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RESUMEN

La enfermedad cardiovascular ateroesclerética es la principal causa de
mortalidad global a nivel mundial. La ateroesclerosis es una enfermedad
inflamatoria crénica arterial, en la cual el reclutamiento de monocitos a la pared
vascular es un evento clave en su patogénesis. En este proceso participan
distintos receptores de adhesidn celular y factores quimiotacticos. El receptor
LRP1 (del inglés Low density lipoprotein Receptor-related Protein 1) pertenece
a la familia del receptor LDL, se expresa en monocitos y participa
principalmente en el metabolismo de las lipoproteinas, en vias de senalizacion

intracelular y en procesos de migracion celular.

El principal objetivo de esta tesis fue establecer el nivel de expresion de
determinados biomarcadores, entre ellos LRP1, CD36, CD11b y CD11c,
presentes en la superficie celular de monocitos de sangre periférica de
pacientes con distintos riesgos de desarrollar enfermedad cardiovascular
ateroesclerotica. Con este propésito se enrolaron 227 individuos de 20 a 59
anos de edad sin antecedentes de enfermedad cardiovascular, diabetes
mellitus, tratamiento con drogas hipolipemiantes, cuadro febril en el Gltimo mes
o embarazo actual. A partir de muestras de sangre venosa periférica se
determinaron parametros bioquimicos y hematoldgicos, y por citometria de flujo
se midieron los niveles absolutos y relativos de subpoblaciones monocitarias
asi como de LRP1, CD36, CD11b y CD11c. A cada individuo se le realizé
ecografia doppler carotidea y tomografia coronaria no contrastada y se estimo
el riesgo cardiovascular aplicando ecuaciones de Framingham a 10 y 30 afos y
cohortes combinadas. A partir de ello se clasificaron 3 grupos de estudio (GE):
) GE de bajo riesgo, con imagenes negativas y sin factores de riesgo
evidentes; i) GE intermedio, con imagenes negativas y con factor de riesgo
cardiovascular; y i) GE patoldégico, con ateroesclerosis subclinica

imagenoldgica.

Los principales resultados generales, expresados como valores de mediana,
fueron: edad 43 afos, presion arterial sistélica 120 mm Hg, indice de masa
corporal 25,6 kg/m?, colesterol total 191 mg/dl y glucemia 98 mg/dl. La

prevalencia de factores de riesgo cardiovascular fue para hipertensién arterial
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20,3%, dislipidemia 57,3%, tabaquismo actual 22,0% y sindrome metabdlico
21,1%. Se detect6 ateroesclerosis subclinica por imagenes en el 36,1% de los
individuos. La distribucion relativa de las subpoblaciones monocitarias mostré
un predominio de monocitos clasicos (86%) sobre monocitos no clasicos (7%) y
monocitos intermedios (6%). La distribucibn de las subpoblaciones
monocitarias no mostré6 diferencias significativas entre los GE. Los
biomarcadores CD11b y CD36 monocitarios presentaron una mayor expresion
en subpoblaciones monocitarias clasicas, mientras que CD11c mostrd niveles
similares en subpoblaciones intermedias. EI CD11c¢ tuvo una tendencia de
menor expresion en monocitos totales y no clasicos en el GE patolégico
respecto al GE de bajo riesgo, mientras que CD36 siguié la misma tendencia
en monocitos no clasicos del GE de bajo riesgo en relacién con los GE
intermedio y patolégico. En cuanto al LRP1 monocitario, este biomarcador
mostré6 una mayor expresion en subpoblaciones monocitarias intermedias y
clasicas. No obstante, la expresion de LRP1 en monocitos totales y
subpoblaciones clasicas fue significativamente menor en los GE patolégico e
intermedio con respecto al GE de bajo riesgo.

Estos resultados en su conjunto permiten concluir que individuos con
ateroesclerosis subclinica presentaron una significativa disminucién en la
expresibn de LRP1 en monocitos clasicos y totales. El resto de los
biomarcadores asi como la distribucion de las subpoblaciones monocitarias
s6lo mostraron una débil o nula tendencia de variacién frente a la presencia de
ateroesclerosis subclinica. Estos hallazgos posicionan al LRP1 como un
biomarcador temprano de ateroesclerosis subclinica, demostrando un
comportamiento diferencial en los monocitos de sangre periférica de individuos

con distintos riesgos de desarrollar enfermedad cardiovascular ateroesclerética.



ABSTRACT

Atherosclerotic cardiovascular disease is the leading cause of global mortality
worldwide. Atherosclerosis is a chronic inflammatory arterial disease, in which
the recruitment of monocytes to the vascular wall is a key event in its
pathogenesis. Different cell adhesion receptors and chemotactic factors
participate in this process. The receptor LRP1 (low density lipoprotein receptor-
related protein 1) belongs to the LDL receptor family, is expressed in monocytes
and participates mainly in the lipoprotein metabolism, intracellular signaling
pathways and cell migration processes.

The main objective of this thesis was to establish the expression level of certain
biomarkers, including LRP1, CD36, CD11b and CD11c, expressed on the cell
surface of peripheral blood monocytes of patients with different risks of
atherosclerotic cardiovascular disease. For this purpose, 227 individuals aged
20 to 59 years without a history of cardiovascular disease, diabetes mellitus,
treatment with lipid-lowering drugs, fever in the last month or current pregnancy
were enrolled. Biochemical and haematological parameters were determined
from peripheral venous blood samples, and absolute and relative levels of
monocyte subpopulations as well as LRP1, CD36, CD11b and CD11c were
measured by flow cytometry. Carotid doppler ultrasonography and non-
contrasted coronary tomography were performed. The cardiovascular risk,
applying Framingham equations at 10 and 30 years and combined cohorts, was
estimated. Considering these data, three study groups (SG) were classified: i)
low risk SG, with negative images and without evident risk factors; ii)
intermediate SG, with negative images and with at least one cardiovascular risk
factor; and iii) pathological SG, with subclinical imaging atherosclerosis.

The main general results, expressed as median values, were: age 43 years,
systolic blood pressure 120 mmHg, body mass index 25.6 kg/m2, total
cholesterol 191 mg/dl and glycemia 98 mg/dl. The prevalence of cardiovascular
risk factors was 20.3% for hypertension, 57.3% dyslipidemia, 22.0% current
smoking and 21.1% metabolic syndrome. Subclinical atherosclerosis was
detected by imaging in 36.1% of individuals. The relative distribution of the

monocyte subpopulations showed a higher proportion of classical monocytes
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(86%) with respect to non-classical (7%) and intermediate monocytes (6%). The
distribution of the monocyte subpopulations did not show significant differences
among the SG. The CD11b and CD36 monocyte biomarkers showed greater
expression in classical monocytes, while CD11c had similar values in
intermediate subpopulations. CD11c had a tendency of lower expression in total
and non-classical monocytes in pathological SG compared to low risk SG, while
CD36 followed the same trend in non-classical monocytes of low risk SG in
relation to the intermediate and pathological SG. For the LRP1 monocyte, this
biomarker showed greater expression in intermediate and classical monocyte
subpopulations. However, the expression of LRP1 in total monocytes and
classical subpopulations was significantly lower in the pathological and

intermediate SG with respect to the low risk SG.

These results taken together allow to conclude that individuals with subclinical
atherosclerosis presented a significant decrease in the expression of LRP1 in
classical and total monocytes. By contrast, CD11b, CD11c, and CD36
biomarkers only showed a weak or null tendency of variation against the
presence of subclinical atherosclerosis. Thus, LRP1 may be considered an
early biomarker of subclinical atherosclerosis, demonstrating a differential
behavior in peripheral blood monocytes of individuals with different risks of

developing atherosclerotic cardiovascular disease.



1. INTRODUCCION

1.1 Ateroesclerosis: importancia clinica

La ateroesclerosis es una enfermedad inflamatoria cronica de la pared vascular
que afecta a las arterias musculares y elasticas de tamano mediano y grande.
Presenta un largo periodo de latencia y una expresién clinica diversa segun los
territorios vasculares comprometidos asi como el grado y velocidad de la
oclusion arterial. Las manifestaciones clinicas mas comunes son: i) la
cardiopatia isquémica caracterizada por el infarto agudo de miocardio y la
angina de pecho, secundaria a la afeccién de las arterias coronarias, ii) el
accidente cerebrovascular isquémico y la crisis isquémica transitoria por
compromiso de las arterias que irrigan el sistema nervioso central, iii) la
claudicacion intermitente y la gangrena en miembros inferiores por enfermedad
arterial periférica, iv) la dilatacion aneurismatica de la aorta, v) la isquemia
mesentérica por compromiso de la circulacién esplacnica, y vi) la estenosis de
la arteria renal (1). La enfermedad cardiovascular ateroesclerdtica es una
causa lider en mortalidad global a nivel mundial, producto de sus dos
principales complicaciones: la cardiopatia isquémica y el infarto cerebral
isquémico, lo cual se repite en nuestras estadisticas nacionales tanto como en
las de los paises desarrollados (Estadisticas vitales. Informacién basica afo
2014. Ministerio de Salud de la Nacion. BS As Argentina Diciembre 2015. ISSN
1668-9054 Serie 5 N 58) (2,3).

Existen distintos factores de riesgo cardiovascular que predisponen a la
apariciéon y progresion de las lesiones ateroescleroticas. Se los puede clasificar
en factores de riesgo modificables y no modificables. Entre los primeros se
destacan la hipertension arterial, la hipercolesterolemia, la Diabetes Mellitus, el
tabaquismo, la obesidad y el sedentarismo. Entre los no modificables
sobresalen la edad y el sexo (= 45 afos en hombres y = 55 afios en mujeres) y
la historia familiar de enfermedad coronaria precoz (antecedente de un familiar
masculino de primer grado que antes de los 55 afios o de un familiar femenino
de primer grado que antes de los 65 anos padecieron un infarto agudo de
miocardio o muerte subita). La aplicaciébn de estos factores de riesgo en

distintas ecuaciones matematicas nos permite en la practica médica diaria
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predecir la aparicion de eventos cardiovasculares e indicar medidas de

prevencidn primaria (4).

1.2 Ateroesclerosis: una enfermedad inflamatoria cronica

La ateroesclerosis es reconocida actualmente como una enfermedad
inflamatoria crénica en lugar de una mera enfermedad metabélica generada por
el depésito de colesterol de las lipoproteinas de baja densidad o LDL (del inglés
Low Density Lipoprotein) en la pared vascular (5). Las lipoproteinas son
moléculas formadas por lipidos y proteinas que transportan principalmente
colesterol y triglicéridos hacia y desde los tejidos. Ellas desempenan un rol
fundamental en la fisiopatogenia de la ateroesclerosis y en la génesis de las
foam cells. Tienen una estructura organizada en un centro de lipidos
hidrofébicos (ésteres de colesterol y triglicéridos) y una capa externa
constituida de proteinas (las apolipoproteinas) y de lipidos hidrofilicos
(colesteroles no esterificados y fosfolipidos). Se las clasifica segun su densidad
relativa en quilomicrones, VLDL, IDL (del inglés Intermediate Density
Lipoprotein), LDL y HDL. Los lipidos de la dieta son absorbidos y procesados
por los enterocitos e ingresan a los vasos linfaticos como quilomicrones. La
lipoproteina lipasa hidroliza a los triglicéridos de los quilomicrones circulantes,
aportando acidos grasos libres a los tejidos. Adicionalmente se transfieren
fosfolipidos, colesterol y apolipoproteinas a las particulas de HDL, generando
quilomicrones remanentes que son captados por los hepatocitos. Las
apolipoproteinas participan en la estructura, en las funciones y en el
metabolismo de las lipoproteinas, activando enzimas y actuando como ligandos
de receptores celulares de superficie. La ApoE es una glucoproteina sintetizada
principalmente en el higado, se asocia a las lipoproteinas y participa en su
captacion via endocitosis mediada por receptor. La ApoE interacciona con los
miembros de la familia de receptores de lipoproteinas de baja densidad,
principalmente con VLDL-R y LRP1 que intervienen en la captacidén hepatica de
lipoproteinas remanentes enriquecidas en esta apolipoproteina (6,7). Los
ratones deficientes en ApoE constituyen un modelo apropiado para investigar el
proceso ateroesclerotico, puesto que desarrollan de manera espontanea
hipercolesterolemia y ateromas en las paredes vasculares, proceso que se

acelera al someterlos a una dieta rica en grasa. Una limitacién de este modelo
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es la baja frecuencia de rotura de las placas y produccion de eventos
trombéticos (8,9). Si bien la acumulacion de lipidos amorfos (colesterol no
esterificado) en la matriz extracelular de la capa intima de la pared vascular
precede a la acumulacién de células inflamatorias, son estas células las
principales protagonistas en la génesis de las lesiones ateroescleréticas (10).
Distintos factores de riesgo cardiovascular generan por diversos mecanismos la
disfuncién endotelial, caracterizada por un fenotipo proinflamatorio vy
protrombotico de las células endoteliales que conducen a una disminucién en la
produccién y biodisponibilidad del éxido nitrico y alteraciones en la reactividad

vascular.

El 6xido nitrico tiene un rol clave en la homeostasis vascular al disminuir la
adhesividad leucocitaria, favorecer la relajacion vascular e inhibir la activacién,
adhesion y agregacién plaquetarias. La hipertensién arterial (principal causa de
generacion de especies de oxigeno reactivo y de angiotensina Il), la Diabetes
Mellitus (responsable de generar productos finales de glicacién avanzada,
adipocinas y especies de oxigeno reactivo), la hipercolesterolemia (con
produccién de lipoproteinas modificadas y oxidadas), y el tabaquismo
(productor de toxinas y radicales libres) actuan de manera perjudicial sobre las
células endoteliales (11). Estos estimulos nocivos aumentan la permeabilidad
endotelial y la adhesividad al endotelio de los leucocitos y plaquetas
circulantes, ademas de la produccion y liberacién de citocinas, factores de
crecimiento y sustancias vasoactivas, favoreciendo un estado procoagulante.
Las células endoteliales bajo este ambiente expresan en su membrana
plasmatica moléculas de adhesién integrantes de la superfamilia de las
inmunoglobulinas [ICAM-1 (del inglés Intercellular Adhesion Molecule 1) vy
VCAM-1 (del inglés Vascular Cell Adhesion Molecule 1)] y de la familia de las
selectinas (E-selectina y P-selectina), las cuales facilitan la adhesién de
monocitos, linfocitos y plaquetas al interaccionar con sus respectivos
receptores, entre ellos, las integrinas LFA-1 (del inglés Lymphocyte Function-
associated Antigen 1), Mac-1 (del inglés Macrophage-1 antigen) y VLA-4 (del
inglés Very Late Antigen-4), y la sialomucina PSGL-1 (del inglés P-Selectin
Glycoprotein Ligand-1) (12). En el caso de los monocitos, luego del rodamiento
(rolling) y adhesién sobre el endotelio, siguen su migracién al interior de la capa
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intima de la pared vascular, proceso facilitado por la presencia de LDL
oxidadas, la proteina quimiotactica de monocitos MCP 1 (del inglés Monocyte
Chemoattractan Protein 1), el factor de crecimiento derivado de plaquetas
PDGF (del inglés Platelet Derived Growth Factor), la interleucina 8 (IL 8) y la
osteopontina. Los monocitos se diferencian a macréfagos en la intima vascular,
y a través de diferentes receptores depuradores o scavengers acumulan vy
almacenan en su interior particulas lipidicas, transformandose en células
espumosas (foam cells) y generando asi las estrias grasas en la pared
vascular. En esta etapa también se activan los linfocitos T al interaccionar con
los macréfagos y secretan TNF a y B (del inglés Tumor Necrosis Factor) e
interferén v potenciando el estado proinflamatorio. Los efectos hemodinamicos
también influyen en la fisiopatogenia de la ateroesclerosis y en la localizacion
arterial de las lesiones (12). Se conoce que el flujo laminar pulsatil favorece la
instalacién de un fenotipo ateroprotector endotelial, evento contrario cuando
existe un flujo turbulento con disminucion de la fuerza de cizallamiento (shear
stress) como existe en las zonas de curvaturas, bifurcaciones o ramificaciones

arteriales, sitios de ubicacion predilectos de las lesiones ateroescleréticas (11).

