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AAS: ácido acetil salicílico 

ACV: accidente cerebro vascular 

AINES: antiinflamatorios no esteroideos 

AIT: accidente isquémico transitorio 

ApoE: apolipoproteína E 

ApoB: apoB-lipoproteína 

ARA-II: agonista del receptor de angiotensina II 

 

CAD: enfermedad coronaria, del inglés coronary artery disease 

CEUS: ultrasonido de contraste mejorado, del inglés contrast enhanced 

ultrasound 

CHN: Complejo Hospitalario de Navarra 

CUN: Clínica Universidad de Navarra 

CXC: quimiocinas 

 

DM: diabetes mellitus 

 

EAP: enfermedad arterial periférica 

EC: células endoteliales, del inglés endothelial cells 

ECM: matriz extracelular, del inglés extracellular matrix 

ECV: enfermedades cardiovasculares 

EDTA: ácido etilendiaminotetraacético 

 

18F-FDG: 18-fluoruro de fluorodesoxiglucosa 

 



 

GM-CSF: factor estimulador de colonias de granulocito-macrófago, del inglés 

granulocyte macrophage-colony stimulating factor 

 

HbA1c: hemoglobina glicosilada 

HDL-C: lipoproteína de alta densidad, del inglés high-density lipoprotein 

cholesterol 

HTA: hipertensión arterial 

 

IAM: infarto agudo de miocardio 

IECA: inhibidor del enzima convertidor de angiotensina 

IL: interleucina 

IMC: índice de masa corporal 

 

KO: del inglés knockout  

 

LDL-ox: lipoproteína de baja densidad oxidada, del inglés low-density 

lipoprotein cholesterol oxidized 

LDL: lipoproteína de baja densidad, del inglés low-density lipoprotein 

cholesterol 

 

M-CSF: factor estimulador de colonias de macrófagos, del inglés macrophage-

colony stimulating factor 

MFI: intensidad de fluorescencia media, del inglés mean-fluorescence intensity 

MMP: metaloproteasa, del inglés matrix metalloproteinase 

 



 

Mon1: monocito tipo 1 (clásico) 

Mon2: monocito tipo 2 (intermedio) 

Mon3. monocito tipo 3 (no clásico) 

MT-MMP: metaloproteasas de membrana, del inglés membrane-type matrix 

metalloproteinase 

M1: macrófago tipo 1 

M2: macrófago tipo 2 

M4: macrófago tipo 4 

 

NO: óxido nítrico, del inglés nitric oxide 

 

OCT: tomografía de coherencia óptica, del inglés optical coherence tomography 

PAD: presión arterial diastólica 

PAS: presión arterial sistólica 

PBS: solución tampón fosfato, del inglés phosphate buffer solution 

PCR: proteína C reactiva. 

PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas, del inglés platelet derived 

growth factor 

PET: tomografía por emisión de positrones, del inglés positron emission 

tomography 

PREDIMED: prevención dieta mediterránea 

 

RNA: ácido ribonucleico, del inglés ribonucleic acid 

ROS: especies reactivas de oxígeno, del inglés reactive oxygen species 

 



 

SDF1: factor derivado del estroma 1, del inglés stromal derived factor 1  

SMC: célula de músculo liso, del inglés smooth muscle cell 

 

TBS: solución salina tamponada con tris, del inglés tris-buffered saline 

CT: tomografía computerizada, del inglés computerized tomography 

Th: linfocito T helper 

TIMP: inhibidores de metaloproteasas, del inglés tissue inhibitor of matrix 

metalloproteinases 

TGF- ß: factor de crecimiento tisular ß, del inglés tumor growth factor- ß 

TLR: receptores tipo toll, del inglés toll-like receptor 

TNF: factor de necrosis tumoral, del inglés tumor necrosis factor 
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1. INTRODUCCIÓN 

ENFERMEDAD  CARDIOVASCULAR:  MAGNITUD  DEL  PROBLEMA 

En la actualidad, la prevalencia de las enfermedades cardiovasculares (ECV) es 

de 108,7 millones de personas, presentando una incidencia anual de 19,9 

millones de casos nuevos en la Unión Europea (UE), siendo mayor en mujeres. 

A día de hoy las ECV siguen siendo la principal causa de muerte en los países 

miembros de la UE, sumando un total de 2,2 millones en mujeres y 1,9 millones 

en hombres, lo que representa un 47% y 39% de las muertes totales 

respectivamente (1). En nuestro país, las ECV también representan la principal 

causa de mortalidad con aproximadamente 120.000 muertes al año, siendo la 

razón de una de cada 4 muertes en varones y una de cada 3 en mujeres. Si bien, 

en varones la enfermedad coronaria aguda encabeza la lista, en mujeres lo 

presenta el accidente cerebrovascular (2). 

 

INFLAMACIÓN  Y  ATEROSCLEROSIS:  ASPECTOS  MOLECULARES  

Y  CELULARES 

La aterosclerosis es una enfermedad sistémica que afecta a la capa íntima de 

las arterias grandes y medianas (aorta, carótidas, coronarias y arterias 

periféricas) y que se caracteriza por la formación de placas de ateroma que 

provocan la oclusión progresiva de la luz arterial (3). Dicho proceso se origina 

por una inflamación vascular crónica que representa el sustrato principal de las 

ECV. En los últimos años se ha demostrado la importancia de la inflamación en 

los distintos estadios de la aterosclerosis (4,5) que se ve favorecida por la acción 

de los factores de riesgo cardiovascular clásicos con activación del sistema 

inmunitario, favoreciendo a su vez la progresión de la placa aterosclerótica. 



Introducción 

2 

Diversos estudios han demostrado la importancia etiopatogénica de la 

inflamación en la aterosclerosis de forma independiente a la acción de los 

factores de riesgo cardiovascular (6), con implicación de factores genéticos y 

ambientales. Sin embargo, debemos de tener en cuenta que dicha inflamación 

no se origina de forma espontánea, sino que se produce como respuesta a un 

daño vascular, con el objetivo de resolver la causa que lo produjo o iniciar la 

reparación vascular (6). 

 

FISIOPATOLOGÍA  DE  LA  ATEROSCLEROSIS 

La lesión vascular inicial que originará el proceso aterosclerótico tiene lugar en 

zonas de alto flujo sanguíneo, es decir, zonas de bifurcación del árbol vascular 

arterial. A dicho nivel, se produce una disfunción endotelial que lleva al aumento 

de la permeabilidad local facilitando la entrada y posterior acúmulo a nivel 

subendotelial de apoB-lipoproteínas (ApoB), predominantemente lipoproteínas 

de baja densidad (LDL) y remanentes de quilomicrones (3,6–8). Es a dicho nivel 

donde el LDL es oxidado a LDL-ox provocando la liberación de citoquinas 

proinflamatorias por parte del endotelio. Dichas citoquinas originarán 

alteraciones en la función endotelial, entre las que destacan cambios en la 

permeabilidad, en la adhesión y la secreción de sustancias vasoactivas (9,10). 

Además, se produce la activación de células endoteliales (EC) que originará la 

activación del sistema inmunitario y la adhesión de diferentes tipos leucocitarios 

(11). 

Por tanto, en este proceso inflamatorio se origina la activación tanto de la 

respuesta inmunitaria innata, con el reclutamiento de neutrófilos y monocitos, 

como de la respuesta adaptativa con la activación de linfocitos T (12). 

Adicionalmente, provoca la proliferación y diferenciación de células de músculo 
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liso vascular (VSMC) (6,13) así como el acúmulo local de lípidos extracelulares 

y otras moléculas de matriz, que todo ello conformará posteriormente la placa 

aterosclerótica (6), proceso que vemos resumido en la figura 1. 

De entre todos los eventos que se producen en el proceso aterogénico, quizás 

uno de los pasos más críticos sea la infiltración subendotelial de monocitos 

procedentes de la médula ósea, los cuales son atraídos y reclutados por el 

endotelio gracias a la acción de diversas citoquinas y moléculas de adhesión, 

adoptando a nivel local un fenotipo inflamatorio con posterior trasformación a 

macrófagos que, como veremos más adelante, serán los encargados de facilitar 

la progresión de la placa aterosclerótica o de promover su resolución (8,13–15). 

A nivel local, tras el acúmulo de lípidos en vacuolas, los macrófagos se 

trasformarán en células espumosas (3), promoviendo la formación de un núcleo 

rico en lípidos que se denomina estría grasa, y que es la primera lesión 

macroscópicamente visible en la aterosclerosis. Por su parte, las células 

espumosas, como consecuencia de fenómenos inflamatorios pueden romperse 

liberando su contenido, LDL-ox y radicales libres, a la circulación que provocarán 

mayor daño endotelial y atraerán monocitos y linfocitos, formándose el 

denominado núcleo lipídico. Dicho núcleo será rodeado por una capa fibrosa 

constituida por colágeno, VSMC y EC que conformarán la placa aterosclerótica 

avanzada (3,13). 

En situaciones que perpetúen la inflamación, la placa aterosclerótica formada 

podrá crecer a lo largo del tiempo de forma asintomática hasta que se produzca 

una ruptura o erosión de la misma (11,16). Si se produce la ruptura de la placa, 

se origina la exposición de componentes altamente trombogénicos al torrente 

sanguíneo que conlleva la activación plaquetaria, agregación y posterior 
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formación de un trombo. Por su parte, la formación de dicho trombo inducirá la 

consecuente activación del sistema fibrinolítico endógeno con el objetivo de 

resolver dicho fenómeno (13). Así pues, los eventos vasculares se producirán en 

función de la capacidad del organismo de resolver dicha ruptura que dependerá 

del medio inflamatorio en el que se produzca y del sistema fibrinolítico individual 

(13). 

Por otro lado, la resolución incompleta de la lesión aterosclerótica y los defectos 

en la eliminación de células apoptóticas, originarán un estado inflamatorio 

crónico que podrá promover la sucesiva progresión de la placa y el desarrollo de 

posteriores eventos cardiovasculares (6,8). 
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Figura 1. Proceso de formación de la placa aterosclerótica. A) Desarrollo de 

la placa a nivel subendotelial conformada por un núcleo rico en lípidos que es rodeado 

por una capa fibrosa. B) Ruptura de la placa y exposición de su contenido que provoca 

la formación de un trombo que en aquellos sujetos con un sistema fibrinolítico eficaz 

conseguirá resolverlo. C) Organización del trombo y atracción de células de músculo 

liso de médula ósea para estabilizar la lesión. D) Reendotelización de la placa que 

llevará a la formación de una nueva placa fibrosa, la repetición de este proceso puede 

condicionar la oclusión progresiva de la luz arterial (Adaptado de ref. 13). 

 

MONOCITOS  Y  SUBPOBLACIONES 

Representan entre el 3 y 8% de los leucocitos de la sangre, produciéndose su 

diferenciación desde los progenitores hematopoyéticos en sangre periférica 

donde pueden circular durante unos pocos días antes de migrar a un tejido donde 

se diferenciarán a macrófagos (17). Sus principales funciones son la respuesta 
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inmunitaria innata, inflamación y remodelación tisular, teniendo un papel central 

en la inflamación asociada a la aterosclerosis (18). En dicho contexto, los 

monocitos atraídos por factores quimiotácticos producidos por las células 

endoteliales y células de músculo liso (SMC) penetran la pared vascular, donde 

posteriormente madurarán a macrófagos por la acción de factor estimulador de 

colonias de macrófagos (M-CSF) y factor estimulador de colonias de granulocito-

macrófago (MG-CSF) (19). La migración de monocitos a nivel subendotelial 

depende de vías de señalización de quimiocinas como CCR2, CCR5 y CX3CR1, 

ya que su bloqueo reduce la infiltración monocitaria y el tamaño de placa 

aterosclerótica en un modelo experimental de aterosclerosis, como es el ratón 

deficiente en apoliproteína E (ApoE-/-) (19). 

Tradicionalmente los monocitos se han clasificado atendiendo a la presencia de 

CD14 y CD16 de membrana. Se diferenciaban en dos poblaciones tanto 

fenotípica como funcionalmente: monocitos tipo 1 o clásicos, cuyo papel era 

inflamatorio; y monocitos tipo 2 o no clásicos, cuya función principal era 

patrullera, eliminando las células endoteliales dañadas y favoreciendo la 

reparación vascular. Sin embargo, en 2010, se estableció una nueva 

clasificación que tenía en cuenta la presencia de tres poblaciones diferentes de 

monocitos con funciones diferenciadas: monocitos clásicos (Mon1) (CD14++ y 

CD16-); monocitos intermedios (Mon2) (CD14++, CD16+) y monocitos no 

clásicos (Mon3) (CD14+CD16++) (17,18) (figura 2). Según esta clasificación, los 

monocitos denominados clásicos representan el 85-90% de los monocitos 

totales, los monocitos intermedios el 9% y los monocitos no clásicos el 6% 

(20,21). 
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Figura 2. Subpoblaciones de monocitos. Clasificación en tres subtipos 

atendiendo a la presencia de CD14 y CD16 de membrana. Monocito clásico (Mon1) 

(CD14++CD16-) que produce la secreción de interleucina 10 (IL-10), monocito 

intermedio (Mon2) (CD14++CD16+) y no clásico (Mon3) (CD14+CD16++) que secretan 

moléculas inflamatorias (IL-12, IL-1ß, factor de necrosis tumoral (TNF), óxido nítrico 

(NO) y especies reactivas de oxígeno (ROS). (Adaptado de ref. 21). 

 

Si bien múltiples estudios han demostrado que los monocitos CD16+, es decir 

los tipo 2 y 3, están implicados en procesos inflamatorios e infecciosos, el papel 

que desarrolla cada uno no está del todo establecido. Inicialmente se consideró 

que los monocitos intermedios al ser los que más IL-10 secretaban tenían un 

perfil más antiinflamatorio; sin embargo, estudios recientes han mostrado que los 

monocitos con mayor secreción de esta interleucina fueron los clásicos. Por otro 

lado, parece que los más inflamatorios son los no clásicos al responder 

produciendo citoquinas en respuesta a ligandos del receptor tipo Toll (TLR), 

siendo los primeros en llegar al sitio de la lesión (21). 

Por tanto, aunque en estos últimos años se ha analizado en profundidad el papel 

de los monocitos en el desarrollo de la aterosclerosis y las ECV, los resultados 

en ocasiones son contradictorios (tabla 1) (22). 
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Tabla 1. Resumen de trabajos publicados sobre la función de las subpoblaciones 

monocitarias en la enfermedad cardiovascular. Adaptada de ref.(22) 

Autor Año Resultados principales 

Jaipersad et al 2014 Mon1 CD14++CD16-CCR2+ se asocian con el grado de 

estenosis carotídea y la neovascularización de placa 

evidenciado por CEUS 

Ammirati et al 2016 Monocitos CD14+ y Mon1 (CD14++CD16+) están 

reducidos en sujetos con neovascularización de placa por 

CEUS 

Justo-Junior et al 2018 Mon2 (Cd14++CD16+) están elevados en pacientes con 

angina inestable. 

Lorenzen et al 2011 No hay asociación entre monocitos CD14+TLR4+ y la 

aparición de eventos o mortalidad cardiovascular 

Meeuwsen et al 2019 No hay asociación entre las subpoblaciones monocitarias 

y la vulnerabilidad de placa ni el desarrollo de eventos 

cardiovasculares. 

Yamamoto et al 2016 Aumento de monocitos totales predice el desarrollo de 

insuficiencia cardiaca en pacientes con enfermedad 

coronaria (CAD). 

Zhuang et al 2017 La presencia de placa de fibroateroma se asocia a un 

aumento de Mon2 circulantes (CD14++CD16+) por OCT. 

CEUS: ultrasonido de contraste mejorado. CAD: enfermedad coronaria. OCT: tomografía de coherencia 

óptica 

 

MACRÓFAGOS 

Los macrófagos son unas células descritas por primera vez en 1882 por 

Metchnikoff como aquellas implicadas en la defensa frente a patógenos; sin 

embargo, no fue hasta 1990 cuando se confirmó la presencia de macrófagos en 

placas ateroscleróticas humanas (23). 

Los macrófagos están implicados en todos los estadios evolutivos de la 

aterosclerosis. Tienen la capacidad de interactuar con otras células del sistema 

inmunitario (linfocitos T, mastocitos o células dendríticas), así como de modificar 

su fenotipo en función del perfil de citoquinas al que se expongan. Por ello, 
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pueden presentar un perfil más inflamatorio o más inmunomodulador (24). Al 

inicio de la formación de la placa aterosclerótica, los macrófagos procederán de 

la médula ósea por una mielopoyesis aumentada, si bien, cuando la placa se 

encuentra bien establecida, los macrófagos presentes procederán de 

mielopoyesis extramedular, principalmente de macrófagos locales (23). Una vez 

en el espacio subendotelial, los macrófagos internalizarán el LDL-ox y se 

diferenciarán a células espumosas que perpetuarán la inflamación (19). 

Clásicamente, los macrófagos se han dividido en dos grupos que representan 

los extremos de un continuo. Los macrófagos activados de forma clásica (M1) 

que presentan un perfil más inflamatorio y los activados de forma alternativa (M2) 

que tienen un perfil más inmunomodulador (24). Los macrófagos se polarizan a 

M1 tras la estimulación con interferón-y (IFN-y) o TLR (24), dichos macrófagos 

mantienen una intensa interacción con los linfocitos Th1 (13). Dicha interacción 

a nivel de la placa aterosclerótica promueve la secreción de citoquinas 

proinflamatorias como TNF- α, IL-1, IL-6, IL-12, IL-18, IL-13 e IL-23; otras 

citoquinas como CXC10 y CXCL11, ROS y óxido nítrico (19,25); así como 

colagenasas (MMP-1, 8 y 13) y otras metaloproteasas (MMP-2 y 9) que degradan 

el colágeno intersticial favoreciendo la ruptura de la placa fibrosa (13). Por su 

parte, aquellos macrófagos polarizados a M2 en respuesta a citoquinas 

secretadas por linfocitos Th2 (IL-4 o IL-13) tienen un perfil más antiinflamatorio 

pudiendo subdividirse en cuatro subpoblaciones que de forma general, a 

excepción de la M2b, secretan moléculas inhibitorias como IL-10 con el objetivo 

de contrarrestar el efecto de los M1 y promover la reparación tisular (13,19,24). 

