 8,98 -3,12x + 28,39 109,18
1/100 -2 34,78 25,95 8,83
1 0 16,70 19,34 -2,64

IL-1g 1/10 -1 20,03 22,24 -2,21 -3,27x + 16,72 102,20
1/100 -2 23,24 25,95 -2,71
1 0 18,52 19,34 -0,82

TNF-a 1/10 -1 21,39 22,24 -0,85 -3,23x + 18,40 103,98
1/100 -2 24,98 25,95 -0,97
1 0 29,55 31,25 -1,70

CCR2 1/10 -1 32,96 34,58 -1,62 -3,29x + 29,59 101,35
1/100 -2 36,13 37,83 -1,70
1 0 26,49 19,34 7,15

CCL2 1/10 -1 29,29 22,24 7,05 -3,15x + 26,38 107,70
1/100 -2 32,78 25,95 6,83

DIL (dilucién); LOG (logaritmo); CT ¢ycle thresholy
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Figura 14: Curvas de eficiencia de amplificacion.
Se muestran las curvas que relacionar(Eje y) versus logaritmo de la dilucion del ARNrBjé X para cada
biomarcador estudiado (LRP-1; CD36; MSR-1; T&HAL-1[3; CCL2; CCR2) donde se puede apreciar que todos

los biomarcadores poseen pendiente similar (idiicéacia de amplificacién).

Todos los genes poseen pendientes de eficiencidarg® lo cual indica que los
resultados pueden ser comparables. Los resultad@dagionan con la concentracion real del
ARNmM y no debido a un efecto en la etapa de medlicio

3.12 Anélisis estadistico

Se explord la normalidad de las variables analiazamddia, desviacion estandar,
mediana, curtosis, histograma y prueba de Shapila-W

Los resultados de variables continuas se expresarmn media + error estandar de la
media (SEM). Se realizaron analisis estadisticost-tesst y ANOVA para datos con
distribucion normal o test no paramétrico de WimmMann Whitney. Las variables
categéricas fueron analizadas con el fgst(ch). Un valor de p<0,05 fue considerado
estadisticamente significativo.

El nivel de concordancia entre los marcadores mitinos en funcion de la
estratificacion por riesgo FS30 se analizé empleagldCohen’s kappa index. Se aplicaron
test estadisticos de variables multiples, inclti@ndlisis discriminante lineal, analisis de
correlacion de variables multiples y analisis dealacion candnico.

En cada caso se utilizé sbftwarede analisis estadisti@tatistica7.1 deStatSoft Inc
(2005) e Infostat (2008).
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Los graficos fueron realizados mediante Microsa®lEy GraphPad Prism vs5.0
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4. RESULTADOS
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4.1 Expresion de biomarcadores en leucocitos

Los monocitos circulantes son reclutados haciasities de lesion por citocinas
inflamatorias liberadas desde CE activadas, comstido el inicio de la patologia
ateroesclerética. En este trabajo se cuantificéexaresion de diferentes potenciales
biomarcadores en monocitos para el diagnostico ramopde la ateroesclerosis. Respecto a
los biomarcadores estudiados, interesa conocebwudancia en leucocitos circulantes y asi
establecer su potencial distribucién y contribucém dicha enfermedad. Por lo tanto,
mediante tecnologia de citometria de flujo (FACS), procedié a caracterizar las células
circulantes obtenidas de sangre periférica, ercidunde su complejidad nuclear y
citoplasmatica (SSC) y el marcador de superficrmioa todos los leucocitos, CD45 (CD45-
PC5.5; marcacion pan-leucocitaria). En la Figurasébobserva la caracterizacién de tres
subpoblaciones que representan principalmente ru@atos (I), Monocitos (Il) y Linfocitos

(1.
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P 400
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Figura 15: Citometria de flujo (FACS) de células de sangmféxéca.
Se muestra en el grafico la relacién entre SEf€ () versus la expresion del marcador en superficielare
CD45 (CD45-PC5.5)Hje ¥. Mediante la relacion, pueden ser caracterizé@assubpoblaciones de leucocitos

que mayoritariamente representan a: (I) granulsc{it) monaocitos (circulo rojo) (l11) linfocitos.

Cada una de las subpoblaciones leucocitarias fumlattadas por tecnologia FACS
cell sorting, centrifugadas para concentrar llet celular, posteriormente tratadas con
TRIzolO, extraido y purificado el ARNm y por ultimo cudittado mediante ensayos de RT-
gPCR para determinar la expresion de los biomareaduopuestos: LRP-1, CD36, MSR-1,
CCL2, TNF4q, IL-1B y CCR2 utilizando GADPH como normalizador. La Feyd6 muestra
los resultados normalizados de estos ensayos dmndbserva que todos los biomarcadores

medidos, son expresados principalmente en la pdblae monocitos y en menor medida en
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linfocitos o granulocitos.

A B C ,
A (B) ©) expRESION ARNM MSR-L

EXPRESION ARNm LRP-1 EXPRESION ARNm CD36

w
q)
N
q)
N
?

A

==

-
({|
»

i

N
CP

-
q)

:

EXPRESION RELATIVA
¢ 9
EXPRESION RELATIVA
=
?

EXPRESION RELATIVA

(E) (F)

©) EXPRESION ARNm IL-1 B EXPRESION ARNm CCL2

EXPRESION ARNm TNF-a

(=2}
CP
[ee]
CP
N
?

i

EXPRESION RELATIVA
5
EXPRESION RELATIVA
5
>

i
t

N
q)

N
CP
T

EXPRESION RELATIVA

i
;
;

EXPRESION RELATIVA
5

Figura 16: Expresion relativa de ARNm de biomarcadores ecdeitos de sangre periférica.

Se muestra la expresion relativa de ARNm de cagiadnicador normalizada respecto al biomarcador deme
expresion Eje y). La expresion fue determinada por RT-gPCR vy dattaicomo 2°“' de cada biomarcarcador
de interés respecto al ARNm GADPH (normalizadoerimb) en cada subpoblacion leucocitaria aislada por
FACS, granulocitos, linfocitos y monocitos, datosstnados corresponden media £+ SEM de cinco ensayos
independientegA) LRP-1;(B) CD36;(C) MSR-1;(D) TNF-a; (E) IL-1f3; (F) CCL2;(G) CCR2.

4.2 Niveles de expresion proteica (LRP-1 y CD36) éeucocitos

Ademas de la expresiéon de ARNm de los biomarcadoegida en las subpoblaciones
leucocitarias separadas por citometria de flujo Q6A SSC versus CD45-PC5.5), se
realizaron analisis de expresion proteivdiegtern Bldt para dos marcadores de especial
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interés, LRP-1 y CD36 y asi determinar si existeetacion entre expresion de ARNm y sus

correspondientes niveles de proteina. En la Figursse observa que tanto LRP-1 como
CD36, se encuentran preferentemente expresados enbpoblacion de monocitos, con
niveles indetectables o débilmente detectados iefocitos y granulocitos, lo cual esta en
concordancia con la expresion de ARNm anteriormenéstrada para cada una de las

subpoblaciones leucocitarias.