A partir de que las células musculares lisas migran a la intima a través del
accionar de los factores de crecimiento PDGF, FGF2 (del inglés Fibroblast
Growth Factor 2) y TGFB (del inglés Transforming Growth Factor 3), éstas
elaboran fibras coldgenas y forman una capa fibromuscular que rodea a las
células inflamatorias y al centro necrético compuesto por lipidos y restos de
células apoptoéticas, produciendo el ateroma con capa fibrosa. Las lesiones
ateroesclerdticas ingresan a una etapa con manifestaciones clinicas
secundarias a lesiones que estenosan la luz vascular en forma progresiva por
el crecimiento intraluminal de la placa, como sucede con la angina de esfuerzo,
si comprometen el territorio de las arterias coronarias, o la claudicacién
intermitente, si afectan las arterias de los miembros inferiores, o por fenémenos
trombdticos secundarios a erosiones de la placa, o a la ruptura de la capa
fibrosa de placas vulnerables que expone el centro necrético a la luz vascular
activando asi a las plaquetas y a la cascada de la coagulacién, con oclusién
tromboética de la luz vascular, exteriorizandose como angina inestable o infarto

agudo de miocardio cuando sucede en las arterias coronarias (13).
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1.3 Ateroesclerosis: herramientas enfocadas en prevencién primaria

Este proceso de ateroesclerosis en las arterias musculares y elasticas se
desarrolla desde las primeras décadas de la vida, con un extenso periodo
subclinico que genera una gran oportunidad para implementar medidas
preventivas. En el marco de la prevencién primaria de esta patologia existen
diferentes predictores de morbilidad y mortalidad cardiovasculares, los cuales
son aplicados por las guias internacionales para la toma de decisiones
terapéuticas, entre los que se destacan las reconocidas ecuaciones de riesgo
de Framingham (14-16) y la reciente ecuacion de cohortes combinadas
(Pooled cohort risk equation) para la estimacion del riesgo de enfermedad
cardiovascular ateroesclerética o ASCVD (del inglés Atherosclerotic
Cardiovascular Disease) (17). Estas ecuaciones utilizan distintas variables
(edad, sexo, raza, colesterol total, colesterol HDL [del inglés High Density
Lipoprotein], presion arterial sistdlica, tabaquismo, Diabetes Mellitus y
tratamiento antihipertensivo) para predecir la aparicion de diferentes eventos
cardiovasculares (infarto agudo de miocardio, muerte coronaria, insuficiencia
cardiaca, y accidentes cerebrovasculares no fatales y fatales) en distintos
horizontes de tiempo (10 afios a 30 anos). Sin embargo, la utilizacion de estos
predictores tiene ciertas limitaciones, una de ellas, y quizas la mas importante
en nuestro medio, es la necesidad de su validacion en poblaciones diferentes a
las que dieron origen a los valores de corte para los distintos niveles de riesgo.
Se conoce ademas que las ecuaciones que predicen a 10 afios subestiman el
riesgo cardiovascular en adultos jévenes y en las mujeres. En un estudio
realizado en adultos jovenes que padecieron infarto agudo de miocardio, la
mitad de los pacientes carecia o so6lo tenia un factor de riesgo cardiovascular
mayor y so6lo una minoria clasificaba como grupo de alto riesgo segun la
ecuacion de Framingham a 10 afios (18). Similar hallazgo se encontr6 en una
poblacion de mayor edad con coronariopatia, en la que menos de la mitad de
los pacientes tenia 2 o mas factores de riesgo convencionales a pesar de haber
padecido un evento isquémico cardiaco (19). En este marco, han surgido
distintos parametros bioquimicos, celulares e imagenoldgicos que podrian
mejorar la capacidad predictiva de estas ecuaciones.
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Diferentes métodos por imagenes revelan la existencia de lesiones
ateroescleréticas en arterias de pacientes que aun no han padecido clinica
cardiovascular. La ateroesclerosis subclinica, detectada por ecografia doppler
carotidea o por tomografia coronaria, se ha reconocido como un predictor
independiente de riesgo cardiovascular, lo cual le otorga un rol en la prevencién
primaria de la enfermedad ateroesclerética (20,21).

La ecografia doppler en las arterias carétidas investiga la presencia de
engrosamiento del complejo intima-media (EIM) y de placa ateroesclerética
carotidea (PAC). El EIM es medido considerando la distancia entre las
interfaces intimal-luminal y medial-adventicial de la pared vascular carotidea.
Esta evaluacién se focaliza en la zona distal de la arteria carétida comun, en el
bulbo carotideo y en la zona proximal de la arteria carétida interna. Si bien
estan publicados en la literatura mdultiples trabajos con diferencias en su
metodologia de evaluacion (segmentos carotideos evaluados, puntos de corte
de EIM y definicion de PAC) lo cual dificulta su comparacion (22), el EIM
carotideo se asocia con una mayor incidencia de cardiopatia isquémica y de
accidente cerebrovascular (23,24). También estas asociaciones se repiten,
aunque con mayor fuerza, para la presencia de PAC (25,26). En base a estos
hallazgos, se generd una ecuacion para estimar el riesgo de padecer infarto
agudo de miocardio, revascularizacion coronaria o muerte de etiologia
coronaria, incorporando entre sus variables al valor del EIM y a la presencia o

ausencia de PAC, con el objetivo de mejorar su capacidad predictiva (27).

A su vez, la tomografia coronaria es una tomografia computada sin contraste
limitada al térax que localiza y cuantifica los depdsitos patoldgicos de calcio en
las arterias coronarias epicardicas con un umbral de definicién de calcio de 130
unidades Hounsfield. La calcificacion vascular adquiere importancia por ser un
sello distintivo de la ateroesclerosis. Se inicia en zonas con alta inflamacion,
especialmente en los centros necréticos ricos en debris celulares, como focos
de microcalcificaciones, que luego progresan de tamano, alcanzando el umbral
de deteccién tomografico. Agatston et al desarrollaron un puntaje de calcio
(score de calcio) basado en el producto del area de placa calcificada por la
densidad de la lesién calcica maxima definida como 1 si presentaba 130 a 199
unidades Hounsfield, 2 para 200 a 299, 3 para 300 a 399 y 4 si superaba 400
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(28). Un puntaje de 0 significa ausencia de placa calcificada, de 1 a 10 la
presencia de una calcificaciéon minima, de 11 a 100 una calcificacién leve, de
101 a 400 una calcificacidn moderada y mayor de 400 una calcificacién severa.
La tomografia coronaria es un fuerte predictor no sélo de eventos cardiacos
isquémicos, si no de infarto cerebral, riesgo que incrementa con valores
mayores de puntajes de calcio, independientemente de los factores de riesgo
tradicionales (29,30) . Adicionalmente, el puntaje de calcio incrementa el poder
de discriminacion y mejora la clasificacién de los individuos en relacién con
dichas ecuaciones (31). Si bien un score de calcio de 0 no descarta
ateroesclerosis, pues el paciente puede tener placas no calcificadas, este valor
esta relacionado con un muy bajo indice de eventos coronarios (29). Se debe
tener en cuenta que la realizacion de una tomografia coronaria implica una

exposicion a irradiacion de un 1 mSv aproximadamente por estudio.

La utilizacion de estos métodos complementarios imagenolégicos en conjunto
con las ecuaciones de riesgo cardiovascular puede mejorar el poder de
discriminacion de dichas ecuaciones. Sin embargo, debido a la complejidad
técnica y al alto costo de estas pruebas diagnésticas es necesaria la correcta
seleccion de los pacientes que se beneficiarian con su aplicacion.

1.4 Los monocitos de sangre periférica en la ateroesclerosis

Las células inflamatorias con mayor protagonismo en las primeras etapas de la
ateroesclerosis son los monocitos de sangre periférica. Estos leucocitos son un
grupo heterogéneo de células que se clasifican en diversas subpoblaciones
segun la expresion diferencial de proteinas de superficie celular. En ratones se
los divide segun el nivel de expresion de los marcadores de superficie Ly6C
(del inglés Lymphocyte antigen 6 Complex) y CD43 (del inglés Cluster of
Differentiation) en tres subpoblaciones monocitarias: clasica (Ly6C**CD43*),
intermedia (Ly6C**CD43*") y no clasica (Ly6C*CD43**) (32). Los monocitos
clasicos murinos tienen alta expresion en su membrana plasmatica del receptor
de quimiocina CCR2 (del inglés C-C Chemokine Receptor type 2) cuyo ligando
es el MCP 1 que participa en la migracibn monocitaria a la pared vascular.
Estos monocitos poseen alta capacidad de fagocitosis y de producir sustancias
proinflamatorias, diferencidndose a macréfagos M1 inflamatorios en la pared

vascular. Mientras que los monocitos no clasicos murinos patrullan el endotelio,
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expresan principalmente al receptor de quimiocina CX;CR1 y se diferencian a
macrofagos M2 en la pared vascular, en donde secretan citocinas
antiinflamatorias y participan en tareas de reparacion tisular (33). En humanos,
los monocitos de sangre periférica se subdividen en tres subpoblaciones en
base a la expresion de dos marcadores de superficie: el receptor del complejo
de lipopolisacaridos CD14 y el receptor de baja afinidad para Fc (region
constante de los anticuerpos) CD16 (FcyRIll): monocitos clasicos
(CD14**CD167), monocitos intermedios (CD14**CD16*) y monocitos no
clasicos (CD14*CD16%*) (32). Los monocitos clasicos humanos expresan en su
membrana plasmatica al receptor de quimiocina CCR2, tienen gran capacidad
fagocitica y de produccion de agentes antimicrobianos, siendo la subpoblacion
monocitaria mas frecuente (> 80% del total de monocitos en sangre periférica).
Los monocitos intermedios humanos expresan el receptor de quimiocina CCRS5,
tienen la capacidad proinflamatoria de producir radicales libres, TNFa e IL1j,
la propiedad de captar LDL oxidadas y poseen funciones proangiogénicas. Por
ultimo, los monocitos no clasicos humanos expresan el receptor de quimiocina
CX;CR1 y principalmente realizan tareas de patrullaje sobre la superficie
endotelial (34).

La participacion en diferentes e importantes etapas de la génesis inflamatoria
de la ateroesclerosis instala a los monocitos como potenciales biomarcadores

celulares precoces de esta enfermedad.

1.5 Biomarcadores moleculares en la ateroesclerosis

1.5.1 Receptores depuradores (scavengers). Las foam cells son células
protagbénicas de las lesiones aterosclerticas que se originan de los
macrofagos intimales y de las células musculares lisas vasculares. Los
macrofagos captan e internalizan a las LDL oxidadas a través de distintos
receptores scavengers que incluyen a CD36, SR-A1 (del inglés Scavenger
Receptor A1) y LOX-1 (del inglés Lectin-like oxLDL receptor-1). En el interior
del macréfago, los lisosomas catabolizan a las LDL oxidadas hidrolizando los
ésteres de colesterol y generando colesterol libre. Las moléculas de colesterol
libre son reesterificadas dentro del reticulo endoplasmico y almacenadas en
gotas lipidicas o lipid droplets. Los macréfagos por hidrélisis secundaria de

estas moléculas de colesterol esterificado generan nuevamente colesterol libre
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que interactuara con proteinas de transporte ubicadas en la membrana
plasmatica que producen el eflujo celular lipidico. Estos transportadores de
colesterol son ABCA1 (del inglés ATP-Binding Cassette A1), ABCG1y SR-BI, y
tienen como aceptores de sus moléculas de colesterol al HDL y a la
apolipoproteina A1 (ApoA1). El excesivo influjo de LDL oxidadas a los
macréfagos, con la acumulacién de ésteres de colesterol y la reduccion del
eflujo de colesterol libre genera la formacion de foam cells (35).

El CD36 es una glucoproteina constituida por un dominio extracelular
flanqueado por dos dominios de transmembrana, que forma parte de la familia
de receptores scavengers clase B y se expresa en diversos tipos celulares,
entre los que se destacan monocitos, macréfagos, plaquetas, eritrocitos,
células endoteliales, adipocitos y células musculares (36). Diversos ligandos
interaccionan con este receptor, entre ellos LDL oxidadas, fosfolipidos
oxidados, &acidos grados de cadenas largas, trombospondina, células
apoptoéticas y eritrocitos infectados con Plasmodium malariae. Ademas, su
expresidon esta aumentada por interleucinas proinflamatorias como las IL-1, IL-4
e IL-18 (37).

El CD36 interviene activamente en el desarrollo de las lesiones
ateroescleroticas, producto de la endocitosis de lipoproteinas oxidadas,
contribuyendo a la generacién de foam cells en la capa intimal de la pared
vascular. Esto fue demostrado en estudios con ratones deficientes en ApoE y
CD36 y alimentados con dietas ricas en grasa, donde se observO una
disminucion cercana al 80% de lesiones ateroesclerdticas aodrticas en
comparacién con lo producido en ratones sélo deficientes en ApoE. Evento
similar se observo en macréfagos peritoneales deficientes en CD36 y ApoE, los
cuales presentaron una menor acumulacion de LDL oxidadas y formacién de
foam cells (38). Ademas, se conoce que las LDL oxidadas inhiben la migracion
de macréfagos, un proceso dependiente del receptor CD36 quien activa una
cascada de senales intracelulares, lo cual facilita el atrapamiento de estas
células en la pared vascular (39).
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Las anteriores caracteristicas funcionales del CD36 en la génesis de foam cells
y en la inhibicién de la migracion de macréfagos lo transforman en un potencial

biomarcador molecular de ateroesclerosis.

1.5.2 Integrinas. En el proceso de migraciéon de los monocitos desde la luz
vascular al interior de la capa intima participan receptores de adhesion celular y
factores quimiotacticos. En las etapas iniciales de contacto y rodamiento de los
monocitos con la superficie endotelial las selectinas juegan un rol primordial,
estableciendo interacciones reversibles y de corta duracién con sus ligandos,
mientras que en las etapas de adhesion firme, locomocién y transmigracion

endotelial monocitaria las integrinas cumplen un papel protagénico (40).

Las integrinas son glucoproteinas de transmembrana compuestas por dos
subunidades (a y B) asociadas a través de uniones no covalentes. Cada
subunidad posee un dominio extracelular, uno de transmembrana y una
fraccion pequena intracitoplasmatica que se relaciona con proteinas del
citoesqueleto y participa en procesos de senalizacién interna. Se conocen en
los mamiferos 18 subunidades a y 8 subunidades B, cuya combinacién produce
24 diferentes integrinas que estan presentes en diversas células. Se las
clasifica en subfamilias segun la subunidad B comun (B1, B2, B3 y B7). La
expresion de los tipos de integrinas difiere entre las clases de leucocitos,
destacandose las subfamilias 1 y B2 en los monocitos. La subfamilia p2,
presente sélo en leucocitos, se caracteriza por tener como subunidad B comun
a CD18, que se une a cuatro subunidades a diferentes: aL (CD11a), aM
(CD11b), aX (CD11c) y aD, generando las moléculas LFA-1 (CD11a/CD18),
Mac-1 (CD11b/CD18), p150/95 (CD11¢/CD18) y aDB2. De estos receptores de
integrinas B2, los tres primeros: LFA-1, Mac-1 y p150/95 se expresan en
monocitos (40,41).