Recientemente se ha descrito un nuevo subtipo de macrófagos, los M4, 

localizados principalmente a nivel de placa aterosclerótica, que se produce por 
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la estimulación de CXCL4. CXCL4 se expresa en diversas células involucradas 

en la aterosclerosis como las EC, monocitos y macrófagos. La polarización 

inducida por CXCL4 se considera irreversible y su expresión en placas 

ateroscleróticas carotídeas se ha correlacionado con la severidad de la lesión. 

Los M4 presentan características fenotípicas específicas como la expresión de 

MMP-7 y de proteína de unión al calcio S100A8 en su membrana, así como la 

pérdida completa de CD163. Dicha subpoblación de macrófagos, con baja 

capacidad de fagocitosis, presenta un papel principalmente proaterogénico a 

través de la producción de MMP-12, que origina la inestabilidad en la placa (19). 

Estudios histológicos realizados en placas ateroscleróticas humanas muestran 

la distribución heterogénea de dichas subpoblaciones, encontrándose de forma 

predominante los M1 en zonas próximas a la ruptura y los M2 en la adventicia y 

zonas de placa calcificada. Por lo que parece demostrar que los M1 favorecen el 

desarrollo de la placa aterosclerótica y los M2 su regresión (13,24). Es 

interesante señalar que los macrófagos M1 pueden cambiar su fenotipo a M2 o 

viceversa según las moléculas del entorno que les acompañe (26). 

 

PAPEL  DE  LAS  METALOPROTEASAS  EN  LA ENFERMEDAD  

CARDIOVASCULAR 

ESTRUCTURA  Y  FUNCIÓN 

Las metaloproteasas de matriz (MMPs) son una familia de endopeptidasas 

dependientes de zinc, producidas por diversos tipos celulares (endotelio, 

músculo liso y monocitos) (27). Fueron descritas por primera vez en 1949 en el 

contexto del crecimiento tumoral, posteriormente en 1962 se describió su acción 

sobre el colágeno (28). Presentan actividad proteolítica que contribuye a la 
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degradación de la matriz extracelular (ECM) y de proteínas no relacionadas con 

la matriz, el remodelado y la regeneración tisular (29). 

Hasta el momento, se han descrito 28 tipos de metaloproteasas de las cuales al 

menos 23 se encuentran presentes en tejidos humanos y 14 en el tejido vascular 

(30). Se clasifican, como muestra en la tabla 2, atendiendo a su estructura, 

especificidad de substrato y unión a las membranas en: colagenasas (MMP-1, 8 

y 13), estromelisinas (MMP- 3, 10 y 11), gelatinasas (MMP-2 y 9), tipo membrana 

(MT-MMP) y otras (matrilisina, metaloelastasa, etc.) (27).  

 

Tabla 2. Clasificación de las metaloproteasas de matriz y su especificidad de 

substrato. (Adaptado de ref. 26) 

 

 

En general, su estructura proteica está formada por cinco dominios: el péptido 

de señalización en la región N-terminal, el dominio propéptido hidrofóbico que 
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contiene un residuo de cisteína, el dominio catalítico que contiene el ion de zinc, 

la región bisagra y el dominio tipo hemopexina en la región C-terminal que 

permite la unión a otras proteínas (31,32), figura 3. 

Figura 3. Representación esquemática de la estructura de las 

metaloproteasas de matriz. 

 

De forma general, las metaloproteasas se secretan de forma inactiva o de pro-

MMPs, y requieren de la disociación del dominio propéptido para su activación. 

El residuo de cisteína del dominio propéptido y el Zinc del dominio catalítico son 

comunes a todas las metaloproteasas y se considera que este es el mecanismo 

de activación común en todas ellas (27). 

El principal activador fisiológico de las MMPs es la plasmina que puede ser 

generada por la activación de la cascada fibrinolítica o por la inflamación (33). 

También serán activadas por la acción de las especies reactivas de oxígeno 

(ROS), trombina, factor Xa, tripsina, etc. (34). Su actividad también se encuentra 

regulada a nivel transcripcional, postraduccional y por la acción de los 

inhibidores, entre los cuales destacan los inhibidores tisulares específicos de 

MMPs (TIMP) que se unen de forma directa e irreversible al dominio catalítico de 

las MMPs (27,35), y la alfa2-macroglobulina que actúa como inhibidora de 

proteasas (34,36). 

De forma general se describe la función de las MMPs en el contexto de 

destrucción tisular en el cáncer, artritis, y enfermedades neurológicas 

degenerativas; en el contexto de la fibrosis en la aterosclerosis, cirrosis, 

N-terminal Pro-péptido Catalítico Zinc
SS

Región 

bisagra

Hemopexina

SH
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esclerosis múltiple, y fibrosis pulmonar; y en el contexto de la degradación de 

matriz en la cardiomiopatía dilatada, aneurismas de aorta y varices (28). 

 

MMPS EN  LAS  ENFERMEDADES  CARDIOVASCULARES 

En las ECV parece crítico el control adecuado del sistema de las MMPs y sus 

inhibidores por su implicación en la progresión, ruptura y degradación de la placa 

aterosclerótica (13).  

Hasta el momento, se ha descrito el papel de las MMP-1, 8 y 13 en la 

desestructuración del colágeno que facilitará la ruptura de la placa, el de las 

MMP-2 y 9 en la neovascularización, el de la MMP-12 como promotora de la 

infiltración de monocitos/macrófagos en la pared vascular y degradación de la 

elastasa de la ECM, y el de la MMP-14 favoreciendo la invasión de VSMC y 

fibroblastos (27). La figura 4 muestra las etapas del proceso aterosclerótico en 

el que se encuentra involucrada cada MMP (37). Además, en la tabla 3 se 

muestra la implicación de cada metaloproteasa en cada etapa del proceso 

aterogénico. 
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Figura 4. Papel de la MMPs en la placa aterosclerótica. MMP-2, MMP-3 y MMP-

9: activación de células de músculo liso vascular (VSMC); MMP-7: apoptosis de las 

VSMC, MMP-1, MMP-8, MMP-9, MMP-12, MMP-13, MMP-14: reclutamiento de 

monocitos y degradación de ECM; MMP-2, MMP-9: migración de células endoteliales; 

MMP-2: infiltración de monocitos. (Adaptado de ref. 37). 
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Tabla 3. Participación de las metaloproteasas en el desarrollo y progresión de la 

aterosclerosis. (Adaptado de ref. 37) 

 

Inflamación vascular y disfunción endotelial 

Aumento de la migración e invasión de 

células inflamatorias en la pared vascular 
MMP-1, 8, 9, 12, 13 y 14. 

Disfunción endotelial MMP-2 y 9 

Oxidación de LDL MMP-1, 2, 8 y 9 

Apoptosis de células endoteliales MMP-9 

Desarrollo de placa 

Aumento de la íntima-media MMP-1, 2, 3, 7, 8, 9 y 10 

Crecimiento de placa MMP-2 

Migración de VSCM MMP-9 

Descenso de la contractilidad de VSCM MMP-2 y 9 

Neovascularización 

Degradación de la matriz extracelular MMP-1, 8, 9, 12, 13 y 14 

Liberación de factores de crecimiento MMP-2, 9, 13 y 14 

Calcificación 

Inducción de la calcificación de la placa MMP-2 y 7 

Activación y desestabilización de la placa 

Activación de apoptosis de VSMC en la 

capa fibrosa 
MMP-7 

Actividad lítica del colágeno MMP-1, 8 y 13 

Promoción de la ruptura de placa MMP-1, 2, 3, 7, 8, 9, 12, 13 y 14 

 

En el contexto de las ECV nuestro grupo ha demostrado la relevancia de la MMP-

10, describiendo su asociación con la inflamación al demostrar que la proteína C 

reactiva (PCR) induce la MMP-10 en células endoteliales (39) y ambos 

parámetros se correlacionan de forma positiva con la aterosclerosis asintomática 

en sujetos con factores de riesgo cardiovascular (40). Además, demostramos el 

papel causal de la MMP-10 en la progresión de la aterosclerosis, infiltración 

macrofágica y calcificación de la placa. Adicionalmente, hemos demostrado que 
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la MMP-10 juega un papel en el ictus isquémico (41) así como en la severidad y 

evolución de la enfermedad arterial periférica (EAP) (42). 

Dicha metaloproteasa, es también conocida como estromelisina 2 (figura 5) y su 

principal función es la degradación de múltiples componentes de la ECM entre 

los que destacan los proteoglicanos, la laminina, fibronectina y colágeno III y IV 

(43). La proenzima tiene un peso molecular de 54 KDa y tras su activación es de 

46 kDa (44). Su expresión se encuentra regulada a nivel transcripcional por la 

acción de citoquinas y factores de crecimiento que estimulan su producción como 

IL-1, TNF-α, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), trombina, 

calicreína y triptasa; mientras que se promueve su inhibición mediante la acción 

de factor de crecimiento tisular-ß (TGF-ß), heparina y glucocorticoides (36). A su 

vez, MMP-10 es capaz de activar otras metaloproteasas como la 1, 7, 8, 9 y 13 

y es inhibida por la acción de TIMP-1 y TIMP-2 (45). Participa en múltiples 

procesos fisiológicos entre los que destacan la reparación de lesiones y el 

crecimiento óseo (46).  

 

Figura 5. Imagen representativa de la estructura cristalizada de la MMP-10. 

(Adaptada de ref. 39). 
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EXPLORANDO  NUEVOS  BIOMARCADORES  INFLAMATORIOS  A 

PARTIR  DE  UN  MODELO  ANIMAL  DE  ATEROSCLEROSIS. 

En los últimos años, se han evaluado nuevos biomarcadores de riesgo y 

enfermedad cardiovascular con el objetivo de detectar de forma precoz dicha 

patología y poder evitar sus complicaciones (47,48). Se ha descrito que para que 

un biomarcador sea útil debe cumplir los siguientes criterios: fácil de medir, debe 

añadir información adicional a los factores de riesgo clásicos y debe cambiar el 

manejo clínico de los pacientes; además, se sugiere que sea coste efectivo y 

seguro. Para ello debemos atender a su poder de discriminación, calibración y 

reclasificación (18). 

El primer biomarcador que ha demostrado su validez clínica y que hasta el 

momento es el único utilizado en la práctica clínica es la PCR. Datos de la 

población general y de cohortes de riesgo cardiovascular han demostrado la 

asociación entre niveles de PCR y desarrollo de las ECV, siendo útil para 

discriminar los pacientes de alto riesgo (49–52). Asimismo, se ha evidenciado la 

asociación de otros biomarcadores con el desarrollo de placa aterosclerótica y 

eventos cardiovasculares posteriores, si bien hasta el momento las evidencias 

clínicas son débiles y se precisan nuevos estudios que validen dichos resultados 

y nos permita establecer el algoritmo más adecuado para su uso (53).  

También está cobrando importancia el estudio no solo de parámetros analíticos, 

sino también el papel de la imagen en la detección precoz de complicaciones 

cardiovasculares (54). Hasta el momento se ha evidenciado la asociación entre 

el grosor de la íntima-media carotídea medido mediante ecografía y el riesgo de 

desarrollar nuevos eventos vasculares (55), si bien actualmente está en 

entredicho su validez. Por otro lado, se ha estudiado la presencia de placas 

femorales ateroscleróticas por ecografía y el calcio coronario por tomografía 
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computerizada (CT) como nuevos biomarcadores de imagen (56), siendo este 

último un marcador de riesgo cardiovascular bien conocido y que se considera 

una herramienta útil que permite reclasificar pacientes de riesgo intermedio 

(57,58). Si bien, de forma más reciente, se está prestando especial atención a la 

información ofrecida por la tomografía por emisión de positrones (PET) en 

relación con el riesgo cardiovascular y evolución de la aterosclerosis. Se ha 

demostrado la utilidad tanto del PET-TC convencional con 18F-FDG (59), de 

forma combinada con resonancia magnética (60) o con nuevos radiotrazadores 

como el 18F-NaF PET/CT en la detección de la presencia de placas vulnerables 

(61) y por tanto la detección de pacientes en riesgo de eventos cardiovasculares 

agudos. Además, se ha demostrado que la captación producida en PET 

mediante el radiotrazador [68Ga]Pentixafor, que se une al CXCR4, en pacientes 

con eventos coronarios agudos, se correlacionada con la respuesta inflamatoria 

tras dichos eventos y se asocia con el volumen de la cicatriz del área infartada 

en el seguimiento (62) 

 

EJE  SDF1/CXCR4 

El factor derivado de células del estroma (SDF1), también conocido como 

CXCL12 (figura 6), es una quimiocina constitutiva e inducible, altamente 

conservada en la especie humana, perteneciente a la familia de las quimiocinas 

(CXC) (63). Se trata de una citoquina pleiotrópica presente en múltiples órganos: 

hígado, piel, pulmón, médula ósea… (64). Se han descrito dos receptores, 

CXCR4 y CXCR7, originando diferentes respuestas en función del receptor al 

que se una (65), aunque, en la actualidad parece más aceptado que la función 

de CXCR7 consiste en modular la función de CXCR4 (66). El receptor de 

quimiocinas CXCR4 pertenece a la familia de los receptores acoplados a 
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proteínas G transmembrana y se expresa de forma ubicua en el organismo. En 

la placa aterosclerótica se localiza en regiones ricas en leucocitos y células 

mononucleares (67). 

La unión de SDF1 al receptor CXCR4 conlleva la disociación de la proteína G 

con la consecuente activación de las vías de MAPK y PI3K, además del 

reclutamiento de ß-Arrestina que media en la endocitosis del receptor (68). Tras 

su unión a un recetor regula el desarrollo embrionario así como múltiples 

procesos fisiológicos (64), si bien, su función más conocida, es la movilización 

de progenitores de médula ósea a periferia (69).  

 

Figura 6. Representación de la estructura de un monómero de CXCL12. 

(Adaptado de ref. 65). 

 

En la patología cardiovascular, hasta el momento, se ha identificado el SDF1 

como un mediador causal en enfermedad coronaria (71,72). SDF1 está presente 

en varios tipos celulares relevantes en el proceso inflamatorio asociados a la 

aterosclerosis, como los monocitos/macrófagos, linfocitos T y B, neutrófilos, 

células endoteliales y células de músculo liso (68), si bien el papel que juega el 

receptor CXCR4 en cada una de ellas no está definido todavía. 

Asimismo, el CXCR4 y su ligando se encuentran expresados a nivel de 

cardiomiocitos y fibroblastos, y se inducen en situaciones de isquemia donde 
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tienen una función protectora en el reclutamiento de progenitores y 

cardiomiocitos (68). Sin embargo, estudios en animales han demostrado que la 

sobreexpresión de CXCR4 en cardiomiocitos durante un infarto agudo de 

miocardio (IAM) favorece la lesión cardíaca al perpetuar la infiltración inflamatoria 

y favorecer la muerte celular (73). Además, este eje se encuentra implicado en 

las vías de señalización intracelular que promueven la angiogénesis, respuesta 

vascular inflamatoria e hiperplasia de la íntima (74). Por último, el eje 

CXCR4/SDF1 afecta a otros mediadores implicados en el desarrollo de la 

aterosclerosis, así se ha demostrado que el bloqueo de dicho eje disminuye la 

expresión proteolítica de mediadores, como la MMP-12 (75). 

Adicionalmente, se ha demostrado el papel de la MMP-10 en la modulación del 

eje CXCR4/SDF1 en la regeneración muscular en un modelo experimental de 

daño muscular en ratones deficientes en MMP-10 (Mmp10-/-). En dicho modelo 

se demostró que los ratones Mmp10-/- presentaban niveles inferiores de CXCR4 

y SDF1 y un retraso en la regeneración muscular respecto a los ratones MMP-

10+, sugiriendo que la actividad de MMP-10 modula la señalización de 

CXCR4/SDF1, que es esencial para la regeneración eficiente del músculo 

esquelético (76).  
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MMP-12 

La metaloproteasa 12 es una MMP perteneciente al grupo de las 

metaloelastasas. Sintetizada en forma de proenzima de 54kDa, atraviesa un 

proceso de activación en el que se elimina el dominio propéptido y el C-terminal 

hasta generar una proteína de 22KDa (figura 7) (77). Se trata de una enzima 

secretada esencialmente por macrófagos, aunque también por plaquetas. Tiene 

un papel clave en la repuesta inflamatoria frente a patógenos favoreciendo el 

reclutamiento de leucocitos (78,79) y el remodelado tisular a través de la 

degradación de la elastina principalmente, aunque también actúa sobre otros 

componentes de la matriz extracelular como la laminina, fibronectina o el 

colágeno IV (80).  

 

Figura 7. Estructura proteica de la MMP-12. (Adaptada de ref. 76). 

 

Datos recientes proponen a la MMP-12 como potencial biomarcador de ECV en 

sujetos diabéticos tipo 2 (82) y muestran su asociación con la presencia de 

enfermedad coronaria (83) y accidente cerebrovascular así como con la 

presencia de la placa aterosclerótica (84). Se ha evidenciado en modelos 

experimentales de ratón su papel en la rigidez vascular dependiente de la edad 

(85), mientras que su deficiencia ha asociado con una reducción en la progresión 

aterosclerótica e infiltración macrofágica (86). 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

HIPÓTESIS 

Las ECV son la principal causa de mortalidad en nuestro medio (1). En estos 

últimos años se están realizando esfuerzos en encontrar nuevos marcadores que 

nos permitan identificar de forma precoz a aquellos pacientes que tienen un 

mayor riesgo de desarrollar eventos aterotrombóticos (47,87).  

