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AAS: 4cido acetil salicilico

ACV: accidente cerebro vascular
AINES: antiinflamatorios no esteroideos
AIT: accidente isquémico transitorio
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ApoB: apoB-lipoproteina

ARA-II: agonista del receptor de angiotensina Il

CAD: enfermedad coronaria, del inglés coronary artery disease

CEUS: ultrasonido de contraste mejorado, del inglés contrast enhanced
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CHN: Complejo Hospitalario de Navarra

CUN: Clinica 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: &cido etilendiaminotetraacético

BE-FDG: 18-fluoruro de fluorodesoxiglucosa



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

granulocyte macrophage-colony stimulating factor

HbAlc: hemoglobina glicosilada
HDL-C: lipoproteina de alta densidad, del inglés high-density lipoprotein
cholesterol

HTA: hipertension arterial

IAM: infarto agudo de miocardio
IECA: inhibidor del enzima convertidor de angiotensina
IL: interleucina

IMC: indice de masa corporal

KO: del inglés knockout

LDL-ox: lipoproteina de baja densidad oxidada, del inglés low-density
lipoprotein cholesterol oxidized
LDL: lipoproteina de baja densidad, del inglés low-density lipoprotein

cholesterol

M-CSF: factor estimulador de colonias de macrofagos, 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 (clasico)

Mon2: monaocito tipo 2 (intermedio)

Mon3. monaocito tipo 3 (no clasico)

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

M1: macrofago tipo 1

M2: macrofago tipo 2

M4: macrofago tipo 4

NO: éxido nitrico, del inglés nitric oxide

OCT: tomografia de coherencia Optica, del inglés optical coherence tomography
PAD: presion arterial diastolica

PAS: presion arterial sistolica

PBS: solucién tampon fosfato, del inglés phosphate buffer solution

PCR: proteina C reactiva.

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

PET: tomografia por emision de positrones, del inglés positron emission
tomography

PREDIMED: prevencioén dieta mediterranea

RNA: &acido ribonucleico, del inglés ribonucleic acid

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



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

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

TBS: solucidn salina tamponada con tris, del inglés tris-buffered saline
CT: tomografia computerizada, del inglés computerized tomography

Th: linfocito T helper

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

TGF- 3: factor de crecimiento tisular 3, del inglés tumor growth factor- 3
TLR: receptores tipo toll, del inglés toll-like receptor

TNF: factor de necrosis tumoral, del inglés tumor necrosis factor

UE: Unién Europea

VSMC: célula de musculo liso vascular, del inglés vascular smooth muscle cell
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Introduccion

1. INTRODUCCION
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 Union Europea (UE), siendo mayor en mujeres.
A dia de hoy las ECV siguen siendo la principal causa de muerte en los paises
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 pais, las ECV también representan la principal
causa de mortalidad con aproximadamente 120.000 muertes al afio, siendo la
razon 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).

INFLAMACION Y ATEROSCLEROSIS: ASPECTOS MOLECULARES
Y CELULARES

La aterosclerosis es una enfermedad sistémica que afecta a la capa intima de
las arterias grandes y medianas (aorta, carotidas, coronarias y arterias
periféricas) y que se caracteriza por la formacion de placas de ateroma que
provocan la oclusion progresiva de la luz arterial (3). Dicho proceso se origina
por una inflamacién vascular cronica que representa el sustrato principal de las
ECV. En los ultimos afos se ha demostrado la importancia de la inflamacion en
los distintos estadios de la aterosclerosis (4,5) que se ve favorecida por la accion
de los factores de riesgo cardiovascular clasicos con activacion del sistema

inmunitario, favoreciendo a su vez la progresion de la placa aterosclerotica.
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Diversos estudios han demostrado la importancia etiopatogénica de la
inflamacion en la aterosclerosis de forma independiente a la accién de los
factores de riesgo cardiovascular (6), con implicacion de factores genéticos y
ambientales. Sin embargo, debemos de tener en cuenta que dicha inflamacion
no se origina de forma espontanea, sino que se produce como respuesta a un
dafio vascular, con el objetivo de resolver la causa que lo produjo o iniciar la

reparacion vascular (6).

FISIOPATOLOGIA DE LA ATEROSCLEROSIS

La lesién vascular inicial que originara el proceso aterosclerotico tiene lugar en
zonas de alto flujo sanguineo, es decir, zonas de bifurcacion del arbol vascular
arterial. A dicho nivel, se produce una disfuncién endotelial que lleva al aumento
de la permeabilidad local facilitando la entrada y posterior acimulo a nivel
subendotelial de apoB-lipoproteinas (ApoB), predominantemente lipoproteinas
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 liberacién de citoquinas
proinflamatorias por parte del endotelio. Dichas citoquinas originaran
alteraciones en la funcién endotelial, entre las que destacan cambios en la
permeabilidad, en la adhesion y la secrecion de sustancias vasoactivas (9,10).
Ademas, se produce la activacién de células endoteliales (EC) que originara la
activacion del sistema inmunitario y la adhesion de diferentes tipos leucocitarios
(11).

Por tanto, en este proceso inflamatorio se origina la activacion tanto de la
respuesta inmunitaria innata, con el reclutamiento de neutréfilos y monocitos,
como de la respuesta adaptativa con la activacion de linfocitos T (12).

Adicionalmente, provoca la proliferacion y diferenciacion de células de masculo
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liso vascular (VSMC) (6,13) asi como el acimulo local de lipidos extracelulares
y otras moléculas de matriz, que todo ello conformara posteriormente la placa
aterosclerotica (6), proceso que vemos resumido en la figura 1.

De entre todos los eventos que se producen en el proceso aterogénico, quizas
uno de los pasos mas criticos sea la infiltracion subendotelial de monocitos
procedentes de la médula ésea, los cuales son atraidos y reclutados por el
endotelio gracias a la accion de diversas citoquinas y moléculas de adhesion,
adoptando a nivel local un fenotipo inflamatorio con posterior trasformaciéon a
macrofagos que, como veremos mas adelante, seran los encargados de facilitar
la progresion de la placa aterosclerética o de promover su resolucién (8,13-15).
A nivel local, tras el acumulo de lipidos en vacuolas, los macrofagos se
trasformaran en células espumosas (3), promoviendo la formacion de un ndcleo
rico en lipidos que se denomina estria grasa, y que es la primera lesion
macroscopicamente visible en la aterosclerosis. Por su parte, las células
espumosas, como consecuencia de fendmenos inflamatorios pueden romperse
liberando su contenido, LDL-ox y radicales libres, a la circulacién que provocaran
mayor dafio endotelial y atraeran monocitos y linfocitos, formandose el
denominado nucleo lipidico. Dicho nucleo sera rodeado por una capa fibrosa
constituida por colageno, VSMC y EC que conformaran la placa aterosclerética
avanzada (3,13).

En situaciones que perpetien la inflamacion, la placa aterosclerética formada
podr& crecer a lo largo del tiempo de forma asintomética hasta que se produzca
una ruptura o erosion de la misma (11,16). Si se produce la ruptura de la placa,
se origina la exposicién de componentes altamente trombogénicos al torrente

sanguineo que conlleva la activacion plaquetaria, agregacion y posterior
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formacion de un trombo. Por su parte, la formaciéon de dicho trombo inducira la
consecuente activacion del sistema fibrinolitico endégeno con el objetivo de
resolver dicho fenomeno (13). Asi pues, los eventos vasculares se produciran en
funcién de la capacidad del organismo de resolver dicha ruptura que dependera
del medio inflamatorio en el que se produzca y del sistema fibrinolitico individual
(13).

Por otro lado, la resolucion incompleta de la lesion aterosclerética y los defectos
en la eliminaciébn de células apoptoticas, originaran un estado inflamatorio
cronico que podra promover la sucesiva progresion de la placa y el desarrollo de

posteriores eventos cardiovasculares (6,8).
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Figura 1. Proceso de formacion de la placa aterosclerética. A) Desarrollo de
la placa a nivel subendotelial conformada por un nudcleo rico en lipidos que es rodeado
por una capa fibrosa. B) Ruptura de la placa y exposicién de su contenido que provoca
la formacién de un trombo que en aquellos sujetos con un sistema fibrinolitico eficaz
conseguira resolverlo. C) Organizacion del trombo y atraccion de células de musculo
liso de médula 6sea para estabilizar la lesién. D) Reendotelizaciéon de la placa que
llevara a la formacién de una nueva placa fibrosa, la repeticion de este proceso puede

condicionar la oclusién 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
diferenciacion desde los progenitores hematopoyéticos en sangre periférica
donde pueden circular durante unos pocos dias antes de migrar a un tejido donde

se diferenciaran a macréfagos (17). Sus principales funciones son la respuesta
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inmunitaria innata, inflamacion y remodelacion tisular, teniendo un papel central
en la inflamacién asociada a la aterosclerosis (18). En dicho contexto, los
monocitos atraidos por factores quimiotacticos producidos por las células
endoteliales y células de musculo liso (SMC) penetran la pared vascular, donde
posteriormente maduraran a macrofagos por la accidén de factor estimulador de
colonias de macréfagos (M-CSF) y factor estimulador de colonias de granulocito-
macrofago (MG-CSF) (19). La migracion de monocitos a nivel subendotelial
depende de vias de sefalizacion de quimiocinas como CCR2, CCR5 y CX3CR1,
ya que su bloqueo reduce la infiltracibn monocitaria y el tamafio de placa
aterosclerotica en un modelo experimental de aterosclerosis, como es el ratdén
deficiente en apoliproteina 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
fenotipica como funcionalmente: monocitos tipo 1 o clasicos, cuyo papel era
inflamatorio; y monocitos tipo 2 o no clasicos, cuya funcién principal era
patrullera, eliminando las células endoteliales dafiadas y favoreciendo la
reparacion vascular. Sin embargo, en 2010, se estableci6 una nueva
clasificacion que tenia en cuenta la presencia de tres poblaciones diferentes de
monocitos con funciones diferenciadas: monocitos clasicos (Monl) (CD14++ y
CD16-); monocitos intermedios (Mon2) (CD14++, CD16+) y monocitos no
clasicos (Mon3) (CD14+CD16++) (17,18) (figura 2). Segun esta clasificacion, los
monocitos denominados clasicos representan el 85-90% de los monocitos
totales, los monocitos intermedios el 9% y los monocitos no clasicos el 6%

(20,21).
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Figura 2. Subpoblaciones de monocitos. Clasificacion en tres subtipos
atendiendo a la presencia de CD14 y CD16 de membrana. Monocito clasico (Monl)
(CD14++CD16-) que produce la secrecion de interleucina 10 (IL-10), monocito
intermedio (Mon2) (CD14++CD16+) y no clasico (Mon3) (CD14+CD16++) que secretan
moléculas inflamatorias (IL-12, IL-13, factor de necrosis tumoral (TNF), 6xido nitrico
(NO) y especies reactivas de oxigeno (ROS). (Adaptado de ref. 21).

Si bien multiples estudios han demostrado que los monocitos CD16+, es decir
los tipo 2 y 3, estan implicados en procesos inflamatorios e infecciosos, el papel
que desarrolla cada uno no esté del todo establecido. Inicialmente se considerd
que los monocitos intermedios al ser los que mas IL-10 secretaban tenian un
perfil mas antiinflamatorio; sin embargo, estudios recientes han mostrado que los
monocitos con mayor secrecion de esta interleucina fueron los clasicos. Por otro
lado, parece que los mas inflamatorios son los no clasicos al responder
produciendo citoquinas en respuesta a ligandos del receptor tipo Toll (TLR),
siendo los primeros en llegar al sitio de la lesion (21).

Por tanto, aunque en estos ultimos afos 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 funcion de las subpoblaciones
monocitarias en la enfermedad cardiovascular. Adaptada de ref.(22)

Jaipersad et al 2014 | Monl CD14++CD16-CCR2+ se asocian con el grado de
estenosis carotidea y la neovascularizacion de placa

evidenciado por CEUS

Ammirati et al 2016 | Monocitos CD14+ y Monl (CD14++CD16+) estan
reducidos en sujetos con neovascularizacion de placa por
CEUS

Justo-Junior et al | 2018 | Mon2 (Cd14++CD16+) estan elevados en pacientes con
angina inestable.

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

aparicion de eventos o mortalidad cardiovascular

Meeuwsen et al 2019 | No hay asociacién 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: tomografia de coherencia

Optica

MACROFAGOS
Los macrofagos son unas células descritas por primera vez en 1882 por

Metchnikoff como aquellas implicadas en la defensa frente a patdégenos; sin
embargo, no fue hasta 1990 cuando se confirmé la presencia de macréfagos en
placas ateroscleroticas humanas (23).

Los macréfagos estan 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 dendriticas), asi como de modificar

su fenotipo en funcion del perfil de citoquinas al que se expongan. Por ello,
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pueden presentar un perfil mas inflamatorio o mas inmunomodulador (24). Al
inicio de la formacion de la placa aterosclerética, los macrofagos procederan de
la médula 6sea por una mielopoyesis aumentada, si bien, cuando la placa se
encuentra bien establecida, los macrofagos presentes procederan de
mielopoyesis extramedular, principalmente de macrofagos locales (23). Una vez
en el espacio subendotelial, los macrofagos internalizaran el LDL-ox y se
diferenciaran a células espumosas que perpetuaran la inflamacion (19).

Clasicamente, los macréfagos se han dividido en dos grupos que representan
los extremos de un continuo. Los macréfagos activados de forma clasica (M1)
gue presentan un perfil mas inflamatorio y los activados de forma alternativa (M2)
que tienen un perfil mas inmunomodulador (24). Los macréfagos se polarizan a
M1 tras la estimulacion con interferén-y (IFN-y) o TLR (24), dichos macréfagos
mantienen una intensa interaccion con los linfocitos Thl (13). Dicha interaccién
a nivel de la placa aterosclerética promueve la secrecion de citoquinas
proinflamatorias como TNF- a, IL-1, IL-6, IL-12, IL-18, IL-13 e IL-23; otras
citoquinas como CXC10 y CXCL11, ROS y oxido nitrico (19,25); asi como
colagenasas (MMP-1, 8 y 13) y otras metaloproteasas (MMP-2 y 9) que degradan
el colageno intersticial favoreciendo la ruptura de la placa fibrosa (13). Por su
parte, aquellos macréfagos polarizados a M2 en respuesta a citoquinas
secretadas por linfocitos Th2 (IL-4 o IL-13) tienen un perfil mas antiinflamatorio
pudiendo subdividirse en cuatro subpoblaciones que de forma general, a
excepcion de la M2b, secretan moléculas inhibitorias como IL-10 con el objetivo
de contrarrestar el efecto de los M1 y promover la reparacion tisular (13,19,24).
Recientemente se ha descrito un nuevo subtipo de macréfagos, los M4,

localizados principalmente a nivel de placa aterosclerética, que se produce por
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la estimulacion de CXCL4. CXCL4 se expresa en diversas células involucradas
en la aterosclerosis como las EC, monocitos y macréfagos. La polarizacion
inducida por CXCL4 se considera irreversible y su expresion en placas
ateroscleroticas carotideas se ha correlacionado con la severidad de la lesion.
Los M4 presentan caracteristicas fenotipicas especificas como la expresion de
MMP-7 y de proteina de unién al calcio S100A8 en su membrana, asi como la
pérdida completa de CD163. Dicha subpoblacion de macrofagos, con baja
capacidad de fagocitosis, presenta un papel principalmente proaterogénico a
través de la produccién de MMP-12, que origina la inestabilidad en la placa (19).
Estudios histologicos realizados en placas ateroscleréticas humanas muestran
la distribucion heterogénea de dichas subpoblaciones, encontrandose de forma
predominante los M1 en zonas proximas 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 aterosclerdtica y los M2 su regresion (13,24). Es
interesante sefialar que los macréfagos M1 pueden cambiar su fenotipo a M2 o

viceversa segun las moléculas del entorno que les acompairie (26).

PAPEL DE LAS METALOPROTEASAS EN LA ENFERMEDAD
CARDIOVASCULAR

ESTRUCTURA Y FUNCION

Las metaloproteasas de matriz (MMPs) son una familia de endopeptidasas
dependientes de zinc, producidas por diversos tipos celulares (endotelio,
musculo liso y monocitos) (27). Fueron descritas por primera vez en 1949 en el
contexto del crecimiento tumoral, posteriormente en 1962 se describié su accién

sobre el coldgeno (28). Presentan actividad proteolitica que contribuye a la
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degradacion de la matriz extracelular (ECM) y de proteinas no relacionadas con
la matriz, el remodelado y la regeneracion 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 union a las membranas en: colagenasas (MMP-1, 8
y 13), estromelisinas (MMP- 3, 10y 11), gelatinasas (MMP-2 y 9), tipo membrana

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

Tabla 2. Clasificacién de las metaloproteasas de matriz y su especificidad de
substrato. (Adaptado de ref. 26)

TABLA 1. Caracteristicas y especiicidad de las principales metaloproteasas

MMP {tipo) Denominacion Swstrato MEC
Colagenasas
MMP-1 Colagenasa-1  Colagenos I, I, 11, VI, VIl y ¥, gelatina, protecglucanos, fenascina, entactina
MMP-8 Colagenasa-?  Colagenos I, I, 11, W, VIl y X, gelafina, agrecan
MMP-13 Colagenasad  Colagenos I, 1L, [, IV, ¥, X y XIV, gelatina, tenascina, fibronectina, agrecan, osteonectina
Gelatinasas
MMP-2 Gelatinasa A Colagenos |, IV, W, VII, X Xl y XV, gelatina. elastina, fibronecting, laminina, agrecan, wersican, osteonecting,
profecglucans
MMP-3 Gelatinasa B Colagenos IV, V, VII, X, XV, gelatina, elastina, agrecan, versican, proteaglucanos, osteonectina
Estromalisinas
MMP-2 Estromalisina-1 Coligenos Il IV, Wy IX, gelatina, agrecan, versican, proteoglucancs, tenascing, fibronectina, laminina,

nstecnecting
MMP-10 Estromalizing-2 Colagenos Ill, V', V, gelatina, caseina, agrecan, elasting, proteoglucancs
MMP-11 Estromalising-3 Caseina, laminina, fibronecting, gelatina, coligeno IV, transferrina

Tipa membrana
MMP-14 MT1-MMP Colagenos |, Il y 111, caseina, elasfing, fibronecting, vitronecting, tenascina, proteoglucanos, lamining, entzacting
MMP-15 MT2-MMP Tenascina, fibronectina, laminina
MMP-16 MT2-MMP Colagena 11, gelatina, caseina, fibronectina
MMP-17 MT4-MMP ND
MMP-24 MT5-MMP ND
MMP-25 MTE-MMP ND

Oftras
MMP-7 Matrilisina Colégenos IV y X gelatina, agrecan, proteaglucanos, fibronecting, laminina, entactina, fenascing, caseina
transferring, integrina by, osteonecting, elastina
MMP-12 Metaloelastasa  Colageno IV, gelating, elasting, caseina, laminina, protecglucanos, fibronecting, vitronectina, entactina
MMP-Z0 Enmamefisina Amelogenina

MMP-234  MMP-24 ND

MMP-238  MMP-22 ND

MMP-26 Matrilisina 2 Colagena IV, fibrindgeno, fibronecting, caseina
MMP-27 ND ND

MMP-28 Epilizina Caseina

MEC: matriz extracelular; MMP: metaloproteasas; ND: no determinado.