La integrina LFA-1 tiene como ligandos a las moléculas de adhesién ICAM-1, -
2, -3, -4 e ICAM-5 y JAM-1 (del inglés Junctional Adhesion Molecule-1). Se
destaca su participacion junto con ICAM-1 en la etapa de adhesion firme de los
monocitos a la capa endotelial. La integrina Mac-1 es capaz de reconocer y unir
multiples moléculas como la fraccién C3bi del complemento, el fibrindgeno, el
factor X, ICAM-1/ICAM-4 y JAM-3. En la etapa de locomociéon desempefia un
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rol importante ligada al ICAM-1. Los ligandos de la integrina p150/95 son
VCAM-1, ICAM-1, ICAM-2 y las moléculas extracelulares como el fibrinbgeno,
el colageno, los lipopolisacaridos y la fraccion C3bi del complemento. Esta B2
integrina actua en forma cooperativa con otra 1 integrina, VLA-4, que participa
en la etapa de adhesién firme monocitaria interaccionando con VCAM-1 (42).
En modelos murinos deficientes en ApoE, la hipercolesterolemia incrementa la
expresion de CD11c, mientras que la ausencia de CD11c en estos mismos
ratones disminuye la adhesion firme monocitaria, reduce la acumulacion de
macrofagos en lesiones ateroescleroticas e inhibe el desarrollo de
ateroesclerosis (43).

En base a estos conocimientos sobre las integrinas y su rol en las interacciones
de los monocitos con las células endoteliales, principalmente en las etapas de
adhesion y transmigracion endotelial, se las considera como potenciales
biomarcadores tempranos de ateroesclerosis.

1.6 Receptores de LDL: LRP1

1.6.1 Aspectos generales de la estructura, expresion y funcion del LRP1.
La familia de receptores de lipoproteinas de baja densidad comprende un
grupo de receptores endociticos que participan en el metabolismo de las
lipoproteinas. El receptor LRP1 (del inglés Low density lipoprotein Receptor-
related Protein 1), también conocido como receptor de a, macroglobulina o
CD91, es un miembro destacado de esta familia de receptores, presentando
similitudes en su disefio estructural con otros miembros como el receptor de
LDL, el VLDL (del inglés Very Low Density Lipoprotein), el receptor apoE tipo 2,
el LRP1B, el LRP2 y el MEGF7 (del inglés Multiple Epidermal Growth Factor-
like domains 7) (44). En la ultima década el LRP1 ha sido propuesto como un
factor molecular clave en el desarrollo de la ateroesclerosis (44,45). A su vez,
los monocitos de sangre periférica son los Unicos leucocitos que expresan
LRP1 en su superficie celular (46). Es un receptor presente en diferentes
células, que interacciona con multiples ligandos y que cumple funciones de
endocitosis y transduccidn de sefales intracelulares.

El LRP1 es sintetizado como una simple cadena polipeptidica de 600 kDa, que
sera escindido en el complejo de Golgi por endoproteasas tipo furina en dos
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subunidades de diferente peso molecular: una de 515 kDa o subunidad o y otra
de 85 kDa o subunidad P. La subunidad a N-terminal es enteramente
extracelular y se une a la subunidad B C-terminal por una asociaciéon no
covalente. La subunidad B tiene un pequefio dominio extracelular, un segmento
transmembrana y otro citoplasmatico (47). En la subunidad a se encuentran
cuatro motivos de unién a ligandos ricos en cisteina, denominados | a IV. Los
motivos Il y IV interaccionan con la mayoria de los ligandos. Estos motivos
estan relacionados a cuatro dominios homologos al precursor del factor de
crecimiento epidérmico (48). En dos segmentos de la regién citoplasmatica de
la subunidad B del LRP1 esta la secuencia de aminoacidos NPxY que media el
agrupamiento de este receptor en cavidades de membrana plasmatica
revestidas de la proteina clatrina. Esta secuencia NPxY cobra importancia por
su capacidad de interaccionar con proteinas adaptadoras citosélicas que
poseen dominios proteicos PTB (del inglés Phosphotyrosine Binding Domain),

agentes claves para activar las vias de sefializacion intracelular (49).

De la extensa lista de ligandos que se unen al LRP1 se destacan: las proteinas
relacionadas con el metabolismo de las lipoproteinas (ej: quilomicrones
remanentes, VLDL remanentes, B VLDL, lipoproteina lipasa, lipasa hepatica),
los factores de crecimiento (ej: PDGF, TGFpB), las proteasas y sus complejos
con inhibidores [ej: complejos proteasa/a, macroglobulina, proteasa/PZP (del
inglés Pregnancy Zone Protein), trombina/antitrombina Ill, trombina/ cofactor Il
de heparina, tPA /PAI-1 (del inglés tissue Plasminogen Activator/ Plasminogen
Activator Inhibitor-1), uPA/PAI-1 (del inglés urokinase type Plasminogen
Activator), metaloproteinasas MMP-9 y MMP-13 (del inglés Matrix
Metalloproteinase), aprotinina], la proteina precursora  amiloide y proteinas
de matriz (ej: fibronectina) (44).

El LRP1 internaliza estos ligandos utilizando el mecanismo de endocitosis
mediada por receptor pero con rutas citoplasmaticas diferentes segun el caso.
Por ejemplo, la exotoxina A producida por la bacteria Pseudomonas
aeruginosa, pertenece a la familia de las ADP ribosiltransferasas y se une al
receptor LRP1 en la superficie celular e ingresa a la célula para alcanzar el
reticulo endoplasmico por dos vias diferentes: la via mediada por el receptor
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KDEL vy la via sorting dependiente de lipidos. En la primera, luego de unirse al
LRP1, se internaliza a través de vesiculas cubiertas por clatrina y en el
ambiente endosomal temprano, gracias al pH acido, se disocia del receptor y
es clivada por la accion de una enzima furina en dos fragmentos.
Posteriormente alcanza el endosoma tardio y gracias a una via regulada por
Rab9, una GTPasa de la superfamilia RAS, llega a la red trans del Golgi en
donde se une al receptor KDEL y finalmente es transportada al reticulo
endoplasmatico. En la segunda opcién, la exotoxina A ligada al LRP1 se asocia
a microdominios resistentes a detergente y es internalizada via caveolina.
Desde los caveosomas pasa a los endosomas tempranos gracias a Rab5, alli
es fragmentada e ingresa a la red trans del Golgi arribando luego al reticulo

endoplasmaético (50).

También el destino intracelular de sus ligandos es diferente, como se observa
con la a, macroglobulina (a2M) y la apoE. Los complejos proteasa/a2M son
internalizados por LRP1, este receptor es reciclado mientras que el ligando es
degradado por los lisosomas. Respecto a la ApoE, proveniente principlamente
de la endocitosis de lipoproteinas remanentes, es internalizada por LRP1 a
partir de lo cual se disocia en los endosomas tempranos. No obstante, luego de
la disociacion con el receptor, la ApoE no sigue una ruta de degradacion sino
que se une a particulas HDL internalizadas temporariamente, permitiendo asi
su reciclado (51).

No sélo el dominio extracelular del LRP1 interacciona con diversos ligandos,
también el segmento intracelular de la subunidad B interactia con proteinas
citoplasmaticas como la proteina adaptadora Dab 1 (del inglés Disabled-1),
capaz de regular la migracion y diferenciacion postmitética de neuronas
durante el desarrollo cerebral, la proteina Shc y la proteina FE 65, otra proteina
adaptadora que también se relaciona con la proteina precursora amiloide APP
(del inglés Amiloid Precursor Protein) (52,53). Estas proteinas participan en la
regulacion del trafico celular o en vias de sefnalizacién intracelular intimamente

asociadas con la Enfermedad de Alzheimer.

El LRP1 interviene en diferentes acciones segun su expresion tisular y los
ligandos con los que interactie. Una de ellas es su participacion en el
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clearance de los complejos proteasas/inhibidores. Por ende, es el receptor
hepatico clave para depurar los complejos proteasas/a,M circulantes. Las
glucoproteinas plasmaticas antiproteasas a,M y PZP pertenecen a la familia de
las a macroglobulinas. La aM esta compuesta por cuatro subunidades
idénticas que se ensamblan en una estructura tetramérica. Cada subunidad
posee una regidon aminoacidica denominada bait que puede ser clivada por la
mayoria de las endopeptidasas, lo cual genera un cambio conformacional de la
aoM. Este cambio conformacional activa la funcién antiproteasa de esta
macroglobulina, permitiendo el atrapamiento molecular de diferentes proteasas
y excluyéndolas de acceder a sus sustratos (54). Adicionalmente se exponen
dominios de reconocimiento de receptor carboxiterminales que interactuan con
LRP1 para la posterior endocitosis de los complejos proteasas/a,M (55). Esta
funcion endocitica del LRP1 de los complejos proteasas/inhibidores le permite
participar en la regulacién de la actividad proteolitica extracelular, tanto a nivel
de la circulacion general como a nivel tisular. Por lo tanto, el LRP1 al intervenir
en el clearance de las proteasas, juega un rol fundamental en la migracion
celular, en la remodelacién de la matriz extracelular y en la estabilidad de las

lesiones ateroescleréticas.

También LRP1 es uno de los receptores que participan en la remocion de la
circulacién de los complejos de serpinas (inhibidores de serino-proteasas) con
sus enzimas proteoliticas, sobresaliendo los complejos formados por
trombina/antitrombina-Ill, trombina/cofactor-Il de heparina y tripsina/a;
antitripsina (56). En investigaciones llevadas a cabo en blastocitos murinos se
demostré que la deficiencia homocigota de LRP1 altera la viabilidad del
embrién, con lo cual es fundamental para el normal desarrollo embrionario,

probablemente asociado con el clearance del complejo uPA/PAI-1 (57,58).

1.6.2 LRP1 en ateroesclerosis. EI LRP1 participa en la endocitosis de
diferentes lipoproteinas, destacandose los quilomicrones remanentes, las B-
VLDL enriquecidas en ApoE, y los complejos de lipoproteinas ricas en
triglicéridos con lipoproteina lipasa y lipasa hepatica (59,60). Experimentos
realizados en ratones demuestran que la inactivacién del LRP1 aumenta los
niveles sanguineos de lipoproteinas remanentes (61). Paralelamente, en

ensayos con ratones de edad avanzada, que presentan una reduccion en la
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expresion hepética de VLDL-R y del LRP1, se observé un clearance lentificado
de los quilomicrones remanentes (62). También la inactivacién del LRP1 en
células hepaticas de ratones deficientes de LDL-R produjo un incremento de
las concentraciones plasmaticas de colesterol, triglicéridos y lipoproteinas
remanentes (6). Estos trabajos demuestran el rol del LRP1 en el metabolismo
de las lipoproteinas protagoénicas en el desarrollo de ateroesclerosis.

Las LDL en contacto con la matriz extracelular arterial sufren modificaciones de
agregacion y oxidacién. Estas LDL agregadas ingresan a los macréfagos, se
acumulan en su interior como colesterol esterificado y los transforman en foam
cells. Estudios realizados en macréfagos derivados de monocitos humanos
expuestos a LDL agregadas, revelaron que la inhibicién del LRP1 evita la
acumulacion intracelular de LDL, demostrando que el LRP1 participa en la
captacién de estas lipoproteinas modificadas en los macréfagos (63). También
el LRP1 media la captaciéon selectiva del colesterol esterificado en las LDL
agregadas por las células musculares lisas vasculares humanas, efecto que
disminuye cuando se inhibe este receptor (64). En concordancia, un estudio
desarrollado en arterias coronarias humanas evidencié mayor expresion de
LRP1 y mayor captacion de LDL agregadas entre las células musculares lisas
vasculares de lesiones ateroescleroticas con respecto a células musculares
lisas vasculares de areas no ateroescleréticas (65). Ademas las LDL agregadas
incrementan la expresion de LRP1 en cultivos de células musculares lisas
vasculares humanas, impacto que igualmente se observa in vivo en aortas de

animales porcinos hipercolesterolémicos (66).

Las LDL oxidadas se generan a partir de las LDL nativas bajo el efecto de
diversos sistemas enzimaticos oxidativos, como son las lipoxigenasas, las
mieloperoxidasas y la NADPH-oxidasa. Las lipoxigenasas son enzimas que
catalizan la incorporacién de oxigeno a los acidos grasos poliinsaturados
originando derivados hidroperoxidos. Una de ellas, la 12/15 lipoxigenasa se
encuentra en los macréfagos, puede oxidar acidos grasos libres, fosfolipidos y
colesteroles esterificados e interactua con el LRP1 en la oxidacion de las LDL
mediada por células. Las LDL circulantes se unen a este receptor, transfiriendo
selectivamente ésteres de colesterol de las LDL a la membrana plasmatica via
LRP1 sin realizar endocitosis ni degradacion de la lipoproteina, vy
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posteriormente tiene lugar la oxidacién por la 12/15 lipoxigenasa, enzima
citosolica que se transloca a la membrana plasmatica para cumplir este
proceso (67,68). La relacion del LRP1 con las LDL oxidadas y agregadas

implica un rol adicional en la generacion de lesiones ateroescleroticas.

La participacion del LRP1 en la fisiopatogenia de la ateroesclerosis no se limita
Unicamente al clearance de las lipoproteinas remanentes, ni a la captacién de
las LDL agregadas. Su presencia en diversos tipos celulares y su interaccién
con multiples ligandos le permiten participar en otras funciones. Un estudio
realizado en ratones deficientes de LDL-R y ApoE, a los cuales se le sumo la
inactivacion génica selectiva de LRP1 hepatico, correlacioné con un incremento
del area de lesién ateroesclerética, a pesar de menores niveles de colesterol y
triglicéridos plasmaticos, pero con un aumento de los valores de lipoproteina
lipasa, factor VIII, factor de Von Willebrand y tPA. Estos hallazgos podrian ser
explicados por el rol del LRP1 hepético en mantener bajos niveles circulantes
de ligandos proaterogénicos (69). En modelos murinos deficientes de LDL-R
con presencia constitutiva de ApoE, la ausencia selectiva de LRP1 en
macrofagos promovié aterogénesis, incrementando la acumulacion de células
apoptoéticas y reclutamiento de monocitos inflamatorios, lo cual demuestra un
efecto independiente de este tipo de apolipoproteina (70). En este mismo
modelo animal también se observé que la progresidén del desarrollo de lesiones
ateroesclerdticas estuvo asociado con la instalacion de un estado
proinflamatorio, incrementando la secrecion de MCP1 y TNFa, en consonancia
con el aumento de la celularidad monocitaria en la pared aodrtica proximal.
Ademas se acrecenté la actividad enzimatica de MMP-9, una metaloproteinasa
clave en la remodelacién de la matriz extracelular y en la evolucion de placas

ateroescleroéticas inestables (71,72).