La aterosclerosis es un proceso inflamatorio en el que se encuentran implicados 

numerosos tipos celulares, MMPs y citoquinas. En este sentido la activación 

monocitaria tiene especial relevancia tanto en el inicio como en la progresión de 

la placa aterosclerótica. Sin embargo, no se ha establecido con precisión si 

determinadas subpoblaciones monocitarias circulantes podrían asociarse con un 

determinado fenotipo inflamatorio de riesgo cardiovascular y con el grado de 

aterosclerosis subclínica. 
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OBJETIVOS 

El objetivo general del estudio ha sido analizar el papel de subpoblaciones 

monocitarias y nuevos biomarcadores en relación al riesgo de aterosclerosis 

subclínica y clínica. 

Los objetivos concretos del estudio fueron: 

1. Evaluar SDF1/CXCR4 y MMP-12 en dos modelos de ratón con distinto 

grado de aterosclerosis. 

2. Estudiar la expresión de estos nuevos marcadores en pacientes con 

aterosclerosis subclínica y clínica y determinar su asociación con los 

factores de riesgo y parámetros clínicos. 

3. Analizar en un subgrupo de pacientes las subpoblaciones monocitarias 

(Mon1, Mon2 y Mon3) y su relación con el grupo de riesgo establecido. 

4. Determinar la influencia de la MMP-10 en la polarización de monocitos 

a M1 o M2 en estudios celulares de pacientes con riesgo cardiovascular. 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 

ESTUDIOS  DE  ATEROSCLEROSIS  IN  VITRO 

I. MODELO  EXPERIMENTAL  DE  ATEROSCLEROSIS 

Se cruzaron ratones Mmp10-/- (C57Bl/6 background, cedidos por el Dr WC. 

Parks, University of Washington, Seattle, WA) con ratones knockout (KO) para 

apolipoproteína E, ApoE -/- (C57Bl/6 background, Charles River Laboratories, 

Wilmington, MA), para obtener ratones 2KO, ApoE-/-Mmp10-/-. Los ratones 

ApoE-/- y ApoE-/-Mmp10-/- (n=5/grupo) fueron alimentados con una dieta normal 

y mantenidos en una habitación de temperatura controlada y con ciclo noche/día 

de 12 horas, teniendo acceso libre al agua y alimento hasta el momento de su 

sacrificio a los 10 y 16 meses. Se obtuvieron las aortas y se congelaron en 

nitrógeno líquido para el análisis posterior de la expresión de los genes CXCR4, 

SDF1 y MMP-12 en dicha localización. Adicionalmente, en aortas de ratones de 

6 y 12 meses (n=5 ApoE-/- y n=5 ApoE-/-Mmp10-/-) incluidas en parafina se 

evaluó la expresión proteica de CXCR4 y MMP-12 mediante estudio 

inmunohistoquímico. 

La investigación se realizó de acuerdo a las guías éticas de la Comunidad 

Europea para el uso y cuidado de animales de laboratorio (directiva 86/609), y 

fue aprobada por el comité de Evaluación de Investigación Animal de la 

Universidad de Navarra. 

 

ESTUDIO INMUNOHISTOQUÍMICO DE LAS AORTAS DE RATÓN  

Se emplearon secciones de 3µm de las aortas de ratón de 6 y 12 meses. Tras 

desparafinizar e hidratar, algunos estudios inmunohistoquímicos requirieron un 
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proceso de recuperación antigénica que consistió en la inmersión de las 

muestras pretratadas con la solución de recuperación antigénica 

(Dakocytomation, ref. S1699) durante 20 minutos a 95ºC. A continuación, la 

solución fue templada a temperatura ambiente durante 20 minutos y las 

secciones fueron lavadas con tris buffer salino (TBS: Tris-HCL 0,05M, NaCl 

0,5M, pH 7,36) durante cinco minutos. Para bloquear la actividad peroxidasa, se 

sumergieron los tejidos en una solución de metanol con 1,25% de peróxido de 

hidrógeno (Panreac, 141077) durante 20 minutos en oscuridad. Las secciones 

fueron lavadas dos veces con TBS durante 5 minutos. 

La unión inespecífica del anticuerpo primario fue evitada mediante la adición de 

suero normal del animal en el que se ha obtenido el anticuerpo primario, diluido 

1:5 en TBS durante 45 minutos en cámara húmeda. 

El anticuerpo primario fue diluido en las concentraciones adecuadas e incubado 

durante la noche en cámara húmeda a 4ºC, se utilizaron los siguientes 

anticuerpos: conejo anti-MMP-12 de ratón (orb36364, Biorbyt) y conejo anti-

CXCR4 de ratón (orb 74308, Biorbyt), dilución 1:100 y 1:50 respectivamente. El 

exceso de anticuerpo fue eliminado a las 24 horas y se lavaron las secciones 

con solución TBS tres veces durante 5 minutos. Se detectaron inmunocomplejos 

con 3,3’ diaminobenzidine chromogen (DAB, Dako, ref. K3468) y la reacción se 

paró con agua. Tras ello, las preparaciones se montaron con medio de montaje 

(DPX mountant for microscopy, BDH). 

Los portas se escanearon con el Aperio ImageScope (Leica ByoSistems) y se 

calculó el porcentaje de área teñida respecto al área de tejido total mediante 

Image-J software (88). 



Material y métodos 

31 

II. CULTIVO  CELULAR  DE  MONOCITOS  Y  POLARIZACIÓN  

MACROFÁGICA  EN  PRESENCIA  DE  MMP-10 

Se realizó un estudio de activación celular y expresión de marcadores 

inflamatorios en nueve voluntarios sanos sin patología cardiovascular previa con 

el objetivo de determinar la influencia de la MMP-10 en la polarización de 

monocitos a M1 o M2 ( figura 8). 

 

Figura 8. Esquema de trabajo de cultivos monocitarios. 

 

Para ello se tomaron 40 mL de sangre de voluntarios sanos en 4 tubos de 10mL 

con quelante heparina litio, siendo procesado inmediatamente después de la 

extracción. Se realizó la separación de células mononucleadas (monocitos y 

linfocitos) mediante Lymphoprep 1,077g/mL (Axis Shield). Para dicha separación 

se añadió 40 mL de sangre diluida (1:1 con suero fisiológico a temperatura 

ambiente) a 10mL de solución de separación (lymphoprep) en proporción 4:1 y 

se realizó una centrifugación 25 minutos a 2000 rpm sin freno a 20ºC. Tras ello 

se extrajo el halo de leucocitos y se lavaron en 50mL de solución tamponada con 

fosfato (Phosphate Buffer Solution, PBS, Oxoid). El pellet obtenido se 

resuspendió en medio de cultivo (RPMI 1640 + 1% P/S + 1% suero fetal bovino 
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+ 1% Piruvato + 1% L-glutamina) y las células se contaron en la cámara de 

Neubauer. 

Se realizó una separación de células CD14+ mediante AutoMACS (Miltenyi 

Biotec). Para ello, las células se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos a 

20ºC con freno, se eliminó el sobrenadante y se resuspendió en buffer de 

automacs (PBS + 0,5% albumina de suero bovino (BSA) + 2.5nM ácido 

etilendiaminotetraacético, EDTA). Por cada 100 x 106 células mononucleadas se 

añadieron 500µl de dilución 1:5 de CD14 (400µl Buffer de automacs + 100µl 

beads CD14 (Miltenyi Biotec, Alemania), se incubó durante 15 minutos a 4ºC en 

oscuridad. A continuación, se lavaron las células con 10mL de Buffer de 

automacs, a 1500 rpm, 5 minutos a 20ºC y se resuspendieron en 500 µL de 

Buffer de autoMACS, por cada 100x 106 de células, (siendo necesario añadir un 

volumen mínimo de 500µl). Se realizó la separación mediante AutoMACS 

reteniendo la fracción de células CD14+. Se realizó la selección mediante el 

programa possel-D. La fracción positiva obtenida se completó hasta 15mL con 

PBS, se centrifugó a 1500 rpm, 5 minutos a 20ºC, se aspiró el sobrenadante, 

resuspendiendo el pellet en 1mL de buffer de autoMACS y las células se 

contaron. La muestra obtenida se dividió en dos tubos, para diferenciar a M1 y 

M2 y se precipitaron por centrifugación a 1500rpm, 5 minutos a 20ºC. Las células 

se resuspendieron en los medios de polarización correspondientes en una 

relación de 1.000.000/mL y se sembraron en placas de 12 pocillos (Corning, ref. 

3513). El medio contenía medio RPMI 1640 (Gibco, ref. 21875), 1% piruvato de 

sodio (invitrogen, ref. 11360), 1% suero bovino fetal (FSB, Gibco, ref. 41966), 1% 

penicillin estreptomicina, 1% L-glutamina (Gibco-invitrogen, ref. 31150), con GM-

CSF (1000 µg/mL) (Miltenyi Biotec, Alemania) para la polarización a M1 y M-
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GCSF (10ng/mL) (Miltenyi Biotec, Alemania) para M2. A la mitad de los pocillos 

se les añadió MMP-10 (1µl/mL con una concentración de 0,5ug/µL) (producida, 

purificada y activada en nuestro laboratorio). Las células se cultivaron a 37ºC 

con un 5% de CO2.  

A las 48 horas de la siembra se añadió 500µl de medio fresco correspondiente a 

cada pocillo. Al cuarto día de cultivo, la mitad de las células se extrajeron y se 

analizaron mediante citometría y retrotranscripción y PCR (RT-qPCR), y el resto 

se volvió a sembrar y se mantuvo en cultivo hasta su recogida en el sexto día de 

cultivo.  

Para recoger los macrófagos del cultivo se añadió 1mL/pocillo de PBS frío y se 

incubó la placa 10 minutos a 4ºC, se repitió el proceso anterior, se comprobó al 

microscopio si se habían levantado todas las células, y en caso de que aún 

quedasen células adheridas se repitió el proceso anterior hasta que no quedó 

ninguna. La solución obtenida se centrifugó 5 minutos a 1500 rpm, se decantó el 

sobrenadante y se resuspendió el pellet en 1mL de PBS a 37ºC. Tras contar las 

células se separaron 20.000 células/condición en 100µl de PBS para el estudio 

de citometría.  

 

C ITOMETRÍA DE MACRÓFA GOS  

Se utilizó el siguiente panel de marcadores: CD16, CD14, CD11B, CD163, CD 

86, HLA-DR y CD38, tabla 4. Las muestras se adquirieron en un citómetro FACS 

Canto II y usando el software FACSDiva (Becton Dickinson Bioscience, San 

José, California). Los datos fueron analizados con el software Infinicyt (Cytognos, 

Salamanca). Asimismo, se realizó una fotografía diaria de un 

pocillo/paciente/condición. 
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Tabla 4. Listado de anticuerpos específicos y reactivos 

 APC-A APC-H7-A FITC-A PE-A PE-Cy7-A PerCP-Cy5-5-A V450-A 

Macrófago CD11b CD14 CD38 CD86 CD16 HLA-DR CD163 

 

En el análisis por citometría se seleccionó inicialmente la población de células 

correspondientes a monocitos tras enfrentar tamaño y complejidad (SSC y FSC). 

A continuación, se analizó la intensidad de inmunofluorescencia (MFI) de cada 

marcador y condición (M1 con/sin MMP-10 y M2 con/sin MMP-10 a los 4 y seis 

días de cultivo). A partir de datos procedentes de la literatura y estudios previos 

sobre polarización del laboratorio de citometría se consideraron marcadores de 

M1 CD11b, y de M2 CD163, CD16, CD16, HLA-DR y CD86 (25,89,90). 

 

ESTUDIOS DE EXPRESIÓN GÉNICA  

Se utilizaron muestras de aorta y de células en solución de homogenización (4µl 

de 1-Tioglicerol + 196µl Solución de homogeneización / muestra).  

Se extrajo el RNA usando RNA MagMAX-96 Total RNA Isolation Kit 

(ThermoFisher), se cuantificó (Nanodrop) y 1 µg se retrotranscribió utilizando el 

Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV,Invitrogen; ref. 28025-013). A cada 

muestra se le añadió una mezcla que contenía 4 μl de first strand buffer 5X 

(Invitrogen, ref. Y02321), 0,2 μl de random primers (Invitrogen, ref. 58875), 2 μl 

de 10 mM dNTPs mix (dGTP, dCTP, dATP, dTTP, Invitrogen, ref. 10297018), 2 

μl de ditiotreitol (DTT, Invitrogen ref. Y00147), 0,5 μl de inhibidor de ribonucleasa 

(Invitrogen, ref. 10777019) y 1 μl de M-MLV transcriptasa reversa, con un 

volumen final de 20 μl. Las muestras se calentaron a 37 ºC durante 60 minutos, 

y se desnaturalizaron a 95ºC durante 5 minutos en un termociclador (VIIA 7, 

Applied Biosystems). 
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A continuación, se realizó el análisis de la expresión de genes mediante reacción 

en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (qPCR). La reacción se 

realizó en un volumen total de 20 μl que contenía: 50 ng de cDNA, 1 μl del ensayo 

a estudio (Integrated DNA Technologies, IDT), 10 μl deTaqManTM Fast 

Universal PCR MasterMix (Applied Biosystems, ref. 4352042) y H20 ultrapura 

hasta completar el volumen. La reacción se realizó en un VIIA-7 sequence 

detector (ThermoFisher). 

En las muestras de aorta se utilizaron ensayos de expresión génica con sondas 

TaqMan (IDT) para SDF1 murino (Mm.PT.58.32677664), CXCR4 

(Mm.PT.58.41597935), y MMP-12 (Mm.PT.58.31615472). La β-actina murina 

(Mm.PT.39a.22214843.g) se utilizó para normalizar los resultados. 

Por su parte, en las muestras de macrófagos se analizaron las diferencias en la 

expresión de genes asociados a macrófagos tipo 1 (HsIP10) y macrófagos tipo 

2 (MRC1) mediante qPCR. Se utilizaron la gliceraldeido-3-fosfado 

deshidrogenasa GAPDH (GAPDH, Hs.PT.39a.22214836, IDT) y HPRT1 

(Ha.PT.58.456221572, IDT) como controles endógenos. La relación de genes 

estudiados se muestra en la tabla 5.  

 

 

 

 

 

 

 

 



Material y métodos 

36 

 

Tabla 5. Assays on-demand usados en la qPCR a tiempo real. 

 Nombre del gen Símbolo Referencia IDT 

Homo 

Sapiens 

C-X-C motif chemokine 
ligand 10 

HsIP10 Hs.PT.58.39328322.gs 
 

C-type mannose receptor 1 MRC1 Hs.PT.58.15093573 

hypoxanthine 
phosphoribosyltransferase 1 

HPRT1 Ha.PT.58v.456221572 
 

glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase 

GAPDH Hs.PT.39a.22214836 

Ratón 

Stromal derived factor 1 SDF1 Mm.PT.58.32677664 

C-X-C motif Chemokine 
Receptor 4 

CXCR-4 Mm.PT.58.41597935 

Matrix metalloproteinase 12 MMP-12 Mm.PT.58.31615472 

β-actina ACTB Mm.PT.39a.22214843.g 

 

ESTUDIO  CLÍNICO 

Previo a su inclusión, todos los pacientes fueron informados sobre los objetivos 

del estudio y firmaron un documento de consentimiento informado aprobado por 

el Comité de Ética de la Clínica Universidad de Navarra (2017/240). El presente 

estudio fue diseñado conforme con la declaración de Helsinki.  

 

CLASIFICACIÓN  DE  LOS  PACIENTES 

Se incluyeron en el estudio de forma prospectiva, entre abril 2016 y junio 2019 

los pacientes (n=298) con 2 o más factores de riesgo cardiovascular o 

aterosclerosis clínica o subclínica con o sin eventos aterotrombóticos previos 

procedentes de las consultas de Medicina Interna de la Clínica Universidad de 

Navarra (CUN) y del Servicio de Medicina Interna del Complejo Hospitalario de 

Navarra (CHN), y pacientes del Área de Medicina Vascular y Medicina del 

Trabajo de la CUN. Los pacientes fueron divididos en tres grupos: 

http://hs.pt.58.39328322.gs/
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- GRUPO 1. Asintomáticos con dos o más factores de riesgo cardiovascular 

según la escala de riesgo SCORE. Se definieron los siguientes factores 

de riesgo cardiovascular: 

o Hipertensión: presión sistólica >140 mmHg o diastólica >90mmHg 

o en tratamiento antihipertensivo. 

o Diabetes mellitus: definido por alteración en curva glicémica o toma 

de antidiabéticos orales o uso de insulina 

o Dislipemia: colesterol total >200mg/dl, C-LDL >130mg/dl y 

colesterol no-HDL >160mg/dl, presencia de hipertrigliceridemia 

(triglicéridos >150mg/dl) o toma de hipolipemiantes. 

o Obesidad: índice de masa corporal >30 (IMC) o perímetro 

abdominal en mujeres >80mm y hombres>94mm. 

o Fumador: hábito tabáquico activo en los últimos 6 meses. 

- GRUPO 2. Pacientes asintomáticos a los que se ha detectado patología 

vascular por ecografía en alguno de los siguientes territorios: carótida, 

aorta abdominal o femoral (mediante dispositivo Siemens S2000 y S3000, 

Alemania) o por presencia de microalbuminuria. 

- GRUPO 3. Pacientes con manifestaciones clínicas de enfermedad 

cardiovascular que hubieran tenido lugar al menos un año antes de la 

inclusión en el estudio: IAM /angina, accidente cerebrovascular (ACV) o 

accidente isquémico transitorio (AIT), EAP y enfermedad renal crónica 

secundaria a nefroangioesclerosis o diabetes mellitus estadio 3 o mayor 

(MDRD < 60 mL/min/1,73 m2). 