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

de sefalizacion en la region N-terminal, el dominio propéptido hidrofébico que
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contiene un residuo de cisteina, el dominio catalitico que contiene el ion de zinc,
la region bisagra y el dominio tipo hemopexina en la region C-terminal que

permite la unidn a otras proteinas (31,32), figura 3.

Region
SH bisagra
\
N-terminal -  Pro-péptido Catalitico Zinc \ \
N\ s s
Hemopexina

Figura 3. Representacion esquematica 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 disociacion del dominio propéptido para su activacion.
El residuo de cisteina del dominio propéptido y el Zinc del dominio catalitico son
comunes a todas las metaloproteasas y se considera que este es el mecanismo
de activacién comun en todas ellas (27).

El principal activador fisiologico de las MMPs es la plasmina que puede ser
generada por la activacion de la cascada fibrinolitica o por la inflamacion (33).
También seran activadas por la accion de las especies reactivas de oxigeno
(ROS), trombina, factor Xa, tripsina, etc. (34). Su actividad también se encuentra
regulada a nivel transcripcional, postraduccional y por la accion de los
inhibidores, entre los cuales destacan los inhibidores tisulares especificos de
MMPs (TIMP) que se unen de forma directa e irreversible al dominio catalitico de
las MMPs (27,35), y la alfa2-macroglobulina que actia como inhibidora de
proteasas (34,36).

De forma general se describe la funcién de las MMPs en el contexto de
destruccion tisular en el cancer, artritis, y enfermedades neuroldgicas

degenerativas; en el contexto de la fibrosis en la aterosclerosis, cirrosis,
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esclerosis multiple, y fibrosis pulmonar; y en el contexto de la degradacion de

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

MMPs EN LAS ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES

En las ECV parece critico el control adecuado del sistema de las MMPs y sus
inhibidores por su implicacion en la progresion, ruptura y degradacion de la placa
aterosclerotica (13).

Hasta el momento, se ha descrito el papel de las MMP-1, 8 y 13 en la
desestructuracién del colageno que facilitara la ruptura de la placa, el de las
MMP-2 y 9 en la neovascularizacion, el de la MMP-12 como promotora de la
infiltracion de monocitos/macréfagos en la pared vascular y degradacion de la
elastasa de la ECM, y el de la MMP-14 favoreciendo la invasion de VSMC y
fibroblastos (27). La figura 4 muestra las etapas del proceso aterosclerético en
el que se encuentra involucrada cada MMP (37). Ademas, en la tabla 3 se
muestra la implicacion de cada metaloproteasa en cada etapa del proceso

aterogeénico.
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MMP-1, MMP-8, MMPS, MMP-12,
MMP-13, MMP-14

Monocytes
recruitment

0;. '

‘ - ; . =
O ‘w >’ infidtration

MMP-2, MMIP-3, MVIP-9

Figura 4. Papel de la MMPs en la placa aterosclerética. MMP-2, MMP-3 y MMP-
9: activacién de células de musculo 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 degradacion de ECM; MMP-2, MMP-9: migracion de células endoteliales;

MMP-2: infiltracién de monocitos. (Adaptado de ref. 37).
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Tabla 3. Participacion de las metaloproteasas en el desarrollo y progresion de la

aterosclerosis. (Adaptado de ref. 37)

Inflamacién vascular y disfuncién endotelial
Aumento de la migracion e invasion de

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

Disfuncion endotelial MMP-2y 9
Oxidacion de LDL MMP-1, 2,8y 9
Apoptosis de células endoteliales MMP-9
Desarrollo de placa
Aumento de la intima-media MMP-1, 2, 3,7,8,9y 10
Crecimiento de placa MMP-2
Migracion de VSCM MMP-9
Descenso de la contractilidad de VSCM MMP-2y 9
Neovascularizacion
Degradacion de la matriz extracelular MMP-1, 8,9, 12, 13y 14
Liberacion de factores de crecimiento MMP-2, 9, 13y 14

Calcificacion
Induccion de la calcificacion de la placa MMP-2y 7

Activacion y desestabilizacion de la placa
Activacion de apoptosis de VSMC en la

_ MMP-7
capa fibrosa
Actividad litica del colageno MMP-1, 8y 13
Promocién de la ruptura de placa MMP-1, 2, 3,7,8,9, 12,13y 14

En el contexto de las ECV nuestro grupo ha demostrado la relevancia de la MMP-
10, describiendo su asociacion con la inflamacién al demostrar que la proteina C
reactiva (PCR) induce la MMP-10 en células endoteliales (39) y ambos
pardmetros se correlacionan de forma positiva con la aterosclerosis asintomatica
en sujetos con factores de riesgo cardiovascular (40). Ademas, demostramos el
papel causal de la MMP-10 en la progresiéon de la aterosclerosis, infiltracion

macrofagica y calcificacion de la placa. Adicionalmente, hemos demostrado que
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la MMP-10 juega un papel en el ictus isquémico (41) asi como en la severidad y
evolucion de la enfermedad arterial periférica (EAP) (42).

Dicha metaloproteasa, es también conocida como estromelisina 2 (figura 5) y su
principal funcion es la degradacion de multiples componentes de la ECM entre
los que destacan los proteoglicanos, la laminina, fibronectina y colageno Il y IV
(43). La proenzima tiene un peso molecular de 54 KDa y tras su activacion es de
46 kDa (44). Su expresion se encuentra regulada a nivel transcripcional por la
accion de citoquinas y factores de crecimiento que estimulan su produccién como
IL-1, TNF-a, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), trombina,
calicreina y triptasa; mientras que se promueve su inhibicion mediante la accién
de factor de crecimiento tisular-3 (TGF-R3), heparina y glucocorticoides (36). A su
vez, MMP-10 es capaz de activar otras metaloproteasas comolal,7,8,9y 13
y es inhibida por la accién de TIMP-1 y TIMP-2 (45). Participa en mdultiples
procesos fisioldgicos entre los que destacan la reparacién de lesiones y el

crecimiento 0seo (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 Ultimos afos, se han evaluado nuevos biomarcadores de riesgo y
enfermedad cardiovascular con el objetivo de detectar de forma precoz dicha
patologia y poder evitar sus complicaciones (47,48). Se ha descrito que para que
un biomarcador sea util debe cumplir los siguientes criterios: facil de medir, debe
afadir informacién adicional a los factores de riesgo clasicos y debe cambiar el
manejo clinico de los pacientes; ademas, se sugiere que sea coste efectivo y
seguro. Para ello debemos atender a su poder de discriminacion, calibracién y
reclasificacion (18).
El primer biomarcador que ha demostrado su validez clinica y que hasta el
momento es el Unico utilizado en la practica clinica es la PCR. Datos de la
poblacion general y de cohortes de riesgo cardiovascular han demostrado la
asociacion entre niveles de PCR y desarrollo de las ECV, siendo Util para
discriminar los pacientes de alto riesgo (49-52). Asimismo, se ha evidenciado la
asociacion de otros biomarcadores con el desarrollo de placa aterosclerética y
eventos cardiovasculares posteriores, si bien hasta el momento las evidencias
clinicas son débiles y se precisan nuevos estudios que validen dichos resultados
y nos permita establecer el algoritmo mas adecuado para su uso (53).
También esta cobrando importancia el estudio no solo de parametros analiticos,
sino también el papel de la imagen en la deteccion precoz de complicaciones
cardiovasculares (54). Hasta el momento se ha evidenciado la asociacion entre
el grosor de la intima-media carotidea medido mediante ecografia y el riesgo de
desarrollar nuevos eventos vasculares (55), si bien actualmente esta en
entredicho su validez. Por otro lado, se ha estudiado la presencia de placas

femorales aterosclerdticas por ecografia y el calcio coronario por tomografia
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computerizada (CT) como nuevos biomarcadores de imagen (56), siendo este
altimo un marcador de riesgo cardiovascular bien conocido y que se considera
una herramienta util que permite reclasificar pacientes de riesgo intermedio
(57,58). Si bien, de forma mas reciente, se esta prestando especial atencion a la
informacion ofrecida por la tomografia por emisiéon de positrones (PET) en
relacion con el riesgo cardiovascular y evolucion de la aterosclerosis. Se ha
demostrado la utilidad tanto del PET-TC convencional con ¥F-FDG (59), de
forma combinada con resonancia magnética (60) o con nuevos radiotrazadores
como el 18F-NaF PET/CT en la deteccion de la presencia de placas vulnerables
(61) y por tanto la deteccion de pacientes en riesgo de eventos cardiovasculares
agudos. Ademas, se ha demostrado que la captacién producida en PET
mediante el radiotrazador [*®Ga]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 area 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 pleiotrépica presente en multiples 6érganos:
higado, piel, pulmén, médula ésea... (64). Se han descrito dos receptores,
CXCR4 y CXCR7, originando diferentes respuestas en funcion del receptor al
gue se una (65), aunque, en la actualidad parece mas aceptado que la funcion
de CXCR7 consiste en modular la funcion de CXCR4 (66). El receptor de

quimiocinas CXCR4 pertenece a la familia de los receptores acoplados a
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proteinas G transmembrana y se expresa de forma ubicua en el organismo. En
la placa aterosclerética se localiza en regiones ricas en leucocitos y células
mononucleares (67).

La union de SDF1 al receptor CXCR4 conlleva la disociacion de la proteina G
con la consecuente activacion de las vias de MAPK y PI3K, ademas del
reclutamiento de 3-Arrestina que media en la endocitosis del receptor (68). Tras
su unién a un recetor regula el desarrollo embrionario asi como multiples
procesos fisioldgicos (64), si bien, su funcibn mas conocida, es la movilizacion

de progenitores de médula 6sea a periferia (69).

Al

L [{g =l
Bucie 30's ~
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Figura 6. Representacion de la estructura de un monémero de CXCL12.
(Adaptado de ref. 65).

En la patologia cardiovascular, hasta el momento, se ha identificado el SDF1
como un mediador causal en enfermedad coronaria (71,72). SDF1 esta presente
en varios tipos celulares relevantes en el proceso inflamatorio asociados a la
aterosclerosis, como los monocitos/macréfagos, linfocitos T y B, neutrofilos,
células endoteliales y células de musculo liso (68), si bien el papel que juega el
receptor CXCR4 en cada una de ellas no esta definido todavia.

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 funcidn protectora en el reclutamiento de progenitores y
cardiomiocitos (68). Sin embargo, estudios en animales han demostrado que la
sobreexpresion de CXCR4 en cardiomiocitos durante un infarto agudo de
miocardio (IAM) favorece la lesidon cardiaca al perpetuar la infiltracion inflamatoria
y favorecer la muerte celular (73). Ademas, este eje se encuentra implicado en
las vias de sefalizacion intracelular que promueven la angiogénesis, respuesta
vascular inflamatoria e hiperplasia de la intima (74). Por ultimo, el eje
CXCR4/SDF1 afecta a otros mediadores implicados en el desarrollo de la
aterosclerosis, asi se ha demostrado que el blogqueo de dicho eje disminuye la
expresion proteolitica de mediadores, como la MMP-12 (75).

Adicionalmente, se ha demostrado el papel de la MMP-10 en la modulacion del
eje CXCR4/SDF1 en la regeneracion muscular en un modelo experimental de
dafio muscular en ratones deficientes en MMP-10 (Mmp10-/-). En dicho modelo
se demostrd que los ratones Mmp10-/- presentaban niveles inferiores de CXCR4
y SDF1 y un retraso en la regeneracion muscular respecto a los ratones MMP-
10+, sugiriendo que la actividad de MMP-10 modula la sefializaciéon de
CXCR4/SDF1, que es esencial para la regeneracion eficiente del musculo

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 activacion en el que se elimina el dominio propéptido y el C-terminal
hasta generar una proteina de 22KDa (figura 7) (77). Se trata de una enzima
secretada esencialmente por macréfagos, aunque también por plaquetas. Tiene
un papel clave en la repuesta inflamatoria frente a patdgenos favoreciendo el
reclutamiento de leucocitos (78,79) y el remodelado tisular a través de la
degradacion de la elastina principalmente, aunque también actla sobre otros
componentes de la matriz extracelular como la laminina, fibronectina o el

colageno IV (80).

= Specificity
Loop

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 asociacion con la presencia de
enfermedad coronaria (83) y accidente cerebrovascular asi como con la
presencia de la placa aterosclerética (84). Se ha evidenciado en modelos
experimentales de raton su papel en la rigidez vascular dependiente de la edad
(85), mientras que su deficiencia ha asociado con una reduccion en la progresion

aterosclerotica e infiltracion macrofagica (86).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

Las ECV son la principal causa de mortalidad en nuestro medio (1). En estos
altimos afos se estan realizando esfuerzos en encontrar nuevos marcadores que
nos permitan identificar de forma precoz a aquellos pacientes que tienen un
mayor riesgo de desarrollar eventos aterotrombéticos (47,87).

La aterosclerosis es un proceso inflamatorio en el que se encuentran implicados
numerosos tipos celulares, MMPs y citoquinas. En este sentido la activacion
monocitaria tiene especial relevancia tanto en el inicio como en la progresion de
la placa aterosclerética. Sin embargo, no se ha establecido con precision si
determinadas subpoblaciones monocitarias circulantes podrian asociarse con un
determinado fenotipo inflamatorio de riesgo cardiovascular y con el grado de

aterosclerosis subclinica.
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OBJETIVOS

El objetivo general del estudio ha sido analizar el papel de subpoblaciones
monocitarias y nuevos biomarcadores en relacion al riesgo de aterosclerosis
subclinica y clinica.

Los objetivos concretos del estudio fueron:

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

2. Estudiar la expresion de estos nuevos marcadores en pacientes con
aterosclerosis subclinica y clinica y determinar su asociacién con los
factores de riesgo y parametros clinicos.

3. Analizar en un subgrupo de pacientes las subpoblaciones monocitarias
(Monl, Mon2 y Mon3) y su relacién con el grupo de riesgo establecido.

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

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

ESTUDIOS DE ATEROSCLEROSIS IN VITRO

l. MODELO EXPERIMENTAL DE ATEROSCLEROSIS

Se cruzaron ratones Mmpl10-/- (C57BI/6 background, cedidos por el Dr WC.
Parks, University of Washington, Seattle, WA) con ratones knockout (KO) para
apolipoproteina E, ApoE -/- (C57BI/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 habitacion de temperatura controlada y con ciclo noche/dia
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
nitrogeno liquido para el analisis posterior de la expresion de los genes CXCRA4,
SDF1 y MMP-12 en dicha localizacion. Adicionalmente, en aortas de ratones de
6 y 12 meses (n=5 ApoE-/- y n=5 ApoE-/-Mmp10-/-) incluidas en parafina se
evalub la expresion proteica de CXCR4 y MMP-12 mediante estudio
inmunohistoquimico.

La investigacion se realizé de acuerdo a las guias éticas de la Comunidad
Europea para el uso y cuidado de animales de laboratorio (directiva 86/609), y
fue aprobada por el comité de Evaluacién de Investigacibn Animal de la

Universidad de Navarra.

ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO DE LAS AORTAS DE RATON
Se emplearon secciones de 3um de las aortas de raton de 6 y 12 meses. Tras

desparafinizar e hidratar, algunos estudios inmunohistoquimicos requirieron un
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proceso de recuperacion antigénica que consistio en la inmersion de las
muestras pretratadas con la solucibn de recuperacidon antigénica
(Dakocytomation, ref. S1699) durante 20 minutos a 95°C. A continuacion, la
solucion fue templada a temperatura ambiente durante 20 minutos y las
secciones fueron lavadas con tris buffer salino (TBS: Tris-HCL 0,05M, NacCl
0,5M, pH 7,36) durante cinco minutos. Para bloquear la actividad peroxidasa, se
sumergieron los tejidos en una solucion de metanol con 1,25% de peréxido de
hidrogeno (Panreac, 141077) durante 20 minutos en oscuridad. Las secciones
fueron lavadas dos veces con TBS durante 5 minutos.

La unién inespecifica del anticuerpo primario fue evitada mediante la adicion de
suero normal del animal en el que se ha obtenido el anticuerpo primario, diluido
1:5 en TBS durante 45 minutos en camara humeda.

El anticuerpo primario fue diluido en las concentraciones adecuadas e incubado
durante la noche en camara humeda a 4°C, se utilizaron los siguientes
anticuerpos: conejo anti-MMP-12 de ratdn (orb36364, Biorbyt) y conejo anti-
CXCR4 de ratén (orb 74308, Biorbyt), dilucién 1:100 y 1:50 respectivamente. El
exceso de anticuerpo fue eliminado a las 24 horas y se lavaron las secciones
con solucion TBS tres veces durante 5 minutos. Se detectaron inmunocomplejos
con 3,3’ diaminobenzidine chromogen (DAB, Dako, ref. K3468) y la reaccion se
pard 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
calculd el porcentaje de area tefiida respecto al area de tejido total mediante

Image-J software (88).
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II. CULTIVO CELULAR DE MONOCITOS Y POLARIZACION

MACROFAGICA EN PRESENCIA DE MMP-10

Se realiz6 un estudio de activacion celular y expresion de marcadores
inflamatorios en nueve voluntarios sanos sin patologia cardiovascular previa con
el objetivo de determinar la influencia de la MMP-10 en la polarizaciéon de

monocitos a M1 o M2 ( figura 8).

Cultive GM-CSF Citometria
(M1} RMA
I Citometria
| | RNA
4 dias 2 dias
Cultivo GM-CSF
(M1)
+ MMP-10
——+ Lymphoprep —— AUTOMAX
{cel. (cel. CD14+)
mononucleadas)
Cultiva M-CSF Citometria
(M2) RNA
| | Citometria
4 dias | | 2 dias it
Cultive M-CSF
(M2)
+ MMP-10

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
extraccidon. Se realizd la separacién de células mononucleadas (monocitos y
linfocitos) mediante Lymphoprep 1,077g/mL (Axis Shield). Para dicha separacién
se afiadié 40 mL de sangre diluida (1:1 con suero fisiolégico a temperatura
ambiente) a 10mL de solucion de separacion (lymphoprep) en proporcién 4:1y
se realiz6 una centrifugaciéon 25 minutos a 2000 rpm sin freno a 20°C. Tras ello
se extrajo el halo de leucocitos y se lavaron en 50mL de solucién tamponada con
fosfato (Phosphate Buffer Solution, PBS, Oxoid). El pellet obtenido se

resuspendié 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 camara de
Neubauer.