Otra funcién del LRP1 es suprimir la activacion del receptor del PDGF,
colaborando en la integridad de la pared vascular. El PDGF es un potente
mitdbgeno de fibroblastos y células musculares lisas, que por medio de la
activacién de su receptor y de las quinasas de la familia Src, produce una
fosforilacion transitoria de los residuos de tirosina del segmento NPxY de la
regidn citoplasmatica del LRP1, lo cual incrementa la asociacién con la proteina
adaptadora Shc, quien participa en las vias de sefalizacién de Ras y de c-Myc
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(73). La inactivacién del LRP1 en células musculares lisas vasculares murinas
produce una sobreexpresion y activacion del receptor del PDGF favoreciendo
la disrupcién de la lamina elastica, la proliferacion de células musculares lisas,
la formacion de aneurismas y el desarrollo de ateroesclerosis inducido por
colesterol en la pared vascular (74).

El TGFB participa en procesos de angiogénesis, diferenciacién, proliferacion,
migracién y apoptosis celular. Se une a receptores del tipo serina/treonina
quinasas, formando un complejo de senalizacidén activo de ligandos diméricos
junto a dos tipos de receptores TGFB, los cuales fosforilan proteinas
intracelulares Smad. Estas proteinas se uniran con otra proteina, Smad 4, y
translocaran al ndcleo para regular la transcripcion de determinados genes
(75). Asimismo el TGFB es un ligando del LRP1, y en modelos murinos de
células musculares lisas deficientes de LRP1 se observé un incremento de la
sefalizacion del TGFB, con un aumento concomitante en la expresion y
activacion del receptor del PDGF y de los niveles de trombospondina, MMP-2 y
MMP-9, moléculas que también activan al TGFB. Como resultado de la
activacion del TGFB se detectaron alteraciones en la capa elastica de la pared
vascular, fibrosis vascular, elongacién y distensién de la aorta, un fenotipo simil
al sindrome de Marfan (76).

1.7 Ateroesclerosis, monocitos y LRP1

En relacién a la ateroesclerosis, la extravasacién y diapédesis de los monocitos
desde la luz vascular al interior de la pared arterial, la proliferacién de los
macréfagos en la pared vascular y la migracion de las células musculares lisas
desde la capa media a la intima son hitos fundamentales en su fisiopatogenia.
En igual sentido, la migracién de los leucocitos es primordial para cumplir sus
funciones en dicha lesion ateroesclerotica. Las células pueden migrar de forma
individual o colectiva, manteniendo en este Ultimo caso las uniones célula-
célula. Con respecto a la migracion individual existen dos modos basicos: el
ameboidal y el mesenquimal. En el modo ameboidal las células mantienen su
forma esferoidal o elipsoidal, se desplazan rapidamente, no establecen focos
de adhesion firmes con el medio extracelular ni requieren una protedlisis
focalizada, lo cual caracteriza a la motilidad de desplazamiento de la mayoria
de los leucocitos (77). Diferente es el modo mesenquimal, con desplazamiento
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mas lento, que requiere la utilizacion de enzimas proteoliticas sobre la matriz
extracelular circundante y presenta adhesiones mas firmes con su sustrato. En
este modo las células adquieren una forma fusada, con polarizacion celular y
repeticion de ciclos de protrusién en el frente de avance, adhesién al sustrato,
contraccion del cuerpo celular y retraccion de la parte posterior para
movilizarse. Las células en su polo delantero generan protrusiones de su
membrana celular, anchas lamelipodias constituidas por redes de filamentos de
actina y puntiagudas filopodias con filamentos paralelos de actina. En el
proceso de polarizacién existe una activacion diferencial de una familia de
enzimas guanosina trifosfatasas, las GTPasas, destacandose Rac, Rho y
Cdc42 que median la protrusion del borde delantero (78,79). Este modo
mesenquimal es utilizado tipicamente por los fibroblastos, macrofagos y células
musculares lisas vasculares (80-83).

El LRP1 presenta una activa participacién en la regulacién de la migracion
mesenquimal de diversas células al interaccionar con distintos ligandos y
receptores celulares. En fibroblastos embrionarios murinos, la deficiencia de
LRP1 acelerd la migracion celular en superficies con vitronectina y fibronectina,
secundario al aumento tanto de los niveles de uPA como de la expresién en
superficie del receptor uPAR, demostrando un rol regulatorio del LRP1 sobre el
sistema uPA/UPAR (44,83-86). Nuestro grupo de investigacion demostré en
macréfagos que la aM activada al interaccionar con LRP1 induce la migracién
celular en modo mesenquimal, con produccion de protrusiones celulares,
distribucién de MT1-MMP y polimerizacion de actina en dichas protrusiones,
formacién de adhesiones focales y aumento de actividad de endocitosis y
reciclado endocitico de B1 integrina en relacion al incremento de internalizacién
de LRP1 (87). Anteriormente se habia demostrado que la aoM activada induce
la expresion y secrecion de MMP-9 en lineas celulares derivadas de
macrofagos a través de la interaccidon con LRP1, como resultado de la
activacién dependiente de la proteina quinasa PKC, de las vias de senalizacién
intracelulares MAPK-ERK1/2 y del factor de transcripcion NF-kB, ademas de
facilitar un influjo de calcio extracelular (88). En base a estos ensayos previos
descriptos, es claro el papel que cumple el receptor LRP1 en la migracion

celular, un evento clave para el desarrollo de lesiones ateroescleréticas.
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En contraste con el estado actual de conocimiento sobre la participacién de
LRP1 en macréfagos y células musculares lisas vasculares, la funcién de este
receptor en monocitos durante el desarrollo de la ateroesclerosis es aun
incierta. Datos propios demuestran que LRP1 es exclusivamente expresado por
monocitos de sangre periférica dentro de la poblacién leucocitaria global, y a su
vez dentro de los monocitos esta presente proporcionalmente en mayor medida
en monocitos clasicos e intermedios (46). Esta expresion diferencial de LRP1
en monocitos “inflamatorios” podria tener al menos dos implicancias en la
participacion de este componente celular durante el desarrollo ateroesclerético.
Por un lado, la capacidad de regular el proceso de adhesion y diapédesis de
los monocitos dado que una pérdida en la expresion de LRP1 en monocitos
clasicos e intermedios podria exacerbar los procesos adhesivos de estas
células al disminuir el proceso endocitico de integrinas que median la adhesion
de los monocitos con células endoteliales (89,90). Otra instancia, al igual que lo
demostrado en macréfagos (91), es que la pérdida de LRP1 en monocitos
clasicos e intermedios promueva la expresion de factores proinflamatorios,
exacerbando dicho componente en el proceso incial de la ateroesclerosis. Mas
alld de la necesidad de responder estos interrogantes sobre las acciones de
LRP1 en monocitos durante el desarrollo de la ateroesclerosis, posicionan a
este receptor monocitario como un potencial biomarcador temprano en

ateroesclerosis.

1.8 HIPOTESIS DE TRABAJO
Los niveles de expresion de LRP1 en monocitos de sangre periférica, en

asociacién con otros marcadores monociticos, podrian ser utilizados como

biomarcadores tempranos de la formacién de la placa de ateroma.

1.9 OBJETIVO GENERAL:
Establecer el nivel de expresion de determinados biomarcadores presentes en

monocitos de sangre periférica de individuos con distintos riesgos de
desarrollar enfermedad cardiovascular ateroescleroética.

1.10 OBJETIVOS ESPECIFICOS:
A través de un estudio clinico observacional se propusieron alcanzar los

siguientes objetivos especificos:
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1) Establecer el nivel de expresiéon de LRP1 y otros marcadores (CD36,
CD11b, CD11c) en la poblacién total de monocitos de sangre periférica de
individuos con distintos riesgos de desarrollar enfermedad cardiovascular

ateroesclerdtica.

2) Determinar los niveles porcentuales de las subpoblaciones de monocitos:
clasica (CD14++/CD16-), intermedia (CD14++/CD16+) y no clasica
(CD14+/CD16++) asi como la expresion diferencial de los marcadores antes
mencionados (LRP1, CD36, CD11b, CD11c) en dichas subpoblaciones
monocitarias en individuos con distintos riesgos de desarrollar enfermedad

cardiovascular ateroesclerética.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Diseno clinico

A cada uno de los individuos que ingresaron al estudio se le confeccion6 una
historia clinica completa, se le extrajo una muestra de sangre por venopuncién
luego de un periodo de ayunas de al menos 12 horas y se le realizaron una
ecografia doppler carotidea y una tomografia coronaria no contrastada. Con
todos estos datos recolectados se completé una ficha para cada paciente y se
le estimé el riesgo de padecer distintos eventos cardiovasculares aplicando las
ecuaciones de Framingham a 10 y 30 anos, las de las cohortes combinadas a
10 afos y a lo largo de la vida, y la ecuacién de riesgo coronario del estudio
ARIC (del inglés Atherosclerosis Risk in Study) que incluye la ecografia doppler

carotidea.

2.1.1 Criterios de inclusion. Se incluyeron en este estudio a los individuos de
20 a 59 anos de edad, que consultaron al servicio de clinica médica del
Hospital Privado Centro Médico de Cérdoba (Cérdoba, Argentina), que
aceptaron participar en este estudio, que no cumplian con ningun criterio de
exclusion y que habian previamente leido, comprendido y firmado el
consentimiento informado bajo la aprobacién del Comité Institucional de Etica
de Investigacién en Salud (CIEIS HP 4/2013) del Hospital Privado Centro
Médico de Cérdoba.

2.1.2 Criterios de exclusion. Se excluyeron del estudio a los individuos que
presentaban alguna de las siguientes caracteristicas:

1) Antecedentes de enfermedad cardiovascular (IAM, angina estable, angina
inestable, cirugia de revascularizacion miocardica, angioplastia coronaria, ACV
isquémico, ACV hemorragico, crisis isquémica transitoria, insuficiencia

cardiaca, arteriopatia periférica o enfermedad de la aorta y arterias asociadas).
2) Antecedentes de diabetes mellitus tipo 1 o tipo 2.

3) Individuos bajo tratamiento actual o previo con drogas hipolipemiantes
(fibratos, ezetimibe, inhibidores de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A

reductasa, 4cido nicotinico, colestiramina).
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4) Mujeres embarazadas.

5) Mujeres bajo tratamiento actual con anticonceptivos orales o terapia de

reemplazo hormonal.
6) Individuos que hayan padecido cuadro febril en el ultimo mes.

2.1.3 Historia clinica completa. A cada individuo que se incluyd en este
estudio, se le realiz6 una historia clinica completa con anamnesis y examen
fisico para obtener las siguientes variables:

1) Edad expresada en anos.
2) Sexo: masculino o femenino.

3) Hipertensién arterial (HTA) fue definida como una presion arterial sistolica =
140 mmHg y/o una presion arterial diastélica =2 90 mmHg en al menos 2
mediciones previas separadas temporalmente o que se encuentre bajo

tratamiento actual con medicacién antihipertensiva.

4) Tabaquista actual fue definido como aquel individuo que consumié al menos

un cigarrillo en el mes previo al momento del enrolamiento.

5) No tabaquista fue considerado a aquel individuo que nunca habia consumido

tabaco.

6) Ex tabaquista fue designado a aquel individuo que al momento del
enrolamiento no habia consumido tabaco en el mes previo, pero si lo habia
hecho antes. Se lo dividié en 2 subgrupos segun si el periodo de abstinencia
habia comenzado hacia mas de 5 afios o menos de 5 afnos.

7) Antecedente familiar de coronariopatia precoz fue considerado cuando un
familiar masculino de primer grado que antes de los 55 afios o de un familiar
femenino de primer grado que antes de los 65 afos padecieron un infarto
agudo de miocardio o muerte subita.

8) Mujer menopausica fue calificada cuando tenia el cese permanente de la
menstruacion, determinado de manera retrospectiva tras 12 meses
consecutivos de amenorrea, sin causas patolégicas y como resultado de la

pérdida de actividad folicular ovarica.
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9) Sedentarismo fue asignado cuando el individuo realizaba menos de 3 horas
semanales de actividad fisica.

10) Antecedente de dislipidemia fue definido cuando el individuo tenia
colesterol total = 200 mg/dl, colesterol HDL < 40 mg/dl en varones é < 50 mg/dl

en mujeres, o triglicéridos = 150 mg/dl.

11) El sindrome metabdlico fue definido cuando por lo menos tres de los
siguientes factores estaban presentes: perimetro de cintura abdominal = 102
cm en hombres y = 88 cm en mujeres; triglicéridos = 150 mg/dl; colesterol HDL
< 50 mg/dl en mujeres y < 40 mg/dl en hombres; presion arterial = 130/85 mm
Hg y glucemia en ayunas = 100 mg/dl, de acuerdo a los criterios fijados por
American Heart Association/NHLBI (del inglés, National Heart, Lung, and Blood
Institute) (92).

12) Registro de antecedentes personales patolégicos clinicos y quirdrgicos,

ademas del consumo actual de cualquier medicacion.

13) El peso fue expresado en kilogramos y la talla fue expresada en metros. El
indice de masa corporal fue calculado como el peso en kilogramos dividido por
el cuadrado de la altura en metros; considerando como obesidad a un indice de
masa corporal = 30 kg/m?, sobrepeso entre 25 a 29,9 kg/m? y normopeso entre
18,5 a 24,9 kg/m?, de acuerdo con la definicién del NHLBI (93).

14) Los valores de presiones arteriales sistolica y diastolica fueron obtenidos
luego de permanecer sentado y en reposo unos minutos previos. Se

expresaron en mmHg.

15) El perimetro de cintura abdominal fue expresado en centimetros, fue
obtenido con el paciente en posicion de pie al final de una espiracion normal,
con los brazos relajados a cada lado y la medida fue tomada a la altura de la
linea media axilar, en el punto imaginario que se encuentra entre la parte

inferior de la ultima costilla y el punto mas alto de la cresta iliaca.

2.2 Parametros hematologicos, bioquimicos y citometria de flujo

Se extrajeron 10 ml de sangre periférica de vena del antebrazo, empleando

material estéril y descartable y bajo consentimiento escrito y firmado. 4 ml de
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sangre fueron anticoagulados con acido etilendiaminotetraacético-tripotasico
(EDTA-K3): 2 ml para analizar parametros hematolégicos y 2 ml para los
ensayos de citometria de flujo. De los 6 ml restantes se obtuvo suero para

parametros bioquimicos.

La medicién de los diferentes parametros bioquimicos y hematolégicos fue
realizada mediante la utilizacion de test diagndsticos comerciales y validados,
los cuales fueron provistos por Roche Diagnostics. Se midieron glucemia,
colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL, triglicéridos, creatinina, proteina
C reactiva, hemoglobina glicada, insulina basal, recuento de leucocitos y
férmula leucocitaria, eritrocitos, hemoglobina, hematocrito, plaquetas, ApoA,
ApoB y lipoproteina a.