Como criterios de exclusión se establecieron ser menor de 45 años, tener una 

enfermedad tumoral activa, enfermedad inflamatoria aguda o crónica de 
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cualquier etiología y haber recibido tratamiento con AINEs o esteroides en las 

dos semanas previas a la extracción analítica. 

Se realizó una recogida de datos de la historia clínica: patologías previas (ACV, 

CAD, EAP e insuficiencia renal), factores de riesgo cardiovascular (hipertensión, 

dislipemia, diabetes mellitus y tabaquismo) y antecedentes familiares; 

exploración física con toma de presión arterial y frecuencia cardiaca, peso, altura 

y perímetro abdominal. Se calculó el IMC según la siguiente fórmula: IMC = peso 

(Kg) / talla (m2). Asimismo, se realizó una encuesta de adhesión a dieta 

mediterránea y se calculó la escala PREDIMED (PREvencion con DIeta 

MEDiterranea) (84). 

Finalmente se determinó la presencia de placas ateroscleróticas por ecografía 

carotidea, abdominal y femoral y medición del espesor íntima-media carotideo 

mediante ecografía de alta resolución en modo B (Siemens ACUSON S2000 y 

S3000, Siemens Healthcare, Alemania). Utilizándose un transductor de 

frecuencia de 4-9 MHz. 

 

DETERMINACIONES  ANALÍTICAS 

Se tomaron muestras de sangre mediante venopunción tras ayunas de al menos 

8 horas: 10 mL en ácido etilendiaminotetraacético (EDTA), 5 mL en citrato y 5 

mL en suero para la determinación de marcadores de riesgo vascular, así como 

marcadores inflamatorios. Dichas muestras fueron procesadas y almacenadas 

en el Biobanco Universidad de Navarra.  
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DETERMINACIÓN DE MMP -12  Y SDF1  

Ambas determinaciones se realizaron en muestras de plasma EDTA doble 

centrifugado mediante técnica ELISA con el sistema automático Triturus (Grifols, 

España). Para la MMP-12 (MMP12; LSBIO, lifespan Bioscience, EEUU) la 

muestra se diluyó 1:300 y para el SDF-1 (R&D systems, UK) se diluyó 1:1. La 

densidad óptica se determinó a 450nm usando una corrección de longitud de 

onda de 540nm, los resultados se expresaron en ng/mL. Los coeficientes de 

variación intra e inter-ensayo fueron 10,3% y <7,3% respectivamente, con un 

límite de detección inferior de 0,156 ng/mL para la MMP-12. Los coeficientes de 

variación intra e inter ensayo fueron 3,6% y <4,7% respectivamente, con un límite 

de detección inferior de 0,018 ng/mL para el SDF-1. 

 

OTRAS DETERMINACIONES ANALÍTICAS  

Se realizaron las determinaciones analíticas rutinarias de colesterol total, 

colesterol-HDL, triglicéridos y glucosa mediante la técnica de rutina (Cobas 8000, 

Roche diagnostics, Alemania). El colesterol-LDL se calculó a través de la fórmula 

de Friedewald, tendiendo en cuenta los valores de triglicéridos, colesterol total y 

colesterol-HDL; siempre que los valores de triglicéridos no fueron superiores a 

400mg/dl. La creatinina se cuantificó mediante el método colorimétrico (Cobas 

8000, Roche diagnostics, Alemania). La albumina en orina se calculó sobre 

muestra de orina de una micción con ensayo con método turbidimétrico (Roche 

diagnostics, Alemania). 

La proteína C reactiva de alta sensibilidad se obtuvo mediante ensayo 

turbidimétrico (Cobas 8000, Roche diagnostics, Alemania). El fibrinógeno 
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plasmático se midió mediante ensayo coagulativo (tiempo de Clauss mecánico) 

con el autoanalizador STA-Compact (Stago, Francia). 

 

SEGUIMIENTO  DE  LOS  PACIENTES 

En febrero 2021 se revisaron las historias clínicas de todos los pacientes para 

evaluar el desarrollo de recurrencias o nuevos eventos cardiovasculares, así 

como la mortalidad. 

 

DETERMINACIÓN  DE  LAS  SUBPOBLACIONES  MONOCITARIAS  

POR  CITOMETRÍA  DE  FLUJO 

En un subgrupo de 102 pacientes consecutivos se realizó la caracterización de 

las subpoblaciones monocitarias mediante citometría de flujo en una muestra de 

sangre periférica fresca anticoagulada en EDTA (ver detalles en apartado 

citometría de macrófagos). En el trabajo se utilizó la clasificación establecida en 

el documento de consenso de la European Society of Cardiology (5) empleando 

un panel de anticuerpos comunes a las células presentadoras de antígeno 

(HLADR), otros específicos frente al compartimento monocito/macrófago (CD14, 

CD16, CD80, CD163, CD300e, SLAN) así como el receptor 4 de quimiocinas 

(CXCR4) tabla 6. Los monocitos clásicos (Mon1) se caracterizaban por ser 

CD14++CD16-CD300e+HLADR+, los intermedios (Mon2) por ser 

CD14+CD16+CD300e+HLADR+, y los no clásicos (Mon3) eran 

CD14loCD16++CD300e+HLADR+, como se observa en la figura 9. 
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Tabla 6. Panel de anticuerpos específicos frente a monocitos. 

 BV421 BV510 FIT PE PerCPCy5.5 PE-Cy7 APC APC-Cy7 APCH7 

Mon CD163 CD80 CD16 SLAN HLADR CXCR4 CD300e CD14 MMP-10 

 

Figura 9. Caracterización de las subpoblaciones monocitarias según 

marcadores CD14 y CD16. 

 

ANÁLISIS  ESTADÍSTICO 

Se realizó la prueba de Kolmogorov-Smirnov para evaluar la normalidad de la 

distribución de los parámetros investigados. Se realizó trasformación logarítmica 

en aquellas variables que fue posible para normalizar su distribución. Las 

variables continuas paramétricas se expresaron como media y desviación 

estándar y aquellas con una distribución no paramétrica mediante la mediana y 

rango intercuartílico. 

En aquellos casos en los que se trataba de parámetros que seguían una 

distribución normal se utilizó el test de t-Student para la comparación entre dos 

grupos o el ANOVA de un factor para la comparación de las variables en el caso 

de que hubiera más de dos grupos, realizándose el test post hoc (Bonferroni y 

Scheffé) en aquellas variables con diferencias estadísticamente significativas. En 

aquellos que no seguían dicha distribución se utilizó en la comparación entre dos 
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grupos el test de la U-Mann-Whitney o si había más de tres grupos el de Kruskal 

Wallis. La X2 de Pearson se utilizó para comparar la distribución de frecuencias 

en variables cuantitativas. 

Se valoró la asociación entre la presencia de eventos, subtipos de eventos 

recogidos y la presencia de placa aterosclerótica con los parámetros 

inflamatorios estudiados, de forma cruda y por grupos; se realizó un ajuste 

multivariante incluyendo edad, sexo y factores de riesgo cardiovascular 

conocidos (hipertensión, diabetes, dislipemia, obesidad, tabaquismo y consumo 

de alcohol), mostrando los resultados de forma cruda y ajustada. 

Mediante “Receiver Operating characteristic” (ROC) se comprobó si estas 

variables, de forma independiente y en grupo, eran capaces de mejorar la 

predicción de la prevalencia de ECV frente a los factores de riesgo tradicionales. 

Los mejores puntos de corte se determinaron mediante el índice Youden 

(sensibilidad – (1 – especificidad)) para la curva ROC. El tiempo al evento se 

mostró mediante curvas de Kaplan-Meier estableciéndose la significación 

estadística mediante regresión de Cox, ajustándose por edad y sexo.  

Por otro lado, se calculó la media ajustada por edad y sexo mediante ANCOVA 

para la diferencia del porcentaje de monocitos según el grupo. Además, se 

calculó la correlación de Pearson para determinar la asociación entre variables 

numéricas continuas.  

Se considerarán como significativas todas aquellas diferencias con p < 0,05. 

Se realizaron los estudios estadísticos en programa STATA (versión 12; 

StataCorp LP,  EEUU) 
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4. RESULTADOS 

Se realizó un estudio experimental en ratones con diferentes grados de 

aterosclerosis y un estudio clínico con pacientes con aterosclerosis subclínica y 

clínica. 

 

AUMENTO  DE  CXCR4  EN  RATONES  APOE-/-  RESPECTO  A  

RATONES  APOE-/-MMP10-/- 

Datos previos de nuestro grupo mostraron que el modelo de ratón ApoE-/-

Mmp10-/- presentaba una menor infiltración macrofágica y una menor 

calcificación de la placa aterosclerótica, resaltando así el papel de dicha 

metaloproteasa en la progresión de la placa aterosclerótica y el desarrollo de 

enfermedad cardiovascular (39). 

Para establecer si había diferencias en el eje SDF1/CXCR4 y MMP-12 asociadas 

a la progresión aterosclerótica, analizamos su expresión génica en la aorta de 

ratones ApoE-/- y ApoE-/-Mmp10-/-. Observamos que la expresión de CXCR4 

tendía a aumentar, en los ratones ApoE-/- a los 16 meses respecto a los 2KO 

(1,4±0,4 vs 1,0±0,1, p=0,063), sin presentar diferencias a los 10 meses. En la 

expresión de SDF-1 no se encontraron diferencias en ninguno de los tiempos 

analizados entre los ratones ApoE-/- y ApoE-/-Mmp10-/-. Finalmente, la 

expresión de la MMP-12, se encontró significativamente aumentada a los 10 

meses (1,1±0,6 vs 0,4±0,3, p=0,05) en los ApoE en relación a los 2KO, si bien 

estas diferencias desaparecían a los 16 meses (1,5±0,4 vs 1,6±0,5) (figura 10). 
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Figura 10. Expresión de SDF1, CXCR4 y MMP-12 en la aorta de ratones 

ApoE-/- y 2KO (ApoE-/-Mmp10-/-) a 10 y 16 meses. a) SDF1, b) CXCR4, c) 

MMP-12. 

 

A continuación, se analizó la expresión proteica de CXCR4 y MMP-12 en las 

lesiones ateroscleróticas en aorta de ratones ApoE-/- y 2KO a 6 y 12 meses. Se 

evidenció que los ratones ApoE-/- de 12 meses presentaban un porcentaje de 

área teñida mayor para CXCR4 y MMP-12 respecto a los de 6 meses, si bien las 

diferencias fueron únicamente significativas para MMP-12 en los ratones ApoE-

/- (0,85±0,8 vs 5,7±4, p=0,05).  

Por su parte, al comparar ambos fenotipos (figuras 11 y 12) se observó que, de 

forma general, los ratones ApoE-/- el porcentaje de área teñida para ambas 

proteínas era mayor que los 2KO, si bien únicamente tendió a la significación el 

incremento de expresión de CXCR4 a los 12 meses en ApoE-/- respecto a 2KO 

(17,6±6 vs 8,4±4,5; p=0,067) (figura 11). Todo ello sugiere que hay una tendencia 

a una mayor expresión vascular de CXCR4 y MMP-12 en ratones con mayor 

grado de aterosclerosis (ApoE-/-) respecto a ratones 2KO. 
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Figura 11. Expresión de CXCR4 en placas de aterosclerosis en aorta 

murina. Expresión de CXCR4 en ratones ApoE-/- (A) y ratones 2KO (B) a 6 meses. 

Expresión de CXCR4 en ratones ApoE-/- (C) y ratones 2KO (D) a 12 meses. E) Box plot 

que muestra la cuantificación de la expresión de CXCR4 en placas de aterosclerosis.  

 

 

Figura 12. Expresión de MMP-12 en placas de aterosclerosis en aorta 

murina. Expresión de MMP-12 en ratones ApoE-/- (A) y ratones 2KO (B) a 6 meses. 

Expresión de MMP-12 en ratones ApoE-/- (C) y ratones 2KO (D) a 12 meses. E) Box 

plot que muestra la cuantificación de la expresión de MMP-12 en placas ateroscleróticas. 
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PAPEL  DE  LA MMP-10  EN  LA POLARIZACIÓN  DE  MACRÓFAGOS   

Se evaluó el papel de la MMP-10 en la polarización de los macrófagos dado los 

datos previos de nuestro grupo que demostraban, el papel de la MMP-10 en la 

infiltración macrofágica y calcificación de la placa ateromatosa en un modelo 

experimental de aterosclerosis. 

Se realizaron cultivos de monocitos de sangre de sujetos sanos (n=9) que se 

polarizaron a M1 y M2 en presencia y ausencia de MMP-10. Se estudió la 

polarización por citometría de flujo y mediante estudios transcripcionales. 

En el análisis de los resultados por citometría, se excluyeron las muestras 

correspondientes a uno de los sujetos por presentar una variabilidad >50% 

respecto al resto de valores, por lo que se analizaron las muestras 

correspondientes a 8 sujetos. 

Observamos una adecuada polarización macrofágica a M1 y M2 en los cultivos 

monocitarios de sujetos sanos tras estimulación con M-CSF y GM-CSF, tanto 

con los marcadores de expresión génica, HsIP10 (M1) y MRC1 (M2) como 

mediante citometría.  

A nivel morfológico, los macrófagos polarizados a partir de M-CSF (M1) 

presentaban un aspecto de huso y los polarizados a partir de GM-CSF (M2) 

presentaban un aspecto más redondeado (figura 13). Dichas características 

parecían perderse con los días de cultivo. 
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Figura 13. Cambios morfológicos en la polarización de M1/M2 en presencia 

o ausencia de MMP-10+/- a los 4 y 6 días de cultivo.  

 

Como se muestra en la tabla 7, hubo un aumento significativo de la expresión de 

HsIP10 en los macrófagos M1 al sexto día de cultivo y del receptor de la manosa 

MRC1 en los macrófagos M2. Sin embargo, no se encontraron diferencias en la 

expresión de HsIP10 ni de MCR1 en relación a la presencia de MMP-10. 

 

Tabla 7. Diferencias en la expresión de HsIP10 (M1) y MRC1 (M2) a los 4 y 6 

días de cultivo. 

 Día 4 Día 6  
MMP-10- MMP-10+ MMP-10- MMP-10+ 

M1 1 0,88 1,99& 2,74 

M2 1 1,49 2,41& 2,44* 
&P=0,068 en MMP-10- día 4 vs día 6, *p<0,05 en MMP-10+ día 4 vs día 6. 

 

Mediante citometría de flujo confirmamos la correcta polarización de los 

macrófagos siendo los M1 los que presentaron mayor tamaño (figura 14A) y 

complejidad (figura 14B). Asimismo, observamos que los macrófagos M1 
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mostraban una mayor intensidad de fluorescencia (MFI) de CD11b respecto a 

los M2 tanto a día 4 como a día 6 (figura 14E) que fue independiente de la 

presencia/ausencia de MMP-10. Por su parte los macrófagos M2 mostraron una 

mayor MFI de CD38 que los M1 a los 4 días independientemente de que 

estuvieran tratados o no con la MMP-10, si bien a los 6 días solo fue mayor en 

los M2 tratados con MMP-10 (figura 14F). Asimismo, los macrófagos M2 

presentaron una mayor MFI de CD86 que los M1 pero únicamente en los tratados 

con MMP-10 a día 4 (figura 14G).  

Finalmente, no encontramos diferencias en la MFI de CD14, CD16, HLA-DR y 

CD163 entre los macrófagos M1 y M2 (figura 14, paneles C, D, H e I).  

Todos estos datos sugieren que la MMP-10 permite una correcta polarización de 

los macrófagos, si bien el tratamiento con la MMP-10 podría mejorar y mantener 

en el tiempo la polarización a M2. 
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Figura 14. Diferencias de la expresión de marcadores de superficie según 

el subtipo de macrófago y la presencia de MMP-10. El eje Y representa la 

MFI. A) Tamaño, B) Complejidad, C) CD14, D) CD16, E) CD11b, F) CD38, G) CD86, H) 

HLADR, I) CD163. 
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ESTUDIO  CLÍNICO  DE  UNA  COHORTE  DE  PACIENTES  CON  

RIESGO  CARDIOVASCULAR 

Se incluyeron un total de 298 pacientes con una mediana de edad de 66 años 

(59-76 años), 70,8% varones. En cuanto a los factores de riesgo un 72% eran 

hipertensos, un 40% diabéticos (DM), un 82% dislipémicos y un 16% fumadores 

actuales. En la tabla 8 se resumen las características de todos los pacientes y 

clasificados según los grupos de riesgo establecidos. Todos los factores de 

riesgo se encontraban representados de forma diferente según los grupos de 

riesgo, excepto el tabaquismo. La hipertensión y diabetes fueron más 

prevalentes en el grupo 3 respecto al grupo 1 y 2; por su parte, los pacientes de 

grupo 1 presentaban menos dislipemia que los pacientes de grupo 2 y 3. 120 de 

los 298 (40,3%) pacientes habían presentado un evento cardiovascular previo, 

de los cuales un 11% EAP, 23% nefropatía (según los criterios establecidos), 

20% IAM/angina y un 11% ACV/AIT. Debemos remarcar que aquellos pacientes 

de grupo 3 presentaban menores niveles de colesterol-LDL dado que se 

encontraban bajo tratamiento hipolipemiante de acuerdo a las guías clínicas de 

riesgo cardiovascular. Asimismo, este grupo de pacientes presentaban niveles 

más elevados de creatinina. 

En cuanto a los parámetros de estilo de vida, como el consumo de tabaco o 

adhesión a la dieta mediterránea (escala PREDIMED) no se observaron 

diferencias entre dichos grupos. La prevalencia de alcoholismo era superior en 

los pacientes del grupo 2 respecto al grupo 3. 