Se realizd una separacion de células CD14+ mediante AutoMACS (Miltenyi
Biotec). Para ello, las células se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos a
20°C con freno, se elimind el sobrenadante y se resuspendié en buffer de
automacs (PBS + 0,5% albumina de suero bovino (BSA) + 2.5nM &cido
etilendiaminotetraacético, EDTA). Por cada 100 x 10° células mononucleadas se
afiadieron 500ul de dilucion 1:5 de CD14 (400ul Buffer de automacs + 100ul
beads CD14 (Miltenyi Biotec, Alemania), se incub6 durante 15 minutos a 4°C en
oscuridad. A continuacion, se lavaron las células con 10mL de Buffer de
automacs, a 1500 rpm, 5 minutos a 20°C y se resuspendieron en 500 pL de
Buffer de autoMACS, por cada 100x 10° de células, (siendo necesario afiadir un
volumen minimo de 500ul). Se realizé la separacion mediante AutoMACS
reteniendo la fraccion de células CD14+. Se realizo la seleccion mediante el
programa possel-D. La fraccion positiva obtenida se completé hasta 15mL con
PBS, se centrifug6é a 1500 rpm, 5 minutos a 20°C, se aspiré el sobrenadante,
resuspendiendo el pellet en 1mL de buffer de autoMACS vy las células se
contaron. La muestra obtenida se dividié en dos tubos, para diferenciar a M1y
M2 y se precipitaron por centrifugaciéon a 1500rpm, 5 minutos a 20°C. Las células
se resuspendieron en los medios de polarizacién correspondientes en una
relacion de 1.000.000/mL y se sembraron en placas de 12 pocillos (Corning, ref.
3513). El medio contenia 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 pg/mL) (Miltenyi Biotec, Alemania) para la polarizacién a M1 y M-
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GCSF (10ng/mL) (Miltenyi Biotec, Alemania) para M2. A la mitad de los pocillos
se les afadio MMP-10 (1pl/mL con una concentracion de 0,5ug/pL) (producida,
purificada y activada en nuestro laboratorio). Las células se cultivaron a 37°C
con un 5% de CO..

A las 48 horas de la siembra se afiadio 500ul de medio fresco correspondiente a
cada pocillo. Al cuarto dia de cultivo, la mitad de las células se extrajeron y se
analizaron mediante citometria y retrotranscripcion y PCR (RT-gPCR), y el resto
se volvié a sembrar y se mantuvo en cultivo hasta su recogida en el sexto dia de
cultivo.

Para recoger los macrofagos del cultivo se afiadié 1mL/pocillo de PBS frio y se
incubo la placa 10 minutos a 4°C, se repitio el proceso anterior, se comprobo al
microscopio si se habian levantado todas las células, y en caso de que aun
guedasen células adheridas se repitié el proceso anterior hasta que no quedo
ninguna. La solucion obtenida se centrifugd 5 minutos a 1500 rpm, se decanto el
sobrenadante y se resuspendio el pellet en 1mL de PBS a 37°C. Tras contar las
células se separaron 20.000 células/condicion en 100ul de PBS para el estudio

de citometria.

CITOMETRIA DE MACROFAGOS

Se utilizé el siguiente panel de marcadores: CD16, CD14, CD11B, CD163, CD
86, HLA-DR y CD38, tabla 4. Las muestras se adquirieron en un citbmetro FACS
Canto Il y usando el software FACSDiva (Becton Dickinson Bioscience, San
José, California). Los datos fueron analizados con el software Infinicyt (Cytognos,
Salamanca). Asimismo, se realiz0 una fotografia diaria de un

pocillo/paciente/condicion.
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Tabla 4. Listado de anticuerpos especificos y reactivos

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

Macrofago |CD11b| CD14 CD38 [CD86| CD16 HLA-DR CD163

En el analisis por citometria se selecciond inicialmente la poblacion de células
correspondientes a monocitos tras enfrentar tamafio y complejidad (SSCy FSC).
A continuacién, se analizo la intensidad de inmunofluorescencia (MFI) de cada
marcador y condicion (M1 con/sin MMP-10 y M2 con/sin MMP-10 a los 4 y seis
dias de cultivo). A partir de datos procedentes de la literatura y estudios previos
sobre polarizacion del laboratorio de citometria se consideraron marcadores de

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

ESTUDIOS DE EXPRESION GENICA

Se utilizaron muestras de aorta y de células en solucion de homogenizacién (4pl
de 1-Tioglicerol + 196l Solucién de homogeneizacion / muestra).

Se extrajo el RNA usando RNA MagMAX-96 Total RNA Isolation Kit
(ThermoFisher), se cuantific6 (Nanodrop) y 1 ug se retrotranscribié utilizando el
Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV,Invitrogen; ref. 28025-013). A cada
muestra se le anadié una mezcla que contenia 4 ul de first strand buffer 5X
(Invitrogen, ref. Y02321), 0,2 pl de random primers (Invitrogen, ref. 58875), 2 pl
de 10 mM dNTPs mix (dGTP, dCTP, dATP, dTTP, Invitrogen, ref. 10297018), 2
pl de ditiotreitol (DTT, Invitrogen ref. Y00147), 0,5 ul de inhibidor de ribonucleasa
(Invitrogen, ref. 10777019) y 1 yl de M-MLV transcriptasa reversa, con un
volumen final de 20 pl. Las muestras se calentaron a 37 °C durante 60 minutos,
y se desnaturalizaron a 95°C durante 5 minutos en un termociclador (VIIA 7,

Applied Biosystems).
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A continuacion, se realizo el analisis de la expresion de genes mediante reaccion
en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (QPCR). La reaccién se
realizé en un volumen total de 20 pl que contenia: 50 ng de cDNA, 1 ul del ensayo
a estudio (Integrated DNA Technologies, IDT), 10 pl deTagManTM Fast
Universal PCR MasterMix (Applied Biosystems, ref. 4352042) y H20 ultrapura
hasta completar el volumen. La reaccion se realiz6 en un VIIA-7 sequence
detector (ThermoFisher).

En las muestras de aorta se utilizaron ensayos de expresion génica con sondas
TagMan (IDT) para SDF1 murino (Mm.PT.58.32677664), CXCR4
(Mm.PT.58.41597935), y MMP-12 (Mm.PT.58.31615472). La B-actina murina
(Mm.PT.39a.22214843.9) se utilizé para normalizar los resultados.

Por su parte, en las muestras de macréfagos se analizaron las diferencias en la
expresion de genes asociados a macrofagos tipo 1 (HsIP10) y macréfagos 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 enddgenos. La relaciébn de genes

estudiados se muestra en la tabla 5.
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Tabla 5. Assays on-demand usados en la gPCR a tiempo real.

Nombre del gen Simbolo | Referencia IDT
C-X-C motif chemokine | HsIP10 | Hs.PT.58.39328322.gs
ligand 10
Homo | C-type mannose receptor 1 MRC1 Hs.PT.58.15093573
Sapiens | hypoxanthine HPRT1 | Ha.PT.58v.456221572
phosphoribosyltransferase 1
glyceraldehyde-3- GAPDH | Hs.PT.39a.22214836
phosphate dehydrogenase
Stromal derived factor 1 SDF1 Mm.PT.58.32677664
C-X-C motif Chemokine| CXCR-4 | Mm.PT.58.41597935
Raton | Receptor 4
Matrix metalloproteinase 12 | MMP-12 | Mm.PT.58.31615472
B-actina ACTB Mm.PT.39a.22214843.g

ESTUDIO CLINICO

Previo a su inclusion, todos los pacientes fueron informados sobre los objetivos
del estudio y firmaron un documento de consentimiento informado aprobado por
el Comité de Etica de la Clinica Universidad de Navarra (2017/240). El presente

estudio fue disefiado conforme con la declaracion de Helsinki.

CLASIFICACION DE LOS PACIENTES

Se incluyeron en el estudio de forma prospectiva, entre abril 2016 y junio 2019
los pacientes (n=298) con 2 o mas factores de riesgo cardiovascular o
aterosclerosis clinica o subclinica con o sin eventos aterotrombaticos previos
procedentes de las consultas de Medicina Interna de la Clinica Universidad de
Navarra (CUN) y del Servicio de Medicina Interna del Complejo Hospitalario de
Navarra (CHN), y pacientes del Area de Medicina Vascular y Medicina del

Trabajo de la CUN. Los pacientes fueron divididos en tres grupos:
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- GRUPO 1. Asintomaticos con dos o mas factores de riesgo cardiovascular

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

de riesgo cardiovascular:

©)

o

Hipertension: presion sistélica >140 mmHg o diastolica >90mmHg
0 en tratamiento antihipertensivo.

Diabetes mellitus: definido por alteracidén en curva glicémica o toma
de antidiabéticos orales o uso de insulina

Dislipemia: colesterol total >200mg/dl, C-LDL >130mg/dl vy
colesterol no-HDL >160mg/dl, presencia de hipertrigliceridemia
(triglicéridos >150mg/dl) o toma de hipolipemiantes.

Obesidad: indice de masa corporal >30 (IMC) o perimetro
abdominal en mujeres >80mm y hombres>94mm.

Fumador: habito tabaquico activo en los ultimos 6 meses.

- GRUPO 2. Pacientes asintomaticos a los que se ha detectado patologia

vascular por ecografia en alguno de los siguientes territorios: car6tida,

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

Alemania) o por presencia de microalbuminuria.

- GRUPO 3. Pacientes con manifestaciones clinicas de enfermedad

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

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

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

secundaria a nefroangioesclerosis o diabetes mellitus estadio 3 o mayor

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

Como criterios de exclusidon se establecieron ser menor de 45 afios, tener una

enfermedad tumoral activa, enfermedad inflamatoria aguda o crénica de
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cualquier etiologia y haber recibido tratamiento con AINEs o esteroides en las
dos semanas previas a la extraccion analitica.

Se realizé una recogida de datos de la historia clinica: patologias previas (ACV,
CAD, EAP e insuficiencia renal), factores de riesgo cardiovascular (hipertension,
dislipemia, diabetes mellitus y tabaquismo) y antecedentes familiares;
exploracion fisica con toma de presion arterial y frecuencia cardiaca, peso, altura
y perimetro abdominal. Se calculé el IMC segun la siguiente férmula: IMC = peso
(Kg) / talla (m?). Asimismo, se realiz6 una encuesta de adhesion a dieta
mediterrdnea y se calculé la escala PREDIMED (PREvencion con Dleta
MEDiterranea) (84).

Finalmente se determind la presencia de placas aterosclerdticas por ecografia
carotidea, abdominal y femoral y medicion del espesor intima-media carotideo
mediante ecografia de alta resolucion en modo B (Siemens ACUSON S2000 y
S3000, Siemens Healthcare, Alemania). Utilizdndose un transductor de

frecuencia de 4-9 MHz.

DETERMINACIONES ANALITICAS

Se tomaron muestras de sangre mediante venopuncién tras ayunas de al menos
8 horas: 10 mL en acido etilendiaminotetraacético (EDTA), 5 mL en citrato y 5
mL en suero para la determinacion de marcadores de riesgo vascular, asi como
marcadores inflamatorios. Dichas muestras fueron procesadas y almacenadas

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

Ambas determinaciones se realizaron en muestras de plasma EDTA doble
centrifugado mediante técnica ELISA con el sistema automatico Triturus (Grifols,
Espafa). Para la MMP-12 (MMP12; LSBIO, lifespan Bioscience, EEUU) la
muestra se diluyd 1:300 y para el SDF-1 (R&D systems, UK) se diluy6 1:1. La
densidad o6ptica se determiné a 450nm usando una correccion de longitud de
onda de 540nm, los resultados se expresaron en ng/mL. Los coeficientes de
variacion intra e inter-ensayo fueron 10,3% y <7,3% respectivamente, con un
limite de deteccion inferior de 0,156 ng/mL para la MMP-12. Los coeficientes de
variacion intra e inter ensayo fueron 3,6% y <4,7% respectivamente, con un limite

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

OTRAS DETERMINACIONES ANALITICAS

Se realizaron las determinaciones analiticas rutinarias de colesterol total,
colesterol-HDL, triglicéridos y glucosa mediante la técnica de rutina (Cobas 8000,
Roche diagnostics, Alemania). El colesterol-LDL se calculé a través de la formula
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 cuantifico mediante el método colorimétrico (Cobas
8000, Roche diagnostics, Alemania). La albumina en orina se calculd sobre
muestra de orina de una miccion con ensayo con método turbidimétrico (Roche
diagnostics, Alemania).

La proteina C reactiva de alta sensibilidad se obtuvo mediante ensayo

turbidimétrico (Cobas 8000, Roche diagnostics, Alemania). El fibrinogeno
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plasmatico se midi6 mediante ensayo coagulativo (tiempo de Clauss mecanico)

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

SEGUIMIENTO DE LOS PACIENTES

En febrero 2021 se revisaron las historias clinicas de todos los pacientes para
evaluar el desarrollo de recurrencias 0 nuevos eventos cardiovasculares, asi

como la mortalidad.

DETERMINACION DE LAS SUBPOBLACIONES MONOCITARIAS

POR CITOMETRIA DE FLUJO

En un subgrupo de 102 pacientes consecutivos se realizd la caracterizacion de
las subpoblaciones monocitarias mediante citometria de flujo en una muestra de
sangre periférica fresca anticoagulada en EDTA (ver detalles en apartado
citometria de macréfagos). En el trabajo se utilizé la clasificacién establecida en
el documento de consenso de la European Society of Cardiology (5) empleando
un panel de anticuerpos comunes a las células presentadoras de antigeno
(HLADR), otros especificos frente al compartimento monocito/macroéfago (CD14,
CD16, CD80, CD163, CD300e, SLAN) asi como el receptor 4 de quimiocinas
(CXCR4) tabla 6. Los monocitos clasicos (Monl) se caracterizaban por ser
CD14++CD16-CD300e+HLADR+, los intermedios (Mon2) por ser
CD14+CD16+CD300e+HLADR+, y los no clasicos (Mon3) eran

CD14loCD16++CD300e+HLADR+, como se observa en la figura 9.
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Tabla 6. Panel de anticuerpos especificos 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

CD14:APC-Cy7T

™ T T
0 1E2 1E3 1E4 1ES
CD16:PE-Cy7

Figura 9. Caracterizacién de las subpoblaciones monocitarias segun
marcadores CD14 y CD16.

ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé la prueba de Kolmogorov-Smirnov para evaluar la normalidad de la
distribucién de los parametros investigados. Se realiz6 trasformacién logaritmica
en aquellas variables que fue posible para normalizar su distribucion. Las
variables continuas paramétricas se expresaron como media y desviacion
estandar y aquellas con una distribucion no paramétrica mediante la mediana y
rango intercuartilico.

En aquellos casos en los que se trataba de parametros que seguian una
distribucion normal se utilizo el test de t-Student para la comparacion entre dos
grupos o el ANOVA de un factor para la comparacion de las variables en el caso
de que hubiera méas de dos grupos, realizandose el test post hoc (Bonferroni y
Scheffé) en aquellas variables con diferencias estadisticamente significativas. En

aguellos que no seguian dicha distribucién se utilizé en la comparaciéon entre dos
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grupos el test de la U-Mann-Whitney o si habia mas de tres grupos el de Kruskal
Wallis. La X? de Pearson se utilizé para comparar la distribucién de frecuencias
en variables cuantitativas.

Se valorg la asociacion entre la presencia de eventos, subtipos de eventos
recogidos y la presencia de placa aterosclerGtica con los parametros
inflamatorios estudiados, de forma cruda y por grupos; se realiz0 un ajuste
multivariante incluyendo edad, sexo y factores de riesgo cardiovascular
conocidos (hipertension, diabetes, dislipemia, obesidad, tabaquismo y consumo
de alcohol), mostrando los resultados de forma cruda y ajustada.

Mediante “Receiver Operating characteristic’ (ROC) se comprobd si estas
variables, de forma independiente y en grupo, eran capaces de mejorar la
prediccidn de la prevalencia de ECV frente a los factores de riesgo tradicionales.
Los mejores puntos de corte se determinaron mediante el indice Youden
(sensibilidad — (1 — especificidad)) para la curva ROC. El tiempo al evento se
mostr6 mediante curvas de Kaplan-Meier estableciéndose la significacion
estadistica mediante regresion de Cox, ajustandose por edad y sexo.

Por otro lado, se calculé la media ajustada por edad y sexo mediante ANCOVA
para la diferencia del porcentaje de monocitos segun el grupo. Ademas, se
calculo la correlacion de Pearson para determinar la asociacidén entre variables
numeéricas continuas.

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

Se realizaron los estudios estadisticos en programa STATA (version 12;

StataCorp LP, EEUU)
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4. RESULTADOS

Se realiz6 un estudio experimental en ratones con diferentes grados de
aterosclerosis y un estudio clinico con pacientes con aterosclerosis subclinica y

clinica.

AUMENTO DE CXCR4 EN RATONES APOE-/- RESPECTO A
RATONES APOE-/-MMP10-/-

Datos previos de nuestro grupo mostraron que el modelo de raton ApoE-/-
Mmpl0-/- presentaba una menor infiltracion macrofagica y una menor
calcificacion de la placa aterosclerética, resaltando asi el papel de dicha
metaloproteasa en la progresion de la placa aterosclerética y el desarrollo de
enfermedad cardiovascular (39).

Para establecer si habia diferencias en el eje SDF1/CXCR4 y MMP-12 asociadas
a la progresion aterosclerotica, analizamos su expresion génica en la aorta de
ratones ApoE-/- y ApoE-/-Mmp10-/-. Observamos que la expresion de CXCR4
tendia 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
expresion de SDF-1 no se encontraron diferencias en ninguno de los tiempos
analizados entre los ratones ApoE-/- y ApoE-/-Mmpl0-/-. Finalmente, la
expresion de la MMP-12, se encontrg significativamente aumentada a los 10
meses (1,1+0,6 vs 0,4+0,3, p=0,05) en los ApoE en relacion a los 2KO, si bien

estas diferencias desaparecian a los 16 meses (1,5+0,4 vs 1,6+0,5) (figura 10).
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Figura 10. Expresion 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 continuacion, se analizé la expresion proteica de CXCR4 y MMP-12 en las
lesiones ateroscleroticas en aorta de ratones ApoE-/- y 2KO a 6 y 12 meses. Se
evidencié que los ratones ApoE-/- de 12 meses presentaban un porcentaje de
area tefiida mayor para CXCR4 y MMP-12 respecto a los de 6 meses, si bien las
diferencias fueron anicamente 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 observé que, de
forma general, los ratones ApoE-/- el porcentaje de area tefiida para ambas
proteinas era mayor que los 2KO, si bien Unicamente tendid a la significacion el
incremento de expresion de CXCR4 a los 12 meses en ApoE-/- respecto a 2KO
(17,66 vs 8,4%4,5; p=0,067) (figura 11). Todo ello sugiere que hay una tendencia
a una mayor expresion vascular de CXCR4 y MMP-12 en ratones con mayor

grado de aterosclerosis (ApoE-/-) respecto a ratones 2KO.
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E P=0.06
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Apoe-/- 6m 2KO 6m Apoe-/- 12m 2KO 12m
Mice / months

Figura 11. Expresion de CXCR4 en placas de aterosclerosis en aorta
murina. Expresion de CXCR4 en ratones ApoE-/- (A) y ratones 2KO (B) a 6 meses.

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

gue muestra la cuantificacion de la expresion de CXCR4 en placas de aterosclerosis.

Apoe-/- 6m 2KO 6m Apoe-/- 12m 2KO 12m
Mice / months

Figura 12. Expresion de MMP-12 en placas de aterosclerosis en aorta
murina. Expresion de MMP-12 en ratones ApoE-/- (A) y ratones 2KO (B) a 6 meses.

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

plot que muestra la cuantificacion de la expresion de MMP-12 en placas ateroscleroéticas.
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PAPEL DE LA MMP-10 EN LA POLARIZACION DE MACROFAGOS
Se evaluo el papel de la MMP-10 en la polarizacion de los macréfagos dado los
datos previos de nuestro grupo que demostraban, el papel de la MMP-10 en la
infiltracion macroféagica y calcificacion 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 estudio la
polarizacion por citometria de flujo y mediante estudios transcripcionales.

En el andlisis de los resultados por citometria, 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 polarizacién macrofagica a M1 y M2 en los cultivos
monocitarios de sujetos sanos tras estimulacion con M-CSF y GM-CSF, tanto
con los marcadores de expresion génica, HsIP10 (M1) y MRC1 (M2) como
mediante citometria.