(A) & (8)
\\)\P O& & LRP-1 y CD36 Western Blot
o O S 16
& \/\% RS
12 -
D36 Z2LRP-1
CD36

EXPRESION
{(Unidades Arbitrarias)
(=]

18 - ACTINA Granulocitos Linfocitos Monocitos

Figura 17: Ensayos d&Vestern Blopara LRP-1 y CD36 en subpoblaciones de leucosiéparadas por FACS.
(A) Resultados d&Vestern Blopara CD36 y LRP-1 en extractos proteicos celuldeetas tres subpoblaciones
de leucocitos: granulocitos, linfocitos y monositatilizando como control de carga proteic@-actina.(B)
Andlisis densitométrico (expresado como Unidaddsitharias) de las bandas de los ensayo$Vdstern Blot

para LRP-1 y CD36 relativo[&actina para las tres subpoblaciones de leucocitos.

4.3 Expresion de biomarcadores en leucocitos (Grazhte de Ficoll versus FACS)

La aislacion de células a partir de la citometréa flilijo (FACS), presenta alta
especificidad para el aislamiento de poblacionédares, sin embargo, requiere de grandes
volumenes de sangre periférica, equipo costososopal altamente calificado vy
procesamiento de las muestras en corto plazo,candl se generan limitaciones técnicas
para ser utilizada como el método de analisis dem@arcadores propuestos dentro de la
practica clinica. Una alternativa disponible, par sjo costo y poca complejidad, es el
aislamiento celular mediante gradientes de densidbadhds comun de todos, utiliza una
solucion de Ficoll, procedimiento mediante el cymleden separarse dos poblaciones de
leucocitos de sangre periférica, granulocitos y omoicleares, con un grado de pureza
superior al 97%. Para determinar si el método sueraplearia en el estudio reporta la

expresion real de los biomarcadores en sangreépedf se realiz6 la comparacion de la
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expresion de ARNm de los biomarcadores, entre ébanéde Ficoll, en el cual se obtienen

células mononucleares (linfocitos y monocitos) wéparacion de monocitos por citometria
de flujo (FACS, SSC versus CD45-PC5.5). Para @loeslizaron aislamientos celulares por
ambos métodos en las mismas muestras de sangr@ripariobtenidas de donantes
voluntarios de nuestro laboratorio. Cada una defriciones celulares colectadas fueron
centrifugadas para concentrampellet celular, posteriormente tratadas con TRIzaéxtraido
y purificado el ARNm y por dltimo cuantificado madie ensayos de RT-gPCR para
determinar la expresiéon de los biomarcadores psgipseLRP-1, CD36, MSR-1, CCL2 y
CCR2 utilizando GADPH como normalizador.
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Figura 18: Andlisis comparativos de biomarcadores en monec#dslados por FACS versus células
mononucleares obtenidas por Gradiente de Ficoll.

(A) Expresion relativa de ARNm respecto al ARNm noipaalor (GADPH) Eje }), determinada por RT-qPCR

y representada comd"%”', monocitos aislados por FACS y el componente modear obtenido por gradiente
de Ficoll, las expresiones de MSR-1, CCL2 y CCR2egesentan incrementadas 10 veces para maghificar
datos mostrados corresponden a media + SEM detedaien cinco ensayos independientes. El analisis
estadistico de la comparacion de los resultadasxpeesion para cada biomarcador por ambos métédos(

vs. FACS) no mostré diferencia estadisticamenteifgigtiva (p>0,05).(B) Recta de regresion entre ambos

métodos de aislacion (n=10), monocitos (FACS) goehponente mononuclear (gradiente de Ficoll).

En la Figura 18 se muestran los resultados deitwsdscadores ensayados, donde se
observa una excelente asociacion lineaj9974) para la expresiéon de los biomarcadores
determinados en células mononucleares separadasgodo de Ficoll y monocitos aislados
por citometria de flujo (FACS), no hallandose difezia estadisticamente significativa para
los resultados de expresion de ARNm de los biomares estudiados entre ambos métodos
(p>0,05). Si bien el componente linfocitario esdaminante (mayor porcentual) en la
poblacién de células mononucleares separadas poételdo con Ficoll, la contribuciéon a la
expresion de cada biomarcador realizada por Idecitos, es significativamente menor
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respecto a la expresion en monocitos. Por lo tdatexpresion de cada biomarcador en la

poblacion de células mononucleares separadas poli, Fepresenta la expresion de dicho

marcador en la poblacion de monocitos.

4.4 Expresion de biomarcadores en subpoblaciones d®nocitos

Existen al menos tres subpoblaciones diferentetralele los monocitos, las cuales
exhiben diferentes moléculas de superficie y pagides funcionales, respecto a su
comportamiento inflamatorio, reclutamiento a la goardel vaso y contribucion a la
ateroesclerosis. Otro de los objetivos planteadas determinar la abundancia de los
biomarcadores estudiados en las diferentes sulpoids de monocitos. Mediante FACS,
segun la estrategia de aislamiento descripta (@eieRtes, Materiales y Métodos), se aislaron
tres subpoblaciones de monocitos: clasicos (MC, £IXD16), monocitos intermedios
(MI, CD14"/CD16") y monocitos no clasicos (MnC, CD1@D16™) (Figura 19).
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Figura 19: Estrategia de separacion de subpoblaciones deaibasio

(A) Grafico FACS de la separacion de leucocitos dgreaperiférica por la relacion entre SSEje(y) versus
LRP-1 Eje X. Mediante esta técnica, pueden ser aisladas subpoblaciones de leucocitos, a saber,
granulocitos, monocitos (circulo rojo) y linfocit&eleccién gating de la zona de monocitos a partir de la cual
se aislan células que expresan mayor LRBILSeparacion en funcion de la expresién superfi@aCB16 Eje

y) y CD14 Eje ¥, en la cual pueden separarse tres subpoblacior@socitos clasicos (MC), CDI14CD16,
monocitos intermedios (MI), CDIZCD16" y monocitos no clasicos (MnC), CD18D16™).

La Figura 20 muestra los resultados de expresicARNM de los biomarcadores
ensayados (LRP-1, CD36, TNE-y CCR2) por RT-gPCR. Todos los biomarcadores

estudiados presentan mayores niveles de expresi@sibpoblacion de monocitos clasicos
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(CD147/CD16) y monocitos intermedios (CDI4CD16).
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Figura 20: Expresion relativa de ARNm de biomarcadores epashblaciones de monocitos de sangre periférica.
Se muestra la expresion relativa de ARNm de caoladnicador normalizada respecto al biomarcador d®me
expresion Eje y). La expresion fue determinada por RT-gPCR y daétaicomo 2““' de cada biomarcarcador
de interés respecto al ARNm GADPH (normalizadoerimb) en cada subpoblacién de monocitos aislada por
FACS, Mo. clasicos, Mo. intermedios y Mo. no clasicdatos mostrados corresponden a media + SENhde c
ensayos independienté¢s) LRP-1;(B) CD36;(C) TNF-a; (D) CCR2.