 

  



Resultados 

53 

Tabla 8. Características demográficas de los pacientes incluidos en el estudio 

según el grupo de riesgo establecido en la clasificación. 
 

Grupo 1  

(n=41) 

Grupo 2 

(n=137) 

Grupo 3 

(n=120) 

Total (%) 

(n=298) ANOVA 

Sexo (varón, %) 21 (51,2) 102 (74,5) 88 (73,3) 211 (70,8) * 

Edad (años) 57 (53-65) 63 (58-69) 74 (68-82) 66 (59-76)  ¶, † 

IMC (Kg/m2) 26,5 (24,4-29,1) 28,6 (26,4-32) 28,6 (26,4-32,3) 28,4 (26 – 31,6) ¶ 

Perímetro 

abdominal (cm) 
99 ± 12,5 103 ± 11,5 105 ± 11,5 103 ± 12 ¶ 

Hipertensión (n,%) 25 (62,5) 92 (67,2) 98 (81,7) 215 (72,4) ¶, † 

Diabetes (n,%) 5 (12,5) 41 (30) 73 (60,8) 119 (40,1) *,¶, † 

Dislipemia (n,%) 25 (64,1) 111 (81) 106 (88,3) 242 (81,8) *, ¶, 

Presión sistólica 

(mmHg) 
135 ± 20 136 ± 17 137 ± 20 136 ± 19 

Presión diastólica 

(mmHg) 
83 ± 11 84 ± 10 72 ± 16 79 ± 14 ¶, † 

Glucosa (mg/dL) 98 (92-105) 102 (95-114) 109 (96-146) 103 (94-117) ¶, † 

HbA1c (%) 5,6 (5,3-5,9) 5,7 (5,5-5,9) 6 (5,5-6,8) 5,7 (5,5-6,3) ¶, † 

Colesterol (mg/dL) 
185 (159-204) 184 (158-209) 154 (130-175) 

168 (147-200) ¶, 

†¶ 

C-HDL (mg/dL) 63,5 (47,2-73) 55,5 (44-67) 45 (36,5-56) 51 (41-63,5) ¶, † 

C-LDL (mg/dL) 106 (81-142) 107 (80-132) 79 (59-99) 91 (71 - 120) ¶, † 

Triglicéridos 

(mg/dL) 
88 (62-114) 108 (77-139) 110 (81-193) 106 (75-143) ¶, † 

Creatinina (mg/dL) 0,9 (0,8-1) 0,9 (0,8-1) 1,2 (0,9-1,5) 1 (0,8-1,1) ¶, † 

     

Tabaco (n,%) 7 (17) 25 (18,3) 15 (12,5) 47 (15,8) 

Alcohol (n,%) 6 (14,6) 32 (23,4) 14 (11,7) 52 (17,5) † 

PREDIMED score 9 (8-10) 9 (7-11) 8 (7-10) 9 (7-10) 

     

EAP (n,%) 0 0 33 (27,5) 33 (11,1) 

Nefropatía (n,%) 0 0 68 (56,7) 68 (22,9) 

IAM (n,%) 0  58 (48,3) 58 (19,5) 

ACV (n,%) 0 0 34 (28,3) 34 (11,4) 

Variables paramétricas se muestran en forma de media ± desviación típica, las variables 

no paramétricas en forma de mediana (rango intercuartílico) y las variables cualitativas 

en forma de número (%). * diferencias entre grupo 1 y 2, ¶,diferencias entre grupo 1 y 3, 

†diferencias entre 2 y 3 

IMC: índice de masa corporal, HbA1c: Hemoglobina glicosilada, C-HDL: colesterol 

lipoproteínas de alta densidad, C-LDL: colesterol lipoproteínas de baja densidad, 

PREDIMED: PREvención con DIeta MEDiterranea. EAP: enfermedad arterial periférica, 

IAM: infarto agudo de miocardio, ACV: accidente cerebro vascular 
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SDF1,  MMP-12  Y PCR  COMO  MARCADORES  DE  RIESGO  

CARDIOVASCULAR 

AUMENTO DE SDF1,  MMP -12  Y PCR SEGÚN EL GRUPO DE RIESGO 

CARDIOVASCULAR .  

Se analizaron los marcadores SDF1, MMP-12 y PCR en relación a los grupos de 

riesgo establecidos en el estudio. 

SDF1 y MMP-12 presentaron niveles progresivamente aumentados de acuerdo 

al grupo de riesgo, estando aumentados de forma significativa en el grupo 3 

respecto al 1 (p=0,004 y p=0,019 respectivamente) y al grupo 2 (p<0,001 y 

p=0,009 respectivamente) (tabla 9).  

 

Tabla 9. Diferencias de los biomarcadores según grupos de riesgo establecidos. 

 Grupo 1 

(n=36) 

Grupo 2 

(n=141) 

Grupo 3 

(n=120) 
Total (%) (n=298) 

SDF1 (ng/mL) 2,3 ± 0,66 2,3 ± 0,44 2,72 ± 0,94 2,5 ± 0,74¶, † 

MMP-12 

(pg/mL) 
375 (225-555) 357 (246-552) 501 (282-768) 411 (243-657) ¶, † 

PCR (mg/dL) 
0,09 

(0,06-0,18) 

0,14 

(0,07-0,33) 

0,24 

(0,13-1) 

0,18 

(0,08-0,4) ¶, † 

SDF1: factor derivado del estroma 1, MMP-12: metaloproteasa de matriz 12, PCR: 

proteína C reactiva. Variables paramétricas se muestran en forma de media ± desviación 

standard, las variables no paramétricas en forma de mediana (rango intercuartílico). * 

diferencias entre grupo 1 y 2, ¶,diferencias entre grupo 1 y 3, †diferencias entre 2 y 3 

 

Tras ajustar por edad y sexo, SDF1 y MMP-12 permanecían elevados en el grupo 

3 respecto al 2 (p=0,01 y p=0,014 respectivamente). Por su parte PCR estaba 

aumentada en el grupo 3 en comparación con los otros dos grupos de estudio 

(vs grupo 1 p= 0,002 y vs grupo 2 p<0,001).  
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Estos resultados indican que SDF1, MMP-12 y PCR se encuentran elevados en 

pacientes con un evento cardiovascular previo (grupo 3) en comparación con 

aquellos aterosclerosis subclínica (grupo 2). 

 

ASOCIACIÓN DE BIOMARCADORES INFLAMATORIOS Y FACTORES DE 

RIESGO CARDIOVASCULA R.  

Encontramos varias asociaciones entre los biomarcadores estudiados y los 

factores clásicos de riesgo cardiovascular. Se evidenció una asociación del 

SDF1 con la DM [OR (IC 95%)= 0,63 (0,45-0,89), p=0,008, tabla 10] y el consumo 

de alcohol [OR (IC95%) = 0,82 (0,39–0,97), p = 0,035], así como de la MMP-12 

con la hipertensión [OR(IC 95%)= 1,56 (1,12-2,17), p=0,008] y DM [IC OR(95%)= 

1,56 (1,13-2,15), p=0,007]. Además, se encontraron niveles elevados de PCR en 

pacientes con hipertensión [OR (IC95%) = 1,22 (1,04–1,41), p = 0,012], DM 

[OR(IC 95%)= 1,34 (1,17 – 1,52, p<0,001] y dislipidemia [OR(IC 95%)= 1,4 (1,08-

1,82), p=0.012, tabla 10]. 
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Tabla 10. Asociación de biomarcadores inflamatorios con factores de riesgo 

cardiovascular en análisis univariado.  

 
SDF1 

OR (IC95%), p 

MMP-12a 

OR (IC95%), p 

PCRa 

OR (IC95%), p 

Hipertensión 
1,23 (0,85–1,76) 

0,26 

1,56 (1,12–2,17) 

0,008 

1,22 (1,04–1,41) 

0,012 

Diabetes 

mellitus 

0,63 (0,45–0,89) 

0,008 

1,56 (1,13–2,15) 

0,007 

1,34 (1,17–1,52) 

<0,001 

Dislipemia 
0,96 (0,64–1,44) 

0,86 

1,29 (0,9–1,86) 

0,17 

1,4 (1,08–1,82) 

0,012 

Obesidad 

(IMC > 35) 

0,82 (0,54–1,25) 

0,36 

1,35 (0,91–2) 

0,13 

1,09 (0,97–1,23) 

0,14 

Tabaco 

(Actual) 

0,54 (0,33–0,87) 

0,54 

0,75 (0,51–1,1) 

0,14 

0,9 (0,76–1,1) 

0,29 

Alcohol 

(>5/semana) 

0,82 (0,39–0,97) 

0,035 

0,84 (0,58–1,22) 

0,37 

0,81 (0,67–0,98) 

0,028 

a Variables transformadas logarítimicamente. IMC: índice de masa corporal, SDF1: 

factor derivado del estroma 1, MMP-12: Metaloproteasa de matriz 12, PCR: Proteína 

C-reactiva. 

Por otra parte, todos los biomarcadores correlacionaban de forma positiva con la 

creatinina y de forma negativa con C-HDL (tabla 11). Además, encontramos una 

correlación entre los nuevos biomarcadores y la PCR. La PCR correlacionaba 

con SDF1 (r=0,31, p<0,001) y MMP-12 (r= 0,26; p<0,001). Sin embargo, no se 

encontró correlación entre SDF1 y MMP-12. 
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Tabla 11. Correlación de Pearson entre factores de riesgo cardiovascular y 

biomarcadores inflamatorios en pacientes de riesgo cardiovascular (n=298). 

 PCR (mg/dL)a SDF1 (ng/mL) MMP-12(pg/mL)a 

 R P R P R P 

Colesterol (mg/dL)     0,12 0,03 

C-HDL (mg/dL) -0,42 <0,001 -0,17 0,003 -0,26 <0,001 

HbA1c (%) 0,28 <0,001 -0,12 0,035 0,25 <0,001 

Presión diastólica 

(mmHg) 
-0,49 <0,001 0,24 <0,001 -0,17 0,004 

Perímetro 

abdominal (cm) 
0,14 0,024   0,16 0,008 

IMC 0,17 0,005   0,17 0,003 

Creatinina (mg/dL) 0,53 <0,001 0,27 <0,001 0,26 <0,001 

PREDIMED -0,14 0,019 -0,013 0,024 -0,13 0,03 

PCR (mg/dL)a - - 0,31 <0,001 0,26 <0,001 

SDF1 (ng/mL)   - - 0,1 NS 

a Variables trasformadas logarítmicamente. SDF1: factor derivado del estroma 1, MMP-

12: metaloproteasa matriz 12, PCR: proteína reactiva C. IMC: índice de masa corporal, 

HbA1c: Hemoglobina glicosilada, C-HDL: colesterol lipoproteínas de alta densidad, C-

LDL: colesterol lipoproteínas de baja densidad, PREDIMED: PREvención con DIeta 

MEDiterranea. NS: no significativas 

 

AUMENTO DE SDF1  Y PCR EN PACIENTES CON ATEROSCLEROSIS CLÍNICA.  

Un total de 120 pacientes (40,2%) presentaron un evento cardiovascular (tabla 

12). En relación a aquellos sin manifestaciones clínicas, estos pacientes eran 

mayores (p<0,001), y presentaban una mayor prevalencia de factores de riesgo 

cardiovascular: mayor perímetro abdominal (p=0,04), hipertensión (p=0,003), 

DM (p<0,001) y dislipemia (p=0,016). Además, presentaban niveles reducidos 

de colesterol total (p<0,001), C-LDL (p<0,001) y C-HDL (p<0,001), 

probablemente en relación con el tratamiento hipolipemiante, pero niveles 
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aumentados de creatinina (p<0,001), triglicéridos (p=0,005) y hemoglobina 

glicosilada (p<0,001). Por último, la adherencia a dieta mediterránea fue peor en 

estos pacientes (p=0,05). 

 

  



Resultados 

59 

Tabla 12. Características demográficas de los pacientes estudiados según la 

presencia de manifestaciones clínicas de aterosclerosis.  

 Sin clínica 

(n=178) 

Con clínica 

(n=120) 
p 

Sexo (varón, %) 123 (69,1) 88 (73,3) 0,43 

Edad (años) 61 (56-68) 74 (68-82) <0,001 

IMC (Kg/m2) 28,7 (25,7-31,5) 28,6 (26,4-32,3) 0,39 

Perímetro 

abdominal (cm) 
102,2±11,8 105,1±11,5 0,04 

Hipertensión (n,%) 117 (66) 98 (81,7) 0,003 

Diabetes (n,%) 46 (25,8) 73 (60,8) <0,001 

Dislipidemia (n,%) 136 (76,4) 106 (88,3) 0,016 

Presión sistólica 

(mmHg) 
136±18 137±20 0,75 

Presión diastólica 

(mmHg) 
84±10 72±16 <0,001 

Glucosa (mg/dL) 101 (93-111) 109 (96-146) <0,001 

HbA1c (%) 5,6 (5,4-5,9) 6 (5,5-6,8) <0,001 

Colesterol (mg/dL) 184 (158-207) 154 (130-175) <0,001 

C-HDL (mg/dL) 57 (44-68) 45 (36,5-56) <0,001 

C-LDL (mg/dL) 107 (80-134) 79 (59-99) <0,001 

Triglicéridos 

(mg/dL) 
100 (72-136) 110 (81-193) 0,01 

Creatinina (mg/dL) 0,9 (0,8-1) 1,16 (0,9-1,5) <0,001 

Tabaco (n,%) 32 (18) 15 (12,5) 0,2 

Alcohol (n,%) 38 (21,3) 14 (11,9) 0,031 

PREDIMED score 9 (7-11) 8 (7-10) 0,05 

    

SDF1 (ng/mL) 2,30±0,49 2,72±0,94 <0,001 

MMP-12 (pg/mL)a 
358,5 (241,5-

553,5) 
501 (282-768) 0,002 

PCR (mg/dL)a 0,12 (0,07-0,31) 0,24 (0,13-1) <0,001 

Variables paramétricas se muestran en forma de media ± desviación standard, las 

variables no paramétricas en forma de mediana (rango intercuartílico) y las variables 

cualitativas en forma de número (%). aVariables trasformadas logarítmicamente. SDF1: 

factor derivado del estroma 1, MMP-12: metaloproteasa matriz 12, PCR: proteína 

reactiva C. IMC: índice de masa corporal, HbA1c: Hemoglobina glicosilada, C-HDL: 

colesterol lipoproteínas de alta densidad, C-LDL: colesterol lipoproteínas de baja 

densidad, PREDIMED: PREvencion con DIeta MEDiterranea. 
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Los pacientes con manifestaciones clínicas ateroscleróticas presentaron niveles 

elevados de SDF1 (2,72 ± 0,94 ng/mL vs 2,3 ± 0,49 ng/mL, p<0,001), MMP-12 

(501 [282 – 768] pg/mL vs 358,5 [242 – 554] pg/mL, p=0,002) y PCR (0,24 [0,13 

– 1] mg/dL vs 0,12 [0,07 – 0,31] mg/dL, p<0,001). En el estudio multivariable, 

solamente SDF1 [OR (IC 95%): 2,44 (1,21 - 3,94) p<0,001] y PCR [OR (IC 95%): 

1,59 (1,28-1,98, p<0,001)] mantenían la asociación de forma independiente a los 

factores de riesgo cardiovascular (tabla 13). Observamos que en el caso de la 

MMP-12 las diferencias se perdían al ajustar por diabetes, lo que sugiere la 

importancia de este factor de riesgo en los niveles circulantes de dicha 

metaloproteasa. 

Tabla 13. Análisis multivariante de regresión logística para establecer la 

asociación de SDF1, MMP-12 y PCR con las manifestaciones clínicas 

ateroscleróticas. 

 
 

OR (IC 95%) p 

SDF1 Crudo 2,37 (1,63 – 3,46) <0,001 

Modelo 1 1,62 (1,1 – 2,4) 0,018 

Modelo 2 2,43 (1,51 – 3,9) <0,001 

Modelo 3 2,44 (1,21 – 3,94) <0,001 

MMP-12a Crudo 1,67 (1,2 – 2,32) 0,002 

Modelo 1 1,5 (1,05 – 2,16) 0,027 

Modelo 2 1,48 ( 1 – 2,18) 0,049 

Modelo 3 1,37 (0,92 – 2) 0,12 

PCRa Crudo 1,9 (1,6 – 2,26) <0,001 

Modelo 1 1,62 (1,33 – 1,97) <0,001 

Modelo 2 1,6 (1,29 – 1,98) <0,001 

Modelo 3 1,59 (1,28 – 1,98) <0,001 

SDF1: factor derivado del estroma 1, MMP-12: metaloproteasa de matriz 12, PCR: 

proteína reactiva C. a Variables transformadas logarítmicamente. 

Modelo 1 incluye edad y sexo 

Modelo 2 incluye edad, sexo, hipertensión, dislipemia, diabetes, perímetro abdominal 

Modelo 3 incluye edad, sexo, hipertensión, dislipemia, diabetes, perímetro abdominal, 

tabaquismo y alcohol. 
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En base a estos resultados, se realizó una curva ROC observando un AUC de 

0,66 ± 0,04 (IC 95%: 0,59-0,73, p<0,001) para SDF1 y AUC de 0,68 ± 0,03 (IC 

95%: 0,62-0,73, p<0,001) para PCR (figura 15).  

Figura 15. Curvas ROC de SDF1 y PCR con la presencia de aterosclerosis 

clínica. A. Curva ROC de SDF1 y manifestaciones ateroscleróticas. B. Curva ROC de 

PCR y manifestaciones ateroscleróticas. 