A nivel morfolégico, los macrofagos polarizados a partir de M-CSF (M1)
presentaban un aspecto de huso y los polarizados a partir de GM-CSF (M2)
presentaban un aspecto mas redondeado (figura 13). Dichas caracteristicas

parecian perderse con los dias de cultivo.

48



Resultados

M1 M2

mm—*o‘bm—~o

Figura 13. Cambios morfolégicos en la polarizacion de M1/M2 en presencia

0 ausencia de MMP-10+/- alos 4 y 6 dias de cultivo.

Como se muestra en la tabla 7, hubo un aumento significativo de la expresion de
HsIP10 en los macrofagos M1 al sexto dia de cultivo y del receptor de la manosa
MRC1 en los macréfagos M2. Sin embargo, no se encontraron diferencias en la

expresion de HsIP10 ni de MCRL1 en relacion a la presencia de MMP-10.

Tabla 7. Diferencias en la expresion de HsIP10 (M1) y MRC1 (M2) alos 4y 6

dias de cultivo.

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- dia 4 vs dia 6, *p<0,05 en MMP-10+ dia 4 vs dia 6.

Mediante citometria de flujo confirmamos la correcta polarizacion de los

macréfagos siendo los M1 los que presentaron mayor tamafio (figura 14A) y

complejidad (figura 14B). Asimismo, observamos que los macréfagos M1
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mostraban una mayor intensidad de fluorescencia (MFI) de CD11b respecto a
los M2 tanto a dia 4 como a dia 6 (figura 14E) que fue independiente de la
presencia/ausencia de MMP-10. Por su parte los macréfagos M2 mostraron una
mayor MFI de CD38 que los M1 a los 4 dias independientemente de que
estuvieran tratados o no con la MMP-10, si bien a los 6 dias solo fue mayor en
los M2 tratados con MMP-10 (figura 14F). Asimismo, los macréfagos M2
presentaron una mayor MFIl de CD86 que los M1 pero Unicamente en los tratados
con MMP-10 a dia 4 (figura 14G).

Finalmente, no encontramos diferencias en la MFI de CD14, CD16, HLA-DR y
CD163 entre los macrofagos M1y M2 (figura 14, paneles C, D, H e I).

Todos estos datos sugieren que la MMP-10 permite una correcta polarizacién de
los macrofagos, si bien el tratamiento con la MMP-10 podria mejorar y mantener

en el tiempo la polarizacion a M2.
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Figura 14. Diferencias de la expresion de marcadores de superficie segun

el subtipo de macréfago y la presencia de MMP-10. El eje Y representa la
MFI. A) Tamafio, B) Complejidad, C) CD14, D) CD16, E) CD11b, F) CD38, G) CD86, H)

HLADR, 1) CD163.
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ESTUDIO CLINICO DE UNA COHORTE DE PACIENTES CON
RIESGO CARDIOVASCULAR
Se incluyeron un total de 298 pacientes con una mediana de edad de 66 afos
(59-76 afos), 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 caracteristicas de todos los pacientes y
clasificados segun los grupos de riesgo establecidos. Todos los factores de
riesgo se encontraban representados de forma diferente segun los grupos de
riesgo, excepto el tabaquismo. La hipertension y diabetes fueron mas
prevalentes en el grupo 3 respecto al grupo 1y 2; por su parte, los pacientes de
grupo 1 presentaban menos dislipemia que los pacientes de grupo 2y 3. 120 de
los 298 (40,3%) pacientes habian presentado un evento cardiovascular previo,
de los cuales un 11% EAP, 23% nefropatia (segun 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 guias clinicas de
riesgo cardiovascular. Asimismo, este grupo de pacientes presentaban niveles
mas elevados de creatinina.
En cuanto a los pardmetros de estilo de vida, como el consumo de tabaco o
adhesion a la dieta mediterranea (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.
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Tabla 8. Caracteristicas demograficas de los pacientes incluidos en el estudio

segun el grupo de riesgo establecido en la clasificacion.

Sexo (varén, %)
Edad (afos)

IMC (Kg/m2)
Perimetro
abdominal (cm)
Hipertension (n,%)
Diabetes (n,%)
Dislipemia (n,%)
Presion sistdlica
(mmHg)

Presion diastélica
(mmHg)

Glucosa (mg/dL)
HbAlc (%)
Colesterol (mg/dL)

C-HDL (mg/dL)
C-LDL (mg/dL)
Triglicéridos
(mg/dL)
Creatinina (mg/dL)

Tabaco (n,%)
Alcohol (n,%)
PREDIMED score

EAP (n,%)
Nefropatia (n,%)
IAM (n,%)
ACV (n,%)

Grupo 1
(n=41)
21 (51,2)
57 (53-65)
26,5 (24,4-29,1)

99+125

25 (62,5)
5 (12,5)
25 (64,1)

135+ 20

83 +11

98 (92-105)
5,6 (5,3-5,9)

185 (159-204)

63,5 (47,2-73)
106 (81-142)

88 (62-114)
0,9 (0,8-1)
7 (17)

6 (14,6)
9 (8-10)

o O O

0

Grupo 2
(n=137)
102 (74,5)
63 (58-69)
28,6 (26,4-32)

103+115

92 (67,2)
41 (30)
111 (81)

136 + 17

84 +10

102 (95-114)
5,7 (5,5-5,9)

184 (158-209)

55,5 (44-67)
107 (80-132)

108 (77-139)
0,9 (0,8-1)
25 (18,3)

32 (23,4)
9 (7-11)

0
0

0

Grupo 3
(n=120)
88 (73,3)
74 (68-82)
28,6 (26,4-32,3)

105+115

98 (81,7)
73 (60,8)
106 (88,3)

137 £ 20

72+ 16

109 (96-146)
6 (5,5-6,8)

154 (130-175)

45 (36,5-56)
79 (59-99)

110 (81-193)
1,2 (0,9-1,5)

15 (12,5)
14 (11,7)
8 (7-10)

33 (27,5)
68 (56,7)
58 (48,3)
34 (28,3)

Total (%)
(n=298) ANOVA
211 (70,8) *
66 (59-76) 1
28,4 (26 —31,6)1

103 £ 121

215 (72,4) 1.1
119 (40,1) *% 1
242 (81,8) * 1

136 + 19

79+14T1

103 (94-117) Tt

5,7 (5,5-6,3) 11

168 (147-200) "
il

51 (41-63,5) Tt

91 (71-120) T

106 (75-143) T 1
1(0,8-1,1)T 1

47 (15,8)
52 (17,5) 1
9 (7-10)

33 (11,1)
68 (22,9)
58 (19,5)
34 (11,4)

Variables paramétricas se muestran en forma de media + desviacion tipica, las variables

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

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

Tdiferencias entre 2y 3

IMC: indice de masa corporal, HbAlc: Hemoglobina glicosilada, C-HDL: colesterol

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

PREDIMED: PREvencién con Dleta MEDiterranea. EAP: enfermedad arterial periférica,

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

CARDIOVASCULAR

AUMENTO DE SDF1, MMP-12 Y PCR SEGUN EL GRUPO DE RIESGO
CARDIOVASCULAR.

Se analizaron los marcadores SDF1, MMP-12 y PCR en relacion 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 segun grupos de riesgo establecidos.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 0 _
(n=36) (n=141) (n=120)  'otal (%) (n=298)
SDFL (ng/mL) 2,3+ 0,66 2.3+ 0,44 272+0,94 2,5+ 0,74" 1
'(\g';'/':“lj 375 (225-555) 357 (246-552) 501 (282-768) 411 (243-657) 11
0,09 0,14 0,24 0,18
PER(mg/dL) " 16.0.18) (0,07-0,33) (0,13-1) (0,08-0,4) 11

SDF1: factor derivado del estroma 1, MMP-12: metaloproteasa de matriz 12, PCR:
proteina C reactiva. Variables paramétricas se muestran en forma de media + desviacion
standard, las variables no paramétricas en forma de mediana (rango intercuartilico). *

diferencias entre grupo 1y 2, "diferencias entre grupo 1y 3, tdiferencias entre 2y 3

Tras ajustar por edad y sexo, SDF1y MMP-12 permanecian 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 comparacion 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 comparacion con

aguellos aterosclerosis subclinica (grupo 2).

ASOCIACION DE BIOMARCADORES INFLAMATORIOS Y FACTORES DE

RIESGO CARDIOVASCULAR.

Encontramos varias asociaciones entre los biomarcadores estudiados y los
factores clasicos de riesgo cardiovascular. Se evidencié una asociacion del
SDF1 conlaDM [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], asi como de la MMP-12
con la hipertension [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]. Ademas, se encontraron niveles elevados de PCR en
pacientes con hipertension [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. Asociacion de biomarcadores inflamatorios con factores de riesgo

cardiovascular en andlisis univariado.

1,23 (0,85-1,76)

1,56 (1,12-2,17) 1,22 (1,04-1,41)

0,26 0,008 0,012

0,63 (0,45-0,89) 1,56 (1,13-2,15) 1,34 (1,17-1,52)
0,008 0,007 <0,001

0,96 (0,64-1,44) 1,29 (0,9-1,86) 1,4 (1,08-1,82)
0,86 0,17 0,012

0,82 (0,54-1,25)  1,35(0,91-2) 1,09 (0,97-1,23)
0,36 0,13 0,14

0,54 (0,33-0,87) 0,75 (0,51-1,1) 0,9 (0,76-1,1)
0,54 0,14 0,29

0,82 (0,39-0,97) 0,84 (0,58-1,22) 0,81 (0,67—0,98)
0,035 0,37 0,028

2 Variables transformadas logaritimicamente. IMC: indice de masa corporal, SDF1:
factor derivado del estroma 1, MMP-12: Metaloproteasa de matriz 12, PCR: Proteina
C-reactiva.

Por otra parte, todos los biomarcadores correlacionaban de forma positiva con la
creatinina y de forma negativa con C-HDL (tabla 11). Ademas, encontramos una
correlaciéon 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

encontré correlacion entre SDF1 y MMP-12.
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Tabla 11. Correlacion de Pearson entre factores de riesgo cardiovascular y
biomarcadores inflamatorios en pacientes de riesgo cardiovascular (n=298).
PCR (mg/dL)? SDF1 (ng/mL) MMP-12(pg/mL)?2

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

Presiéon diastdélica
-0,49 <0,001 0,24 <0,001 -0,17 0,004

(mmHg)
Perimetro

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)?2 - - 0,31 <0,001 0,26 <0,001

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

2Variables trasformadas logaritmicamente. SDF1: factor derivado del estroma 1, MMP-
12: metaloproteasa matriz 12, PCR: proteina reactiva C. IMC: indice de masa corporal,
HbAlc: Hemoglobina glicosilada, C-HDL: colesterol lipoproteinas de alta densidad, C-
LDL: colesterol lipoproteinas de baja densidad, PREDIMED: PREvencion con Dleta

MEDiterranea. NS: no significativas

AUMENTO DE SDF1 Y PCR EN PACIENTES CON ATEROSCLEROSIS CLINICA.

Un total de 120 pacientes (40,2%) presentaron un evento cardiovascular (tabla
12). En relacion a aquellos sin manifestaciones clinicas, estos pacientes eran
mayores (p<0,001), y presentaban una mayor prevalencia de factores de riesgo
cardiovascular: mayor perimetro abdominal (p=0,04), hipertension (p=0,003),
DM (p<0,001) y dislipemia (p=0,016). Ademas, presentaban niveles reducidos
de colesterol total (p<0,001), C-LDL (p<0,001) y C-HDL (p<0,001),

probablemente en relacion 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 ultimo, la adherencia a dieta mediterranea fue peor en

estos pacientes (p=0,05).
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Tabla 12. Caracteristicas demograficas de los pacientes estudiados segun la

presencia de manifestaciones clinicas de aterosclerosis.

Resultados

| Sexo(varon,%) | 123(69.) 88 (73,9 0,43
. Edad (afios) = 61(56-68) 74 (68-82) <0,001
- IMC(Kg/m?)  28,7(257-31,5) 28,6 (26,4-32,3) 0,39
| bommlemy | 1022818 1053s15 00
Hipertension (n%) 117 (66) 98(8L7) 0,003
| Diabetes@%) 46 (258) 73(608) <0001
_ Dislipidemia (n,%) 136 (76,4) 106 (88,3) 0,016
. Glucosa (mg/dL) 101 (93-111) 109 (96-146) <0,001
. HbAlc (%) = 56(54-5)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
_ 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(19) 15 (12,5 0,2
. Alcohol (0%) 38(2L3) 14 (11,9 0,031
| PREDIMEDscore 9 (7-11) 8 (7-10) 0,05
. SDF1(ng/mL) = 2,30£0,49 2,72+0,94 <0,001
358,5 (241,5-

.~ PCR(mg/dL)®  0,12(0,07-0,31) 0,24 (0,13-1) <0,001
Variables paramétricas se muestran en forma de media + desviacion standard, las

variables no paramétricas en forma de mediana (rango intercuartilico) y las variables
cualitativas en forma de numero (%). Variables trasformadas logaritmicamente. SDF1:
factor derivado del estroma 1, MMP-12: metaloproteasa matriz 12, PCR: proteina
reactiva C. IMC: indice de masa corporal, HbAlc: Hemoglobina glicosilada, C-HDL:
colesterol lipoproteinas de alta densidad, C-LDL: colesterol lipoproteinas de baja
densidad, PREDIMED: PREvencion con Dleta MEDiterranea.
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Los pacientes con manifestaciones clinicas ateroscleréticas 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)] mantenian la asociacion de forma independiente a los
factores de riesgo cardiovascular (tabla 13). Observamos que en el caso de la
MMP-12 las diferencias se perdian al ajustar por diabetes, lo que sugiere la
importancia de este factor de riesgo en los niveles circulantes de dicha

metaloproteasa.

Tabla 13. Analisis multivariante de regresion logistica para establecer la
asociacion de SDF1, MMP-12 y PCR con las manifestaciones clinicas

ateroscleraéticas.

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-122  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

PCR® 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:

proteina reactiva C. a Variables transformadas logaritmicamente.

Modelo 1 incluye edad y sexo

Modelo 2 incluye edad, sexo, hipertensién, dislipemia, diabetes, perimetro abdominal
Modelo 3 incluye edad, sexo, hipertension, dislipemia, diabetes, perimetro abdominal,
tabaquismo y alcohol.
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En base a estos resultados, se realiz6 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).
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Figura 15. Curvas ROC de SDF1y PCR con la presencia de aterosclerosis
clinica. A. Curva ROC de SDF1 y manifestaciones ateroscleréticas. B. Curva ROC de

PCR y manifestaciones aterosclergticas.

La curva ROC de SDFl1 y manifestaciones ateroscleréticas mejoraba
significativamente tras afadir 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 SDF1y 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
SDF122,46 ng/mL tenian una probabilidad 2 veces mayor de presentar
manifestaciones clinicas respecto a los que tenian 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 asociacion resulté no significativa.
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Se decidio crear una variable combinada que clasificase los pacientes en tres
grupos dependiendo de los niveles de SDF1y PCR: grupo 1 (bajo SDF1y 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 asociacion de la variable combinada de
inflamacion con las manifestaciones clinicas se incrementaba de forma
significativa independientemente del modelo utilizado. De hecho, el modelo 3
que incluia todos los factores de riesgo mostraba que los pacientes con niveles
elevados de SDF1 y PCR tenian una probabilidad 2.8 mayor (IC 95%: 1,2 -6,8,

p=0,022) de presentar manifestaciones clinicas.
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Tabla 14. Asociacion de presencia de manifestaciones clinicas ateroscleréticas
y biomarcadores inflamatorios divididos por los puntos de corte para SDF1 y
PCR de forma aislada y en combinacion.

SDF1
<2,46 ng/mL >2,46 ng/mL P
OR (IC 95%) OR (IC 95%)
N 162 136
Crudo 1 (ref.) 2,8 (1,8- 4,6) <0,001
Modelo 12 1 (ref) 1,6 (0,9-2,9) 0,088
Modelo 2° 1 (ref.) 2,4 (1,3-4,5) 0,006
Modelo 3¢ 1 (ref.) 2,3 (1,2-4,4) 0,012
PCR
<0,24 mg/dL >0,24 mg/dL p
OR (IC 95%) OR (IC 95%)
N 184 114
Crudo 1 (ref.) 2,2 (1,3-3,5) 0,002
Modelo 12 1 (ref.) 1,3 (0,7-2,3) 0,4
Modelo 2° 1 (ref) 1,2 (0,6-2,1) 0,62
Modelo 3¢ 1 (ref.) 1,3 (0,7-2,5) 0,37
Categorias de la combinacion 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 12 1 (ref.) 1,2 (0,7-2,3) 2,0 (0,9-4,3) 0,09
Modelo 2° 1 (ref.) 1,5 (0,8-3,0) 2,5 (1,1-5,6) 0,032
Modelo 3¢ 1 (ref.) 1,7 (0,8-3,4) 2,8 (1,2-6,8) 0,022

SDF1: factor derivado del estroma 1, PCR: Proteina C Reactiva

aModelo 1 incluye edad y sexo, "Modelo 2: incluye hipertension, diabetes mellitus,
dislipidemia y perimetro abdominal, °‘Modelo 3: edad, sexo, hipertension, diabetes
mellitus, dislipidemia, perimetro abdominal, consumo tabaquico, consumo alcohdlico,
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
0 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 SEGUN EVENTO CARDIOVASCULAR

Como se muestra en la tabla 15, se analizaron los niveles de los biomarcadores
segun el evento cardiovascular, observandose que los pacientes con CAD, ACV
y EAP presentaban niveles mas elevados de SDF1; por ultimo, los pacientes con
dafio renal cronico presentaron niveles elevados de los tres biomarcadores

estudiados (SDF1, MMP-12 y PCR).

64



Resultados

Tabla 15. Diferencias en los niveles de biomarcadores segun la presencia de
cada tipo de evento cardiovascular.

Enfermedad coronaria (CAD)

Si (n=58) No (n=240) p
SDF1 (ng/mL) 2,65+ 0,86 2,43 + 0,69 0,047
MMP-12 (pg/mL)2 513 (81-2592) 386 (0-2952) 0,1
PCR (mg/dL)? 0,22 (0-19,4) 0,16 (0-17,1) <0,001

Accidente cerebrovascular (ACV)

Si (n=34) No (n=64) P

SDF1 (ng/mL) 3+0,81 2,4+0,7 <0,001
MMP-12 (pg/mL)2 483 (36-1788) 389 (0-2952) 0,35

PCR (mg/dL)?3 0,29 (0,02-6,9) 0,15 (0-19,4) <0,001

Enfermedad arterial periférica (EAP)

Si (n=33) No (n=265) p
SDF1 (ng/mL) 2,78 +0,86 2,44 0,71 0,012
MMP-12 (pg/mL)?3 567 (99-1581) 387 (0-2952) 0,065
PCR (mg/dL)?2 0,26 (0,04-3,53) 0,15 (0-19,4) <0,001

Nefropatia

Si (n=68) No (n=230) p
SDF1 (ng/mL) 2,93+1,03 2,34 +0,56 <0,001
MMP-12 (pg/mL)? 381 (0-2592) 553 (78-2952) 0,001
PCR (mg/dL)? 0,45 (0,04-19,4) 0,13 (0-6,9) <0,001

SDF1: factor derivado del estroma 1, PCR: Proteina C Reactiva, MMP-12:

metaloproteasa de matriz 12. @Variables trasformadas logaritmicamente

Sin embargo, al estudiar la asociacién entre dichos marcadores y los eventos,

tras ajustar por edad, sexo y factores de riesgo cardiovascular (hipertension,
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diabetes, dislipidemia, obesidad, tabaco y alcohol), solo se observo asociacion
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 nefropatia se
asocié 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 ATEROSCLEROTICAS

De los 298 pacientes estudiados, 234 (78,9%) pacientes presentaban placas
ateroscleroticas en el momento del analisis. No se observaron diferencias en la
distribucion de factores de riesgo cardiovascular ni en las caracteristicas
demograficas entre los pacientes con placas o sin ellas (tabla 16). Asimismo,
tampoco se observaron diferencias en los pardmetros inflamatorios analizados

entre los pacientes con o sin placas ateroscleroticas.
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Tabla 16. Caracteristicas clinicas y demograficas de pacientes con factores de

riesgo cardiovascular de acuerdo a la presencia de placas ateroscleroticas.