La subpoblacibn de monocitos clasicos representadda mayor importancia
cuantitativa respecto a las otras subpoblacionesmedias y no clasicas&1% versus 8% vy
11% respectivamente), lo que significa que en ldgmion de monocitos totales, la expresion
de un biomarcador, refleja la expresion de dichecador en la subpoblaciéon de monocitos

clasicos.
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4.5 Expresion de biomarcadores en individuos con fmariesgo de ECV (BR) y con

ateroesclerosis subclinica (AtS)

Un total de 319 individuos fueron enrolados sigdeeros criterios de inclusion y
exclusion detallados (ver Pacientes, Materialeséollios), De acuerdo a estos criterios mas
los resultados ecograficos de carétida, datoscosniparametros bioquimicos y de riesgo
cardiovascular (FS) se obtuvieron dos grupos delest

« GRUPO BAJO RIESGO n=21 (BR) aquellos que cumpliraiemt todos los criterios

de inclusién, sin evidencia ecografica de atereessis en arterias carotideas.

Adicionalmente, de los veintidn individuos, oncediumduos (n=11) fueron
confirmados como de bajo riesgo por puntaje deaatronario (PCC).
+ GRUPO ATEROESCLEROSIS SUBCLINICA n=82 (AtS) aquslique presentaron

factores de riesgo cardiovascular y evidencia eéfmgr de ateroesclerosis subclinica

en arterias carotideas. Adicionalmente, de losrtehg dos individuos, setenta y dos
individuos (n=72) fueron confirmados por PCC.

Del grupo de individuos con ateroesclerosis sulmairfAtS), la totalidad (n=82)
fueron analizados para la expresion de LRP-1 y C&86uperficie celular por FACS, de los
cuales, sélo a cuarenta y dos individuos (n=4dgcsmnados al azar, se les cuantifico la
expresion de ARNm de los biomarcadores LRP-1, CD#6R-1, TNFe, IL-13, CCL2 y
CCR2 por RT-gPCR.

El resto de los individuos (n=216) que no clasiicadentro de los grupos BR y AtS
conformaron un grupo intermedio de riesgo, puest® rip pueden ser considerados de bajo
riesgo (por poseer factores de riesgo cardiovagcyb@ro tampoco presentan evidencia
ecografica de ateroesclerosis en arterias carétidas

En la Tabla IX se presentan los parametros antréfraous, clinicos y bioquimicos de
los individuos clasificados en cada uno de los gsuBR y AtS, observandose diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grugro$ps parametros antropométricos (edad,
peso, IMC, diametro cintura abdominal) y presioterdal (diastélica y sistolica). De estos
datos se desprende que existe concordancia estredoltados de cada parametro en ambos
grupos, con la presencia de factores predisponéetegsgo aterogénico, como mayor edad,
sobrepeso (establecido por peso, IMC y diametr@idieira abdominal) y mayor presiéon
arterial. La misma conclusién se desprende dedssltados de laboratorio, con diferencias
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estadisticamente significativas entre ambos gruf@®R versus AtS), en parametros

relacionados a dislipemia (colesterol total, tdgtidos, LDL-colesterol, apolipoproteina
B100 mas elevados y; HDL-colesterol, apolipopraedd mas bajos), y aquellos vinculados
con la presencia de sindrome metabdlico, tales chiperglucemia, hiperinsulinemia e
incremento de HbA1C. No obstante, entre ambos grapose observa diferencia estadistica

para apolipoproteina (a) ni creatinina.

Tabla IX: Caracteristicas antropométricas, clinicas y bimigés de los individuos estudiados

BR (n=21) AtS (n=82) p (BR/ALS)
SEXO (Mujeres/Hombres) 12/9 37/45
EDAD (afios) 36,1049,10 49,27+7,61 <0,0001 (***)

PA SISTOLICA (mmHg)

110,00+10,49

119,77+12,19

0,0011 (*)

PA DIASTOLICA (mmHg) 75,19+5,83 83,27+7,51 <0,0001 (***)

PESO (kg) 58,53+8,31 78,24+13,69 <0,0001 (***)

IMC (kg/m?) 21,87+2,10 26,89+3,74 <0,0001 (***)

DIAMETRO CINTURA ABDOMINAL (cm) 78,00+5,79 94,89+8,72 <0,0001 (***)

COLESTEROL TOTAL (mg/dL)

161,95+23,47

203,94+34,23

<0,0001 (***)

HDL-COLESTEROL (mg/dL) 67,95+17,75 49,02+14,94 <0,0001 (***)
LDL-COLESTEROL (mg/dL) 88,95+16,96 132,56+29,64 <0,0001 (***)
TRIGLICERIDOS (mg/dL) 59,76+14,17 133,24+75,59 <0,0001 (***)

APOLIPOPROTEINA A1 (mg/dL)

141,29+24,79

125,30+23,45

0,007 (*)

APOLIPOPROTEINA B100 (mg/dL) 49,95+13,17 84,82+23,56 <0,0001 (***)
LIPOPROTEINA (a) (mg/dL) 41,00+32,12 55,97+58,18 0,1236 (NS)
GLUCOSA (mg/dL) 90,71%5,72 100,93+9,04 <0,0001 (***)
CREATININA (mg/dL) 0,9020,2 0,900,2 0,5510 (NS)
INSULINA (uU/mL) 5,00+2,22 8,50+4,94 <0,0001 (***)

HbALc (%) 5,20+0,29 5,53+0,40 0,0007 (**)

PA (presién arterial); IMC (indice masa corpor8IR (bajo riesgo); AtS (ateroesclerosis subcliniogdultado:

expresados como mediatSEM; p (probabilidad, Manritivé test); *** (p<0,0001); ** (p<0,001); *
(p<0,05); NS (no significativo)

La presencia de factores de riesgo aterogénictip@hsia y sindrome metabdlico),
reflej6 resultados de puntajes de riesgo cardialasanas elevados en el grupo AtS,

independientemente de la ecuacion de Framinghaoadapl(Tabla X).
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Tabla X: Puntajes de riesgo cardiovascular de los indivdcegtudiados

ECUACIONES BR (n=21) AtS (n=82) p (BRIALS)

FSH10 0,91+0,03 4,59+5,16 <0,0001 (***)