La medicién de LRP1 se realiz6 a través del ensayo de citometria de flujo
previamente optimizado en nuestro grupo de trabajo utilizando un citdmetro de
flujo BD FACSCalibur (46). A través de este ensayo también se determinaron
los valores absolutos y relativos de las subpoblaciones monocitarias. Los otros
marcadores monociticos (CD11b, CD11c y CD36) se determinaron por ensayos
de citometria de flujo empleando la misma estrategia de analisis que la utilizada
para LRP1. Se utilizé un anticuerpo monoclonal anti-LRP1 conjugado con
ficoeritrina (PE) para detectar LRP1 en subpoblaciones monocitarias por
citometria de flujo (clon MCA1965; isotipo: raton IgG1; AbD Serotec, Oxford,
Reino Unido). La sangre entera fue extraida en tubos colectores de plastico con
EDTA-K3 (DVS, No. 1213752.5; Buenos Aires, Argentina), y las muestras
fueron preparadas para citometria de flujo dentro de los 30 minutos.
Aproximadamente 50 pl de sangre entera fue adicionado a un tubo de 5 ml de
fondo redondo de poliestireno (No. 352008; BD Biosciences), y 1 ul de cada
anticuerpo marcado con fluorocromo antigeno especifico (dilucion 1:50) fue
agregado. La muestra fue incubada posteriormente por 20 minutos a 4 °C a
oscuras. La lisis de eritrocitos fue realizada utilizando una solucién de lisis
(Lysing Buffer No. 555899; BD Pharm Lyse) por 15 minutos. Primero, los
leucocitos CD45 positivos fueron visualizados en un grafico SSC versus CD45,
utilizando un anticuerpo monoclonal anti-CD45 conjugado con PE.Cy5 (clon
J.33; isotipo: ratén IgG1; Beckam Coulter, Krefeld, Alemania). Luego los

monocitos fueron seleccionados a partir de todos los leucocitos CD45 positivos

33



usando un grafico SSC versus LRP1, mientras que las subpoblaciones
monocitarias fueron identificadas con un grafico CD14 versus CD16, en base a
la cuantificacion de su expresion diferencial, empleando un anticuerpo
monoclonal anti-CD14 conjugado con FITC (clon RMO52; isotipo: ratén IgG2a;
Beckam Coulter, Krefeld, Alemania) y un anticuerpo monoclonal anti-CD16
conjugado APC.Cy7 (clon 3G8; isotipo: raton IgG1; BD Biosciences, San José,
California, Estados Unidos). La intensidad de media de fluorescencia (IMF)
para LRP1 en monocitos clasicos, intermedios y no clasicos fue determinada
del patron de distribucion celular obtenido del grafico CD14 versus CD16.

2.3 Ecografia doppler carotidea

El estudio de ecografia doppler carotidea fue realizado utilizando un equipo
2D ultrasonido Accuvix V10, Samsung Medison Co. Ltd. (Seul, Corea del Sur)
con transductor lineal de frecuencia variable de 7 a 12 MHz. Se examinaron en
forma bilateral el segmento distal de la arteria carétida comuan, el bulbo
carotideo y el segmento proximal de la arteria carétida interna. Adicionalmente
se exploré el origen de las arterias subclavias. El espesor carotideo de la
intima-media surgié de la distancia entre el borde luminal de la intima y el
borde externo de la media de la pared arterial carotidea en un modo B de
imagen ecografica. El EIM fue especificado cuando el espesor intima-media fue
de 1,0 mm o mayor. La presencia de placa carotidea fue definida como: a)
espesor de la pared anormal (espesor de la intima-media > 1,5 mm); b)
estructura anormal (protrusiones hacia el lumen, pérdida de alineacién con la
pared adyacente); y c) ecogenicidad de la pared anormal, segun los criterios
establecidos por el estudio Atherosclerosis Risk in Communities (94). El
resultado de ecografia doppler carotidea se consideré anormal cuando se
detecté una placa carotidea y/o el espesor de intima-media anormal. Todas las
ecografias doppler carotideas fueron realizadas por una sola médica

imagendloga experta en ecografia doppler.

2.4 Tomografia coronaria

La tomografia coronaria sin contraste fue realizada en un tomografo helicoidal
multidetector Toshiba Aquilion fabricado por Toshiba America Medical Systems,

Inc. (Tustin, CA, Estados Unidos) equipado con 16 detectores en filas. El
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paciente fue ubicado sobre la mesa de examen del tomégrafo en decubito
dorsal y se le colocaron unos electrodos en el térax que estaban conectados a
un electrocardidgrafo para coordinar la secuencia de adquisicion de imagenes
durante la diastole al 80 % del intervalo RR del paciente y mientras contenia la
respiracion. Las mujeres previo al estudio fueron estudiadas para determinar
embarazo por test de hormona gonadotrofina coriénica (HCG) por ELISA. Sélo
fueron realizados los estudios de tomografia coronaria con test de HCG
negativos. Las imagenes fueron analizadas por un solo médico imagendlogo
usando un software de puntaje calcico validado. El umbral de definicion de
calcio fue de 130 unidades Hounsfield con un area de = 3 pixeles adyacentes
(al menos 1 mm?). Se determiné el puntaje célcico coronario total para cada
sujeto, basado en el numero de lesiones calcificadas detectadas, utilizando el
método de Agatston. Este puntaje se obtuvo realizando el producto del area de
placa calcificada por la densidad de la lesidn calcica maxima (de 1 a 4 basado
en unidades Hounsfield). Se defini6 como anormal a un puntaje calcico > 0. Se
clasificé a las calcificaciones coronarias segun el puntaje obtenido: un valor de
0 significo ausencia de placa calcificada, de 1 a 10 la presencia de una
calcificacion minima, de 11 a 100 una calcificacion leve, de 101 a 400 una
calcificacion moderada y > de 400 una calcificacion severa.

2.5 Definicion de grupos de estudio

Para el analisis general de nuestra poblacion, se definieron tres grupos de

estudio:

2.5.1 Individuos del grupo de bajo riesgo: aquellos individuos que cumplian
con todos los siguientes criterios: colesterol total < 200 mg/dl, glucemia < 100
mg/dl, colesterol HDL colesterol = 40 mg/dl en varones 6 = 50 mg/dl en
mujeres, triglicéridos < 150 mg/dl, presién arterial sistélica < 140 mm Hg,
presion arterial diastélica < 90 mm Hg, sin antecedentes de HTA, sin
tabaquismo actual o al menos con 5 afnos de abstinencia tabaquica vigente, sin
antecedentes de coronariopatia familiar precoz, creatinina sérica < 1,2 mg/d|,
sin apnea del suefio conocida, sin hipotiroidismo conocido, sin consumo de

anticonceptivos orales, terapia de reemplazo hormonal o finasteride en el Gltimo
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mes, con un indice de masa corporal < 25 y con ecografia doppler carotidea y
tomografia coronaria normales.

2.5.2 Individuos del grupo intermedio: aquellos individuos que no
alcanzaban a cumplir con todos los criterios para bajo riesgo y que poseian
ecografia doppler carotidea y tomografia coronaria normales.

2.5.3 Individuos del grupo patoldgico: aquellos individuos que poseian
evidencia imagenolégica de aterosclerosis subclinica por ecografia doppler
carotidea anormal (presencia de EIM o PAC) y/o por tomografia coronaria
anormal (puntaje de calcio = 1).

2.6 Ecuacion de prediccion de riesgo coronario a 10 anos de Framingham

Se empled la ecuacion de prediccidon de riesgo coronario a 10 afnos de
Framingham (FRS 10 D) en todos los individuos entre 20 a 59 anos de edad,
usando las siguientes variables: edad, sexo, presidén arterial sistlica en mm
Hg, colesterol total en mg/dl, colesterol HDL en mg/dl, tabaquismo actual y
tratamiento antihipertensivo presente. Se predijo el riesgo para IAM o muerte
coronaria, y se defini6 como categorias de bajo riesgo a valores < 10%, de
riesgo intermedio entre 10% a 20%, y de alto riesgo a valores > 20% (16).

2.7 Ecuacion de prediccion de riesgo cardiovascular general a 10 afos de

Framingham

Se utilizé la ecuacion de prediccion de riesgo cardiovascular general a 10 anos
de Framingham (FRS 10 CV) en todos los individuos entre 30 a 59 afnos de
edad, aplicando las siguientes variables: sexo, edad, presion arterial sistélica
en mm Hg, colesterol total en mg/dl, colesterol HDL en mg/dl, tabaquismo
actual, diabetes mellitus y tratamiento antihipertensivo vigente. Se estimé el
riesgo para eventos cardiovasculares generales: IAM, muerte coronaria,
insuficiencia coronaria, angina de pecho, insuficiencia cardiaca, claudicacion
intermitente, ACV isquémico, ACV hemorragico y crisis isquémica transitoria.
Se definié como categorias de bajo riesgo a valores < 6%, de riesgo intermedio
entre 6% a 20%, y de alto riesgo a valores > 20% (14).
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2.8 Ecuacion de prediccion de riesgo cardiovascular a 30 ahos de

Framingham

Se aplico la ecuacién de prediccion de riesgo cardiovascular a 30 afos de
Framingham (FRS 30) en todos los individuos entre 20 a 59 afos de edad,
utilizando las siguientes variables: sexo, edad, indice de masa corporal, presion
arterial sistélica en mm Hg, colesterol total en mg/dl, colesterol HDL en mg /dI,
diabetes mellitus, tabaquismo actual y tratamiento antihipertensivo actual. Se
calculé el riesgo para eventos cardiovasculares duros (IAM, muerte coronaria,
ACV fatal y ACV no fatal) (FRS 30 D) y para eventos cardiovasculares
generales (IAM, muerte coronaria, ACV fatal, ACV no fatal, insuficiencia
coronaria, angina de pecho, insuficiencia cardiaca, crisis isquémica transitoria y
claudicacion intermitente) (FRS 30 G) usando los modelos de riesgo basados
en lipidos (FRS 30 L) y en indice de masa corporal (FRS 30 IMC). Se consider6
como categorias de bajo riesgo a los valores < 12%, de riesgo intermedio entre
12% y 40%, y alto riesgo a los valores > 40% (15).

2.9 Ecuacion de prediccion de riesgo para enfermedad cardiovascular
ateroscleroética de las cohortes combinadas

Se utilizé la ecuacion de prediccién de riesgo a 10 anos para enfermedad
cardiovascular aterosclerética surgida de las cohortes combinadas (ECC 10),
de acuerdo a lo establecido por las guias de American College of
Cardiology/American Heart Association, en todos los individuos de 40 a 59
anos de edad, y la ecuacién de predicciéon de riesgo a lo largo de la vida 6 30
anos para enfermedad cardiovascular aterosclerética (ECC LV) en todos los
individuos de 20 a 59 anos de edad. Se emplearon las siguientes variables:
edad, sexo, raza, presion arterial sistélica en mm Hg, colesterol total en mg/dl,
colesterol HDL en mg/dl, diabetes mellitus, tabaquismo actual y tratamiento
antihipertensivo corriente, para predecir el desarrollo del primer evento
cardiovascular aterosclerético duro: IAM no fatal, muerte coronaria, ACV fatal y
ACV no fatal. En referencia a la ECC 10, se determiné como categorias de
bajo riesgo a los valores < 5%, de riesgo intermedio entre 5% a 7,4%, y de alto
riesgo a los valores = 7,5% (17). En relacién a la ECC LV, se consider6 como
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categorias de bajo riesgo a las cifras < 12%, de riesgo intermedio entre 12% a
40%, y de alto riesgo a las cifras > 40%.

2.10 Ecuacion de prediccion de riesgo coronario del estudio ARIC que
incluye ecografia carotidea

Se calculdé la ecuacion de predicciéon de riesgo a 10 anos para eventos
coronarios del estudio ARIC que incluye ecografia carotidea en individuos de
45 a 59 anos. Se utilizaron las siguientes variables: edad, sexo, presion arterial
sistolica en mm Hg, colesterol total en mg/dl, colesterol HDL en mg/dl, diabetes
mellitus, tabaquismo corriente, tratamiento antihipertensivo actual, espesor
promedio de los complejos intima-media carotideos en mm y presencia de
placa carotidea, para predecir IAM, revascularizacibn coronaria y muerte
coronaria. Se clasific6 como categorias de bajo riesgo a los valores < 5%,
intermedio bajo entre 5% a 9%, intermedio alto entre 10% a 20%, y alto riesgo
a los valores > 20% (27).

2.11 Tratamiento estadistico de datos

El analisis de distribucion normal de los diferentes parametros bioquimicos,
antropométricos y clinicos, entre otros, en los distintos grupos de estudios y
clasificaciones fueron realizados utilizando el Test de Shapiro—-Wilk.
Considerando que los resultados de estos analisis de normalidad, en una
proporcién de los parametros, arrojé que la distribucibn no es normal, el
analisis estadistico descriptivo se realiz6 empleando diferentes pruebas o test
no paramétricos. La comparacién estadistica binaria de las medianas se llevé a
cabo mediante la prueba U de Mann-Whitney, mientras que en situaciones
donde las medianas fueron mas de dos, se aplico la prueba de Kruskal-Wallis.
Los datos se expresaron como mediana = cuartilo 25-75. El coeficiente de
correlacion de Spearman fue utilizado como una medida de la correlacion (la
asociaciéon o interdependencia) entre dos variables aleatorias (tanto continuas
como discretas). Los valores de p <0,05 se consideraron significativos. El
andlisis estadistico fue realizado mediante la utilizacion del software Infostat y
GraphPad Prism 5.0.
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3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacion clinica de los individuos enrolados al estudio.

Desde el mes de Abril del 2014 hasta Julio del 2015 se enrolaron 254
individuos, de los cuales 227 cumplieron con todos los criterios de inclusion y
exclusion definidos para este estudio (ver secciébn 2.5 de Materiales y
Métodos). Basicamente, la edad promedio, expresada en términos de mediana,
de los individuos fue de 43 afos, con un predominio de varones (60,1%). La
mediana de presién arterial sistolica fue de 120 mm Hg, con una mediana de
indice de masa corporal de 25,6 kg/m?. En relacién con los principales
parametros bioquimicos, las medianas fueron para colesterol total de 191
mg/dl, glucemia de 98 mg/dl, creatinina plasmatica de 0,99 mg/dl y leucocitos
de 6.400/ul. En el analisis comparativo de los valores antropométricos y
bioquimicos entre sexos, los varones fueron mas jovenes (p < 0,0001), con
mayores valores de presién arterial sistolica (p <0,001), diastolica (p < 0,0001),
peso (p < 0,0001), indice de masa corporal (p = 0,004), cintura abdominal (p <
0,0001), colesterol LDL (p = 0,03), triglicéridos (p < 0,0001), ApoB (p = 0,01),
glucemia (p = 0,0003), creatininemia (p < 0,0001) y monocitos totales relativos
(p = 0,0020) y absolutos (p = 0,0029), mientras que las mujeres presentaron
mayores valores de colesterol HDL (p < 0,0001) y de ApoA (p < 0,0001). Un
analisis completo de los parametros clinicos, antropométricos y bioquimicos es

presentado en las Tablas 1y 2.

TABLA 1. Caracteristicas clinicas de los individuos enrolados segun sexos.