_ 36 (53) 175 (76) <0,001
_ 63 (55-75,5) 67 (60-76) 0,15
_ 27,3 (25,7-30,4) 28,6 (26,1-32) 0,13
_ 1015136 104(97-111) 043
_ 50 (74,6) 165 (71,7) 0,64
_ 23 (34,3) 96 (41,7) 0,28
_ 49 (74,2) 193 (83,9) 0,07
_ 135,6 + 18,3 136,3 + 19 0,77
_ 77,6 £13,3 79,1+ 13,9 0,43
_ 101 (92-117) 104 (95-117) 0,32
_ 5,7 (5,4-6,3) 5,7 (5,5-6,3) 0,81
_ 168 (147-203) 169 (148-198) 0,74
_ 55 (39-67) 50 (42-62) 0,71
_ 94 (70-127) 91 (72-120) 0,52
_ 98 (70-130) 108 (78-149,5) 0,16
_ 1 (0,8-1,18) 1 (0,8-1) 0,8
_ 9 (13,2) 38 (16,5) 0,51
_ 7 (10,3) 45 (19,6) 0,08
_ 9 (8-10) 9 (7-10) 0,98
_ 2,46 +0,9 2,47 + 0,67 0,86
_ 381 (228-591) 424 (261 — 666) 0,11
_ 0,18 (0,07-0,54) 0,17 (0,08-0,4) 0,16
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variables no paramétricas en forma de mediana (rango intercuartilico) y las variables
cualitativas en forma de numero (%). 2Variables trasformadas logaritmicamente
*diferencias entre grupo 1y 2, "diferencias entre grupo 1y 3, diferencias entre 2y 3
SDF1: factor derivado del estroma 1, MMP-12: metaloproteasa de matriz 12, PCR:
proteina C reactiva. IMC: indice de masa corporal, PAD: presion arterial diastolica, PAS:
presion arterial sist6lica, HbAlc: Hemoglobina glicosilada, C-HDL: colesterol
lipoproteinas de alta densidad, C-LDL: colesterol lipoproteinas de baja densidad,
PREDIMED: PREvencién con Dleta MEDiterranea.
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Al analizar el niumero de territorios afectos por placas ateroscleroticas, 99
pacientes presentaban placas focales: 39,4% carotideas, 14,1% adrticas 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

localizacion ni con el nUmero de placas.

Tabla 17. Niveles de SDF1, MMP-12 y PCR de acuerdo al niumero placas
ateroscleroticas y areas afectas.

Dos Tres
Sin placa Focal - -
localizaciones localizaciones P
(n=64) (n=99)
(n=72) (n=63)

SDF1 (ng/mL) @ 2,46+0,9 2,52+0,77 2,37 £ 0,63 2,5+ 0,56 0,28
MMP-12 381 425 426 457 en
(pg/mL)? (228-591) (258 - 671) (273 — 669) (228-666) ’

0,18 0,18 0,18 0,15
PCR (mg/dL)? 0,48

(0,07-0,54) (0,09-0,4) (0,08—0,4) (0,07 —0,38)

Las variables paramétricas se muestran en forma de media + desviacion tipica, las
variables no paramétricas en forma de mediana (rango intercuartilico) y las variables
cualitativas en forma de numero (%). ?Variables trasformadas logaritmicamente

SDF1: factor derivado del estroma 1, MMP-12: metaloproteasa de matriz 12, PCR:
proteina C reactiva. IMC: indice de masa corporal, HbAlc: Hemoglobina glicosilada, C-
HDL: colesterol lipoproteinas de alta densidad, C-LDL: colesterol lipoproteinas de baja
densidad, PREDIMED: PREvencion con Dleta MEDiterranea.

ASOCIACION DE NIVELES ELEVADOS DE SDF1, MMP-12 Y PCR

CON LA MORTALIDAD

Los pacientes fueron seguidos una mediana de 33,6 meses (rango 1 dia — 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 cancer, 16,1% por infeccién, 6,4% fueron relacionadas
con hemorragia, finalmente en 12,9% no se puedo registrar en la historia clinica

el motivo de fallecimiento.

Los pacientes que fallecieron durante el seguimiento presentaban niveles mas
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,
aguellos 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 tenian los tres
biomarcadores en el tercer tercil presentaban un riesgo incrementado de muerte
gue permanecia significativo tras ajustar por edad y sexo (HR=3,2 (95%CI: 1,5-

7,0), p=0,004) con un indice C-Harrell’s-C de 0,88 (figura 16).
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Figura 16. Supervivencia segun la combinacién de terciles de
biomarcadores. Variable combinada que combina SDF1, MMP-12 y PCR estratificado
por terciles. Alto riesgo: 3" tercil SDF1 & MMP-12 & PCR (n= 27), bajo riesgo: 1" tercil
SDF1 & MMP-12 & PCR (n=15) y riesgo intermedio: cualquier otra combinacion (n=256).
Curva de supervivencia de Kaplan-Meier. Test de log-rank test de supervivencia segun

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 tenian antecedentes de evento coronario
agudo o EAP, 2 pacientes ACV y 8 pacientes insuficiencia renal secundaria a
dafo 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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EVALUACION DE LAS SUBPOBLACIONES MONOCITARIAS EN

RELACION CON EL RIESGO CARDIOVASCULAR

En los 102 primeros pacientes reclutados se realizé un estudio de citometria para
determinar las subpoblaciones monocitarias en relacion con el riesgo
cardiovascular. Dicha poblacion estaba formada por un 68,8% de varones con
una edad media de 64,5 afios (rango 45-86 afios). 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 (=22, 23%). Se excluyeron del estudio 10
pacientes al no disponer del hemograma o de resultados de citometria. Las
caracteristicas demogréaficas, factores de riesgo y parametros analiticos estan
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 tenian una edad mas 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 indices Framingham y
REGICOR fueron significativamente superiores en el grupo 2 en relacion al grupo

1 (p=0,019 y p=0,026 respectivamente).
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Tabla 18. Caracteristicas demograficas de los pacientes a los que se realizo

analisis de subpoblaciones monocitarias.

P
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 ANOVA
(n=19) (n=54) (n=19) ¢ COHI)
Sexo (varén, %) 47 .4 71 77,8 0,068
Edad (afos) 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
Perimetro o
abdominal (cm) 94,3 (9,7) 103,7 (11) 102,5 (12,1) 0,02
H'pe?ﬁZ';s'“ 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) :
Nefropatia (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 96,5 (60-

(mgldL) 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
HbAlc (%) 57 (55-672) 5.6 (55-59) 5’96(3’)5 -~ 046
Creatinina *

(mg/dL) 0,83 (0,03) 0,89 (0,02) 0,97 (0,04) 0,01

REGICOR 3,6 (24) 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 desviacion estandar. Las variables
cualitativas en porcentaje. Test de Bonferroni: *p<0,05 vs grupo 1;%p<0,05 vs grupo 2.
IMC: indice de masa corporal, EAP: enfermedad arterial periférica, IAM: infarto agudo
de miocardio, ACV: accidente cerebrovascular, AAS: acido salicilico, IECA: inhibidores
de la enzima convertidora de la angiotensina, ARA-II: antagonistas del receptor de
angiotensina I, LDL-C: lipoproteinas de baja densidad, HDL-C: lipoproteinas de alta
densidad, PAS: presién arterial sistélica, PAD: presion arterial diastélica, PCR: proteina

C reactiva. HbAlc: hemoglobina glicosilada
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AUSENCIA DE DIFERENCIAS EN LA EXPRESION DE LOS MARCADORES DE
SUPERFICIE MONOCITARIA SEGUN EL GRUPO DE RIESGO.

De acuerdo a lo previamente publicado por Weber (20), los monocitos tipo 2
presentaban una expresion 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. Caracterizacion de las subpoblaciones monocitaria segun los
marcadores de superficie. Valores de intensidad de fluorescencia expresados

como mediana y rango intercuartilico (RIC)

| BETERe) ]

HLA DR

CD300e 4509 (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 monacitarias.

Al analizar la expresion de dichos marcadores de superficie segun el grupo de
riesgo cardiovascular, no se observaron diferencias de expresion en ninguna de

las subpoblaciones.

AUMENTO DEL PORCENTAJE 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 Monl y Mon2 respecto al grupol

(p=0,014 y p=0,04, respectivamente), asi 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

distribucion de células Mon3.
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Figura 17. Porcentaje de las distintas subpoblaciones de monocitos segun
el grupo de riesgo cardiovascular. A) Cuantificacion de monocitos tipo 1 segin el
grupo de riesgo, B) Cuantificacion de monocitos tipo 2 segun el grupo de riesgo, C)
Cuantificacion de monocitos tipo 3 y grupo de riesgo. *p<0,05 entre Grupo 1y 3.

“Diferencias entre Grupo 2y 3.

CORRELACION DE FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR Y
SUBPOBLACIONES MONOCITARIAS

La tabla 20 muestra la relacién entre los factores de riesgo cardiovascular y las
distintas subpoblaciones monocitarias en la poblacion total del estudio. El
namero de células Mon1l correlacioné de forma positiva con el peso, el indice de
masa corporal y los triglicéridos y de forma negativa con el HDL-colesterol. Los
Mon2 presentaron una correlacion negativa con los niveles de colesterol total y
HDL-colesterol. Por su parte, los Mon3 correlacionaron de forma positiva con el
indice de masa corporal, el perimetro abdominal, los triglicéridos y la presion

arterial diastolica, y negativa con el LDL-colesterol.
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Tabla 20. Correlaciones de factores de riesgo cardiovascular y en niamero de

monocitos de cada subpoblacién en el total de pacientes analizados (n=92).

p r p r p r p
0,007 | 0,94 01 |031f004 | 065] 002 | 083

0,26 | 0,01 0,2 | 0,04]) 0,27 |0,008) 03 | 0,003

0,14 0,19 0,07

0,17

0,48 | 0,004

-0,09 - 0,99

0,001

0,08 0,4

-0,02 | 0,83

-0,02 | 0,82

0,1 0,18 | 0,08 | 0,11 | 0,26 § 0,18 0,07

0,81 0,04 | 068 0,16 | 0,11 § 0,05 0,57

0,79 | 0,002 | 0,98 0,08 0,42

0,15 | 0,15

Mon1: monocitos tipo 1, Mon2: monocitos tipo 2, Mon3: monocitos tipo 3. IMC: indice de
masa corporal, PCR: proteina C Reactiva, LDL-C: lipoproteinas de baja densidad, HDL-
C: lipoproteinas de alta densidad, TGL.: triglicéridos, PAS: presion arterial sistélica, PAD:
presion arterial diastélica
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AUMENTO DE MON1 Y MON2 EN PACIENTES CON EVENTOS
CARDIOVASCULARES PREVIOS

Tras realizar analisis univariante en la poblacion total estudiada, se encontré una
asociacion entre los eventos vasculares adversos (definido como Unica variable
compuesta que incluia: IAM, ACV, EAP o nefropatia) y el porcentaje de Monl
(8=0,86; p=0,02) y Mon2 (8=0,1; p=0,002), que ademas se correlacionaron con

la cifra de leucocitos (r=0,7, p<0,001 para Mon1 y r=0,26, p=0,01 para Mon2).

Ademas, tras estratificar las subpoblaciones de monocitos en terciles se observo
una asociacion entre niveles elevados de Monl y la presencia de placas de
ateroma en los tres territorios de forma simultdnea (carotideo, abdominal e
iliaco), dichas diferencias se mantenian tras ajustar por edad y sexo (tabla 21).
No se observé asociacion entre el resto de las subpoblaciones y la presencia de

placas de ateroma.

Tabla 21. Asociacion de los terciles de Mon1ly la presencia de placas de ateroma

en arterias carétidas, aorta e iliacas de forma simultanea.

Mon1 (10%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 tercill

Estos resultados indicarian que los pacientes con placas ateroscleréticas o
eventos secundarios presentarian un perfil monocitario mas proinflamatorio
(monocitos Monly 2) respecto a pacientes con factores de riesgo cardiovascular

pero sin patologia aterosclerotica detectable.
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5. DISCUSION

En este trabajo hemos disefiado estudios clinicos y experimentales encaminados
a determinar el papel de nuevos biomarcadores inflamatorios y su posible
relacion con el riesgo aterosclerético y sus implicaciones clinicas. El desarrollo
de nuevos biomarcadores puede facilitar una mejor estratificacion del riesgo y

tener connotaciones pronaosticas.

IMPORTANCIA DE LA INFLAMACION EN LA ENFERMEDAD
CARDIOVASCULAR

Las ECV representan la principal causa de mortalidad en nuestro medio (2,91),
siendo su principal sustrato fisiopatoldgico la aterosclerosis. Si bien hasta hace
unas décadas era un problema centrado en paises desarrollados, los programas
de control de riesgo cardiovascular precoz, asi como el cambio y control de otras
enfermedades, ha hecho que en la actualidad se haya convertido en un problema

predominante en paises en vias de desarrollo (92).

En el desarrollo de la aterosclerosis y consecuente ECV tiene un papel central la
inflamacion crénica de la pared vascular. Asi, en estos ultimos afios, numerosos
estudios se han centrado en la evaluacion y control de la inflamacion como
medida de control de dichas enfermedades (92). Es por ello, que esta tomando
especial relevancia el diagnéstico precoz de pacientes en riesgo de desarrollar
nuevos eventos mediante el uso de técnicas no invasivas, entre las que destaca
el uso de la ecografia, la tomografia computerizada (CT) (93,94) y mas
recientemente la tomografia por emision de positrones, usando radiois6topos

clasicos como la 8F-FDG, pero también con nuevos radioisétopos 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 cudl es la mejor estrategia. Los modelos diagndsticos multimarker se han
postulado como unos métodos diagndsticos mas precisos de la ECV (95,96),
dichos modelos aunan tanto determinaciones analiticas 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),
todavia queda pendiente definir cuadl es el mejor abordaje tanto en la
estratificacion como el mejor manejo de dichos pacientes y cual es mas coste-

efectivo (97,101,102).

En este estudio prospectivo realizado en pacientes mayores de 45 afios y con al
menos 2 factores de riesgo cardiovascular, observamos que hasta el 87,6% de
los pacientes reclutados presentaban algun tipo de manifestacion
aterosclerotica, bien por presencia de placas que ocupasen >25% la luz del vaso
o presencia de microalbuminuria, de los cuales un 40% habia presentado
manifestaciones clinicas de aterosclerosis (IAM o angina, AIT o ACV, EAP o

enfermedad renal crénica).

Por ello, en nuestro estudio decidimos analizar el papel de nuevos marcadores
inflamatorios asociados con dicha patologia, asi como evaluar su combinacion
con parametros clasicos como la PCR, previamente descrita su elevacién en
aguellos pacientes que habian tenido eventos cardiovasculares previos, y que
en la actualidad se utiliza en el screening y la monitorizacion del tratamiento de
dichos pacientes (5,50,103). A partir de resultados obtenidos de un modelo de
ratén con diferentes grados de aterosclerosis se decidié evaluar el papel de dos

nuevos marcadores circulantes, SDF1 y MMP-12, en la inflamacién crénica 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-macréfago como responsables de dicha inflamacion.

Finalmente, analizamos el papel de la MMP-10, una metaloproteasa involucrada

en el proceso aterosclerdtico, en la polarizacion de monocitos a macréfagos.

NUEVOS MARCADORES INFLAMATORIOS A PARTIR DE UN
MODELO MURINO DE ATEROSCLEROSIS.

Previamente, Purroy A. y cols habian 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 reduccién de la aterosclerosis, asi como menor

inflamacion local y sistémica (38).

Aprovechando dicho modelo de ratén evaluamos la expresion de distintos genes
que previamente se habian propuesto como causantes o relacionados con la
patologia cardiovascular, como son el eje CXCR4/SDFl1 y la MMP-12
(83,104,105). Los ratones ApoE-/-, es decir con mayor aterosclerosis,
presentaban una expresiéon 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 expresion a nivel de la aorta. Al evaluar la expresion
proteica se confirmaba el aumento de expresion CXCR4 en ratones ApoE-/-
respecto a los 2KO a los 12 meses. El papel concreto del eje SDF1/CXCR4 en
la aterosclerosis todavia es desconocido, algunos trabajos muestran que los

factores inflamatorios aumentan la expresion de CXCR4 en macrofagos
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(68,106), mientras que otros muestran en modelos experimentales un papel
ateroprotector (69). Nuestros resultados, apoyan la hipétesis de su papel
proaterogénico, confirmando asi los resultados de Merckelbach et al, en los que
se describia la asociacion CXCR4 con la progresion aterosclerotica, asi como su
incremento asociado a zonas ricas en macrofagos (107,108). La falta de
paralelismo en la expresion de CXCR4 y SDF1 a nivel tisular puede explicarse
por el hecho de que el CXCR4 no es el Unico receptor para SDF1 a nivel vascular
(68), siendo su afinidad 10 veces mayor por CXCR7 (109). Si bien la funcion de
CXCR7 no esta del todo esclarecida, parece claro que existe una intensa

interaccion entre SDF1/CXCR4 y CXCR7 (109).