FS CVD 10 1,57+0,75 (n=14) 8,94+6,8 <0,0001 (***)
FS30LH 3,24+2,14 21,12+12,17 <0,0001 (***)

FS 30 BMI H 4,62+3,51 22,85+13,56 <0,0001 (***)
FS30LCVD 6,95+4,08 34,18+15,84 <0,0001 (***)

FS 30 BMI CVD 9,3846,11 35,70+16,79 <0,0001 (***)
SCORE ARIC 0,60£0,10 (n=3)  5,76+4,71 (n=59)  <0,0001 (***)
PCC 10 0,34#0,22 (n=11) 4,48+3,85 (n=70)  <0,0001 (***)

PCC LIFETIME RISK 17,90+11,93 42,72+13,41 <0,0001 (***)

FRS gFramingham Scode H (hard); CVD (Cardiovascular DiseagelL (Lipid); BMI (Body Mass IndgxPCC
(puntaje calcio coronario); BR (bajo riesgo); Atefoesclerosis subclinica); resultados expreszains
mediatSEM; p (probabilidad, Mann-Whitney test); {3<0,0001); ** (p<0,001); * (p<0,05); NS (no
significativo)

El hallazgo de diferencias significativas en la respn de biomarcadores en
monocitos de sangre periférica, entre individuosh dmjo riesgo de desarrollo de
ateroesclerosis y aquellos que presentan ateroesislsubclinica, le conferiria una potencial
utilidad diagnéstica, y su inclusion dentro de #luadores de riesgo cardiovascular
tradicionales, mejoraria el impacto predictivo. @ose demostro, los biomarcadores son
expresados mayoritariamente por monocitos, conpamte menor por parte de los demas
leucocitos. Dentro de estas consideraciones, see@i® a medir en ambos grupos de
individuos reclutados el recuento de leucocitoalést y asi como de sus correspondientes
subpoblaciones, con el propédsito de determinaaissdiferencias en los niveles de expresion
de los biomarcadores en cada componente celul@spanden a cambios netos de expresion
en un tipo celular o sélo reflejan modificacionas & recuento de leucocitos totales,

monocitos y/o subpoblaciones de monocitos.
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Tabla XI: Parametros leucocitarios de las muestras estigliada

BR(n=21) AtS(n=82)  p (BRIAS)

3
LEUCOCITOS (células/puix10) 7,1£1,7 6,9+1,7 0,7550 (NS)
MONOCITOS (%) 7,642,3 7,741,9 0,9014 (NS)
MONOCITOS CLASICOS - CD14*"/CD16 (%) 84,90+5,47 84,74+471  0,8912 (NS)

MONOCITOS INTERMEDIOS - CD14 **/CD16" (%) 7,86+4,54 6,85+2,75 0,3433 (NS)

MONOCITOS NO CLASICOS - CD14'/CD16"" (%) 7,24+1,97 8,30£3,19 0,0623 (NS)

BR (bajo riesgo); AtS (ateroesclerosis subclinicadultados expresados como media+SEM; p (probadilid
Mann-Whitney test); *** (p<0,0001); ** (p<0,001); fp<0,05); NS (no significativo)

PERFIL MONOCITICO EN SANGRE PERIFERICA
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Figura 21: Perfil monocitico en sangre periférica
Se muestran los recuentos absolutos correspondiesdda subpoblacién de monocitos (clasicos, irgdios y
no clasicos) en sangre periférica de individuos BR21) e individuos AtS (n=82), datos mostrados

corresponden a media + SEM.

En la Tabla XlI y Figura 21 se muestran los parawseteucocitarios medidos en
ambos grupos (BR versus AtS), donde no muestranediifias estadisticamente significativas
en el recuento de leucocitos, porcentaje de marutitales y distribucion porcentual de las
subpoblaciones de monocitos. Por lo tanto, el magsgo cardiovascular (determinado por
ecuaciones y factores de riesgo) no reflej6 un @ar®ucocitario, ni en la proporcion de
monocitos o subpoblaciones circulantes en sangipea. Por lo tanto, la homogeneidad de
estos parametros celulares en ambos grupos, nereqealizar futuras correcciones en los
resultados de expresion de los biomarcadores detmios en monocitos circulantes o

subpoblaciones.
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4.6 Expresion de LRP-1 y CD36 en superficie celulade monocitos totales y

subpoblaciones monociticas por FACS

LRP-1 participa en varios mecanismos responsalelés ithiciacion y progresion de la
placa ateroesclerdtica, mientras que la importadeaCD36 radica en la captacion de
lipoproteinas modificadas, y junto a otros recegg@cavengerson, responsables de la
formacion doam cellsy estria grasa en la placa de ateroma. En la&@®ise muestran los
valores de LRP-1 medidos por FACS en la superfleignonocitos totales donde se observa
una significativa disminucion (p=0,0260) de esteeptor en individuos AtS respecto a los
individuos BR.

LRP-1 EN SUPERFICIE CELULAR MONOCITOS
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Figura 22: LRP-1 en superficie celular de monocitos totales.

El grafico muestra la Intensidad de Fluorescenclil (MIF, Eje y) determinada por FACS en la poblacién de
Monocitos para ambos grupos de estudio, BR versBsdatos mostrados corresponden a la media + $BM.
comparacion de medias se realizé mediante tesflisit®a Mann-Withney dando diferencia estadisticamme
significativa (p=0,0260).

La Figura 23 muestra los resultados del andlisid.®E-1 en subpoblaciones de
monocitos donde se observa una tendencia a larmdisitdn de este receptor en las tres
subpoblaciones monociticas en individuos AtS respados individuos BR. Sin embargo, la
disminucién con significancia estadistica (p=0%)240lo se observa en la subpoblacién de

monocitos clasicos.
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LRP-1 EN SUP. CELULAR SUBPOBLACIONES DE MONOCITOS
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Figura 23: LRP-1 en superficie celular de subpoblaciones deatitos.

El grafico muestra la Intensidad de Fluorescencédlil (MIF, Eje y) determinada por FACS en cada una de las
subpoblaciones (Mo. clasicos, BR n=21 y AtS n=48; Mtermedios, BR n=21y AtS n=42; Mo. no clasidR,
n=21y AtS n=42), datos mostrados corresponden media + SEM. La comparacion de medias se realizo
mediante test estadistico Mann-Withney del grupovBRus AtS para cada subpoblacion de monocitoslada

diferencia estadisticamente significativa sélo paomocitos clasicos (p=0,0249).

Aplicando el mismo analisis para la expresion de3€@n superficie celular de
monocitos totales, se observa una tendencia al rdomen AtS, sin llegar a ser

estadisticamente significativo (p>0,05) (Figura 24
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CD36 EN SUPERFICIE CELULAR MONOCITOS
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Figura 24: CD36 en superficie celular de monocitos totales.