La curva ROC de SDF1 y manifestaciones ateroscleróticas mejoraba 

significativamente tras añadir la PCR al modelo, presentando un AUC 0.70 ± 0.03 

(95%CI: 0.63-0.7; p=0.05). Se utilizaron como puntos de corte para SDF1 y PCR 

(2,46ng/mL y 0,24mg/dL, respectivamente) mostrando una sensibilidad de 

60,2% y especificidad de 65,3% para SDF1, y una sensibilidad de 63,9% y 

especificidad de 68,2% para PCR. Los pacientes que presentaban niveles de 

SDF1≥2,46 ng/mL tenían una probabilidad 2 veces mayor de presentar 

manifestaciones clínicas respecto a los que tenían niveles por debajo de ese 

valor [OR: 2,3 (IC 95%: 1,2-4,4), p=0,012]. Por su parte, utilizando un punto de 

corte de 0,24 mg/dL para PCR y tras controlar por factores de riesgo 

cardiovascular dicha asociación resultó no significativa. 
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Se decidió crear una variable combinada que clasificase los pacientes en tres 

grupos dependiendo de los niveles de SDF1 y PCR: grupo 1 (bajo SDF1 y PCR), 

grupo 2 (bajo/alto SDF1 y alto/bajo PCR) y grupo 3 (alto SDF1 y PCR) (tabla 14). 

Como se muestra en la tabla 14, la asociación de la variable combinada de 

inflamación con las manifestaciones clínicas se incrementaba de forma 

significativa independientemente del modelo utilizado. De hecho, el modelo 3 

que incluía todos los factores de riesgo mostraba que los pacientes con niveles 

elevados de SDF1 y PCR tenían una probabilidad 2.8 mayor (IC 95%: 1,2 -6,8, 

p=0,022) de presentar manifestaciones clínicas. 
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Tabla 14. Asociación de presencia de manifestaciones clínicas ateroscleróticas 

y biomarcadores inflamatorios divididos por los puntos de corte para SDF1 y 

PCR de forma aislada y en combinación. 

SDF1 

 <2,46 ng/mL  

OR (IC 95%) 

>2,46 ng/mL  

OR (IC 95%) 

 P 

N 162 136   

Crudo 1 (ref.) 2,8 (1,8- 4,6)  <0,001 

Modelo 1a  1 (ref.) 1,6 (0,9–2,9)  0,088 

Modelo 2b  1 (ref.) 2,4 (1,3–4,5)  0,006 

Modelo 3c  1 (ref.) 2,3 (1,2–4,4)  0,012 

     

PCR 

 <0,24 mg/dL 

OR (IC 95%) 

>0,24 mg/dL 

OR (IC 95%) 

 p 

N 184 114   

Crudo 1 (ref.) 2,2 (1,3–3,5)  0,002 

Modelo 1a  1 (ref.) 1,3 (0,7–2,3)  0,4 

Modelo 2b  1 (ref.) 1,2 (0,6–2,1)  0,62 

Modelo 3c  1 (ref.) 1,3 (0,7–2,5)  0,37 

     

Categorías de la combinación de biomarcadores inflamatorios 

 G1 OR (IC 95%) G2 OR (IC 95%) G3 OR (IC 95%) p 

N 115 116 67  

Crudo 1 (ref.) 1,8 (1,0–3,1) 4,9 (2,5–9,3) <0,001 

Modelo 1a  1 (ref.) 1,2 (0,7–2,3) 2,0 (0,9–4,3) 0,09 

Modelo 2b  1 (ref.) 1,5 (0,8–3,0) 2,5 (1,1–5,6) 0,032 

Modelo 3c  1 (ref.) 1,7 (0,8–3,4) 2,8 (1,2–6,8) 0,022 

SDF1: factor derivado del estroma 1, PCR: Proteína C Reactiva 

aModelo 1 incluye edad y sexo, bModelo 2: incluye hipertensión, diabetes mellitus, 

dislipidemia y perímetro abdominal, cModelo 3: edad, sexo, hipertensión, diabetes 

mellitus, dislipidemia, perímetro abdominal, consumo tabáquico, consumo alcohólico, 

PREDIMED score. 

G1: SDF1 <2,46 ng/mL y PCR <0,24 mg/dL; G2: SDF1 >2,46 ng/mL y PCR <0,24 mg/dL 

o SDF1 <2,46 ng/mL y PCR >0,24 mg/dL; G3: SDF1 >2,46 ng/mL y PCR >0,24 mg/dL 
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DIFERENCIAS SEGÚN EVENTO CARDIOVASCULAR 

Como se muestra en la tabla 15, se analizaron los niveles de los biomarcadores 

según el evento cardiovascular, observándose que los pacientes con CAD, ACV 

y EAP presentaban niveles más elevados de SDF1; por último, los pacientes con 

daño renal crónico presentaron niveles elevados de los tres biomarcadores 

estudiados (SDF1, MMP-12 y PCR). 
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Tabla 15. Diferencias en los niveles de biomarcadores según la presencia de 

cada tipo de evento cardiovascular. 

Enfermedad coronaria (CAD) 

 Sí (n=58) No (n=240) p 

SDF1 (ng/mL) 2,65 ± 0,86 2,43 ± 0,69 0,047 

MMP-12 (pg/mL)a 513 (81-2592) 386 (0-2952) 0,1 

PCR (mg/dL)a 0,22 (0-19,4) 0,16 (0-17,1) <0,001 

    

Accidente cerebrovascular (ACV) 

 Sí (n=34) No (n=64) p 

SDF1 (ng/mL) 3 ± 0,81 2,4 ± 0,7 <0,001 

MMP-12 (pg/mL)a 483 (36-1788) 389 (0-2952) 0,35 

PCR (mg/dL)a 0,29 (0,02-6,9) 0,15 (0-19,4) <0,001 

    

Enfermedad arterial periférica (EAP) 

 Sí (n=33) No (n=265) p 

SDF1 (ng/mL) 2,78 ±0,86 2,44 ±0,71 0,012 

MMP-12 (pg/mL)a 567 (99-1581) 387 (0-2952) 0,065 

PCR (mg/dL)a 0,26 (0,04-3,53) 0,15 (0-19,4) <0,001 

    

Nefropatía 

 Sí (n=68) No (n=230) p 

SDF1 (ng/mL) 2,93 ± 1,03 2,34 ±0,56 <0,001 

MMP-12 (pg/mL)a 381 (0-2592) 553 (78-2952) 0,001 

PCR (mg/dL)a 0,45 (0,04-19,4) 0,13 (0-6,9) <0,001 

SDF1: factor derivado del estroma 1, PCR: Proteína C Reactiva, MMP-12: 

metaloproteasa de matriz 12. aVariables trasformadas logarítmicamente 

 

Sin embargo, al estudiar la asociación entre dichos marcadores y los eventos, 

tras ajustar por edad, sexo y factores de riesgo cardiovascular (hipertensión, 
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diabetes, dislipidemia, obesidad, tabaco y alcohol), solo se observó asociación 

entre el antecedente de ACV y EAP con SDF1 [OR (IC95%) = 1,97 (1,2-3,24) y 

OR (IC95%) = 1,77 (1,08-2,92) respectivamente], mientras que la nefropatía se 

asoció con SDF1 y PCR [OR (IC95%) = 2,41 (1,52-3,82) y OR (IC95%) = 1,67 

(1,36-2,05) respectivamente]. 

LOS NIVELES DE SDF1,  MMP-12  Y PCR NO SE ASOCIARON CON LA PRESENCIA 

DE PLACAS ATEROSCLERÓTICAS  

De los 298 pacientes estudiados, 234 (78,9%) pacientes presentaban placas 

ateroscleróticas en el momento del análisis. No se observaron diferencias en la 

distribución de factores de riesgo cardiovascular ni en las características 

demográficas entre los pacientes con placas o sin ellas (tabla 16). Asimismo, 

tampoco se observaron diferencias en los parámetros inflamatorios analizados 

entre los pacientes con o sin placas ateroscleróticas. 
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Tabla 16. Características clínicas y demográficas de pacientes con factores de 

riesgo cardiovascular de acuerdo a la presencia de placas ateroscleróticas. 

 Sin placas (n=64) 
Con placas 

(n=234) 
p 

Sexo (varón, %) 36 (53) 175 (76) <0,001 

Edad (años) 63 (55-75,5) 67 (60-76) 0,15 

IMC (kg/m2) 27,3 (25,7-30,4) 28,6 (26,1-32) 0,13 

Perímetro abdominal 

(cm) 
101,5 ± 13,6 104 (97-111) 0,13 

Hipertensión (n,%) 50 (74,6) 165 (71,7) 0,64 

Diabetes (n,%) 23 (34,3) 96 (41,7) 0,28 

Dislipidemia (n,%) 49 (74,2) 193 (83,9) 0,07 

PAS (mmHg) 135,6 ± 18,3 136,3 ± 19 0,77 

PAD (mmHg) 77,6 ± 13,3 79,1 ± 13,9 0,43 

Glucosa (mg/dL) 101 (92-117) 104 (95-117) 0,32 

HbA1c (%) 5,7 (5,4-6,3) 5,7 (5,5-6,3) 0,81 

Colesterol (mg/dL) 168 (147-203) 169 (148-198) 0,74 

C-HDL (mg/dL) 55 (39-67) 50 (42-62) 0,71 

C-LDL (mg/dL) 94 (70-127) 91 (72-120) 0,52 

Triglicéridos (mg/dL) 98 (70-130) 108 (78-149,5) 0,16 

Creatinina (mg/dL) 1 (0,8-1,18) 1 (0,8-1) 0,8 

Tabaco (n,%) 9 (13,2) 38 (16,5) 0,51 

Alcohol (n,%) 7 (10,3) 45 (19,6) 0,08 

PREDIMED score 9 (8-10) 9 (7-10) 0,98 
    

SDF1 (ng/mL) 2,46 ± 0,9 2,47 ± 0,67 0,86 

MMP-12a (pg/mL) 381 (228-591) 424 (261 – 666) 0,11 

PCRa (mg/dL) 0,18 (0,07-0,54) 0,17 (0,08-0,4) 0,16 

Las variables paramétricas se muestran en forma de media ± desviación típica, las 

variables no paramétricas en forma de mediana (rango intercuartílico) y las variables 

cualitativas en forma de número (%). aVariables trasformadas logarítmicamente 

*diferencias entre grupo 1 y 2, ¶,diferencias entre grupo 1 y 3, †diferencias entre 2 y 3 

SDF1: factor derivado del estroma 1, MMP-12: metaloproteasa de matriz 12, PCR: 

proteína C reactiva. IMC: índice de masa corporal, PAD: presión arterial diastólica, PAS: 

presión arterial sistólica, HbA1c: Hemoglobina glicosilada, C-HDL: colesterol 

lipoproteínas de alta densidad, C-LDL: colesterol lipoproteínas de baja densidad, 

PREDIMED: PREvención con DIeta MEDiterranea. 
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Al analizar el número de territorios afectos por placas ateroscleróticas, 99 

pacientes presentaban placas focales: 39,4% carotídeas, 14,1% aórticas y un 

46,5% femorales; 72 pacientes presentaban placas en dos localizaciones y 63 

pacientes presentaban placas en todas las localizaciones estudiadas. Los 

niveles de SDF1, MMP-12 y PCR (tabla 17) tampoco se asociaron con la 

localización ni con el número de placas.  

 

Tabla 17. Niveles de SDF1, MMP-12 y PCR de acuerdo al número placas 

ateroscleróticas y áreas afectas.  

 
Sin placa 

(n=64) 

Focal 

(n=99) 

Dos 

localizaciones 

(n=72) 

Tres 

localizaciones 

(n=63) 

P 

SDF1 (ng/mL) 2,46 ± 0,9 2,52 ± 0,77 2,37 ± 0,63 2,5 ± 0,56 0,28 

MMP-12 

(pg/mL)a 

381 

(228-591) 

425 

(258 - 671) 

426 

(273 – 669) 

457 

(228-666) 
0,39 

PCR (mg/dL)a 
0,18 

(0,07-0,54) 

0,18 

(0,09 – 0,4) 

0,18 

(0,08 – 0,4) 

0,15 

(0,07 – 0,38) 
0,48 

Las variables paramétricas se muestran en forma de media ± desviación típica, las 

variables no paramétricas en forma de mediana (rango intercuartílico) y las variables 

cualitativas en forma de número (%). aVariables trasformadas logarítmicamente 

SDF1: factor derivado del estroma 1, MMP-12: metaloproteasa de matriz 12, PCR: 

proteína C reactiva. IMC: índice de masa corporal, HbA1c: Hemoglobina glicosilada, C-

HDL: colesterol lipoproteínas de alta densidad, C-LDL: colesterol lipoproteínas de baja 

densidad, PREDIMED: PREvención con DIeta MEDiterranea. 

 

ASOCIACIÓN  DE  NIVELES  ELEVADOS  DE  SDF1,  MMP-12  Y  PCR  

CON  LA  MORTALIDAD 

Los pacientes fueron seguidos una mediana de 33,6 meses (rango 1 día – 57,5 

meses), 6 pacientes fueron perdidos en seguimiento (2%). Se registraron 22 

nuevos eventos cardiovasculares (7,5%) y 31 muertes (10,6%) de las cuales 
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51,6% se relacionaron directamente con manifestaciones de la aterosclerosis, 

12,9% fueron debido a cáncer, 16,1% por infección, 6,4% fueron relacionadas 

con hemorragia, finalmente en 12,9% no se puedo registrar en la historia clínica 

el motivo de fallecimiento. 

Los pacientes que fallecieron durante el seguimiento presentaban niveles más 

elevados de SDF1 (3,1 (2,6-3,7) ng/mL vs 2,4 (2,1-2,8) ng/mL, p=0,001), MMP-

12 (612 (441-951) pg/mL vs 384 (243-597) pg/mL, p=0,001) y PCR (1,11 (0,35-

2,10) mg/dL vs 0,15 (0,07-0,33) mg/dL, p<0,001). Tras ajustar por edad y sexo, 

aquellos que presentaban niveles elevados de MMP-12 y PCR presentaron un 

riesgo aumentado de muerte (HR=3,2 (95%CI: 1,2-9,1), p=0,026; y HR= 8.7 

(95%CI: 2-37.9), p=0.004; respectivamente). Adicionalmente, tras estratificar a 

los pacientes en terciles de cada biomarcador, aquellos que tenían los tres 

biomarcadores en el tercer tercil presentaban un riesgo incrementado de muerte 

que permanecía significativo tras ajustar por edad y sexo (HR=3,2 (95%CI: 1,5-

7,0), p=0,004) con un índice C-Harrell’s-C de 0,88 (figura 16). 
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Figura 16. Supervivencia según la combinación de terciles de 

biomarcadores. Variable combinada que combina SDF1, MMP-12 y PCR estratificado 

por terciles. Alto riesgo: 3r tercil SDF1 & MMP-12 & PCR (n= 27), bajo riesgo: 1r tercil 

SDF1 & MMP-12 & PCR (n=15) y riesgo intermedio: cualquier otra combinación (n=256). 

Curva de supervivencia de Kaplan-Meier. Test de log-rank test de supervivencia según 

nivel de riesgo de la variable combinada (p<0,001). 

 

Aquellos que fallecieron presentaban en un 90% de los casos un evento 

cardiovascular previo: 3 pacientes tenían antecedentes de evento coronario 

agudo o EAP, 2 pacientes ACV y 8 pacientes insuficiencia renal secundaria a 

daño cardiovascular. De los pacientes que fallecieron, la causa principal fue 

nuevo evento cardiovascular (52%) seguido de infecciones (19%) y tumores 

(13%). 
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EVALUACIÓN  DE  LAS  SUBPOBLACIONES  MONOCITARIAS  EN  

RELACIÓN  CON  EL  RIESGO  CARDIOVASCULAR 

En los 102 primeros pacientes reclutados se realizó un estudio de citometría para 

determinar las subpoblaciones monocitarias en relación con el riesgo 

cardiovascular. Dicha población estaba formada por un 68,8% de varones con 

una edad media de 64,5 años (rango 45-86 años). Se clasificaron en 3 grupos 

de riesgo atendiendo a los criterios previamente descritos: grupo 1 (n=17, 18%), 

grupo 2 (n=53, 59%) y grupo 3 (n=22, 23%). Se excluyeron del estudio 10 

pacientes al no disponer del hemograma o de resultados de citometría. Las 

características demográficas, factores de riesgo y parámetros analíticos están 

descritas en la tabla 18. Se observaron diferencias entre los grupos de riesgo en 

el porcentaje de varones, edad, niveles de colesterol y creatinina. Los pacientes 

del grupo 3 tenían una edad más avanzada respecto a los dos grupos anteriores, 

y presentaban mayor nivel de creatinina respecto al grupo 1. No se encontraron 

diferencias en el resto de los factores estudiados. Los índices Framingham y 

REGICOR fueron significativamente superiores en el grupo 2 en relación al grupo 

1 (p=0,019 y p=0,026 respectivamente). 
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Tabla 18. Características demográficas de los pacientes a los que se realizó 

análisis de subpoblaciones monocitarias.  

 Grupo 1 
(n=19) 

Grupo 2 
(n=54) 

Grupo 3 
(n=19) 

P 
(ANOVA

/ CHI) 

Sexo (varón, %) 47,4 71 77,8 0,068 

Edad (años) 59,5 (9,4) 63,9 (9,4) 70 (11,2)*# 0,003 

IMC (Kg/m2) 25,9 (3,9) 28,8 (4,2) 28,5 (2,8) 0,09 

Perímetro 
abdominal (cm) 

94,3 (9,7) 103,7 (11)* 102,5 (12,1) 0,02 

Hipertensión 
(%) 

11 (57,9) 30 (54,6) 18 (94,7) 0,006 

Diabetes (n,%) 5 (26,3) 13 (23,6) 9 (47,4) 0,14 

Dislipemia (n,%) 13 (72,2) 47 (85,5) 18 (94,7) 0,16 

EAP (n,%) 0 0 5 (26,3) . 

Nefropatía (n,%) 0 0 6 (31,6) . 

IAM (n,%) 0 0 12 (63,2) . 