Por su parte, la expresion del gen de la MMP-12 en los ratones ApoE-/- se
encontraba aumentada a los 10 meses en comparacion con los ratones 2KO,
pero estas diferencias desaparecian a los 16 meses. En cuanto a la presencia
de la proteina en placa aterosclerética no se encontraron diferencias, si bien
parecia que su expresion se incrementaba en el curso del tiempo
independientemente del modelo de ratdn analizado. Estudios previos han
sefalado la asociacion de niveles elevados de MMP-12 y la progresion de la
placa aterosclerotica al localizarse en macréfagos asociados a la degradacion
de la elastina y de la matriz extracelular en pacientes con ACV (110). Dado que
los ratones 2KO presentan una infiltracion retardada de macro6fagos en la placa
(39), y es en los macréfagos donde principalmente se encuentra la MMP-12 (82),
es quizas por ello que las diferencias de expresion de la MMP-12 se ven
incrementadas a los 10 meses en los ApoE-/- y que con el tiempo, se pierden al
igualarse la infiltracion en ambos fenotipos, si bien estos resultados deben ser

confirmados con muestras mas amplias.
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PAPEL DEL EJE SDF1/CXCR4 Y MMP-12 EN LA
ATEROSCLEROSIS CLINICA
Hasta la fecha, SDF1 se habia asociado con eventos cardiovasculares agudos,
siendo un factor prondstico en la recurrencia de nuevos eventos
cardiovasculares (111,112); sin embargo, no se habia evaluado su papel en ECV
cronica. En nuestra cohorte demostramos que SDF1 circulante se encuentra
elevado en pacientes con manifestaciones clinicas cardiovasculares tras ajustar
por factores de riesgo cardiovascular y otros factores de riesgo conocidos como
la edad y sexo. Es conocida la funcion del eje SDF1/CXCR4 en la promocion de
la migraciéon de progenitores hematopoyéticos de médula 6sea a sangre
periférica (113), asi como en la quimiotaxis de linfocitos y monocitos (114), pero
ademas parece que tiene un papel en la trasformacion en célula espumosa
favoreciendo el desarrollo de la aterosclerosis (115). Al igual que sucede con el
CXCR4, todavia existe controversia entre el papel beneficioso o deletéreo de
dicha enzima. La perpetuacién de niveles elevados de dicha citoquina podria
estar relacionados con la persistencia de un estimulo inflamatorio asociado a una
mala resolucion de un evento cardiovascular y por lo tanto a una perpetuacion
del dafio (73). Se ha propuesto a las metaloprotesas como elementos de control
en la accién del SDF1, originando una proteina truncada que impide la correcta
unién al CXCR4 (114). Esta union incorrecta impediria el desarrollo de las
funciones reparadoras, impidiendo la migracién de progenitores al lugar de
lesion, y se detectarian niveles elevados en sangre periférica, si bien dichos

datos avalarian una hipétesis que deberia ser confirmada con estudios dirigidos.

En este contexto, nuestros resultados confirman que aquellos pacientes con

manifestaciones aterotrombdticas crénicas, como son la EAP e insuficiencia

83



Discusion
renal, presentan cifras elevadas de SDF1. Houssini et al, evaluaron el papel del
SDF1/CXCR4 en una cohorte de pacientes en programa regular de hemodialisis,
constatando que aquellos pacientes con niveles mas elevados de SDF1 y

CXCR4 eran los que presentaban otras manifestaciones de ECV y por tanto lo

proponian como un marcador para cribado de aterosclerosis clinica (116).

En cuanto a la MMP-12, se trata de una MMP producida principalmente por
macrofagos y asociada a la inestabilidad de placa aterosclerética (82). Hasta el
momento pocos estudios han evaluado el papel de la MMP-12 en la ECV, si bien
previamente se habia reportado la asociacién entre MMP-12 y la enfermedad
cardiovascular prevalente, asi como la extension de la placa aterosclerética en
pacientes con DM tipo 2 (82), también se ha demostrado la asociacion de niveles
elevados de dicha metaloproteasa y el desarrollo de ictus isquémico (110) o su
asociacion 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 perdian.

Finalmente, la PCR clasicamente 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

clinicas.

De acuerdo con la tendencia actual de utilizar aproximaciones multimarker en la
prediccién del riesgo aterosclerético en patologia cardiovascular (95,96,118), se
demostré en nuestro trabajo que la combinacion de niveles elevados de SDF1y

PCR se asociaba de forma significativa con haber presentado un evento
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cardiovascular previo. Estos resultados, enfatizaban la importancia de la
inflamacion residual que persiste mas alla del evento agudo, incluso en aquellos

pacientes que se encuentran tratados de forma adecuada segun las guias

clinicas actuales.

PAPEL DEL EJE SDF1/CXCR4 Y MMP-12 EN LA
ATEROSCLEROSIS SUBCLINICA

Teniendo en cuenta que la formacién de la placa aterosclerética es la base del
desarrollo de las ECV, parece especialmente interesante la deteccion de
pacientes con aterosclerosis subclinica que puedan beneficiarse de una
intervencidn precoz (97). Por ello, nosotros evaluamos la asociacion de niveles
de SDF1, MMP-12 y PCR con la presencia y extension de la aterosclerosis
subclinica en nuestra cohorte de pacientes. Sin embargo, no encontramos dicha
asociacién ni con la presencia ni con la extensiéon de la misma. Debemos
destacar que estudios anteriores habian demostrado la asociacion tanto de PCR
con la presencia de nuevas placas ateroscleroticas (117) como MMP-12 con la
extension de las mismas (82). Si bien, la falta de diferencias evidenciada en
nuestro trabajo debe ponerse en el contexto de las caracteristicas heterogéneas
de nuestra poblacion respecto a las de los estudios previamente presentados,
asi como al bajo nUmero de pacientes analizados sin signos de aterosclerosis

clinica o subclinica.
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EVALUACION DE SDF1, MMP-12 Y PCR Y RIESGO DE
MORTALIDAD
Evaluamos la capacidad de predecir la mortalidad por parte de dichos
marcadores, observando como 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 tenian 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 habia 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 habia evaluado la capacidad

predictiva de dicho marcador en un contexto crénico.

Es por ello, que estos hallazgos nos sugieren la presencia de una inflamacién
residual en pacientes con riesgo cardiovascular que perpetda y fomenta el

desarrollo de aterosclerosis y su desenlace fatal.

PAPEL DE LOS MONOCITOS-MACROFAGOS EN LA
INFLAMACION Y ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

La ECV, como ya hemos resaltado, se trata de un proceso inflamatorio crénico
en el que la inmunidad innata juega un papel central. En dicho proceso
inflamatorio destaca el papel del sistema mononuclear fagocitico, conformado

por monocitos y macréfagos (13). Hasta el momento, tenemos evidencias de que
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aguellos pacientes con niveles elevados de col-LDL y glucosa presentan niveles
mas elevados de monocitos (119), asi 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 ateroscleroticas y eventos cardiovasculares (122,123). Es por
todo ello, que en los udltimos afios ha tomado especial relevancia el estudio de
las distintas subpoblaciones monocitarias en su relacién con la enfermedad

cardiovascular (20).

En nuestro trabajo demostramos que la determinacién de las subpoblaciones
monocitarias circulantes mediante citometria de flujo puede ser de utilidad para
valorar el riesgo cardiovascular en pacientes con factores de riesgo y
aterosclerosis subclinica y clinica. De esta forma, observamos una asociacion
entre las subpoblaciones monocitarias Monl y Mon2 con el riesgo
cardiovascular, con la presencia de placas de ateroma (Monl), la presencia de
manifestaciones clinicas de aterosclerosis (Mon2) o la presencia de mas de 2

factores de riesgo cardiovascular (Mon3).

Ademas, teniendo en cuenta la estratificacion de riesgo utilizada en nuestro
trabajo, observamos que se producia 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 clinicas), presentaron los niveles mas elevados de
monocitos Monl y Mon2 en comparacién con aquellos que no presentaban
aterosclerosis (grupol). De forma general, en el proceso aterogénico la
activacion endotelial promueve la expresion de moléculas de adhesion

leucocitaria que facilita la migracién e infiltracion de monocitos en la placa
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aterosclerotica (19). De las distintas subpoblaciones, son los Monl la
subpoblacién 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 aparicion de placas ateroscleroéticas (122), lo que apoyaria la
asociacion entre los Mon1l y la presencia de placas reportada en nuestro estudio.
Estos monocitos, que presentan una vida media muy corta posteriormente se
trasformaran en monocito no clasico o en macrofagos al infiltrar la placa

ateromatosa (124).

En cuanto a los monocitos Mon2 se encuentran elevados en pacientes con
eventos cardiovasculares previos y podrian tener un impacto pronostico en
pacientes que ya han padecido un IAM (125). En nuestro trabajo, aquellos
pacientes que habian presentado eventos cardiovasculares presentan de forma
significativa un porcentaje mayor de Mon2. Debemos destacar que dichos
monocitos presentan una expresion aumentada de receptores de membrana con
capacidad de adhesion al endotelio activado como demuestran los estudios de
Rogacev y cols (126), lo que podria favorecer el proceso aterogénico

(20,125,126).

Finalmente, los Mon3 (no clasicos) se ha propuesto que presenten un papel
ateroprotector tanto en situacion basal como durante procesos inflamatorios,
siendo los que primero migran a la lesién (20,127). Sin embargo, en nuestro
estudio no encontramos asociacion entre el nimero de Mon3 y la presencia de
placas ateromatosas, eventos cardiovasculares o riesgo vascular. Quizas, estas
diferencias con estudios previos se deban a que no evaluamos eventos agudos

sino pacientes cronicos.
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Dado que la determinacion de subpoblaciones monocitarias es una técnica

sencilla, podria ser atil su determinacion en la identificacion de aquellos

pacientes con una mayor inflamacion residual (126).

Como hemos mencionado anteriormente, en el proceso aterogénico los
monocitos son atraidos a la lesidon aterosclerética y es de forma local donde se
polarizan en macrofagos (119), convirtiendose posteriormente en células
espumosas. Estos macréfagos experimentan diversos cambios fenotipicos
mostrando un elevado grado de plasticidad (123,128). Aunque clasicamente se
ha clasificado a dicha subpoblacién en un fenotipo proinflamatorio (M1) y otro
anti-inflamatorio (M2), en la actualidad parece claro que dicha clasificacion no
refleja todo el espectro de funciones que tiene dicha poblacion celular y que
vienen condicionados por la accion de los estimulos procedentes del
microambiente (23,123). Arnold et al mostraban una relacion inversa entre
niveles circulantes de Mon CD16+ y la polarizacibn a M2 en pacientes con
eventos coronarios agudos, mostrando asimismo su asociacién con la severidad

del mismo (128), si bien dicho proceso no esta ampliamente estudiado.

Hasta el momento, parece que los macréfagos con fenotipo mas antiinflamatorio
(M2) promueven la cicatrizacion de la placa aterosclerética produciendo una
diferenciacion osteoblastica (24). En este contexto, parece que la MMP-10
favorece la diferenciacion osteoblastica (129), siendo esta metaloproteasa
necesaria en el desarrollo de la aterosclerosis (39). Por este motivo, evaluamos
el papel de la MMP-10 en la polarizacion de macréfagos, dada la conocida
funcién de dicha metaloproteasa en el proceso aterogénico, favoreciendo la
infiltracion de macréfagos en la placa aterosclerética (39). Mediante estudios

trascripcionales y de citometria de flujo confirmamos la adecuada polarizacion
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de los macrofagos en las condiciones de cultivo realizadas, sin encontrar
diferencias entre los macrofagos expuestos o no a MMP-10. Sin embargo,
observamos una mayor expresion de marcadores de M2 como CD38 y CD80
respecto a los M1 en los macrofagos expuestos a MMP10, que podria sugerir
una mejor polarizacibn a M2 en presencia de esta proteasa, si bien seran
necesarios mas estudios para caracterizar dicha asociacion. Ademas en nuestro
trabajo existen diferencias en la expresion de algunos receptores de membrana
respecto a lo previamente descrito en la literatura, aunque debemos resaltar que
es conocido que dicha expresion puede variar segun el medio de cultivo y el

estimulo utilizado en la polarizacion (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 econdmico 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
inflamacion generada en dicho contexto. Es evidente la estrecha interrelacion
existente entre la ECV y las vias inflamatorias mediadas por alteracién en la
inmunidad innata, destacando el papel de la IL-1, una citoquina con un papel

clave en la progresién de la aterosclerosis (130).

El primer gran estudio clinico que demostré la importancia del control de la
inflamacion en pacientes con patologia cardiovascular fue el estudio CANTOS

gue mostraban que pacientes en los que tras un evento coronario agudo persistia
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una inflamacion, pese a encontrarse con adecuado control de factores de riesgo
cardiovascular, tras inhibir la IL-18 por un anticuerpo monoclonal
(canakimumab), presentaban menos eventos cardiovasculares, asociandose
ademas a una reduccion de los niveles de PCR (5,131). Posteriormente, otros
estudios dirigidos a controlar la inflamacion de forma mas inespecifica
encontraron resultados dispares; asi el ensayo CIRT, que trataba pacientes con
eventos cardiovasculares con metotrexato, no encontré beneficio clinico en su
uso; si bien, otros ensayos que utilizaban colchicina conseguian reducir los
eventos cardiovasculares con su uso (132). También se han explorado la

inhibicion 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 regulacion de la inflamacién. Asi, algunas estrategias se basan
en modular el cambio fenotipico de macrofagos de M1 a M2, con el objetivo de
favorecer la cicatrizacion de la placa aterosclerética (13) y otras, en promover el
control de la inflamacion cardiovascular mediante la inmunizacion tanto activa
como pasiva a través de vacunas, bien clasicas como las vacunas de la gripe y
neumococo, o con dianas mas novedosas como frente al antigeno 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 inflamacion residual en estos pacientes.

LIMITACIONES
Nuestro trabajo muestra diversas limitaciones, entre las que destaca la

distribucion heterogénea de pacientes entre los grupos de estudio, asi como el
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elevado porcentaje de varones en la poblacion analizada. Asimismo, en el
estudio experimental solo se utilizaron machos, dado que en el momento del
disefio no existia ningun requisito de género, lo cual puede ser considerado con
una importante limitacion. 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 tamafio muestral disponible y el tiempo de

seguimiento podemos valorar como considerable.

No se puede establecer una relacion causal entre los marcadores inflamatorios
estudiados y la mortalidad, pero estos resultados pueden ser la base para futuros

estudios de cohortes mas 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. Ademas, debemos
reseflar que tanto SDF1 como MMP-12 pueden ser inhibidos mediante
anticuerpos monoclonales, por lo que podrian representar nuevas dianas

terapéuticas.

En cuanto al estudio celular, presentamos un bajo tamafio muestral con

heterogeneidad de resultados que dificulta la interpretacion.

En resumen, los resultados de nuestro trabajo abren vias para la investigacion
de nuevos biomarcadores inflamatorios en relacion tanto al riesgo cardiovascular

global como al riesgo inflamatorio residual en pacientes con aterosclerosis, lo
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gue puede ser de ayuda para establecer una medicina personalizada, junto con

los estudios de gendmica y nuevos métodos de imagen cardiovascular.
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6. CONCUSIONES

1. CXCR4 se encuentra aumentado en la aorta de ratones con aterosclerosis
espontanea 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
expresion de MMP-12 adrtica respecto a ratones 2KO.

3. SDF1 se encuentra elevada en pacientes con antecedente de enfermedad
cardiovascular clinica, pudiendo reflejar un estado de inflamacion
residual.

4. En nuestro trabajo no se observd asociacion de los biomarcadores
estudiados y la presencia o extension de las placas ateroscleroticas.

5. Los niveles elevados de SDF1, MMP-12 y PCR se asociaron con un
incremento de la mortalidad global.

6. Segun los grupos de riesgo cardiovascular establecidos, a medida que
aumenta el grupo de riesgo se produce un aumento de Monl, con
caracteristicas proinflamatorias.

7. Un incremento en el porcentaje de Mon2 se asocia con historia de
manifestaciones clinicas de enfermedad cardiovascular.

8. La polarizacion de macréfagos no se ve afectada por la presencia de

MMP-10.

En resumen, el avance en el conocimiento de nuevos biomarcadores
inflamatorios permite la estratificacion del riesgo cardiovascular mas alla de los

factores de riesgo cardiovascular.
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Abstract BACKGROUNDE A therosckaroais i the main eticlgy of condiovasclor s (T,
assccislind b @ siemic nflasmation Matbri seta loprobeinaees [MMP) asr selated bo athumsclerois
ww&mﬂmuuMWmehvm
wall The poal waos bo sswres mew circulateny inflanuratony markerns i sclation to atheroeckeross.
METHODS Measanemwnt of SDFL, MJMCWhMﬂmFHMMPMFLﬁthMM
wilh cardicvascubar raek Tﬂﬂplma&dmdu‘uﬁnprw O SDPY aoces wined M2
s plcisiony et de ke rmgned by ET-gPCR and by imsnoenchistochemistey in the oot of aooedenaked
and delagid atheroee kerosis mice muadids (A poe- - and A pose - Mampli /o) RESITITS SDF], MMFL2
-ﬂmm:hmmm-ﬁdﬁulawﬁhtmrmﬂiﬁhpmn&uﬂmﬁ
factors, andy SOF] and CRF serained incacmsnd  Having high bvels of both bicenarkess ahereed
2 8-fold sncresed risk af presening chnical aberoscharesis (p = 0022} Patients with e aked
SOFL, MMPIZ and CRF shosred isereasd risk of death in follos-ap (HRE = 22, S0 1570,
pr= Q) Canne and prokein expression of CICR and MMPIZ we o it in aortis from Apos /-
eniee COMCLUSHNG: The combanaBion of high cireudating SDF], MMPL2 and CRP identified
patisrits with particular isflamenatory cordicvascular fsk and neneed martaliy. SOF]/COCRL
i o WIMIPL2 v cdwesinend is abheposcherosis devel cpmsent sugypeds that they could be possible
atherosclerotic largets.

Keywardse SDF]ACOOCRL: MM atherosckercais; imflasnmation -hﬂlinuﬂunpprmd\;mﬂib
vaseular risk

1. Introduction

In 3018 arcund 15.6 million deaths wene attribuied to cardiovasoolar dissass (O
globally representing the main cause of martality around the world [1). Atherosderosis, a
chronmic ﬁuudhmlwﬂﬁ:anﬁnrﬂhhp&&mﬁmﬂnf
VD [2]. From its earliest asymptomatic phase up to the laie clinical stages, atheroscerosis
promoies lnlhx}rt: actoratiom, q.rl'nhi.lt release, and mbAltration of Euh:q.rtl,. lna.in]}r
nul:mpluF:. into the arterial wall Indesd, eoent results from the CANTOS trial have
identified inflammation as an important and independent factor in CVID. Spedificalhy, an
IL-1E mhibitor with a.nl:i—inﬂ.u.mma'h:r}r effects, was associated with li.E:lliﬁm.l.‘ltbl' lower

Lier 20, TP, 414 Betpe/fodon o TR0V ke 1 1050414
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rates of eecurment cardior ascular events [3], providing a strong evidence o support the
irflammation bypothesis.

Collected dats from the general population and clinical cohorts have demonstrated
a strong association of some inflammatory markers, such as C-peactive protein (CRF)
and OVTF [4,5]). Nowadays, new systemic and imaging biomarkers are being studied 2=
surrogaie markers of @ndiovascular (CV) risk and OV [§7]. Among them, stromial cell
derived factor-1 (S0DF1), located in smooth muscle cells (S0MCs), endothelial cells and
man:rnph.aﬂu anid puunti.n atherosderntic Plﬂl:lllﬂ. has been descoibed um:im]:lm'lant
player in the monooy tes arrest in vascolar b=ion and in platelst activation [5]. SDF] and its
reepior (CNCRA) are implicated in the actvation of intracellular signaling pathw ays that
promoies angiogenesis, v ascular inflammatony response and necintimal by perplasis [9]
Moremrer, SIF] has besn I!-:!I'Lﬂ].l' identified as a causal medistor himun.a:.}rarlzl.}r
disexse (CATY) [10,11] The blodkage of the CNCRL/STF] ais decreases the ex pression of
profechybic mediators such as MMP-12 [17], a metalloslastase s=creted by macrophages and
ph'hﬂ:l:l.. with a h:_gr ok in i:ulm-q.rlzl recruitment | 13,14]. Furthermore, MMF12 has been
propossd as a pofential biomarker of CVD n patients with type 2 diabetes [15], while it
deficienay reduced atherosderosis development and macrophage infiliration in murine
menxdels [16].