El grafico muestra la Intensidad de Fluorescencédlil (MIF,Eje y) determinada por FACS en la poblacién de
monocitos para ambos grupos de estudio, BR vers8is datos mostrados corresponden a media + SEM. La
comparacion de medias se realiz6 mediante testlisst® Mann-Withney del grupo BR versus AtS dando

diferencia no significativa (p=0,7963).

Respecto al andlisis de CD36 en subpoblaciones aeociios, se observdé una
tendencia de aumento en las tres subpoblacionasiqa$, intermedios y no clésicos), sin
embargo, solo resulta significativo (p=0,0064),l&moblacion minoritaria de monocitos no

clasicos (Figura 25).
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CD36 EN SUP. CELULAR SUBPOBLACIONES DE MONOCITOS
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Figura 25: CD36 en superficie celular de subpoblaciones deotitos.

El grafico muestra la Intensidad de Fluorescencalil (MIF,Eje y) determinada por FACS en cada una de las
subpoblaciones (Mo. clasicos, BR n=21 y AtS n=48; Mtermedios, BR n=21y AtS n=42; Mo. no clasid®R,
n=21y AtS n=42), datos mostrados corresponden game8EM. La comparacion de medias se realizé nméglia
test estadistico Mann-Withney del grupo BR verst® para cada subpoblacion de Monocitos, obteniéndos

diferencia significativa sélo para monocitos ncsas (p=0,0064).

4.7 Expresion de ARNm especifico de LRP-1, CD36 y3R-1 en células mononucleares

por RT-gPCR

Los analisis de expresion de ARNm de LRP-1, CD3BISR-1 por RT-gPCR en
células mononucleares separadas por gradientecd# & ambos grupos (BR versus AtS),
concuerda con lo determinado para la expresioreigeotde LRP-1 y CD36 en membrana
celular por FACS, con diferencia estadisticamenignifecativa (p=0,0002) para la
disminuciéon en la expresion del ARNm de LRP-1 ergreipo AtS respecto al grupo BR.
Nuevamente se observa un aumento en la expreslohARMmM de CD36 en el grupo de
mayor riesgo aterogénico (AtS) sin llegar a tengniicacion estadistica. El otro receptor
scavenger muestra niveles de expresién muy bajos en amb@gog, observandose un
aumento en los niveles de expresion del ARNm de MIS#h el grupo AtS (p<0,0001)
(Figura 26).
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Figura 26: Expresion de ARNm de biomarcadores en células marieares de sangre periférica.

Se muestra la expresion relativa de ARNm de cadmdiicador respecto al ARNm normalizador (GADPH),
determinado por RT-gPCR vy representado comit™'2en Células Mononucleares aisladas por gradiente de
Ficoll, datos mostrados corresponden a la medi&M.9.a comparaciéon de medias se realizé6 mediarste te
estadistico Mann-Withney del grupo BR versus AfS. Expresion relativa de LRP-1 en BR n=21 versus AtS
n=42 dando diferencia estadisticamente signifieafp=0,0002)(B) Expresion relativa de CD36 en BR n=21
versus AtS n=42 dando diferencia no significatiga(,6808).(C) Expresion relativa de MSR-1 en BR n=21
versus AtS n=42 dando diferencia estadisticamégéfisativa (p<0,0001).

4.8 Expresion de ARNm de citocinas en células monacieares por RT-gPCR

Las citocinas proinflamatorias juegan un papelelam la iniciacion y progresion de
la ateroesclerosis, siendo responsables del cuaflamnatorio cronico que se inicia en la
injuria endotelial. La cuantificacion de estas @mas es un indicador fehaciente del proceso,

gue no solo afecta al endotelio, sino que son lmsatitos circulantes los que reciben la sefal
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de activacion desde el endotelio y comienza sutatliento al espacio subendotelial. En esta

etapa se procedid a realizar en las células motearnes de sangre periférica separadas por
gradiente de Ficoll de ambos grupos (BR versus AgSperfil de expresion de ARNm para
mediadores proinflamatorios. En la Figura 27 se gmae un perfil de activacion
proinflamatorio en células mononucleares, que @&gualel nivel de expresion de estos
factores antes mencionados, se predice que sorsaxjms en los monocitos circulantes. De
este modo se observa un aumento significativo emxlaresion del ARNm de ILBL
(p=0,0014) y TNFa (p=0,0121) en el grupo AtS respecto a los indiggldel grupo BR.
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Figura 27: Expresion de ARNm de biomarcadores inflamatorioséulas mononucleares de sangre periférica.
Se muestra la expresion relativa de ARNm de cadmdinicador respecto al ARNm normalizador (GADPH),
determinado por RT-gPCR y representado coffi'2n células mononucleares aisladas por gradierfiécdé,
datos mostrados corresponden a la media + SEMotrgaracion de medias se realizé6 mediante testiststa
Mann-Withney del grupo BR versus At@) Expresion relativa de ILfen BR n=21 versus AtS n=42 dando
diferencia estadisticamente significativa (p=0,00{8) Expresion relativa de TNE-en BR n=21 versus AtS
n=42 dando diferencia estadisticamente signifiea(p~0,0121).

4.9 Expresion de ARNm de guimiocina y su receptomecélulas mononucleares por RT-

gPCR

En células mononucleares de sangre periférica aggampor Ficoll de ambos grupos
(BR versus AtS), fue analizado el perfil de expiesie ARNm para CCL2, considerado el
principal mediador quimiotéctico para el reclutamige de monocitos hacia el espacio

subendotelial, el cual interacciona con su recepspecifico CCR2. En la Figura 28 se
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demuestra un estado de activacion de monocitosilairies con mayor sensibilizacion

quimiotactica, lo que favorece su migracion haaimtima arterial, con aumento de expresion
del ARNm de CCL2 (p=0,0069) y CCR2 (p=0,0429) engalpo AtS respecto a los
individuos del grupo BR.
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Figura 28: Expresion de ARNm de CCL2 y CCR2 en células mooleaues de sangre periférica.