General Masculino Femenino p valor
n 227 n 137 n 90

Edad (afios) 43 (34 - 51) 39 (31 -48,5) 47,5 (40 - 53,2) < 0,0001
PAS (mm Hg) 120 (110 - 122) 120 (110 - 130) 110 (110 - 120) 0,0016
PAD (mm Hg) 80 (80 - 88) 84 (80 —90) 80 (70 - 80) < 0,0001
Peso (kg) 75,6 (65—84,7) | 80,5(73,5-91,5) | 64,6 (57,3-74,2) < 0,0001
IMC (Kg/m?) 25,6 (23,2 - 28,6) 26 (24 -29) 24,5 (21,8 -27,7) 0,0041

Cintura abdominal (cm) 90 (85 - 99) 93 (88 — 100) 87 (80 - 95) < 0,0001

PAS: presion arterial sistolica; PAD: presion arterial diastolica; IMC: indice de masa corporal. Los valores son
expresados en medianas (percentiles 25-75). Valores de p < 0,05 son considerados significativos desde un punto de
vista estadistico empleando el test de Mann Whitney.
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TABLA 2. Parametros hematolégicos y bioquimicos de los individuos enrolados segun

Sexos.
General Masculino Femenino p-Valor
Colesterol total (mg/dl) 191 (167 — 215) 191 (168 — 210) 191 (167 — 222) 0,5612
Colesterol HDL (mg/di) 52 (39 -64) 44 (36 — 54) 63 (51 —75) < 0,0001
Colesterol LDL (mg/di) 119 (99 - 139) 123 (104 — 143) 113 (95 - 137) 0,0359
Triglicéridos (mg/di) 91 (65 - 143) 110 (76 — 155) 76 (57 — 108) < 0,0001
ApoOA (mg/d) 129 (112 — 145) 120 (110 - 134) 141 (126 — 163) < 0,0001
ApoB (mg/d) 70 (57 — 88) 73 (59,5 - 93) 68 (53 - 82) 0,0113
Lp(a) (mg/dl) 31 (14— 88) 28,5 (12 -90) 32 (18 - 78) 0,3812
Glucemia (mg/di) 98 (93 — 103) 99 (95 - 104) 95 (90 — 101) 0,0003
Insulina (uIn) 6,3 (4,5-9,8) 6,5 (4,7-10,2) 5,5 (4,4-9,2) 0,0894
HbA1C (%) 5,4 (5,2-5,6) 5,4 (5,2-5,6) 5,5 (5,2 -5,6) 0,8697
PCR (mg/di) 0,13 (0,07 —0,21) 0,13 (0,07 - 0,21) 0,12 (0,06 — 0,25) 0,8746
Creatinina (mg/d)) 0,99 (0,82-1,13) 1,08 (1-1,17) 0,8 (0,72 -0,88) < 0,0001
Leucocitos (10 3/pl) 6,4 (54-7,5) 6,5 (55-7,7) 6,3 (52-7,3) 0,0989
Monocitos (10 3/ul) 539 (427 — 675) 570 (469 — 708) 508 (374 - 632) 0,0029
Monocitos (%) 8 (7-10) 9 (7-10) 8 (7-10) 0,0020

HDL: lipoproteina de alta densidad; LDL: lipoproteina de baja densidad; ApoA: apolipoproteina A, ApoB:
apolipoproteina B; Lp(a): lipoproteina (a); HbA1C: hemoglobina glicada; PCR: proteina C reactiva. Valores expresados
en medianas (percentiles 25-75). Valores de p < 0,05 son considerados significativos desde un punto de vista
estadistico empleando el test de Mann Whitney.

En relacién con la prevalencia de factores de riesgo cardiovascular de la
totalidad de los individuos enrolados, el 20,3% fueron hipertensos, el 57,3%
dislipidémicos, el 22% tabaquistas corrientes, el 8,4% informé antecedentes de
coronariopatia familiar precoz, el 38,8% fueron prediabéticos, el 15,9% tuvieron
obesidad, el 42,3% sobrepeso y el 21,1% alcanzaron los criterios de sindrome
metabdlico. En comparacién con las mujeres, los varones presentaron mayor

frecuencia de sobrepeso (p = 0,0062) y prediabetes (p = 0,0033) (Figura 1).

Con respecto a las ecuaciones de riesgo cardiovascular en el grupo total de
individuos (Tabla 3), las medianas de las estimaciones calculadas fueron para
FRS 10 D 1%, FRS 10 CV 4,5%, FRS 30 L D 10%, FRS 30 IMC D 12%, FRS
30 L G 20%, FRS 30 IMC G 21%, ECC 10 2,3%, ECC LV 39% y ARIC 3,6%.
En comparacién con las mujeres, los varones tuvieron valores mayores
significativos en todas las ecuaciones de riesgo (p < 0,05 a < 0,0001), excepto
en la estimacion de FRS 30 IMC G donde la diferencia entre sexos no fue
significativa (p = 0,06).
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FIGURA 1. Prevalencia de factores de riesgo cardiovascular segun sexos.

Metab: sindrome metabodlico; Pre DBT: prediabetes; HTA: hipertension arterial; DLP: dislipidemia, Coro:
coronariopatia familiar precoz; Obes: obesidad; Sobrep: sobrepeso; Tabaq: tabaquista corriente. Valores en el eje de
ordenadas estan expresados en porcentajes. * p < 0,01 calculado por test de Fisher.

TABLA 3. Estimaciones de las ecuaciones de riesgo de los individuos enrolados segun
Sexos.

Ecuaciones General Masculino Femenino p valor

FRS10D 1,0 (0,9 -3,0) 2,0 (0,9-6,0) 0,9 (0,9-1,0) < 0,0001
(n 227) (n 137) (n 90)

FRS 10 CV 4,5 (2,6 -8,4) 5,7 (3,1-9,7) 3,6 (1,7-5,8) < 0,0001
(n 188) (n109) (n 79)

FRS30LD 10,0 (5,0 — 19,0) 11,0 (6,0 — 22,0) 9,0 (3,0 - 16,0) 0,0012
(n 227) (n 137) (n 90)

FRS 30IMCD 12,0 (6,0 - 21,0) 13,0 (7,5 - 22,0) 9,5 (5,0 — 16,0) 0,0037
(n 227) (n137) (n 90)

FRS30LG 20,0 (10,0 - 33,0) 20,0 (12,0 - 35,0) 18,5 (7,0 — 30,0) 0,0306
(n 227) (n137) (n 90)

FRS 30 IMC G 21,0 (13,0 - 32,0) 21,0 (14,0 - 35,0) 19,5 (11,0 - 31,0) 0,0629
(n 227) (n 137) (n 90)

ECC 10 2,3 (1,0-4,6) 4,1 (1,7-6,4) 1,3 (0,4-2,7) < 0,0001
(n137) (n67) (n 70)

ECCLV 39,0 (27,0 - 50,0) 46,0 (36,0 - 50,0) 39,0 (27,0 - 39,0) < 0,0001
(n 227) (n 137) (n 90)

ARIC 3,6 (1,8-6,3) 6,3 (4,4 -9,5) 2,0 (1,0-3,1) < 0,0001
(n 99) (n 45) (n 54)

FRS: Escore de riesgo de Framingham (del inglés Framingham risk score); FRS 10 D: ecuacién de riesgo coronario a
10 afnos; FRS 10 CV: ecuacién de riesgo cardiovascular general a 10 afos; FRS 30 L D: ecuacién de riesgo para
eventos cardiovasculares duros a 30 anos segun lipidos; FRS 30 IMC D: ecuacion de riesgo para eventos
cardiovasculares duros a 30 afos segln indice de masa corporal; FRS 30 L G: ecuaciéon de riesgo para eventos
cardiovasculares generales a 30 afos segun lipidos; FRS 30 IMC G: ecuacion de riesgo para eventos cardiovasculares
generales a 30 afos segun indice de masa corporal; ECC 10: ecuacién de riesgo de cohortes combinadas para
enfermedad cardiovascular ateroesclerética a 10 afios; ECC LV: ecuacién de riesgo de cohortes combinadas para
enfermedad cardiovascular ateroesclerética a lo largo de la vida; ARIC: ecuacion de riesgo coronario a 10 afos del
estudio ARIC (del inglés Atherosclerosis Risk in Study). Los valores son expresados en medianas (percentiles 25-75).
Valores de p < 0,05 son considerados significativos desde un punto de vista estadistico empleando el test de Mann

Whitney.
En la distribucién de los resultados obtenidos a través de las ecuaciones a 10
anos predominé el grupo de bajo riesgo, mientras que en las ecuaciones
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generales a 30 anos o mas sobresalié el grupo de riesgo intermedio. En la
Unica ecuacién donde el grupo de alto riesgo superé un tercio de los individuos
estudiados fue en la ECC LV, ocupando el segundo lugar después de los de

riesgo intermedio en la estratificacion de esta ecuacion (Figura 2).
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FIGURA 2. Estratificacion de las ecuaciones de riesgo cardiovascular del grupo total de

individuos enrolados.

FRS: Escore de riesgo de Framingham (del inglés Framingham risk score); FRS 10 D: ecuacién de riesgo coronario a
10 anos; FRS 10 CV: ecuacion de riesgo cardiovascular general a 10 afos; FRS 30 L D: ecuacion de riesgo para
eventos cardiovasculares duros a 30 afos segun lipidos; FRS 30 IMC D: ecuacién de riesgo para eventos
cardiovasculares duros a 30 afos segun indice de masa corporal; FRS 30 L G: ecuacion de riesgo para eventos
cardiovasculares generales a 30 afos segun lipidos; FRS 30 IMC G: ecuacion de riesgo para eventos cardiovasculares
generales a 30 afos segun indice de masa corporal; ECC 10: ecuacién de riesgo de cohortes combinadas para
enfermedad cardiovascular ateroesclerética a 10 afos; ECC LV: ecuacion de riesgo de cohortes combinadas para
enfermedad cardiovascular ateroesclerética a lo largo de la vida; ARIC: ecuacion de riesgo coronario a 10 afos del
estudio ARIC (del inglés Atherosclerosis Risk in Study). Los valores en el eje de las ordenadas son expresados en
porcentajes.

Si bien el predominio mayoritario del grupo de bajo riesgo en las ecuaciones a
10 afios se mantuvo en ambos sexos, los varones presentaron porcentajes

mayores que las mujeres en los grupos de riesgo intermedio y alto (Figura 3).

En las ecuaciones de eventos cardiovasculares duros a 30 afos la proporcion
de individuos de bajo riesgo disminuydé principalmente en los varones. En
cuanto a las ecuaciones de eventos cardiovasculares generales a 30 anos, el
porcentaje del grupo de riesgo intermedio superé a los porcentajes de los otros
grupos de riesgo. En la ECC LV, el porcentaje del grupo de riesgo intermedio
predomind entre las mujeres y el porcentaje del grupo de alto riesgo entre los
varones (Figura 4).
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FIGURA 3. Estratificacion de las ecuaciones de riesgo cardiovascular a 10 afnos segun

Sexos.

FRS: Escore de riesgo de Framingham (del inglés Framingham risk score); FRS 10 D: ecuacién de riesgo coronario a
10 afos; FRS 10 CV: ecuacion de riesgo cardiovascular general a 10 afos; ECC 10: ecuacioén de riesgo de cohortes
combinadas para enfermedad cardiovascular ateroesclerética a 10 afos; ARIC: ecuacién de riesgo coronario a 10 anos
del estudio ARIC (del inglés Atherosclerosis Risk in Study); fem: femenino; masc: masculino. Los valores en el eje de
las ordenadas son expresados en porcentajes.

100%
90%
80%
70%
60% r
50% r

40% |

% 62,2
20%

o | 24,1 27,8 23,3
10% 18,2 13,1

0%
FRS 30 ERS 30 L FRS 30 FRS 30 FRS 30 ERS 30 L FRS 30 FRS 30 ECC ECC LV
D femD masc IMC D femiMC D G femG masc IMC G feriMC G fem masc
masc masc

Bajo riesgo @ Riesgo intermedio  # Alto riesgo

FIGURA 4. Estratificacion de las ecuaciones de riesgo cardiovascular a 30 afios o0 mas

segun sexos.

FRS: Escore de riesgo de Framingham (del inglés Framingham risk score); FRS 30 L D: ecuacién de riesgo para
eventos cardiovasculares duros a 30 afos segun lipidos; FRS 30 IMC D: ecuacién de riesgo para eventos
cardiovasculares duros a 30 afos segun indice de masa corporal; FRS 30 L G: ecuacion de riesgo para eventos
cardiovasculares generales a 30 afos segun lipidos; FRS 30 IMC G: ecuacion de riesgo para eventos cardiovasculares
generales a 30 afos seguin indice de masa corporal; ECC LV: ecuaciéon de riesgo de cohortes combinadas para
enfermedad cardiovascular ateroesclerética a lo largo de la vida; fem: femenino; masc: masculino. Los valores en el
eje de las ordenadas son expresados en porcentajes.
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Entre los 227 individuos se detect6 ateroesclerosis subclinica por imagenes en
82 de ellos (36,1%). De esta proporcién con imagenes positivas presentaron un
hallazgo ecogréfico carotideo anormal 61 individuos (26,9% del total) a
expensas mayoritaria del EIM (25,1% del total) respecto a los individuos que
presentaron Unicamente PAC (7,5% del total), lo cual representé que 4
individuos de los 17 que presentaron PAC no tuvieron EIM simultaneamente.
Finalmente, 40 individuos presentaron CAC (17,7% del total), de los cuales 19

también tuvieron una ecografia carotidea anormal (Figura 5).
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FIGURA 5. Prevalencia de ateroesclerosis subclinica imagenologica en el grupo total de

individuos enrolados.
Eco: ecografia carotidea patolégica; CAC: calcificacién coronaria; EIM: engrosamiento del complejo intima media;
PAC: placa ateroesclerética carotidea. Los valores en el eje de las ordenadas son expresados en porcentajes.

Entre las 90 mujeres, 29 (32,2%) tuvieron ateroesclerosis subclinica por
imagenes, 28 con ecografias anormales (con mayoria de EIM: 25 casos, e
incluso de los 10 casos con PAC 7 también mostraron EIM) y 5 con CAC (4 de
estas 5 mujeres presentaron ecografia anormal simultanea) (Figura 6).

Al realizar analisis comparativos por grupos etarios, 42/90 mujeres tuvieron una
edad igual o superior a los 49 afos, de las cuales 27 (64,3%) presentaron
ateroesclerosis subclinica, 26 con ecografias anormales (EIM 23 casos y PAC
9 casos) y 5 con CAC (el caso mas joven tuvo 49 afnos de edad), con valores
de puntaje calcico coronario total entre 2 a 78. A su vez, 48/90 mujeres tuvieron
edades menores a 49 afos de las cuales sOlo 2 presentaron ecografias
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anormales con EIM (4,2%), una mujer de 44 anos con EIM y PAC, y otra de 46
anos con EIM, sin encontrar casos con CAC.

45,0%
40,0% | 38,7%
35,0%
30,0%
25,0%
20,0%
15,0%
10,0%
5,0%

0,0%

Eco y/o CAC Eco EIM PAC CAC

= Femenino mMasculino

FIGURA 6. Prevalencia de ateroesclerosis subclinica imagenolégica segun sexos.
Eco: ecografia carotidea patolégica; CAC: calcificacién coronaria; EIM: engrosamiento del complejo intima media;
PAC: placa ateroesclerética carotidea. Los valores en el eje de las ordenadas son expresados en porcentajes.

A su vez, entre los 137 varones se detecté ateroesclerosis subclinica por
imagenes en 53 de ellos (38,7%), de los cuales 33 tuvieron ecografias
anormales (32 con EIM y 7 con PAC; sélo uno no tuvo EIM concomitante) y 35
con CAC (Figura 7). A diferencia de las mujeres, 20 de los 35 individuos con
CAC no presentaron alteraciones ecograficas simultaneas. Al analizarlos en
grupos etarios, 34/137 tuvieron edades iguales o superiores a los de 49 afos,
de los cuales 26 (76,5%) presentaron ateroesclerosis subclinica con 17 de ellos
con ecografias anormales (17 casos con EIM y 6 casos con PAC simultanea) y
20 con CAC. Finalmente, 103/137 fueron menores de 49 afos, de los cuales 27
(26,2%) presentaron ateroesclerosis subclinica, con 16 ecografias anormales
(15 casos con EIM, el menor de 34 afos de edad, y 1 caso con PAC de 41
anos de edad), y 15 casos con CAC. Respecto a los individuos con CAC, el
mas joven de 29 anos tuvo un puntaje calcico coronario total de 1, mientras que
el individuo de menor edad en superar los 100 puntos de CAC tuvo 47 afnos.
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FIGURA 7. Distribucién de ateroesclerosis subclinica en varones segun edad.
CAC: calcificacion coronaria; eco: ecografia carotidea patoldgica.