Finally, our group has recently demonstrated a causal role of matric metalloprobeinoee-
10 (MMP-10) in atherosclerce®s progession, macrophage infiliration and plaque calcifi-
cation, |.m'.|1.g:adnu'b]: knock-out (2K0Y] mowss maodesl I',..lpne—.l"—ll.'lm]:l]ﬂ-.l’-]. In addition,
MMP-10 expression is induced by CEF in human endothelial cells [17 | and both parameters
pnn'li.\:]}r cormlated with subclinical atheroscerosis in H.I}I'II'IF‘IDD'HEL' subijects with OV
risk factors [15]. Besides, MMP-10 activity modulates (CUCELS SDF] signaling in skeletal
musce Egeneration after experimental vascular ischemia [15]

The purpose of this study was to evaluste prospectinely the droulating levels of
MMPF12 and SDFL in a cohort of patients with clinical and subclinical atherosclercais and
its rode as biomarkers of high risk of CVD and wome outcome. Momreorer, we confirmed the
association of thes profeins in athenoscderosis development by assessing their expression
in aortas of murine models with variouws degress of athermadeosis.

L Materials and Methods
1] Patients

We performed a prospective study induding 208 corsecutive patients who peesanbed
miore than one OV risk factor with dinical or subclinical athermsclercsis svaluated in two
fertiary hospitals in Mavarra (Spain), between April 3017 and June 2019, Subjects werns
screened with a detailed medical history, physical examination and biochemical profile.
J'I.].l.]:l.'l‘t-lﬂ'l:tl underwent routine blood tests and vascular IEI:"I:IE'HFE'I}I' aof carotid, abdoenidnal
aorts and femoral Eerritories. The inclusion criferia wees (1) age > 45 years-old and (2}
plzlerln:afarlﬂurrrm-mdiwucula: sk factors: h}lFrErmm[Hund pressum =140y 00
mmbg) or teatment with anti- by pertensiie medications; diahetes melitos (D8) or antadiz-
betic use, dyshipidaemia [botal chobstered =2 00 mg,/ dL, low-density lipoprofein chalesterol
(LIOL~C) = 130 mgy/ d L. or mon-HIN-C > 160 mg/dl, hypertrighrerndemia (=150 mg/dL}
or on cholesterol lowernng drugs]: body mass inde (BMIT) = Sﬂl'.g:.l"lni or abdominal
perimeter (+80 on female or 34 cm male) and/ or cument smioker. Exchesion criteria werns
active cancer, inflammation or infection and use of nonstercddal arlli.-irlﬂ.a.n'l.n'l.aln:l]rdn.l{i,-.l
(M54 D) or semids bwo weeks before blood sampling

We caloolated the PREEDIMED (PRBrencon con Dl=ta MEDMemman=a) scos, which is
a l&-item toal that reflects increasing adherenes to Mediterranean diet [20].

Those patients who presented CAT), stroke or transient ischemic attack (TIA} periph-
eral artery disease (PA D) or nephropatiny were corsidersd 2 suffering clinjcal atheroscle-
rosis manifestations.

Medical history of patients was reviewed in Februany 2021 to assess the presenoe of
recurrence of Tew cardiov ascular events and mortality
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Samples and data from shudied patients were provided by the Biobank of the Univer-
sity of Mawvarra and processd following standard operating procedunes approved by the
Ethical and Sgentific Commitiess. The Ethics Beview board of the Clinica Universidad die
Mavarra approved the protocol (M7 240 and the sfudy was conduocted in accordance
with the declaration of Helsinki Writhen informed consent was obtinesd from each patient

21.1 Vascular Imaging

In order to analyze the presnoe of athe meckerotic plaques, an expert radiclogist
maral by traced a line on fromen B-mode images between the far wall of the homer-intima
and the mediz-adventitia inferfaces. All subjects were examined in the supine posibion. &
linear array transducer {frequency of -9 MHz) wasemployed, using high-resolhstion B-
aptats mm&mﬁmmmmmm E-i:n'h:rul'lzall:'l'h:a.n:_.'l:iuilbu.rE
Ceermary) Gain setings wee optimally adjusted to facilitaie edge defedion
21.2 Blood Samples and Biochemical A rohysis

Fasting serum and plasma samples were collecied by venipunchone, centrifuged
(20 min at 1200 g twice) and sfored at —80 "C untll anabyrsis. Serum total choleserol,
high-density Epoprobein cholesterod (HIDL-C), trighroeridies and ghioose wene measued
by standard laboratory techniques with Cobas 3000 (Roche Dhagnostic). LINAC was
esfimated wsing the Friedewald equation. Moo HDL cholesterml was caloalsted by Total
Diagnostic Product Corporation, Los Angeles, CA, USA]

1|'|.H..1.|:|1.'|:|1.al'|:|q.r biomarkers, SOF] (S0F]; CQuantikine, HH:rE}r:t:ru.. A.bmﬂ;d.m LK)
and MB{F12 (MMF1Z, 158K, lifespan Bicacence, SEA, USA ), were determined by ELEA
folbow ing, the marufaciurer instructions. Double centrifuged plesma EITA samples were
undiluted or diluted E300 for SIFL and MMFP12 measunes, mspectivehy, The mean oo -
cients of variance for intra- and inie r-assay variation wee 36% and 10.3% for SDF] and
w4 7% and <7.3% for MMFP12. The detection limits were 1B pg/mL for SDFL and 0156
ng/mL for MMP1L

12 Expermmentd Mouss Mods

A oot ssctions werne obtaimesd from A FIE-,I'-I:I'I:iI:E'H'l'I.i.d'I d:l.'elupl-pl:nmn:mu- atheroscle
rosis arad h'cmdcl.a}l:d. athe rosderosis mouses miode] I:J'L]:ln:-.i'-h'hrlp'lﬂ-.i'- mace
by Purroy et al. [17] by crossing Mmpll-/- mice (B I29F2-Mmplitm 1 Jkng) with Apoe/-
mice [BE129F2-Apoetm 1 Unc(; Charles Biver Laboratories, 1 Arbresle Cedex, France).
Animals followed a standard chiow dist throughout the e periment uniil sacrificed at 6 10,
12 and 16 momths,

All experiments weee conducted according bo the European Community guidelines
for ethical animal care and use of laboratory animals (Directive 86/ 605} and weee approved
by the University of Mavarra Animal Bessarch Feview Commities.

221 Quantitative Anahrsis at mENA Level (gET-PCE)

Acortas frozen in liquid nitrogen (n = 5 group) of 10 and 16 months of age wene used
fo exiract BMA using MaghMAX-36 Total RMA Isolation Kit (ThermoFisher, Waltham, MA,
USA) Feverse fransoiption was performed with 1 pg of total ENA, random primers
amad l.inln:'qrmu:i.n: EukeEmia viros reyverss m:ripmemﬂmuﬁllt:.w.ﬂﬂnm NAA,
U=A) Beal-time quantitative PCR was performed on an VIIA-7 sequence defector [Ther-
minFisher, Waltham, M4, USA) 1ui.nETa|:|h[ar| e ﬂ:P:IﬂiD:I‘l ﬂ.lﬂ}l'lﬂl:ﬂ-ll for murine
SDF] (Mo FT58. 30677664), COOCRA (Mo FT_58.41597938), and MBPL2 (Mm FT 58 31615473
Murine f-actin (Mm FT.30%2 79714843 g was used to normaline el

222 Histological and Immunohistochemical A nalysis
Iminumechistochemistry was performed on 3 pm ssctions: from the fromen sortss of
6 amd 12 mmﬂ'uu-faﬁ;:m.inr_ Tlulﬁd.ﬂwﬂ:dcpamfﬁn:ind,. a:rhd:l::l'l}rdr.:l:nd. tui.nE
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antigen metrieval soluticn (Dakocytomation, ef S1659) diluted 12 at 95 "C for 2 min
Bext, the samples were incubaied with antHCNCES (orb 74308, Biorbyt, dilution 1-500 and
anti-MMPL2 (orb36364, Bicrbyt, dilution 1:100) antibedies for 34 h in moist chamber at
4 7, washed approprately and v sualmed by 3.3 dyaminobercidine chromogen (AR,
Daka, ref K3468). Shdes wene then mounied with distyrene plasticer and x ylemne mix ture
(DFX, VWE Chemicals)

Immunostained slides were subse quently scanmed (Aperic ImageScope, Leioa ByoSes-
fems] and the percentage of positively stained amea in total bssue ares was quantified with
Image-] software | 21].

1.3, Statistical Analysis

Shapirc-Wilk st was used toevaluabe normality Mormal values wer expressd as
me=an and standard deviation (510 and those withowt a normal distribubion with median
and inferquartile range. MMFP12 and CRF wee loganthmic fansformed to achieve a
normal distribubion  Association befwesn two continuous variables was assessed by
Pearsom's cormelation fest. Differences betwe en two groups were anahmed by Student’s
t- st or Welch-test as required by data distribution. hfferences between moee than
fwo groups werne assessed by one-way ARNOVA followed by Bondermoni's post-hoc st
(two conditions). The Pearson's y -best was used to compare frequency distibuton of
categonical vanables. Unir aniate and multoy anake logistc regression were used to stablish
assnciation betw sen SOF], MMPL 2, and CEP with dinical atherosdermsis manifestations,
atherosc] eratic |:|I.|-|:|1.|:|-a.|1.|:|.|:||:h=|"E"|" rizk factars. thl:zlt-:li:u'iminal:uq cut-aff for S0F]
and CHF in associxtion with clinal atheroscl=rosis manifestations was defeminsd uﬂ':nﬂ;ﬂ'lc
ouden's index (Sensitivity —{1 —spedficity}} from the Becetver Operating Characteristic
(B A combined variable using SDF] high/low and CRF high/low was oeated, o
evalusie the association with clinical athercsclerosis manifestations. In the follow-up study,
S0OF], MMPL12 and CEFwer stratified in terciles and a new variable I:I:ll'l]:'il'Li.I'LE the=rm was
created, considering high risk those who had SDF], MMF12 and CRF in the highest tercile,
bowr risk those with SOFL, MMPL2 and CEP in the kowest fercile and mesdium risk amy other
combination. Time to the cubcomes of inierest was plobed using Kaplan—heier corves
for the combined variable, with siatistical significance assessed using Cox-regression,
controlled by age and sex. Statistical significance was st at p < 0L0G from two-sided st
Analyseswer performed with STATA (vemion 12; StataCorp LE, College Station, TX, USA]L

1. Kesults
3.1 Pebients’ Charadt erishics

This is a prospective study ncluding 2598 patents (71% males) with median age
of &f years (interquartile range (10E) 539-76) that were followed-up for 3536 months
(1 day-575 months). Frequenoy of risk factors was as follows: hyperension 72%, Tk
4, dyslipidsemia B2% and adtive smoking 456%  As shown in Table 1 our oohort
was then divided according to the presence or absence of dinical atherosclerosis PA D
[1L1%} CAD{19.5%], stroke/TIA {1L4%) and nephropating (229%). Patents with chnical
atherosclerosis manifestations (n= 130} were older (p< 1001} and had higher abdominal
perimeter (p= UM}, hyperension (p = 0L00%), DM {p < 0001} and dyslipidasmia (p = 0006)
thiam the I:I:I:I'Li'.!.i:l'l:i:l'lEEﬂ:llIP. Moreover, these m@hpmhdrﬂumdbﬂkafhhlﬂ'mh—
ol {p < 001}, low-density lipoprotein cholestero] (LDLAC) {p < L0301 ) and high-density

lipopmiein cholesterol {HIDMLAC) {p < L001), probably due to the efiect of Lipid lowering

but increased levels of ghroosylated hasmoglobin {p < L0} trighrernides (p - LOT)
and creatirane (p-< (U1} Adhemnoe bo a Mediberranean diet was poorer in these patients
(p= 0.05).

125



Lafe200, 1T, 414

AnNexo

Sof 14

Tabk: 1. Deanoggraphac chanscke ristics of studied population according o the: pisssanes oF abssana: of

clivgcal atbsnoeke posis monikestaliocs.
Mo Clinbcal Chimbead
Atheroackerosks Atherosderasls F
im = 17H]} im = L2}

S (k) 13 (8a1) BN (7A3) 043
ﬁ. hcars &1 (B 6H) 74 (BA- B3 S |1 k) |
(kg ™ MWT(HAF-IE MWE (R L3213 03y
Abdomanal periom ber (em) g2z + 118 o5 £ 118 e
Hy Gt (s 11 (EA7) o (ELT) a3
i pes) 45 (28.8) 73 (S0Hy |1 b |

Dy ulipridasamia () 136 (mad) 106 (23) il 9
Syatolie BP (maenH 125+ 18 137+ 20 (il
Drastobie BP | -L RS 1] T 16 ikl
HbA e fres) SL{54-59 &SRS A == |1 b |
Cholesberol (g, dL) 154 (15820 154 (130-175) S |1 k) |
HIOL-C froggf AL} 57 (4455 = == |1 b |
LML gy L) o (i 134) T (S0 S |1 k) |
Traghroerides (g dl) 100 (72-135) 110 (&1-193) [li |
Caatisane (o dl} 04 AB-1) 116 e 8) S |1 k) |
gy (Pes] 3z (18 15125 az

(W) 34 (ZL3) 1L sl

PEEDIMED oo 3 7-11) & 7=l [ili
SO (o mall) e LENE 2TZ 200 |1 b |
MM 2 (pgf ml) ™ 3848 (241 5-583 %) Sl ([ 2Ez-TaE) oz
CEF (eng,/dLy = L1z fur-0ad) iz 13-1) ikl

CimSmamins parwm: Sricy srisbbss s shown o mican (ssandand v iabion | nose perarrectrae s i (Do ropersl
range] sl qualibéive veriskhes as mambes (G * brmrediormmed ¥anablss, EME Body s inckex,

BF- Bl prssiecs:, Hhil e (i bubisd o mrecglioben, HIDL- O Haghedensity parpnsbiin chobestonal, LT
Leoww- e mesity Hrpompeiie in chaslisserall, PRETIMEL: PR Evenciom con Dkets MBEDSSermums, SIF]: Stromal derined
Fuctor 1, MBIFIE: Mabro metallopeobines: 13, CRE C-neacSve potcn

32 Associztion of flemmatary Riomarkers with Candicoesoular Risk Factors

Univariate arahrsis showed an association betwesn SOF] kevels and DM [OR (95%(CT)
= (163 (145069, p= 0.008] and alcohol intake [(OF (95%CI) = 082 (LL3I9-0597), p = LOB5].
Lilewise, MMFPI2 was associated with D8 [OF (95%CT) = 1.56 (1.13-2.15), p = 0L.007]
and ypertension [OF (95%00) = L56 (1.12-2 I7), p = 0L008] [Table 2} MMomecver, higher
levels of CRF were found in patients with hyperension [OR (95%CT) = 122 (1.04-1.41),
p=0012] DM [OF [B5%CT)= 1.34 (L17-152, p< 0UN1] and dyslipidaemia [OR {95%LCT) =
14 (1.08-1582) p=0.002) {Table Z).

O the other hand, allinﬂamm.al:l:lqr biomarkers cormelated ]:l-:u'l:i:l.-'el}rwiﬂl Creakinimss,
Hﬂl‘!ﬂﬂtﬂ'ﬂ!{ with HDLAC and FEEDIMED scoss. In addition, we foumnd a:iE;ni.E:.u.nt
comelation bebween circulating kevels of CRFP and SDF] (r = 42, p < 0L001) and CRF
and MMFI2 [r= 031 p < 0001}, although no comelation between SDF] and MMP12 was
obtmerved (Table 3.

3.3 Inflamonat ory Bicmarkers in Reahion to Qinical Atherosclerosis Manifestat on s

Patients with clinical atheroscl=rosis showed increased levels of SOF] (27 £ 09 ng/mlL
va 13 £ 05ng/ml, p< LOO1), MMPL2 (501 [352-768] pg' mlove. 3585 [241 5-553.5] pg/ mL,
F= L0012} and CEF {024 [0131] mg/ dL v 012 [MF-031] mg/dL, p< RO01)L In the
muliivariate a:n.al}m:_..lltr ad]urtl'i;g:l?n:r AgE, B, i, I!.rpem :h._.r:lltp-da:uu.a, smink-
ing. obesity, alcohol intake, and FREDIMED score (Table 4), both SDF] [Of (95%C()
2A(L539]) p < L0D1] and CEF [OR (35%CTE 16 (1520, p< 0001)] remained indepen-
|:|.=r|rr.'|].r associaed with clinical athe msclerosis. However, the association of MMP-12 and
climical manifestations was lost in the multvarixte mode].
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Tabke A wocialicn af mibmmatory biomorkens with condiovesmalar rick fsctors in uedvariabe
aralysic

5DF1 MAdF12 CRF=

OR (95%1C), p OR i55%10), p OR (s5%10), p
Hy pretaanaa mﬁm] L'ﬁE-[I::Il.;lzgltr] 1= [E:IL.EIE;L-I.I]
Dhabetes el mw !I_'hE-E:!Il_I;:::F-lH] Ud.ikﬁr-luz;
Dyulipadacosia ﬂ.%[g.:;;LH] ugigi-Lﬁ] L-lﬂ&m_!!_.az]
Oy OSRELD 1mgen  1egei
Sanokisyg (exerment) ﬂﬂi?éla-ﬂ.sr] ll]J!-[IlI:lf‘LLI] L) [II;J;-!IJ]
Aleshol (35 wek) ﬂ.ﬂlﬁﬁiﬂ.‘ﬂ] lll&l.l:gjl;-LuJ 1iE (&l&-ﬂm

* Logperittwmically transfoemed vanahise. BRE Body s inden . S0F]: Stnomal derived Sschor 1, MBPLE: Mt
oz Eallerprovke iraces 13, CRP: C sesectiv periirin

Table 3. Cornektican b bw o cardiovasular sk factors and snflamenatory biomarkens i patisnts
weilth OF ik {in = 298] =

SDF1 ing'mL} MMP12 {pg/mL) * CEF fmg/dL)
) P K P K P
holestarol
alz 003
[]-3'1%.-'-31.:1
0 III:'I:;]:_:' =17 aoas 15 LN 04z iU
le (K a1z Qa8 0 00N o <000
Dhasiolic
BP 0 il _air (1004 049 <000
{memHgh
Waist {cm) al L (G 0l Li2d
M ot (L (6 ot LO0%
‘E“"‘Eﬁ’;’_]' 0z <ol 0% 00N 153 <000
: &E a1y adz il a3l 00N ;
S
e ; ; al NS ;
I ;E""E“ i3 aozd a3 003 _o1d Lile
OO

" Lopasithmically =assdor=al vasishbes * Fesnas coenclabon st - THge- teesty Epopnsbas chabssarml

LINAC: Luirew—derssity Epopnsbem chobesierol, HE I Clhyasylaied hessegloban, BFE Blood pesuan:, BRIE Body
s ireken, PREIHBELE PRBE seion con [Higs METES: rranes, CRP G aemctive proken, SOF]: Sinomal derraed
Fmctor 1, MMBFIZ: Mabroe mtallopeiksinms: 12

RO corves rendered an ares under the oone (AUCE Obh £ 004 (95%CT (1L59-075)
and AT 068 4 003 (B5%CE 062-0.73), for SDF] and CRFP respectively. The STOF1 ROC
curve for clindcal athe roscle rosis manifestations was sgnificanthy improved when CRF was
included in the mods] [ALUC (95%CT 070 (LE2-073) p = LIDE] The cut-off values for
SDF] and CRP (146 ng’ mL and L34 mgy dL., respectively ) showed a sensitiviny of 60.2%
and a specificity of 653% for S0F] and sensitivity of 63.5% and specificity of 68.2% for
CRE In multivaniafe anahysis, patients with higher levels of SOF] (> 246 ng/mL) wene
1 times mome Lkely to have pesenied clinical athervaclerosis than patients with lower S0FL
levels [OF (B5%00) 23 (1214} p= Q0UZ, Table 5| A similar multivariaie analysss fos
CEF mndeeed & non-significant sssecstion with previows dinical atherosclerosis (Table 5]
Furthermone, Ll.li:iﬂ; these cut-off values we stratified our cohort into 3 Froups. G:mup 1:
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bow SDF] and low CRE, group X either high SDF] or high CRE and group 3: high S0F]
and high CRF (Table 5). A coonding to this distribution, the association of inflammation
with clinical athe rosclerosis manifestabions was inceased when evaluating S0F] and CRP
ua.:nmbiiﬂd.v.u'iahle_.rqq;:d]m:ﬁﬂt tested model (Table 5 In fact, mode] 3, iJ'h:l'ud.i.nE
all confounding Factors, showed an OF of LB (38%CE 1.2-68; p = 0L022) for the combination
of SDF] and CEF with clinical atheroaclenosis.