Se muestra la expresion relativa de ARNm de cadmdinicador respecto al ARNm normalizador (GADPH),
determinado por RT-gPCR y representado coftfi'zn células mononucleares aisladas por gradienfiécdé,
datos mostrados corresponden a la media + SEMoirparacion de medias se realizé6 mediante testisstad
Mann-Withney del grupo BR versus At®\) Expresion relativa de CCL2 en BR n=21 versus At82nhdando
diferencia estadisticamente significativa (p=0,006B) Expresion relativa de CCR2 en BR n=21 versus AtS
n=42 dando diferencia estadisticamente signifieap=0,0429).
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5. DISCUSION
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El endotelio vascular es capaz de percibir estimgistémicos y locales, y en

respuesta, modificar su estado funcional para manta homeostasis de la pared vascular,
cuya funcién es intercambiar numerosas sustannias ka sangre y tejidos, controlar el tono
vascular y el transito de células inflamatorias) (28lemas de la dislipemia y la presencia de
citocinas proinflamatorias, otros factores puedesedcadenar la activacion de las CE, los
cuales son considerados de riesgo en el desadebmfermedad cardiovascular (ECV). Entre
ellos se destacan la edad, hipertension arteradetes, hiperhomocisteinemia y tabaquismo.
Estos factores se asocian al incremento de estiéstioo y menor biodisponibilidad de NO
por parte de las CE que contribuyen a la alterad@irflujo sanguineo y el desarrollo de un
proceso inflamatorio cronico (29 — 33, 84). A pardie estas alteraciones en las CE,
consideradas “tempranas” en el desarrollo de leoegelerosis, es que se promueve el
desarrollo de la placa de ateroma a nivel de lménvascular (16, 29, 32, 39, 85). Por ende,
es necesario desde el punto clinico de un paciemte riesgo de ECV poder detectar
modificaciones en la expresion de moléculas quexpeesan a nivel de células del sistema
inmune innato, principalmente en monocitos y céluteononucleares de sangre periférica,
con el propésito de poder disponer de biomarcaddeegdiagnéstico “temprano” de la
ateroesclerosis. En funcion de esto, en esta $esisstudiaron potenciales biomarcadores,
expresados en monocitos y células mononuclearedp®grupos de contraste que agruparon
individuos con bajo riesgo de desarrollo de ECV XBRindividuos con ateroesclerosis
subclinica (AtS). Estos grupos de contraste sdficka®n a partir de factores y puntajes de
riego de ECV y por estudios de imagenes, tomandogwld standarda deteccién de PAC
por ecografia carotidea y PCC. De esta manera sFnde0 que los individuos AtS
presentaron diferencias significativas en los misedde LRP-1 asi como de factores
proinflamatorios en comparacion con los individBR. Por lo tanto, estos biomarcadores
monociticos de sangre periférica constituyen paidge herramientas de diagnostico
temprano de ateroesclerosis subclinicay ECV.

Los ensayos de expresion de biomarcadores mediRiePCR en monocitos y
subpoblaciones de monocitos, los cuales fueronigmmnte aislados por citometria de flujo
(FACS sorting), presentan una sustancial dificultad técnicaa Bsedece al gran volumen de
muestra de sangre periférica que requiere seri@atpor individuo (no menos de 60 mL de
sangre) para el procedimiento de aislacion celplpurificacion del ARN para la etapa de
medicion de los biomarcadores. Por ello se redhzgalidacion de la expresion de cada
biomarcador en células mononucleares de sangrééneaj separadas por gradiente de

densidad con Ficoll, lo cual requiere un menor N@uo de sangre a ser extraida (4 mL). Los
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resultados permitieron establecer que la expred@rada biomarcador en la poblacion de

células mononucleares es correlativa directa apaesion en monocitos totales, y por otra
parte, también se correlaciona con la expresionidaeen la subpoblacion de monocitos
clasicos (CD1%/CD16). Ademas de los ensayos de expresion de ARNm d& ca
biomarcador, también se realiz6 el analisis de esipn proteica en superficie celular de
monocitos mediante FACS. La finalidad fue determiaaexistencia de correlacion directa

entre la expresion de ARNm y expresion proteican@mbrana celular. La utilizacion de

FACS es un procedimiento mas sencillo, de menotocasljeto a menos interferentes y
requiere menor volumen de muestra que la deteridimate la expresion de ARNm de los

biomarcadores propuestos. A partir de esta comigarae pudo concluir que los niveles de
transcripto de cada biomarcador en células moneartes fueron correlativos a los niveles de
proteinas medidos en monocitos totales y clasioo$ACS.

Se ha denominado disfuncion endotelial, a todaaali@n de la fisiologia normal del
endotelio que induce un desequilibrio de la pasestular (29, 86, 87). La deteccién temprana
de disfuncién endotelial seria un marcador “idetd” ateroesclerosis incipiente, aunque las
modificaciones que ocurren en las CE no puedendstarminadas con facilidad por su
inaccesibilidad y por ende esta posibilidad resodteo factible para la aplicacién diagnéstica
en humanos (88). La activacion de las CE se caizatpor la expresion de moléculas de
adhesion, tales como VCAM-1, ICAM-1 y E-selectinpducidas por citocinas
proinflamatorias, incluidas TNE; IL-1, IFN-y e IL-6 (87). A cambio de detectar las
modificaciones que ocurren en las CE una estratggladera seria buscar cambios
fenotipicos en los monocitos circulantes, los @uaden inducidos en respuesta a las
alteraciones del endotelio (33, 51). Los monocitospo células clave en la inmunidad innata,
se dirigen a los sitios de injuria endotelial, doienados por citocinas quimiotacticas,
invaden el espacio subendotelial, se diferencianmacréfagos, proceso mediado por
citocinas especificas (IL-1, TN&-IL-8 y GM-CSF) y expresan multiples receptorasre
ellos, receptorescavengergSR), los cuales desempefian un papel central fenntecion de
FC y perpetuacion del ambiente inflamatorio que idanfa placa de ateroesclerosis (23, 36,
89, 90). Como se demostré en este trabajo de fasis;élulas mononucleares de sangre
periférica en el grupo de individuos AtS respectoindividuos BR, poseen niveles
incrementados en la expresion de ARNm de TNE-IL-13. Como se ha demostrado en
modelos animales de ateroesclerosis, TNEs una citocina decisiva en la induccion del
proceso y tamafio de la lesion ateroescleréticaa dofibicion, es capaz de evitar la
progresion (39, 91). Por lo tanto, los monocitocutantes de individuos con elevados
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factores de riesgo aterogénico, inician un cambiwofipico con inclinaciébn a un estado