ACV (n,%) 0 0 4 (21,1) . 

Colesterol total 
(mg/dL) 

195 ± 40 188,3 (4,7) 169,7 (7,5) 0,04 

LDL-C (mg/dL) 114 ± 38 109 (4,7) 92,1 (7,7) 0,12 

HDL-C (mg/dL) 63,2 (3,4) 57,1 (2,5) 52,1 (2,4) 0,10 

Triglicéridos 
(mg/dL) 

96,5 (60-
139,5) 

110 (82-147) 94 (84-160) 0,23 

PAS (mmHg) 132 (6,3) 135,6 (2,6) 136 (3,6) 0,79 

PAD (mmHg) 82,8 (3,3) 84,2 (1,3) 78,1 (1,9) 0,07 

Glucosa (mg/dL) 100,2 (2,6) 103,9 (2,5) 110,2 (4,7) 0,20 

HbA1c (%) 5,7 (5,5 – 6,2) 5,6 (5,5 – 5,9) 
5,9 (5,5 – 

6,4) 
0,46 

Creatinina 
(mg/dL) 

0,83 (0,03) 0,89 (0,02) 0,97 (0,04)* 0,01 

REGICOR 3,6 (2,4) 5,3 (2,8) . 0,026 

FRAMINGHAM 13,4 (10,2) 19,2 (8,3) . 0,019 

Tabaco (%) 4 (21) 11 (20) 3 (16,7) 0,79 

Alcohol (%) 2 (10,5) 13 (23,6) 3 (15,8) 0,42 

Las variables continuas se presentan como media y desviación estándar. Las variables 

cualitativas en porcentaje. Test de Bonferroni: *p<0,05 vs grupo 1;#p<0,05 vs grupo 2. 

IMC: índice de masa corporal, EAP: enfermedad arterial periférica, IAM: infarto agudo 

de miocardio, ACV: accidente cerebrovascular, AAS: ácido salicílico, IECA: inhibidores 

de la enzima convertidora de la angiotensina, ARA-II: antagonistas del receptor de 

angiotensina II, LDL-C: lipoproteínas de baja densidad, HDL-C: lipoproteínas de alta 

densidad, PAS: presión arterial sistólica, PAD: presión arterial diastólica, PCR: proteína 

C reactiva. HbA1c: hemoglobina glicosilada 



Resultados 

73 

AUSENCIA DE DIFERENCIAS EN LA EXPRESIÓN DE LOS MARCADORES DE 

SUPERFICIE MONOCITARIA SEGÚN EL GRUPO DE RIESGO.  

De acuerdo a lo previamente publicado por Weber (20), los monocitos tipo 2 

presentaban una expresión significativamente mayor de HLA-DR y CXCR-4, por 

su parte los monocitos tipo 3 expresaban de forma significativamente superior 

SLAN (tabla 19). 

Tabla 19. Caracterización de las subpoblaciones monocitaria según los 

marcadores de superficie. Valores de intensidad de fluorescencia expresados 

como mediana y rango intercuartílico (RIC) 

Mediana (RIC) Mon1 Mon2 Mon3 

HLA DR 5.710 (3.141) 54.155 (21.103)* 16.166 (7.478) 

CD300e 4.509 (1.305) 10.483 (2.766)* 6.736 (2.018) 

CD80 240 (77) 357 (111)* 279 (63) 

SLAN 43 (15) 52 (22) 114 (97)* 

CXCR4 1.991 (675) 2.857 (1.536)* 888 (513) 

* Aumento significativo respecto al resto de subpoblaciones monocitarias. 

 

Al analizar la expresión de dichos marcadores de superficie según el grupo de 

riesgo cardiovascular, no se observaron diferencias de expresión en ninguna de 

las subpoblaciones. 

AUMENTO DEL PORCENTAJ E MON1  Y MON2  EN PACIENTES DE GRUPO 3 

Los pacientes de grupo 3 presentaron un incremento significativo en el 

porcentaje de células con fenotipo tanto Mon1 y Mon2 respecto al grupo1 

(p=0,014 y p=0,04, respectivamente), así como de Mon2 respecto al grupo 2 
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(p=0,04) (figura 17), mientras que no se observaron diferencias en cuanto a la 

distribución de células Mon3.  

 

Figura 17. Porcentaje de las distintas subpoblaciones de monocitos según 

el grupo de riesgo cardiovascular. A) Cuantificación de monocitos tipo 1 según el 

grupo de riesgo, B) Cuantificación de monocitos tipo 2 según el grupo de riesgo, C) 

Cuantificación de monocitos tipo 3 y grupo de riesgo. *p<0,05 entre Grupo 1 y 3. 

#Diferencias entre Grupo 2 y 3.  

 

CORRELACIÓN DE FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR Y 

SUBPOBLACIONES MONOCITARIAS  

La tabla 20 muestra la relación entre los factores de riesgo cardiovascular y las 

distintas subpoblaciones monocitarias en la población total del estudio. El 

número de células Mon1 correlacionó de forma positiva con el peso, el índice de 

masa corporal y los triglicéridos y de forma negativa con el HDL-colesterol. Los 

Mon2 presentaron una correlación negativa con los niveles de colesterol total y 

HDL-colesterol. Por su parte, los Mon3 correlacionaron de forma positiva con el 

índice de masa corporal, el perímetro abdominal, los triglicéridos y la presión 

arterial diastólica, y negativa con el LDL-colesterol. 

 

 

 



Resultados 

75 

 Tabla 20. Correlaciones de factores de riesgo cardiovascular y en número de 

monocitos de cada subpoblación en el total de pacientes analizados (n=92). 

 Mon1 Mon2 Mon3 Mon Total 

 r p r p r p r p 

Edad 0,007 0,94 0,1 0,31 0,04 0,65 0,02 0,83 

Peso 0,26 0,01 0,2 0,04 0,27 0,008 0,3 0,003 

Perímetro 

abdominal 

0,15 0,15 0,15 0,14 0,23 0,03 0,19 0,07 

IMC 0,28 0,005 0,14 0,17 0,24 0,02 0,31 0,002 

PCR 0,15 0,14 0,07 0,48 0,004 0,97 0,14 0,17 

Colesterol 0,03 0,77 -0,21 0,04 -0,09 0,4 -

0,001 

0,99 

LDL-C 0,11 0,29 -0,13 0,2 -0,27 0,008 0,08 0,4 

HDL-C -0,35 <0,001 -0,25 0,01 -0,02 0,83 -0,38 <0,001 

TGL 0,29 0,004 0,14 0,19 0,22 0,03 0,31 0,002 

Glucosa 0,08 0,41 0,15 0,15 -0,02 0,82 0,07 0,45 

Creatinina 0,17 0,1 0,18 0,08 0,11 0,26 0,18 0,07 

PAS 0,02 0,81 0,04 0,68 0,16 0,11 0,05 0,57 

PAD 0,02 0,79 0,002 0,98 0,28 0,006 0,08 0,42 

Leucocitos 0,7 <0,001 0,25 0,01 0,15 0,15 0,67 <0,001 

Mon1: monocitos tipo 1, Mon2: monocitos tipo 2, Mon3: monocitos tipo 3. IMC: índice de 

masa corporal, PCR: proteína C Reactiva, LDL-C: lipoproteínas de baja densidad, HDL-

C: lipoproteínas de alta densidad, TGL: triglicéridos, PAS: presión arterial sistólica, PAD: 

presión arterial diastólica 
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AUMENTO DE MON1  Y MON2  EN PACIENTES CON EVENTOS 

CARDIOVASCULARES PREVIOS  

Tras realizar análisis univariante en la población total estudiada, se encontró una 

asociación entre los eventos vasculares adversos (definido como única variable 

compuesta que incluía: IAM, ACV, EAP o nefropatía) y el porcentaje de Mon1 

(β=0,86; p=0,02) y Mon2 (β=0,1; p=0,002), que además se correlacionaron con 

la cifra de leucocitos (r=0,7, p<0,001 para Mon1 y r=0,26, p=0,01 para Mon2).  

Además, tras estratificar las subpoblaciones de monocitos en terciles se observó 

una asociación entre niveles elevados de Mon1 y la presencia de placas de 

ateroma en los tres territorios de forma simultánea (carotídeo, abdominal e 

iliaco), dichas diferencias se mantenían tras ajustar por edad y sexo (tabla 21). 

No se observó asociación entre el resto de las subpoblaciones y la presencia de 

placas de ateroma. 

 
Tabla 21. Asociación de los terciles de Mon1 y la presencia de placas de ateroma 

en arterias carótidas, aorta e iliacas de forma simultánea. 

 Tercil 1 Tercil 2   Tercil 3 

Mon1 (109/mL) <373,4 373,4-495,4  >495,4  

Crudo (OR, IC 95%) 1 (Ref) 2,84 (0.66-12.24)  7,69 (1.92-30.7) * 

Modelo 1 (OR, IC 95%) 1 (Ref) 2,36 (0,48-11,57)  7,37 (1,55-34,9) * 

aModelo 1 incluye edad y sexo. *p<0,05 tercil 3 vs tercil1 

 

Estos resultados indicarían que los pacientes con placas ateroscleróticas o 

eventos secundarios presentarían un perfil monocitario más proinflamatorio 

(monocitos Mon1 y 2) respecto a pacientes con factores de riesgo cardiovascular 

pero sin patología aterosclerótica detectable.  
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5. DISCUSIÓN 

En este trabajo hemos diseñado estudios clínicos y experimentales encaminados 

a determinar el papel de nuevos biomarcadores inflamatorios y su posible 

relación con el riesgo aterosclerótico y sus implicaciones clínicas. El desarrollo 

de nuevos biomarcadores puede facilitar una mejor estratificación del riesgo y 

tener connotaciones pronósticas. 

 

IMPORTANCIA  DE  LA INFLAMACIÓN  EN  LA ENFERMEDAD  

CARDIOVASCULAR 

Las ECV representan la principal causa de mortalidad en nuestro medio (2,91), 

siendo su principal sustrato fisiopatológico la aterosclerosis. Si bien hasta hace 

unas décadas era un problema centrado en países desarrollados, los programas 

de control de riesgo cardiovascular precoz, así como el cambio y control de otras 

enfermedades, ha hecho que en la actualidad se haya convertido en un problema 

predominante en países en vías de desarrollo (92). 

En el desarrollo de la aterosclerosis y consecuente ECV tiene un papel central la 

inflamación crónica de la pared vascular. Así, en estos últimos años, numerosos 

estudios se han centrado en la evaluación y control de la inflamación como 

medida de control de dichas enfermedades (92). Es por ello, que está tomando 

especial relevancia el diagnóstico precoz de pacientes en riesgo de desarrollar 

nuevos eventos mediante el uso de técnicas no invasivas, entre las que destaca 

el uso de la ecografía, la tomografía computerizada (CT) (93,94) y más 

recientemente la tomografía por emisión de positrones, usando radioisótopos 

clásicos como la 18F-FDG, pero también con nuevos radioisótopos dirigidos a 
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detectar la presencia de placas vulnerables (61). Dichas técnicas han ido 

variando con el tiempo y en muchas ocasiones ofrecen resultados controvertidos 

sobre cuál es la mejor estrategia. Los modelos diagnósticos multimarker se han 

postulado como unos métodos diagnósticos más precisos de la ECV (95,96), 

dichos modelos aúnan tanto determinaciones analíticas como de imagen (97). 

Aunque estas estrategias mulkimarker han ido aumentando con el tiempo, 

apoyadas por resultados de grandes cohortes de riesgo cardiovascular (98–100), 

todavía queda pendiente definir cuál es el mejor abordaje tanto en la 

estratificación como el mejor manejo de dichos pacientes y cuál es más coste-

efectivo (97,101,102). 

En este estudio prospectivo realizado en pacientes mayores de 45 años y con al 

menos 2 factores de riesgo cardiovascular, observamos que hasta el 87,6% de 

los pacientes reclutados presentaban algún tipo de manifestación 

aterosclerótica, bien por presencia de placas que ocupasen >25% la luz del vaso 

o presencia de microalbuminuria, de los cuales un 40% había presentado 

manifestaciones clínicas de aterosclerosis (IAM o angina, AIT o ACV, EAP o 

enfermedad renal crónica).  

Por ello, en nuestro estudio decidimos analizar el papel de nuevos marcadores 

inflamatorios asociados con dicha patología, así como evaluar su combinación 

con parámetros clásicos como la PCR, previamente descrita su elevación en 

aquellos pacientes que habían tenido eventos cardiovasculares previos, y que 

en la actualidad se utiliza en el screening y la monitorización del tratamiento de 

dichos pacientes (5,50,103). A partir de resultados obtenidos de un modelo de 

ratón con diferentes grados de aterosclerosis se decidió evaluar el papel de dos 

nuevos marcadores circulantes, SDF1 y MMP-12, en la inflamación crónica en 
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pacientes con ECV. Adicionalmente, dado el importante papel de la inmunidad 

innata en el desarrollo de la aterosclerosis también estudiamos el papel de las 

subpoblaciones monocito-macrófago como responsables de dicha inflamación. 

Finalmente, analizamos el papel de la MMP-10, una metaloproteasa involucrada 

en el proceso aterosclerótico, en la polarización de monocitos a macrófagos. 

 

NUEVOS  MARCADORES  INFLAMATORIOS  A PARTIR  DE  UN  

MODELO  MURINO  DE  ATEROSCLEROSIS. 

Previamente, Purroy A. y cols habían evaluado el papel de la MMP-10 en el 

desarrollo de aterosclerosis y enfermedad cardiovascular, demostrando el papel 

central de dicha metaloproteasa en el desarrollo de la aterosclerosis, dado que 

ratones deficientes presentaban reducción de la aterosclerosis, así como menor 

inflamación local y sistémica (38). 

Aprovechando dicho modelo de ratón evaluamos la expresión de distintos genes 

que previamente se habían propuesto como causantes o relacionados con la 

patología cardiovascular, como son el eje CXCR4/SDF1 y la MMP-12 

(83,104,105). Los ratones ApoE-/-, es decir con mayor aterosclerosis, 

presentaban una expresión aumentada de CXCR4 con el tiempo, siendo sus 

principales diferencias a 16 meses, comparado con ratones con aterosclerosis 

retardada, es decir, ratones 2KO, si bien con SDF1, el ligando de CXCR4, no se 

observaron diferencias en su expresión a nivel de la aorta. Al evaluar la expresión 

proteica se confirmaba el aumento de expresión CXCR4 en ratones ApoE-/- 

respecto a los 2KO a los 12 meses. El papel concreto del eje SDF1/CXCR4 en 

la aterosclerosis todavía es desconocido, algunos trabajos muestran que los 

factores inflamatorios aumentan la expresión de CXCR4 en macrófagos 
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(68,106), mientras que otros muestran en modelos experimentales un papel 

ateroprotector (69). Nuestros resultados, apoyan la hipótesis de su papel 

proaterogénico, confirmando así los resultados de Merckelbach et al, en los que 

se describía la asociación CXCR4 con la progresión aterosclerótica, así como su 

incremento asociado a zonas ricas en macrófagos (107,108). La falta de 

paralelismo en la expresión de CXCR4 y SDF1 a nivel tisular puede explicarse 

por el hecho de que el CXCR4 no es el único receptor para SDF1 a nivel vascular 

(68), siendo su afinidad 10 veces mayor por CXCR7 (109). Si bien la función de 

CXCR7 no está del todo esclarecida, parece claro que existe una intensa 

interacción entre SDF1/CXCR4 y CXCR7 (109). 

Por su parte, la expresión del gen de la MMP-12 en los ratones ApoE-/- se 

encontraba aumentada a los 10 meses en comparación con los ratones 2KO, 

pero estas diferencias desaparecían a los 16 meses. En cuanto a la presencia 

de la proteína en placa aterosclerótica no se encontraron diferencias, si bien 

parecía que su expresión se incrementaba en el curso del tiempo 

independientemente del modelo de ratón analizado. Estudios previos han 

señalado la asociación de niveles elevados de MMP-12 y la progresión de la 

placa aterosclerótica al localizarse en macrófagos asociados a la degradación 

de la elastina y de la matriz extracelular en pacientes con ACV (110). Dado que 

los ratones 2KO presentan una infiltración retardada de macrófagos en la placa 

(39), y es en los macrófagos donde principalmente se encuentra la MMP-12 (82), 

es quizás por ello que las diferencias de expresión de la MMP-12 se ven 

incrementadas a los 10 meses en los ApoE-/- y que con el tiempo, se pierden al 

igualarse la infiltración en ambos fenotipos, si bien estos resultados deben ser 

confirmados con muestras más amplias. 
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PAPEL  DEL  EJE  SDF1/CXCR4  Y  MMP-12  EN  LA  

ATEROSCLEROSIS  CLÍNICA  

Hasta la fecha, SDF1 se había asociado con eventos cardiovasculares agudos, 

siendo un factor pronóstico en la recurrencia de nuevos eventos 

cardiovasculares (111,112); sin embargo, no se había evaluado su papel en ECV 

crónica. En nuestra cohorte demostramos que SDF1 circulante se encuentra 

elevado en pacientes con manifestaciones clínicas cardiovasculares tras ajustar 

por factores de riesgo cardiovascular y otros factores de riesgo conocidos como 

la edad y sexo. Es conocida la función del eje SDF1/CXCR4 en la promoción de 

la migración de progenitores hematopoyéticos de médula ósea a sangre 

periférica (113), así como en la quimiotaxis de linfocitos y monocitos (114), pero 

además parece que tiene un papel en la trasformación en célula espumosa 

favoreciendo el desarrollo de la aterosclerosis (115). Al igual que sucede con el 

CXCR4, todavía existe controversia entre el papel beneficioso o deletéreo de 

dicha enzima. La perpetuación de niveles elevados de dicha citoquina podría 

estar relacionados con la persistencia de un estímulo inflamatorio asociado a una 

mala resolución de un evento cardiovascular y por lo tanto a una perpetuación 

del daño (73). Se ha propuesto a las metaloprotesas como elementos de control 

en la acción del SDF1, originando una proteína truncada que impide la correcta 

unión al CXCR4 (114). Esta unión incorrecta impediría el desarrollo de las 

funciones reparadoras, impidiendo la migración de progenitores al lugar de 

lesión, y se detectarían niveles elevados en sangre periférica, si bien dichos 

datos avalarían una hipótesis que debería ser confirmada con estudios dirigidos. 