Cuando se compararon la presencia de ateroesclerosis subclinica con las
estimaciones de riesgo cardiovascular se detectd que la aparicion de imagenes
anormales fue mas frecuente en todas las ecuaciones dentro del grupo de alto
riesgo en comparacién a los grupos de bajo riesgo. Sin embargo en este ultimo
grupo en las ecuaciones de prediccion a 10 anos alrededor de un tercio de los
33,5% al 44,3%
ateroesclerosis subclinica (Tabla 4). Por el contrario, en las ecuaciones de

individuos (entre el segun la ecuacion) presentd

prediccion a 30 afos, menos del 15% (entre el 0% al 14,4% segun la ecuacion)
de los individuos que clasificaron en el grupo de bajo riesgo tuvo alteraciones

imagenoldgicas de ateroesclerosis subclinica (Tabla 5).

TABLA 4. Estratificacion de las ecuaciones de riesgo cardiovascular a 10 afios versus
ateroesclerosis subclinica.

Ecuaciones de riesgo y sus grupos

Ausencia de
ateroesclerosis

Presencia de
ateroesclerosis

subclinica subclinica
Bajo riesgo n (%) 143 (66,5%) 72 (33,5%)
FRS 10D Riesgo intermedio n (%) 2 (20%) 8 (80%)
Alto riesgo n (%) 0 (0%) 2 (100%)
Bajo riesgo n (%) 99 (62,3%) 60 (37,7%)
FRS 10 CV | Riesgo intermedio n (%) 7 (33,3%) 14 (66,7%)
Alto riesgo n (%) 1(12,5%) 7 (87,5%)
Bajo riesgo n (%) 59 (55,7%) 47 (44,3%)
ECC 10 Riesgo intermedio n (%) 5 (29,4%) 12 (70,6%)
Alto riesgo n (%) 3 (21,4%) 11 (78,6%)

FRS: Escore de riesgo de Framingham (del inglés Framingham risk score); FRS 10 D: ecuacion de riesgo coronario a
10 anos; FRS 10 CV: ecuacion de riesgo cardiovascular general a 10 afnos; ECC 10: ecuacion de riesgo de cohortes
combinadas para enfermedad cardiovascular ateroesclerética a 10 afos.
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TABLA 5. Estratificacion de las ecuaciones de riesgo cardiovascular a 30 afos o mas

versus ateroesclerosis subclinica.

Ausencia de Presencia de
Ecuaciones de riesgo y sus subgrupos ateroesclerosis ateroesclerosis
subclinica subclinica
Bajo riesgo n (%) 107 (85,6%) 18 (14,4%)
FRS30LD Riesgo intermedio n (%) 37 (40,2%) 5 (59,8%)
Alto riesgo n (%) 1 (10%) 9 (90%)
Bajo riesgo n (%) 97 (86,6%) 5 (13,4%)
FRS 30 IMC D | Riesgo intermedio n (%) 46 (46%) 54 (54%)
Alto riesgo n (%) 2 (13,3%) 3 (86,7%)
Bajo riesgo n (%) 66 (98,5%) 1 (1,5%)
FRS30L G Riesgo intermedio n (%) 71 (54,6%) 59 (45,4%)
Alto riesgo n (%) 8 (26,7%) 22 (73,3%)
Bajo riesgo n (%) 50 (100%) 0 (0%)
FRS 30 IMC G | Riesgo intermedio n (%) 2 (58,6%) 58 (41,4%)
Alto riesgo n (%) 3 (35,1%) 24 (64,9%)
Bajo riesgo n (%) 4 (87,2%) 5(12,8%)
ECCLV Riesgo intermedio n (%) 2 (62,6%) 37 (37,4%)
Alto riesgo n (%) 49 (55%) 40 (45%)

FRS: Escore de riesgo de Framingham (del inglés Framingham risk score); FRS 30 L D: ecuacién de riesgo para
eventos cardiovasculares duros a 30 afos segun lipidos; FRS 30 IMC D: ecuacién de riesgo para eventos
cardiovasculares duros a 30 afios segun indice de masa corporal; FRS 30 L G: ecuacion de riesgo para eventos
cardiovasculares generales a 30 afos segun lipidos; FRS 30 IMC G: ecuacion de riesgo para eventos cardiovasculares
generales a 30 afos seguln indice de masa corporal; ECC LV: ecuaciéon de riesgo de cohortes combinadas para
enfermedad cardiovascular ateroesclerética a lo largo de la vida.

Al realizar andlisis de curva ROC, las ecuaciones de riesgo cardiovascular con
mejor area bajo la curva, lo cual podria ser considerado como un indicador de
exactitud diagnéstica para ateroesclerosis subclinica, fueron FRS 30 L G (0,83)
y FRS 30 L D (0,83),
menores valores, tales son los casos ECC 10 (0,73) y ECC LV (0,65) (Tabla 6).

mientras que las ecuaciones a 10 afios mostraron

TABLA 6. Ecuaciones de riesgo cardiovascular versus curvas ROC.

Ecuaciones Area bajo la curva Error standard Youden indice
FRS30L G 0,832 0,030 (0,772- 0,891) 18
FRS30LD 0,832 0,031 (0,772-0,892) 8

FRS 30 IMC G 0,817 0,031 (0,756- 0,877) 18

FRS 30 IMC D 0,817 0,031 (0,757- 0,877) 10

FRS 10D 0,792 0,032 (0,729-0,856) 0,9

FRS 10 CV 0,775 0,038 (0,7-0,849) 3,3

ECC 10 0,736 0,043 (0,651- 0,82) 1,5
ECCLV 0,655 0,039 (0,577- 0,732) 36

FRS: Escore de riesgo de Framingham (del inglés Framingham risk score); FRS 30 L G: ecuacién de riesgo para
eventos cardiovasculares generales a 30 afos segun lipidos; FRS 30 L D: ecuacion de riesgo para eventos
cardiovasculares duros a 30 afios segun lipidos; FRS 30 IMC G: ecuacion de riesgo para eventos cardiovasculares
generales a 30 afios segun indice de masa corporal; FRS 30 IMC D: ecuacion de riesgo para eventos cardiovasculares
duros a 30 afos segun indice de masa corporal; FRS 10 D: ecuacién de riesgo coronario a 10 anos; FRS 10 CV:
ecuacion de riesgo cardiovascular general a 10 anos; ECC 10: ecuacién de riesgo de cohortes combinadas para
enfermedad cardiovascular ateroesclerética a 10 afios; ECC LV: ecuacion de riesgo de cohortes combinadas para
enfermedad cardiovascular ateroesclerética a lo largo de la vida; ROC: del inglés receiver operating characteristic.
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3.2 Generacion de los grupos de estudios (GE).

Al clasificar los individuos por grupos de estudio (GE), segun lo definido en la
seccién Materiales y Métodos, en donde se tuvo en cuenta la presencia de
factores de riesgo y de ateroesclerosis subclinica, 21/227 individuos calificaron
para el GE de bajo riesgo, 82/227 para el grupo patoldégico y los restantes
124/227 para el grupo intermedio. En comparacion con el grupo de bajo riesgo,
el grupo patolégico presentd valores mayores significativos en edad, PAS,
PAD, IMC, cintura abdominal, colesterol total, colesterol LDL, triglicéridos,
glucemia, HbA1C, insulina, ApoB y PCR, mientras que fueron menores en
colesterol HDL y ApoA. No se detectaron diferencias significativas en el nivel
de leucocitos, ni en las cifras absolutas y relativas de monocitos totales en
sangre periférica. A excepcion de la edad y de los niveles de ApoA, el mismo
comportamiento tuvo el grupo intermedio al confrontarlo con el grupo de bajo
riesgo (Tabla 7 y Tabla 8).

TABLA 7. Caracteristicas clinicas de los grupos de estudios generados por la presencia
de factores de riesgo y de ateroesclerosis subclinica.

GE bajo GE GE p valor p valor p valor p valor
riesgo intermedio patoloégico BR/P BR/In In/P (K-W)
(n=21) (n=124) (n=82) (M-W) (M-W) (M-W)
Edad 40 38 50,5
(afos) (27 — 44) (29,2 - 46,7) (44 —55,2) | <0,0001 | 0.3569 < 0,0001 | <0,0001
PAS 110 120 120
(mm Hg) (105-115) (110 - 124,3) (110-130) | 0,0006 0,0027 0,3774 0,0033
PAD 78 80 82
(mm Hg) (70 — 80) (80 — 86) (80 —90) < 0,0001 | 0,0002 0,0956 < 0,0001
56,8 76,1 78,4
Peso (kg) (53,5 - 65,5) (67 —85,1) (67,9-88,3) | <0,0001 | <0,0001 | 0,6014 < 0,0001
22,5 25,6 26,7
IMC (Kg/m?) (19,7-23,4) | (23,6 —28,1) (24,2 -29,6) | <0,0001 | <0,0001 | 0,0808 < 0,0001
Cintura 77 90 94,5
abdominal (cm) (73,5 -83) (85—-199) (89-100) | <0,0001 | <0,0001 | 0,0179 < 0,0001

PAS: presion arterial sistolica; PAD: presion arterial diastélica; IMC: indice de masa corporal; GE: grupo de estudio BR:
bajo riesgo; P: patoldgico; In: intermedio; M-W: test de Mann Whitney; K-W: test de Kruskall Wallis. Los valores son
expresados en medianas (percentiles 25-75). Valores de p<0,05 son considerados significativos desde un punto de vista
estadistico.

Al analizar la presencia de factores de riesgo entre los diferentes GE generados
se observd, y como era de esperar, diferencias significativas entre el grupo de
bajo riesgo y los otros dos grupos en casos de HTA, dislipidemia, tabaquismo
actual, sindrome metabdlico,

prediabetes, coronariopatia familiar precoz,

sobrepeso y obesidad. Al comparar con el grupo intermedio, el grupo patoldgico
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tuvo una prevalencia mayor de sindrome metabdlico (p = 0,0013) y de HTA (p =
0,0266) (Figura 8).

TABLA 8. Parametros hematolégicos y bioquimicos de los grupos de estudios
generados por la presencia de factores de riesgo y de ateroesclerosis subclinica.

GE bajo GE GE p valor p valor p valor p valor (K-
riesgo intermedio patoloégico BR/P BR/In P/In W)
(M-W) (M-W) (M-W)
Colesterol total 162 189 197
(mg/dl) (142 -184) | (167 —210) (180 — 232) < 0,0001 0,0002 0,0143 < 0,0001
Colesterol HDL 64 52 49
(mg/dl) (56 =74) (40 — 64) (37 -58) < 0,0001 0,0007 0,0887 0,0001
Colesterol LDL 86 117 127
(mg/dl) (76 —102) (96 — 136) (110 — 154) < 0,0001 < 0,0001 0,0019 < 0,0001
Triglicéridos 54 92 111
(mg/dl) (50— 72) (65—-132) (78 —=172) < 0,0001 < 0,0001 0,0205 < 0,0001
ApoA 140 129 125
(mgy/dl) (131 -154) (112 -148) (110 — 140) 0,0046 0,0661 0,1167 0,0187
ApoB 49 68 80
(mg/dl) (40 — 64) (54 - 83) (67 —103) < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
Lp (a) 30 32 32
(mg/dl) (17 - 65) (12 -83) (15-91) 0,7511 0,8540 0.9587 0,9661
Glucemia 92 98 100
(mg/dl) (86 —96) (92 -102) (95 -107) < 0,0001 < 0,0001 0,0076 < 0,0001
Insulina 4.6 6,3 7,0
(uin (3,3-6,4) (4,5-9,7) (4,9-11,0) 0,0007 0,0036 0,2636 0,0033
HbA1C 5.1 5,4 5,5
(%) (5,0 - 5,5) (5,2-5,6) (5,3-5,8) 0,0002 0,0077 0,0342 0,0008
PCR 0,09 0,12 0,16
(mg/dl) (0,056-0,1) | (0,06-0,20) | (0,10-0,27) 0,0002 0,0346 0,0114 0,0007
Creatinina 0,87 1,0 1,0
(mg/dl) (0,77 -0,9) | (0,85-1,20) (0,81 -1,10) 0,0052 0,0005 0,3741 0,0030
Leucocitos 6,0 6,5 6,4
(10 2/ (52-67) | (55-75) (55-7.8) 0,0590 0,1197 0,5831 0.1776
Monocitos 480 556 528
(10 3/ul) (365-729) | (442 -679) (425 — 661) 0,4529 0,3399 0,6341 0,5896
Monocitos (%) 8,0 9,0 8,0
(7,0-11,0) | (7,0—10,0) (7,0-9,0) 0,8964 0,3617 0,0438 0,1228

HDL: lipoproteina de alta densidad; LDL: lipoproteina de baja densidad; ApoA: apolipoproteina A; ApoB:
apolipoproteina B; Lp(a): lipoproteina (a); HbA1C: hemoglobina glicada; PCR: proteina C reactiva; GE: grupo de
estudio, BR: bajo riesgo; P: patoldgico; In: intermedio; M-W: test de Mann Whitney; K-W: test de Kruskall Wallis. Los
valores son expresados en medianas (percentiles 25-75). Valores de p < 0,05 son considerados significativos desde un
punto de vista estadistico.
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FIGURA 8. Prevalencia de factores de riesgo cardiovascular en los grupos de estudio

generados por la presencia de factores de riesgo y de ateroesclerosis subclinica.

Metab: sindrome metabdlico; Pre DBT: prediabetes; HTA: hipertension arterial; DLP: dislipidemia; Coro: coronariopatia
familiar precoz; Obes: obesidad; Sobrep: sobrepeso; Tabaq: tabaquista corriente. Los valores son expresados en
porcentajes.

Al comparar las estimaciones de las ecuaciones de riesgo en los diferentes GE,
se observd que en el GE de bajo riesgo los escores fueron significativamente
menores en comparacion a las de los otros dos GE. De igual manera sucedi6 al
contrastar las estimaciones de los escores entre el GE intermedio con su

contraparte patolégico (Tabla 9).

Al confrontar los individuos clasificados en los diferentes GE con las
estimaciones obtenidas con cada ecuacibn de riesgo cardiovascular
observamos que las ecuaciones a 10 afos no permitieron discriminar los
diferentes GE puesto que las ecuaciones para bajo riesgo estratificaron el
100% de los individuos en el GE de bajo riesgo, >85% en el GE intermedio y
>67% en el GE patolégico. Del mismo modo las ecuaciones para alto riesgo
mostraron un bajo poder de estratificacion puesto que un muy bajo porcentaje
de individuos (no mayor al 16%) fueron incluidos en los GE intermedio y
patoldgico (Figura 9).
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TABLA 9. Estimaciones de las diferentes ecuaciones de riesgo cardiovascular en
relaciéon con los grupos de estudio generados por la presencia de factores de riesgo y de
ateroesclerosis subclinica.