proinflamatorio. Por su parte, I3l tiene fuertes funciones inmunomoduladoras,
promoviendo respuestas Thl. Modelos de raton deestelerosis han confirmado la
regulacion positiva de moléculas de adhesion ehdbte activacion de macréfagos y CE,
comprobandose que la inhibicion endogena de ldizaéi@én de IL-PB en ratone®poE/ o
LDL-R/, disminuyo notablemente el tamafio de las lesi(@®s El receptor de IL-1 sefializa
a través de MyD88, que es un mediador critico esefgalizacion de la superfamilia de
receptores TLR, los cuales también son expresadosmpacréofagos y se asocian con la
expresion de genes proinflamatorios comoife inflamacién ateroesclerética (23, 39). La
activacion de las CE induce la transcripcion decaoiias proinflamatorias a través de NB-
facilitando el reclutamiento y adhesion de los tmitos circulantes a la pared (33, 34).
Estudios en animales y humanos han estableciddagateroesclerosis es impulsada
por un proceso inflamatorio crénico dentro de leedaarterial, iniciado principalmente en
respuesta a estructuras modificadas endogenanpartesularmente lipoproteinas oxidadas
que estimulan respuestas inmunes tanto innatas eclaotativas (8, 23, 26). En esta tesis
observamos que los individuos clasificados en @h@iAtS poseian parametros relacionados
con el metabolismo lipidico indicativos de mayesgo cardiovascular, como colesterol total,
triglicéridos, LDL-colesterol y ApoB100 elevadosHPpL-colesterol y ApoAl disminuidos,
respecto a los individuos BR. La retencion de LDLla& capa intima arterial, es un proceso
crucial en el inicio y progresion de la ateroeser (92), porque dispara un proceso
inflamatorio local que desencadena la expresiémdiculas de adhesion y secrecion de
quimiocinas por las CE, promoviendo la infiltracide la capa intima arterial por células
inmunes, monaocitos, linfocitos T, neutrdfilos y CM(9, 25, 28). Las lipoproteinas
modificadas son internalizadas por macrofagos, @HW., por endocitosis mediada por los
receptores LRP-1 y SR (36, 93). Dentro de los SRestacan CD36 y MSR-1, quienes a su
vez estan involucrados en la transformacion de @fiagos en FC, las cuales por su parte
pueden proliferar y secretar citocinas y factorescdecimiento que perpetian el estado
inflamatorio (30). En este estudio de tesis se tabdsnediante el analisis de expresion de
ARNmM de CD36 y MSR-1, que los individuos AtS poseaa expresion incrementada en
monocitos circulantes, principalmente en monoailésicos, lo cual indica que este proceso
activador mediado por SR podria estar ocurriendeigmulacion y por ende anterior a la
diapédesis, migracién y transformacion de monocaomacrofagos que ocurre a nivel
subendotelial. En el caso especifico de CD36, ssergb tendencia a incrementos de
expresion a nivel de ARNm, asi como su expresiomns@grerficie celular de monocitos



81
circulantes, sin embargo, la diferencia no rese#ttadisticamente significativa, lo cual puede

deberse al bajo niamero de individuos estudiadosiadm con la gran variabilidad de
resultados que presentdé CD36, incluido aquellowishgos con bajo riesgo.

La estria grasa, primera evidencia de enfermedacbesclerdtica, se compone de
macrofagos cargados de ésteres de colesterol  [EG, esta etapa temprana de la lesion
CCL2 desempeiia un papel critico porque su expresgmrencuentra elevada en placas
ateroescleroticas ricas en macréfagos (25, 2632833).Por lo tanto, la sobreexpresion de
CCL2 causa mas infiltracion localizada de monofit@sréfagos, lo cual exacerba el estado
proinflamatorio y la progresion de la enfermedadadsclerdética (28, 32, 94). En esta tesis se
demostré que en el contraste de individuos AtSugeBR, se encuentra mayor expresion de
ARNmM de CCL2 y su receptor especifico CCR2, lo mgica que las células mononucleares,
preferentemente monocitos circulantes, no soloetiemclinacion proinflamatoria con
capacidad de reclutar mas células al sitio de &0me sino ademas, presentan mayor
sensibilizacion para el reclutamiento mediado [stet guimiocina.

Los resultados hallados también indican que losomegyaumentos en la expresion de
SR y mediadores proinflamatorios (TNFe IL-18), ocurren en la subpoblacién de monocitos
clasicos, que polarizan a macréfagos M1 cuandoamigt espacio subendotelial, productores
de citocinas proinflamatorias, ROS, RNS, expresayames niveles de SR y TLR, ademas
participan en la formacion de FC, y remodelaciotadaatriz extracelular, todas actividades
claramente inflamatorias y proateroesclerdticasnds la principal sefal de reclutamiento
mediada por CCL2 secretada por las CE lesionadaen gnteracciona con su receptor
especifico (CCR2) para mediar sus efectos (30).

Algunos estudios refieren que pacientes con ateleesis presentan leucocitosis,
monocitosis o neutrofilia, lo cual podria suponere gel incremento de biomarcadores
circulantes, no se debe a cambios en su nivel pieesi¥n, sino a la diferencia en el nimero o
tipo de leucocitos (41, 43, 95). En el presentedistobservamos que los individuos que
fueron incluidos dentro del grupo AtS no presematbiéerencias en el nimero absoluto de
leucocitos o cambios en los recuentos diferenciakespecto a los individuos BR.
Posiblemente nuestro hallazgo obedece al estadipra@o del proceso ateroesclerético de
los individuos estudiados. Por el contrario, enm®#studios se ha demostrado que individuos
con Sindrome Coronario Agudo muestran un increrdent@amero de leucocitos, en especial
monocitos, lo cual podria deberse a la extensitdenypo de evolucion de la placa (96, 97).

Los monaocitos circulantes son heterogéneos ennéllseque expresan receptores de

quimiocinas distintivos y tienen diferentes propiges de migracion y diferenciacion (98). En
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humanos, se ha caracterizado una subpoblacion izai(~81% del total de monocitos)

denominada “clasica’ (CDI¥CD16), otra minoritaria (~8%) designada como “internaédi
(CD147/CD16), y la tercera (~11%) o “no clasica” (CD18D16™), también minoritaria
(53). En las etapas iniciales de la ateroesclerdmsss monocitos de sangre periférica son
reclutados en la intima vascular, siendo respoesalde los eventos tempranos
ateroescleroticos (54). En este estudio observagneslos biomarcadores analizados son
expresados casi exclusivamente en la poblaciona®aitos respecto al resto de leucocitos,
y por otra parte, de manera diferencial en la shlawodn clasica monocitica. Los monocitos
CD147/CD16demuestran alta eficiencia para estimular la piion de células T CD4/
capacidad proangiogénica, expresan altos nivele€@R2, alta capacidad fagocitica y
potencial inflamatorio, siendo los principales prores de ROS en condiciones no
estimuladas, y secrecion de IB-ly TNF-a tras la estimulacion con LPS (51, 54).
Interesantemente, en esta tesis demostramos dgiee G&R2 como IL-f y TNF-a estan
significativamente incrementados en células monleaves de individuos AtS.

La variedad de ligandos que unen a LRP-1 posicianaste receptor como sensor del
microambiente extracelular y de ahi surge el eapdnierés de establecer su nivel de
expresion en monocitos circulantes de pacientesateroesclerosis. Siendo expresado en
macrofagos, CML y FC, principales componentes deatieroesclerosis, se ha podido
establecer previamente que sus niveles de exprssidmodifican en la ateroesclerosis tanto
en modelos animales como en humanos (99).