Tablke 4 Multivariste kngickic sognesson mnodel bo s the ssssciation af snfls ooy biommerlens

DR (1C 95%) o

Crode 24 (L6-35) 000l

_— Mol 1 L6 (L1-2.4) 018

Mioede 2 23 (L4-36) <0001

Mol 3 24 (L5239 o

Crode L6 (Lz-23) o0z

i Mol 1 151127 i
M2 Mioe] 2 14 ez i1
Mokl 3 L3 e-23) atr

Crude 19 (L6-23) 0001

i Mol 1 L (L3zi) <00l

CRF Muodel 2 L6 (L3149 il

Miedel 3 L6 (L319) 0001

S Dinceral derrve fackor, MBIFIE Mafnes sreclalcoeebnnese 12 CHFS U siscinee profan. ® Loganbteracally
ramsformmid warishkes, Mkl ©includes age and s, M) 3includes hyperienmion, disheies millive, dyalips-
Umemin and cheaty, Model & Age, so, byperiension, disbeies, dysbpideeerm, sbdoenmral perimeter, smoking,
slmzhasl, smed PRED ED emveme (FREenoon con 1Tkess MEDsherreram |

Tablke 5 Associabion of clinga] otheroeckonosss manifests tions and inflammatory bismarkers cbralifiod
by cut-alf poinks for SOFL and CRP alons and in combanation

SDF1
w236 nggml 246 mgml
OK (35% 1) OR o5 CT) F
N 162 134
Cradie 1 (el 28 (15-46) il 01
Mode] 1 1 fmef) 16 (29 (L08s
Mode] 7 1 (sl 241345 006
Mode] 3 1 (el 23 (13-44) aolz
CRP
w24 myg'dL 0124 g AL
OR (35% () OR 95 CT) F
N 154 114
Crradie 1 (me) 23(13.15) oz
Mode] 1 1 (mef 13 fLe2.3) 0
Mode] 2 1 fmefl 12 (16-21) 062
Mode] 3 1 (e 13 (L7-2.5) o
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Tablke 5 Comt
Catsgorkes of Combinatien Inflammatery Blomarker
GILOK 5% O Gz ORes% Ch Ga0F st Ol F
M 115 116 &r
Crade 1 (e 18 (10-21) 492593 e ILE]
Mol 1 1 el 1z (723 20 a4 3y o
Mlode] 2 1 (e 15 (-2 251156 il
Mlode] 3 1 (e L7 (-4 24(L2-58 ez

SI0F]: Stnrmal derwed factor | CHPE O Resstive probein, OF: Cenlaow meabie Miodel | incloales sge snd s
Mol 2 mchodhes hyperrension, dishebs medbtus, dysbpederean and shdemine] permeser, Model 3 Age,
wen, Bypernsion, dabicies, dyslipidesamis, sbdominal perereies, snckang, slochil, and PREINMEL scom:
(PR wension com Dt METESrramaa ). 0= SOFL < 2468 g sl seall CRF 2 Q3 mgfdl; G SOF] > 246 ngmil.
mred CHF = 024 mgdl. cub-off dr SIF] < 248 ngf ml and CHP > 124 mgfdl.; G SIFL > 245 o’ enl. amdl
CFP » 124 =g Fll

34 Associsiion of Iyflemmatory Biomarkers midh Atherneclerotic Flaques

A total of 234 patients presented athe mscle mtic plagues at the time of the analysis,
although no differences in OV risk factors or demographic characteristios were cbsemed
when patients with or without plagues were compared (Table £).

Table 6 {hnical asd desnographic charssteratics of patients with OV sk secondisg fo te presses:

o abssrrice af athersecderoti plaqus.

Without Flaguws in = 64) With Mague (n= 234) F
S (male) 36 (53) FeETer) 3z
A (years) 63 (85-78) &7 (60-76) 018
BMI (g m2) 7.3 (7308 266 (2613200 013
Mﬁrw 1015+ 136 1040 £ 111 013
Hy i () 5 (73.5) 18 (717) 064
m;-nr 23 (33.8) 9 (417} ]
Dy clipicdae maa {pes) 8 721) 143 (82.9) o
Systolic BP (mamH 1386+ 183 1363 + 19 o
Diastekic BP | 776+ 13 791+ 139 043
HbAle (%) A7 B4£3) 57(5543) o8
Chakesieral {myg/dL) 168 (14r_z00) 165 (145-198) o
HDL-C (my/dL) 85 (39-67) 80 j43-62) ol
LIDL-C faugg/ AL 3 (F0-127) o1 {F2-120) 08z
t Wd“{i‘* o (PO 130) 108 (i85 018
Crealinine o,/ dL) 10118 1(08-1) o
Sanelkioyg {res) 212z 3 (16.5) |
Aleshal (yes) 7 (lL3) 45 (5.5) oL
PREDIMED scoe 4 (1) & (710 oL
SDF1 {ng/ml) 284+ 09 28+ 07 L8R
MMP12® {pg/ ml) 381 (228 851) A4 (26166E) o
CRP* (mgg/dL) 18 (07— 54) 17 (Lo8-0.4) 16

pasmre: Eney snahkes s shirwn ms mean (gEndand dewmbon | noes pa et ws madoes (o eoqesrede
rang ) and qealiabwe Farabicos s mesher () © Logarttmically tressformed. BWE Body s incke, B Blogsd
i, Hhil 1= Ghyreosrylated Bassmog]oben, HINAC: Hegh-oe raity lipsoprotein chakesheral, LIN-C Low<kensity
ipopruicin chalsskerul, PREEDIMELE: PEEvencin con [Meta METDh manis, SF]: Snomal dermed e 1,
MBAF1E: Matrin satalloprobssoe: 12 CRP Corsctive prokee

Likewise, no association betwessn the number of berritories affecked by atherosclerotic
|:|h|:|1.|=-a.11|:| the levels of SIIF], MMP12 and CRF wene observed.

35 Follmy-Lip A nalysis
Patierts were followed up for 33,6 months (range 1 day-57.5 months) and 6 patients
were lost in follow wp (Ih) We megistered 22 new cardiovascolar events and 31 deaths,

129



Lifr 20, TR 414

AnNexo

Bof 14

I:\:u'g EI.E'.I':-I:I.i:IEI:tI}rli:ﬂI:d.In atheroack rosis, 12 0% associaed with cancer, 16 1% melated
to infections, G.4% elated I:-D]'u-:mnn'ha.g: and 12.0% due to unknown easons.

Patents who died during follow up presented inceased kevels of SOF] (31 (26-37)
ng/mLws 2 4{21-2F) ng/mlL, p=0001), MMF12 (612 (44]1-951) pg/mL va 354 (243-557)
pR/ml, p= 0001} and CEF (111 {0352 10) mg, dL vs. 015 (LF-0L33) mgy/ dl, p< DUOD1)
Afhra.-:ﬁ'l.-ti.nﬁl:r_!.r age and sy, thoss with increased evels of mnmmmmﬂm
increased risk of death (HE = 32 (95%CE L2-0.1), p = 00E; and OR = 87 (05%C1 2-37 9),
P = 0L0; respectiveby ). Additionally those with SDFL, MMP12 and CRF in the highest
ferdle peesented an incoessed risk of death, controlled by age and sex (R = 3.2 (35%C]:
LE-7), p= 0.004) with 2 Harrell's- index of 088 (Figure 1}.

E' e L
5 5 _\_\"_"—\. ...... .mrﬂ
5 EJ
4 =
i
T B
& 1 L
3 a |
: 5 s
d
gl
=T T T ¥
a 1 1008 1530 o
At B )

Flgare 1. Sarvival scooading to eosnbined rick varable Comdvies risk variable stablided by the
combiratice of SOF], MMPI2 and (RE High sisle 30d tereile SDF] & MMF12 & CRP {5 =27, ki
sk ot bewrile SDF] & MMPIZ & CEF (nm 15) and mediam sce aoy sther oombana Gon fn= 255)
hpluulhirsmivjlplnk-u uiasdfused for eovariakes & Iﬁﬁ-rmkhtafmi-dm risk
bk af the combrirsnd varishle i bghly significant (Fac 000T)

36 Acrtic Expression of SIFL, CXCES and MMIP12

To further assess the role of inflammatory markers on the athercecd emtic process we
a:u]}m:d.lh: S0F1 TR :.ipuli:lﬁ and assessed the SOFL COCRL and MMPL2 ExXpres-
sion in the .u-nu.'r.a.lc-t'.ul]:lnc-,l"- a.nd.hpc:-,l"-h!’.mp'lﬂ-,l"— (2K(Y) mice. SOF1 ﬂ:prmi.an'l.m
simnilar at 10 and 16 months in both genotypes (Figare 2a], wihenas C0CRS was incnesssd
in Apoe-f-acortas at 16 months (1.4 & 04-fold change ve L0 £ (L 1-fold change, p= L0G3)
VE. Eﬂl_'ﬁa;lu: bl ]'-D.!Pllinﬂp:l:—f—ﬂu@iﬁmnﬂ}r inceased =arlier, at 10 months
(Id £ 03wve L1 £ DG p=005 while at 16 months no difierences between genotypes
were found (Figuee Ic). Thess results indicate that animals with higher athemsclerosis
have increassd aortic ex pression of CNCHEA and MMP12 genes.

Mext, we determined the CXCRA and MMFL2 Pmt:i:n.ﬂ:pl::l:inn in the aortas of
Apoe-/- and R} mice at & and 12 months of age. Both CUCRA and MMPL2 increased with
athercsciemtic progression (Figure JE ]} but onby C0CEA ex pression showed a Eendency
at 12 months (176 £ &va B4 & 45 p = 006) in Apoe-/- mice as compared with 2KO
(Figure 3}
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Figare 2. SDF1, CXCRE and MMPI2 expacssion in murine atheroscherotic aortas. (a) mRNA kvels of SDF] in aartas
of Apoe-/- and Apoe-/-Monp10-/- (2KO) mice at 10 and 16 moaths of age (= 5/ tinw peint). (b) Aortic exparssion of
CXCRA wass decmased in 2KO mrice (0 = 5/ tane point) va Apos- /- at 16 mentha. () 2KO presented & reduction of MMP12
(o0 = 5/ tione poant) v Apoe-/- at 10 meoths. *p< 008

[adadd

Figare 3. (X(R4 and MMP12 expacssion in onusine sthesosckentic aortan. Expassion of MMP12 in A poe-/ - mice (A) and
2KO mice (B) at 6 montha. Expression of MMP12 in A poe- /- mice (C) and 2KO mice (D) at 12 months (E) Box plot showiog
the quantifcation of MMP12 expacsion in atheroscherotic plagues. Expassaion of OXCRY in Apoe- /- mice (F) and 2KO
mice (G) at 6 months. Expacssicn of (XCRY in Apae- /- mice (H) and 2KO mace (1) at 12 menthe. (]) Bax plot showing the
quantification of CXCR expression in athesosckerotic plagues.

4. Discussion

There is an unmet medical need to search for residual inflammatory risk in patients
with atheroaclercsis. We report herein that SDFI may be a good marker of inflammation in
CVD as it is significantly elevated in patients with clinical atherosclerosis. Additionally,
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hi@'!r levels of MMP12 and S0F] wers assocated with moreased risk of death afier
136 months of follow up. Momover, in ﬂcp:r.i:mml:ul mice models of athemeaclerosis
[Apoe-/-} we confinmed increase d ex pression of COCRA and MMP12 in aorta of aoelerated
atherosdersis progression as compared with mice with delayed atherosdercais (A pos- /-
Mmp1l-/-), suggesting a pathogenic ol for these inflammatory markers in atherosclenosis
development.

S0F1 hm}mmmﬁcdtmﬁmpla}rinﬂaunmlmkinﬂ! l'u:mal:-n-]:-:i:h:-nr_ll
trafficking [X2] To date, S0F] levels demonstrated o have prognosis impact for OV
recumence in patients with aooie OV events; whilks we mport the novel Anding of increased
bewveels n stable OV, lidely mlyied with Gssue remodeling and vascular dysfunciion [235,24].
Chur cohort peesented elevated croulating 50F] kewels in patients with pevious clinical
atherosdermss manifestations afer adjusting for OV risk and other confounding factors.

MMP12 & produced by macrophages and it has been associabed with plaque pro-
FEession and mstability [15]. Incoeased circulating levels of MMEPLE hove been eporied
in asymiptomatic patents with high OV risk linked to camotid inbima media thidkress and
cembrovascular events during the follow up [25] as well as with the presence of CAD [25].
In our cohort, BMMMP12 was elevated in Faﬁemwihprmriuuaﬂzrun:hmil, al'H:l:-uﬂj:l.H'h:
association was lost affer adjusting for confounding factors.

In line with previous studies assessing the mlevance of 3 multimarker approach for
atherceclerotic risk assssment [27-2], our data indicate that high SDF-1 alone or even
better when combined with ]'I:i.El'I CEF levels wens :rl:rmE;l}r ammociaied with ]:u:nrah:nt
clinical atherosclsrosis manifestations. TIZIFH.'EI:. these dats, u:l'lph.aﬂi::l: ﬁatbc}rm:lﬂ'hc
acuie event, 2 residual imflammatary risk can be deteded in these patients even if they ane
feaied according to established guidelines.

In addition, the prospectnre analysis showed that higher levels of SOF], MMP12 and
CEF weme assocated with death, rendering significatively ebevated after adjusting for age
and sex MMFP12 and CRFE Additionally the risk of death was inceeased in those with
highest levels of all biomarkers, II.LWI'IJ.I'I.EH potential link betwesn increased mesidual
irflammation and worse progrosis.

Since the m'ﬂud}mlﬁ;n'!cl‘m in CWVD mchades Fll.uquc formation, we ﬂ.l'lﬂ]}ﬂ!l:l
e Frn:rmafaﬂ:ruud:rmis ]:llaqu:: and thesir assocabion with the shudied biomarkers.
However, we did naot find an asseciation nesither with the e iension nor with the localization
of the atherosclerotic plaques and any of the stadied biomarkers. Previous stodies peported
assnciation between CRP [3] and athermosderosis, and MMPL12 and atheroscienotic bure-
den [15] However, the diffierent Andings can be melaied to the heterogenecus chamcteristc
of ﬂ'h!]:ll:‘nllﬂlll:l.'ﬂ.

Finally, to assess a possible pathogenic role of these proteins in atherosclemsis de-
velopment we studsed the aoric expression of MMP-12 and CNCR4, the main recepbor
of 50¥Flin an experimental mode] of atherosclerosis (A poe-/- mice) as compared with a
n'b:ch:l-nf-:l:la_',red ali'l:mud:m:i:{hpne—,ﬂ-!l.lmplﬂ-,ﬂ-mi.::l. V= foumnd that the aortic Fenes
and protein expssion of C0CRA was inceased in A poe- /- mice compared to ZKO. The
exact robe of COCRA SOF] in atherosclerosis is yet unknown Some studies hawve ne
that the expession of CUCEd on macmphages was upegulated by pro-athe msclerotic
fadtors [31,3Z], whemeas other studies found a possible protedire role of the ONCRA m
experimental atherosclerosis [33]. Momover, Merckelbach et al showed an incoease of
both CNCEA and SDF] in camtid atherosclerctic plaques, mainly in macrophages. Char
results ame in line with stodies showing a proathercgenic role of CUCRY and steengthened
our previous findings of greater maoophage presence and karger athermsclermbic kesions in
Apos-/- [17,24]. Likewise, MMP-12 gene ex pression was significantly ince ased i Apoe-/-
mu:n:-m]:la.u:d.hlBZD. |'.Tl'l!l!II:|I'I:E]]|I' this MM has be=n hamdmmmpmsam:ﬂ-
aied with elastin and evtracellular matrix degradation in atherosclerotic sooke patients [ 25].

There are some limitations of the study. The modest sample sme and the low number

of new events during a median follow up of 33 months ae mportant methodological
ll'rnrl:-l:-minﬂ;l. However, thess ::mltlmn'bcﬂtbaﬂi!-brad.diﬁma]mﬂ':shtlugr
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cohorts to confinm these findings. The asscdation between inflammatory markers and
death during follow-up doss not allow to establish a cause-sffect mlationship. Despite
these limitabions, I‘J.'Eitl.l.d}rm that individaals with Fu:'.ri.-:-uld.i.n.in.l atheerosderosis
mianifestations eemain at ncreased CV risk with persistent elevations of inflammatocy
bicmnarkers assodated with death |:|.1.|:ri.nﬂ; fnll-uwuup. Moresmyrer, it is also remarkable that
both SEF] and MMMFI12 uu}rl:\: Ia.rE:tnd'b}rn'mndmuJ ﬂ.l'l.l:l]ﬂ:-:h:l,.ﬂ:hﬂ'l!}l'mﬂ}l' repasent
rew therapeatic targets in athervaclksrotic disese.

5. Conclusions

hmnm;}t.&eprummﬂ}rdzmh:hﬂnmaud levels of SDF]L, MMP12 and
CHF identifisd a subgroup of patients with particularly high inflammatory cardiovascular
ancd m-nu:lzl:l}r risks Multimarker model assessment mdcnll—:ﬂ‘ﬂcﬁv:rﬂ-mal}rﬁ: are
I'EE[I.I.'i.I:I:I:lf-JI’ﬂ'EI: markers in order fo e i.nl:pa‘i:l:l:inl:l.a:il}r-:l:inim] |:|rn|:|:u:|-_ In addetion,
the association of COOCEL wlﬁaﬂmdmﬁpmg‘mﬁmﬁﬁullhar S0OFLACTNCEL
signaling could be a possible athercsclerotic @rget

Author Contributtane MM.-[ and [0 desigried and performmed o perimnets, analymnd dots, and
"thLE&EWﬂMNM%MLFfHFMM

_ hereed data sk i LAR desspred axpars
enervte aned aealyred dats asd AP wroke ithe maenseeript s supervisod this study. All sathess
mevisrd e onermeeript AL authors bo e nead aod sgoand to the publiched version of the memseeript
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