En este contexto, nuestros resultados confirman que aquellos pacientes con 

manifestaciones aterotrombóticas crónicas, como son la EAP e insuficiencia 
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renal, presentan cifras elevadas de SDF1. Houssini et al, evaluaron el papel del 

SDF1/CXCR4 en una cohorte de pacientes en programa regular de hemodiálisis, 

constatando que aquellos pacientes con niveles más elevados de SDF1 y 

CXCR4 eran los que presentaban otras manifestaciones de ECV y por tanto lo 

proponían como un marcador para cribado de aterosclerosis clínica (116). 

En cuanto a la MMP-12, se trata de una MMP producida principalmente por 

macrófagos y asociada a la inestabilidad de placa aterosclerótica (82). Hasta el 

momento pocos estudios han evaluado el papel de la MMP-12 en la ECV, si bien 

previamente se había reportado la asociación entre MMP-12 y la enfermedad 

cardiovascular prevalente, así como la extensión de la placa aterosclerótica en 

pacientes con DM tipo 2 (82), también se ha demostrado la asociación de niveles 

elevados de dicha metaloproteasa y el desarrollo de ictus isquémico (110) o su 

asociación con enfermedad coronaria aguda (83). En nuestra cohorte, MMP-12 

se encontraba elevada en pacientes con manifestaciones cardiovasculares 

previas, si bien al ajustar por factores confusores dichas diferencias se perdían. 

Finalmente, la PCR clásicamente se ha asociado con la ECV, siendo predictiva 

de nuevos eventos y permitiendo el seguimiento en los pacientes con ECV 

(49,117). Asimismo, en nuestra cohorte de pacientes observamos que 

independientemente de la edad, sexo y el resto de los factores de riesgo 

cardiovascular, la PCR se asociaba con la presencia de manifestaciones 

clínicas. 

De acuerdo con la tendencia actual de utilizar aproximaciones multimarker en la 

predicción del riesgo aterosclerótico en patología cardiovascular (95,96,118), se 

demostró en nuestro trabajo que la combinación de niveles elevados de SDF1 y 

PCR se asociaba de forma significativa con haber presentado un evento 
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cardiovascular previo. Estos resultados, enfatizaban la importancia de la 

inflamación residual que persiste más allá del evento agudo, incluso en aquellos 

pacientes que se encuentran tratados de forma adecuada según las guías 

clínicas actuales. 

 

PAPEL  DEL  EJE  SDF1/CXCR4  Y  MMP-12  EN  LA  

ATEROSCLEROSIS  SUBCLÍNICA   

Teniendo en cuenta que la formación de la placa aterosclerótica es la base del 

desarrollo de las ECV, parece especialmente interesante la detección de 

pacientes con aterosclerosis subclínica que puedan beneficiarse de una 

intervención precoz (97). Por ello, nosotros evaluamos la asociación de niveles 

de SDF1, MMP-12 y PCR con la presencia y extensión de la aterosclerosis 

subclínica en nuestra cohorte de pacientes. Sin embargo, no encontramos dicha 

asociación ni con la presencia ni con la extensión de la misma. Debemos 

destacar que estudios anteriores habían demostrado la asociación tanto de PCR 

con la presencia de nuevas placas ateroscleróticas (117) como MMP-12 con la 

extensión de las mismas (82). Si bien, la falta de diferencias evidenciada en 

nuestro trabajo debe ponerse en el contexto de las características heterogéneas 

de nuestra población respecto a las de los estudios previamente presentados, 

así como al bajo número de pacientes analizados sin signos de aterosclerosis 

clínica o subclínica. 
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EVALUACIÓN  DE  SDF1,  MMP-12  Y  PCR  Y  RIESGO  DE  

MORTALIDAD 

Evaluamos la capacidad de predecir la mortalidad por parte de dichos 

marcadores, observando cómo la presencia de niveles elevados de los tres 

biomarcadores se asociaba con el riesgo de mortalidad por todas las causas. 

Adicionalmente, tras utilizar una variable combinada que aunaba los tres 

biomarcadores estratificados en terciles se observaba que aquellos pacientes 

que presentaban los tres biomarcadores en el tercil superior tenían un riesgo 

significativamente elevado de fallecer por todas las causas respecto al resto de 

combinaciones posibles. 

Estos resultados son especialmente interesantes, dado que hasta el momento 

se había demostrado que presentar niveles de SDF1 aumentados en el momento 

de desarrollar un evento coronario agudo se asociaban con la mortalidad y con 

el desarrollo de nuevos eventos (91), si bien no se había evaluado la capacidad 

predictiva de dicho marcador en un contexto crónico. 

Es por ello, que estos hallazgos nos sugieren la presencia de una inflamación 

residual en pacientes con riesgo cardiovascular que perpetúa y fomenta el 

desarrollo de aterosclerosis y su desenlace fatal. 

 

PAPEL  DE  LOS  MONOCITOS-MACRÓFAGOS  EN  LA  

INFLAMACIÓN  Y  ENFERMEDAD  CARDIOVASCULAR 

La ECV, como ya hemos resaltado, se trata de un proceso inflamatorio crónico 

en el que la inmunidad innata juega un papel central. En dicho proceso 

inflamatorio destaca el papel del sistema mononuclear fagocítico, conformado 

por monocitos y macrófagos (13). Hasta el momento, tenemos evidencias de que 
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aquellos pacientes con niveles elevados de col-LDL y glucosa presentan niveles 

más elevados de monocitos (119), así como los pacientes obesos (120,121). 

Dichas células no solo se encuentran elevadas en presencia de factores de 

riesgo cardiovascular, sino que también en aquellos pacientes que desarrollan 

nuevas placas ateroscleróticas y eventos cardiovasculares (122,123). Es por 

todo ello, que en los últimos años ha tomado especial relevancia el estudio de 

las distintas subpoblaciones monocitarias en su relación con la enfermedad 

cardiovascular (20). 

En nuestro trabajo demostramos que la determinación de las subpoblaciones 

monocitarias circulantes mediante citometría de flujo puede ser de utilidad para 

valorar el riesgo cardiovascular en pacientes con factores de riesgo y 

aterosclerosis subclínica y clínica. De esta forma, observamos una asociación 

entre las subpoblaciones monocitarias Mon1 y Mon2 con el riesgo 

cardiovascular, con la presencia de placas de ateroma (Mon1), la presencia de 

manifestaciones clínicas de aterosclerosis (Mon2) o la presencia de más de 2 

factores de riesgo cardiovascular (Mon3). 

Además, teniendo en cuenta la estratificación de riesgo utilizada en nuestro 

trabajo, observamos que se producía un aumento de monocitos conforme se 

incrementaba el riesgo cardiovascular de acuerdo a los grupos de riesgo pre-

establecidos. Asimismo, aquellos pacientes de mayor riesgo, grupo3 (pacientes 

con manifestaciones clínicas), presentaron los niveles más elevados de 

monocitos Mon1 y Mon2 en comparación con aquellos que no presentaban 

aterosclerosis (grupo1). De forma general, en el proceso aterogénico la 

activación endotelial promueve la expresión de moléculas de adhesión 

leucocitaria que facilita la migración e infiltración de monocitos en la placa 
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aterosclerótica (19). De las distintas subpoblaciones, son los Mon1 la 

subpoblación predominantemente identificada en las placas y los que se 

consideran mediadores inflamatorios. Algunos estudios indican que son los 

primeros monocitos en aparecer en sangre periférica (20) y su aumento se 

relaciona con la aparición de placas ateroscleróticas (122), lo que apoyaría la 

asociación entre los Mon1 y la presencia de placas reportada en nuestro estudio. 

Estos monocitos, que presentan una vida media muy corta posteriormente se 

trasformarán en monocito no clásico o en macrófagos al infiltrar la placa 

ateromatosa (124). 

En cuanto a los monocitos Mon2 se encuentran elevados en pacientes con 

eventos cardiovasculares previos y podrían tener un impacto pronóstico en 

pacientes que ya han padecido un IAM (125). En nuestro trabajo, aquellos 

pacientes que habían presentado eventos cardiovasculares presentan de forma 

significativa un porcentaje mayor de Mon2. Debemos destacar que dichos 

monocitos presentan una expresión aumentada de receptores de membrana con 

capacidad de adhesión al endotelio activado como demuestran los estudios de 

Rogacev y cols (126), lo que podría favorecer el proceso aterogénico 

(20,125,126). 

Finalmente, los Mon3 (no clásicos) se ha propuesto que presenten un papel 

ateroprotector tanto en situación basal como durante procesos inflamatorios, 

siendo los que primero migran a la lesión (20,127). Sin embargo, en nuestro 

estudio no encontramos asociación entre el número de Mon3 y la presencia de 

placas ateromatosas, eventos cardiovasculares o riesgo vascular. Quizás, estas 

diferencias con estudios previos se deban a que no evaluamos eventos agudos 

sino pacientes crónicos. 
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Dado que la determinación de subpoblaciones monocitarias es una técnica 

sencilla, podría ser útil su determinación en la identificación de aquellos 

pacientes con una mayor inflamación residual (126). 

Como hemos mencionado anteriormente, en el proceso aterogénico los 

monocitos son atraídos a la lesión aterosclerótica y es de forma local donde se 

polarizan en macrófagos (119), convirtiéndose posteriormente en células 

espumosas. Estos macrófagos experimentan diversos cambios fenotípicos 

mostrando un elevado grado de plasticidad (123,128). Aunque clásicamente se 

ha clasificado a dicha subpoblación en un fenotipo proinflamatorio (M1) y otro 

anti-inflamatorio (M2), en la actualidad parece claro que dicha clasificación no 

refleja todo el espectro de funciones que tiene dicha población celular y que 

vienen condicionados por la acción de los estímulos procedentes del 

microambiente (23,123). Arnold et al mostraban una relación inversa entre 

niveles circulantes de Mon CD16+ y la polarización a M2 en pacientes con 

eventos coronarios agudos, mostrando asimismo su asociación con la severidad 

del mismo (128), si bien dicho proceso no está ampliamente estudiado. 

Hasta el momento, parece que los macrófagos con fenotipo más antiinflamatorio 

(M2) promueven la cicatrización de la placa aterosclerótica produciendo una 

diferenciación osteoblástica (24). En este contexto, parece que la MMP-10 

favorece la diferenciación osteoblástica (129), siendo esta metaloproteasa 

necesaria en el desarrollo de la aterosclerosis (39). Por este motivo, evaluamos 

el papel de la MMP-10 en la polarización de macrófagos, dada la conocida 

función de dicha metaloproteasa en el proceso aterogénico, favoreciendo la 

infiltración de macrófagos en la placa aterosclerótica (39). Mediante estudios 

trascripcionales y de citometría de flujo confirmamos la adecuada polarización 
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de los macrófagos en las condiciones de cultivo realizadas, sin encontrar 

diferencias entre los macrófagos expuestos o no a MMP-10. Sin embargo, 

observamos una mayor expresión de marcadores de M2 como CD38 y CD80 

respecto a los M1 en los macrófagos expuestos a MMP10, que podría sugerir 

una mejor polarización a M2 en presencia de esta proteasa, si bien serán 

necesarios más estudios para caracterizar dicha asociación. Además en nuestro 

trabajo existen diferencias en la expresión de algunos receptores de membrana 

respecto a lo previamente descrito en la literatura, aunque debemos resaltar que 

es conocido que dicha expresión puede variar según el medio de cultivo y el 

estímulo utilizado en la polarización (89,90). 

 

NUEVAS  ESTRATEGIAS  EN  EL  TRATAMIENTO  DE  LA  

ENFERMEDAD  CARDIOVASCULAR 

De forma general, el tratamiento de las ECV se ha centrado en el control de los 

factores de riesgo y en corregir las secuelas originadas por las mismas. Si bien, 

dado el elevado coste personal y económico que suponen dichas enfermedades, 

parece fundamental centrarnos en evitar el desarrollo de las secuelas (92). Es 

por ello por lo que las estrategias actuales parecen centrarse en reducir la 

inflamación generada en dicho contexto. Es evidente la estrecha interrelación 

existente entre la ECV y las vías inflamatorias mediadas por alteración en la 

inmunidad innata, destacando el papel de la IL-1, una citoquina con un papel 

clave en la progresión de la aterosclerosis (130). 

El primer gran estudio clínico que demostró la importancia del control de la 

inflamación en pacientes con patología cardiovascular fue el estudio CANTOS 

que mostraban que pacientes en los que tras un evento coronario agudo persistía 
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una inflamación, pese a encontrarse con adecuado control de factores de riesgo 

cardiovascular, tras inhibir la IL-1ß por un anticuerpo monoclonal 

(canakimumab), presentaban menos eventos cardiovasculares, asociándose 

además a una reducción de los niveles de PCR (5,131). Posteriormente, otros 

estudios dirigidos a controlar la inflamación de forma más inespecífica 

encontraron resultados dispares; así el ensayo CIRT, que trataba pacientes con 

eventos cardiovasculares con metotrexato, no encontró beneficio clínico en su 

uso; si bien, otros ensayos que utilizaban colchicina conseguían reducir los 

eventos cardiovasculares con su uso (132). También se han explorado la 

inhibición directa de la IL-1 con distintos anticuerpos monoclonales (133).  

Otras estrategias se han dirigido al control de la inmunidad innata y adaptativa 

como medio de regulación de la inflamación. Así, algunas estrategias se basan 

en modular el cambio fenotípico de macrófagos de M1 a M2, con el objetivo de 

favorecer la cicatrización de la placa aterosclerótica (13) y otras, en promover el 

control de la inflamación cardiovascular mediante la inmunización tanto activa 

como pasiva a través de vacunas, bien clásicas como las vacunas de la gripe y 

neumococo, o con dianas más novedosas como frente al antígeno derivados de 

LDL(134). 

En resumen, todas estas estrategias subrayan la importancia del hallazgo de 

nuevos marcadores inflamatorios que pudieran actuar como dianas terapéuticas 

en el control de la inflamación residual en estos pacientes. 

 

LIMITACIONES 

Nuestro trabajo muestra diversas limitaciones, entre las que destaca la 

distribución heterogénea de pacientes entre los grupos de estudio, así como el 
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elevado porcentaje de varones en la población analizada. Asimismo, en el 

estudio experimental solo se utilizaron machos, dado que en el momento del 

diseño no existía ningún requisito de género, lo cual puede ser considerado con 

una importante limitación. Por otro lado, si bien el seguimiento es corto, 33 

meses, destacaremos que se produjeron 22 nuevos eventos (7,4%) y 31 

fallecimientos (10,4%), lo que para el tamaño muestral disponible y el tiempo de 

seguimiento podemos valorar como considerable. 

No se puede establecer una relación causal entre los marcadores inflamatorios 

estudiados y la mortalidad, pero estos resultados pueden ser la base para futuros 

estudios de cohortes más amplios que confirmen nuestros hallazgos. 

A pesar de estas limitaciones nuestro estudio muestra individuos con eventos 

cardiovasculares previos quienes se encuentran con un riesgo incrementado de 

nuevos eventos por la persistencia de dichos marcadores elevados y éstos se 

asocian con la mortalidad global en el estudio de seguimiento. Además, debemos 

reseñar que tanto SDF1 como MMP-12 pueden ser inhibidos mediante 

anticuerpos monoclonales, por lo que podrían representar nuevas dianas 

terapéuticas. 

En cuanto al estudio celular, presentamos un bajo tamaño muestral con 

heterogeneidad de resultados que dificulta la interpretación. 

 

 

En resumen, los resultados de nuestro trabajo abren vías para la investigación 

de nuevos biomarcadores inflamatorios en relación tanto al riesgo cardiovascular 

global como al riesgo inflamatorio residual en pacientes con aterosclerosis, lo 
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que puede ser de ayuda para establecer una medicina personalizada, junto con 

los estudios de genómica y nuevos métodos de imagen cardiovascular. 
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6. CONCUSIONES 

1. CXCR4 se encuentra aumentado en la aorta de ratones con aterosclerosis 

espontánea avanzada (ApoE-/-) respecto a ratones con aterosclerosis 

moderada (ApoE-/-Mmp10-/-) a los 16 meses. 

2. Ratones ApoE-/- a los 10 meses presentan una tendencia a una mayor 

expresión de MMP-12 aórtica respecto a ratones 2KO. 

3. SDF1 se encuentra elevada en pacientes con antecedente de enfermedad 

cardiovascular clínica, pudiendo reflejar un estado de inflamación 

residual. 

4. En nuestro trabajo no se observó asociación de los biomarcadores 

estudiados y la presencia o extensión de las placas ateroscleróticas. 

5. Los niveles elevados de SDF1, MMP-12 y PCR se asociaron con un 

incremento de la mortalidad global. 

6. Según los grupos de riesgo cardiovascular establecidos, a medida que 

aumenta el grupo de riesgo se produce un aumento de Mon1, con 

características proinflamatorias. 

7. Un incremento en el porcentaje de Mon2 se asocia con historia de 

manifestaciones clínicas de enfermedad cardiovascular. 

8. La polarización de macrófagos no se ve afectada por la presencia de 

MMP-10. 

 
En resumen, el avance en el conocimiento de nuevos biomarcadores 

inflamatorios permite la estratificación del riesgo cardiovascular más allá de los 

factores de riesgo cardiovascular. 
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