En los leucocitos circulantes, la expresion de IR$& confina mayoritariamente a la
subpoblacion monocitica (100), siendo este hallaagdirmado en el presente trabajo de
tesis, sin embargo, su expresion en relacion aetarédgeneidad de subpoblaciones de
monocitos, aun quedaba por establecerse. Mediar#titsia de ARNm por RT-gPCR en
subpoblaciones de monocitos aislados por FAQENng se determind que LRP-1 se expresa
mayoritariamente en monocitos clasicos e interngdion baja expresion en monocitos no
clasicos.

LRP-1 tiene funciones muy variadas relacionadasuacapacidad de receptor
multiligandos (35). Por multiples mecanismos, puesigular la sefalizacion celular y, en
altima instancia, la fisiologia celular y la expéesgénica, mediante sefiales originadas por la
unién en la superficie celular a numerosas proseéxéracelulares (60). La funcién molecular
de LRP-1 dependeria de su expresion a nivel deidarficie celular, donde LRP-1 puede
interactuar y regular otras proteinas de membraites tuPAR, PDGF-R y MMP de
membrana plasmatica (MT-MMP) (60, 101, 102). Enuafg células, incluidos los



83
macroéfagos, LRP-1 disminuye la abundancia en lar§igge celular del TNF-R1, atenuando

la activacién de la sefializacién de la quinadd, llo cual limita la activacion de NKB,
disminuyendo la expresion de mediadores inflamaso(62, 68). Ademas, como NB
induce la produccion de CCL2, las lesiones ateteegas de ratones con monocitos y
macrofagos deficientes en LRP-1 muestran nivele®imentados de esta quimiocina y de la
densidad de macréfagos en las placas de ateromdo Rmto, es razonable suponer que la
capacidad de LRP-1 para suprimir la sefalizacioNelB puede limitar el reclutamiento de
monocitos en placas ateroescleréticas y los efextesrsos de los mediadores generados por
macrofagos en la pared arterial (47, 48, 60, 6bf tesultados obtenidos en este trabajo
demuestran una disminucion en la expresion de LRR-thonocitos circulantes relacionada
con el mayor riesgo cardiovascular. Dicha dismidn@fecta principalmente la subpoblacion
de monocitos clasicos, los cuales pueden polaazaracréfagos M1 que expresan altos
niveles de CCR2, poseen alta capacidad fagocitmraangiogénica y potencial inflamatorio,
los cuales contribuirian a la progresion del procg3, 30). Los efectos de estos eventos
sobre la expresion de mediadores importantes, d@@IXR, pueden ser aditivos. La pérdida
de LRP-1 de la superficie celular en monocitos gndfagos puede incrementar la expresion
de CCL2 mediante la activacion de la sefializace®NB«B (60, 62). Por lo tanto, LRP-1 en
monocitos/macréfagos, no solo es capaz de modulagspuesta inmune local, sino que sus
niveles de expresion determinaran la progresiola giaca y, en ultima instancia, regular los
eventos de desestabilizacion, ruptura y trombdéssscuales configuran la etapa clinica de la
ateroesclerosis (23, 41, 43, 52).

5.1 Perspectivas

La evaluacion del riesgo de ECV, ha sido un elemetdve en los esfuerzos por
definir los factores de riesgo, identificar nuevoarcadores, delinear y evaluar posibles
objetivos terapéuticos y mejorar la implementacds programas de prevencion, tanto
primaria como secundaria (5 — 7). Las evaluaciodesriesgo presentan limitaciones
provenientes de las variaciones de factores palatds, étnicos e individuales y soélo
predicen la posibilidad relativa de que un everdadiovascular (fatal o no fatal) pueda
ocurrir en un determinado periodo de tiempo (fpyndican que el paciente haya iniciado o
tenga enfermedad ateroesclerdtica al momento devaluacion clinica. Aproximadamente
1/3 de las personas con 0 6 1 factor de riesgaydian enfermedades coronarias y hasta el
40% de los individuos con niveles de colesterolg®irajo de la media poblacional mueren de
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ECV. Los resultados obtenidos en este trabajo dis &on alentadores y representan el

puntapié inicial en la utilizacién de estos bionaalmres monociticos desde el punto de vista
diagndstico y predictivo de la enfermedad ater@estita, si bien, estudios poblacionales con
un namero mayor de individuos son necesarios patialav su utilidad clinica y valor
predictivo diagndstico. De esta manera, en un dytlar incorporaciéon de los biomarcadores
aqui analizados, podria mejorar el impacto predistide las ecuaciones de riesgo sin
representar un gran costo o implementacion de kegiaocompleja, si bien estudios de valor
predictivo diagnéstico son necesarios, cualquiefjoraeen la sensibilidad diagndstica

redundaré en beneficios a pacientes y menoressgdetealud.
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6. CONCLUSIONES
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Las conclusiones mas relevantes de este trabajo son

- No se hallaron diferencias significativas enesuento de leucocitos, porcentaje de
monocitos totales y distribucion de las subpoblaesode monocitos en individuos AtS
comparados con BR.

- Todos los biomarcadores ensayados (LRP-1, CDER{, TNFe, IL-1(3, CCL2 y
CCR2), son expresados mayoritariamente en la poblade monocitos circulantes, y
respecto a las subpoblaciones de monocitos, lamdrgadores LRP-1, CD36, TNE-y
CCR2 son expresados predominantemente en la pablade monocitos clasicos
(CD147/CD16).

- LRP-1 se expresa en el componente monocitico, gntrd de éste,
predominantemente en monocitos clasicos (CDTH16) y monocitos intermedios
(CD147/CD16"). LRP-1 media la sefializacion intracelular celuléisiologia celular y
expresion génica, en respuesta a numerosas piiracelulares. Ademas, LRP-1 puede
regular la expresion en la membrana plasmaticarde ceceptores, regulando su actividad y
en Ultima instancia la sefializacion intracelular.

- El andlisis de los biomarcadores en monocitoamleos grupos de individuos (AtS y
BR) muestra una significativa disminucién de LRRsbciado a incrementos de CD36 y
MSR-1 en el grupo AtS respecto al grupo BR.

- En subpoblaciones de monocitos se observé gdisri@nucion de LRP-1 y aumento
de CD36 (aunque no significativo en este ultimagascurren en la poblacion mayoritaria de
monocitos clasicos de individuos AtS.

- Se demuestra un estado de activacion proinflamoaém monocitos circulantes de
individuos AtS, con aumento de expresion del ARNmnlld13 y TNF-a, asociado con un
incremento de la quimiocina CCL2 y su receptor CCR2

- La incorporacion de nuevos biomarcadores queifagren de manera subclinica la
aparicion de lesiones ateroescleroticas (dismimud® LRP-1 combinado con aumentos de
CD36, TNFa e IL-13, CCL2 y CCR2 en monocitos circulantes), mejor&iprediccion de
ocurrencia de eventos ateroescleroticos y enferthedadiovascular, lo cual justifica el
seguimiento regular y examen mas exhaustivo degesp® de individuos mediante pruebas

de diagndstico por imagenes.
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