GE de bajo GE intermedio GE patolo- p valor p valor p valor p valor
riesgo gico BR/P BR/In In/P (K- W)
(M-W) (M-W) (M-W)
FRS 10 0,9 1,0 3,0 < 0,0001 0,0003 < 0,0001 | <0,0001
D (0,9-0,9) (0,9 -2,0) (1,0 - 6,0)
(n21) (n124) (n 82)
FRS 10 1,5 3,3 6,7 <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
cv (0,8 -1,9) (2,1-6,2) (4,4 -11,0)
(n14) (n 93) (n81)
FRS 30 3,0 8,0 19,0 <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
LD (1,5-5,0) (4,3 -15,0) (12,0 - 26,0)
(n21) (n124) (n 82)
FRS 30 4.0 9,0 18,0 <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
IMC D (2,0 -6,5) (5,0 - 15,0) (13,0 - 28,0)
(n21) (n 124) (n 82)
FRS 30 6,0 14,0 33,0 <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
LG (3,5-10,0) (9,0 - 25,0) (22,0 -42,0)
(n21) (n 124) (n 82)
FRS 30 9,0 17,0 31,0 <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
IMC G (4,0 - 13,0) (10,0 - 26,0) (23,0- 45,0)
(n21) (n 124) (n 82)
ECC 10 0,2 1,5 3,0 < 0,0001 | <0,0001 0,0003 < 0,0001
(0,2- 0,5) (0,8-4,2) (1,7-5,8)
(n 11) (n 56) (n70)
ECCLV 8,0 39,0 39,0 < 0,0001 | <0,0001 0,0072 < 0,0001
(8,0 - 27,0) (29,0 - 50,0) (39,0 - 50,0)
(n21) (n 124) (n 82)
ARIC 0,6 2,6 47 < 0,0001 0,0054 0,0019 0,0002
(0,5-10,7) (1,4 - 4,5) (2,5-7,1)
(n3) (n 37) (n 59)

FRS: Escore de riesgo de Framingham (del inglés Framingham risk score); FRS 10 D: ecuacién de riesgo coronario a
10 afios; FRS 10 CV: ecuacion de riesgo cardiovascular general a 10 afos; FRS 30 L D: ecuacion de riesgo para
eventos cardiovasculares duros a 30 afos segun lipidos; FRS 30 IMC D: ecuacién de riesgo para eventos
cardiovasculares duros a 30 afios segun indice de masa corporal; FRS 30 L G: ecuacion de riesgo para eventos
cardiovasculares generales a 30 afos segun lipidos; FRS 30 IMC G: ecuacién de riesgo para eventos cardiovasculares
generales a 30 afos segun indice de masa corporal; ECC 10: ecuacién de riesgo de cohortes combinadas para
enfermedad cardiovascular ateroesclerética a 10 afos; ECC LV: ecuacion de riesgo de cohortes combinadas para
enfermedad cardiovascular ateroesclerética a lo largo de la vida; ARIC: ecuacién de riesgo coronario a 10 afos del
estudio ARIC (del inglés Atherosclerosis Risk in Study); GE: grupo de estudio; BR: bajo riesgo; P: patolégico; In:
intermedio; K-W: test de Kruskall Wallis; M-W: test de Mann Whitney. Los valores son expresados en medianas
(percentiles 25-75). Valores de p < 0,05 son considerados significativos desde un punto de vista estadistico.

Al cotejar los GE con las ecuaciones a 30 afnos para eventos duros, mas del
95% de los individuos incluidos en el GE de bajo riesgo clasific6 como de bajo
riesgo con las estimaciones ecuacionales. Mientras tanto, hasta dos tercios
(entre el 68% al 81%) de los individuos clasificados en el GE patoldgico fueron
estratificados como de riesgo cardiovascular intermedio (aprox. 67%) y alto
riesgo (aprox. 15%) con las estimaciones ecuacionales (Figura 10).
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FIGURA 9. Estratificacion de las ecuaciones de riesgo cardiovascular a 10 anos en los
grupos de estudios generados por la presencia de factores de riesgo y de

ateroesclerosis subclinica.

FRS: Escore de riesgo de Framingham (del inglés Framingham risk score); FRS 10 D: ecuacién de riesgo coronario a
10 afos; FRS 10 CV: ecuacion de riesgo cardiovascular general a 10 afos; ECC 10: ecuacién de riesgo de cohortes
combinadas para enfermedad cardiovascular ateroesclerética a 10 afios; GE Bajo: grupo de estudio de bajo riesgo; GE
Int: grupo de estudio intermedio; GE Pato: grupo de estudio patolégico. BRE: Bajo riesgo ecuacional; RIE: riesgo
intermedio ecuacional; ARE: alto riesgo ecuacional. Los valores son expresados en porcentajes.
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FIGURA 10. Estratificacion de tres ecuaciones de riesgo cardiovascular a 30 afios en los
grupos de estudios generados por la presencia de factores de riesgo y de

ateroesclerosis subclinica.

FRS: Escore de riesgo de Framingham (del inglés Framingham risk score); FRS 30 L D: ecuacién de riesgo para
eventos cardiovasculares duros a 30 anos segun lipidos; FRS 30 IMC D: ecuacién de riesgo para eventos
cardiovasculares duros a 30 afos segun indice de masa corporal; ARIC: ecuacién de riesgo coronario a 10 afnos del
estudio ARIC (del inglés Atherosclerosis Risk in Study); GE Bajo: grupo de estudio de bajo riesgo; GE Int: grupo de
estudio intermedio; GE Pato: grupo de estudio patolégico. BRE: Bajo riesgo ecuacional; RIE: riesgo intermedio
ecuacional; ARE: alto riesgo ecuacional. Los valores son expresados en porcentajes.

En relacion a las ecuaciones a 30 afnos 0 mas para eventos cardiovasculares,
los individuos del GE de bajo riesgo se distribuyeron entre los grupos de bajo
riesgo ecuacional (85,7% en el FRS 30 CV L, 66,7% en el FRS30 CVIMC L y
52,4% en el ECC LV) y de riesgo intermedio ecuacional (14,3%, 33,3% y 47,6%
respectivamente). Por el contrario, para el GE patolégico sobresalieron el grupo
de riesgo intermedio ecuacional (72% en FRS 30 CV Ly 70,7% en FRS 30 CV
IMC) y el grupo de alto riesgo ecuacional (ECC LV 48,8%) (Figura 11).
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FIGURA 11. Estratificacion de las ecuaciones de riesgo cardiovascular a 30 afios o0 mas
en los grupos de estudio generados por la presencia de factores de riesgo y de

ateroesclerosis subclinica.

FRS: Escore de riesgo de Framingham (del inglés Framingham risk score); FRS 30 L G: ecuacién de riesgo para
eventos cardiovasculares generales a 30 afios segun lipidos; FRS 30 IMC G: ecuacién de riesgo para eventos
cardiovasculares generales a 30 afos segun indice de masa corporal; ECC LV: ecuacion de riesgo de cohortes
combinadas para enfermedad cardiovascular ateroesclerética a lo largo de la vida; GE Bajo: grupo de estudio de bajo
riesgo; GE Int: grupo de estudio intermedio; GE Pato: grupo de estudio patolégico. BRE: Bajo riesgo ecuacional; RIE:
riesgo intermedio ecuacional; ARE: alto riesgo ecuacional. Los valores son expresados en porcentajes.
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3.3 Analisis de la distribucion de subpoblaciones monocitarias.

La evaluacién de la distribucion relativa de las subpoblaciones monocitarias en
muestras de sangre periférica en el total de los individuos enrolados mostré un
claro predominio de monocitos clasicos (mediana 86%) sobre monocitos no

clasicos (mediana 7%) y monocitos intermedios (mediana 6%) (Figura 12).
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FIGURA 12. Distribucion relativa de las subpoblaciones monocitarias de sangre

periférica en la totalidad de los individuos enrolados.
Valores de p < 0,05 son considerados significativos desde un punto de vista estadistico calculado por el test de Mann
Whitney.

Por el contrario, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas al
analizar la distribucion relativa de las subpoblaciones monocitarias segun sexos
(Tabla 10).

TABLA 10. Distribucion relativa de las subpoblaciones monocitarias segun sexos.

Subpoblacion Masculino Femenino p valor
Monocitaria n 137 n 90 (M-W)
Monocitos 8,0 7,0

no clasicos (%) (6,0 — 10,0) (50-92) 0,1495
Monocitos 7.0 6,0

intermedios (%) (5,0 — 8,0) 4,0-72) 0,0769
Mgn_ocitos 85,0 86,2 0.1439
clasicos (%) (82,0 — 88,0) (82,0 — 90,0) ’

M-W: test de Mann Withney. Los valores son expresados en medianas (percentiles 25-75). Valores de p < 0,05 son
considerados significativos desde un punto de vista estadistico.

Sin embargo, al examinar el recuento absoluto de los monocitos en cada

subpoblacién se encontraron diferencias significativas entre los sexos con
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mayores valores para los hombres en monocitos no clasicos (p = 0,0020),

intermedios (p = 0,0005) y clasicos (p = 0,0096) (Tabla 11).

TABLA 11. Distribucién absoluta de las subpoblaciones monocitarias segun sexos.

Subpoblacion General Masculino Femenino p valor:
Monocitaria n 227 n137 n 90 (M-W)
Monocitos 39,0 42,0 33,5 0,0020
no clasicos (u/L) (27,0 - 51,0) (28,5 - 58,0) (25,5 - 46,0) '
Monocitos 34,0 38,0 26,5 0,0005
intermedios (u/L) (23,0 - 46,0) (26,0 — 47,0) (20,75 - 40,0) ’
Monocitos 460,0 480,0 413,0 0,0096
clasicos (L) (358,0 — 580,0) (395,5 — 598,5) (316,8 — 543,0) ’

M-W: test de Mann Whitney. Los valores son expresados en medianas (percentiles 25-75). Valores de p < 0,05 son
considerados significativos desde un punto de vista estadistico.

Por otra parte, al analizar el recuento relativo de las subpoblaciones
monocitarias en los grupos ecuacionales generados por el FRS 30 L G, se
observé un menor porcentaje de monocitos no clasicos en el grupo de bajo
riesgo en comparacién con los grupos de riesgo intermedio (p = 0,0049) y alto
riesgo (p = 0,0075) concomitante con un mayor porcentaje de monocitos
clasicos en el grupo de bajo riesgo en relacion con los grupos de riesgo
intermedio (p = 0,0012) y alto riesgo (p = 0,0145) (Tabla 12).

TABLA 12. Distribucion relativa de
estratificacion del FRS 30 L G.

las subpoblaciones monocitarias segun la

Grupo de Grupo de Grupo de pvalor | pvalor | pvalor | pvalor
Subpoblacion bajo riesgo riesgo alto riesgo B/A B/ I/A (K-W)
monocitaria (n 67) intermedio (n 30) (M-W) (M-W) (M-W)

(n 130)

Monocitos 7,0 8,0 9,0
no clasicos (%) (5.0-8,0) (6,0—10,0) (6,0-102) 0,0075 0,0049 0,4552 0,0060
Monocitos 6,0 7,0 7,0
intermedios (%) (4.0 -8.,0) (5.0-8.0) (5,0- 8,0) 0,1660 0,0262 0,8634 0,0769
Monocitos 88,0 85,0 85,0
clasicos (%) (84,0 - 90,0) (82,0 - 88,0) (81,7-8,0) 0,0145 0,0012 0,7264 0,0030
Monocitos 9,0 8,0 8,0
totales (%) (7.0-11.0) (7.0-10,0) (7.0-9.0) 0,1030 0,3492 0,2628 0,2461

FRS: Escore de riesgo de Framingham (del inglés Framingham risk score); FRS 30 L G: ecuacién de riesgo para
eventos cardiovasculares generales a 30 afos segun lipidos; B: bajo riesgo; I: riesgo intermedio; A: alto riesgo; K-W:
test de Kruskall Wallis; M-W: test de Mann Whitney. Los valores son expresados en medianas (percentiles 25-75).
Valores de p < 0,05 son considerados significativos desde un punto de vista estadistico.

Al comparar el recuento absoluto de las subpoblaciones monocitarias entre
diferentes grupos de riesgo generados a partir de las estimaciones obtenidas
por FRS 30 L G, se observé una disminuciéon en la mediana de monocitos no
clasicos en el grupo de individuos con bajo riesgo respecto a los grupos de
riesgo intermedio (p = 0,0050) y de alto riesgo (p = 0,0208). Por el contrario, no

se encontraron diferencias significativas en el recuento absoluto de los
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monocitos intermedios y clasicos en relaciéon con los tres grupos ecuacionales
de riesgo (Tabla 13).

TABLA 13. Distribucion absoluta de las subpoblaciones monocitarias segun la

estratificacion del FRS 30 L G.

Subpoblacion Grupo de bajo Grupo de Grupo de alto p p p p

monocitaria riesgo riesgo riesgo valor: valor: valor: valor:
n 67 intermedio n 30 B/A B/ I/A (K-W)

n 130 MW) | (M-W) | (M-W)

Monocitos no 33,0 425 43,0 0,0208 | 0,0050 | 0,5089 | 0,0093

clasicos (wL) (24,0 - 43,0) (27,7 - 53,2) (28,5 - 66,5)

Monocitos in- 29.0 35,0 37,0 0,0779 | 0,0644 | 0,5444 | 0,1017

termedios (WL) (21,0 - 40,0) (23,0 - 47,0) (28,5 - 50,7)

Monocitos 468,0 455.5 461,0 0,9366 | 0,6926 | 0,8576 | 0,9218

clasicos (wL) (359,0 -577,0) | (354,8-582,0) | (344,3-627,8)

Monocitos 567,0 536,0 526,5 0,7665 | 0,9554 | 0,7682 | 0,9493

totales (wL) (416,0 -670,0) | (429,0-672,8) | (420,3-762,5)

FRS: Escore de riesgo de Framingham (del inglés Framingham risk score); FRS 30 L G: ecuacién de riesgo para
eventos cardiovasculares generales a 30 afos segun lipidos; B: bajo riesgo; I: riesgo intermedio; A: alto riesgo; K-W:
test de Kruskall Wallis; M-W: test de Mann Whitney. Los valores son expresados en medianas (percentiles 25-75).
Valores de p < 0,05 son considerados significativos desde un punto de vista estadistico.

Cuando se comparé la distribucion de las subpoblaciones monocitarias en
relacion a los GE, no se observaron diferencias significativas en la cantidad
relativa de los monocitos clasicos, no clasicos e intermedios entre los tres GE
(bajo riesgo/ intermedio/ patoldgico) (Tabla 14).

TABLA 14. Distribucion relativa de las subpoblaciones monocitarias en los grupos de
estudio generados por la presencia de factores de riesgo y de ateroesclerosis subclinica.

Subpoblacion GE GE GE p valor: p valor: p valor: p valor:

monocitaria bajo riesgo intermedio patologico BR/P BR/In P/In (K-W)
n21 n124 n 82 (M-W) (M-W) (M-W)

Monocitos 7,0 7,0 8,0 0,1519 0,9318 0,0715 0,1438

no clasicos (%) (6,5-8,0) (5,0 -9,8) (6,0—10,0)

Monocitos in- 6,0 6,0 7,0 0,7415 0,3101 0,1408 0,2619

termedios (%) (4,5-10,0) (5,0 - 8,0) (5,0 - 8,0)

Monocitos 87 86 85 0,4813 0,6001 0,0405 0,1216

clasicos (%) (83 -89) (83 —90) (82 - 89)

GE: grupo de estudio; BR: GE bajo riesgo; In: GE intermedio; P: GE patoldgico; K-W: test de Kruskall Wallis; M-W: test
de Mann Whitney. Los valores son expresados en medianas (percentiles 25-75). Valores de p < 0,05 son considerados
significativos desde un punto de vista estadistico.

Del mismo modo, los valores absolutos de las subpoblaciones de monocitos no
mostraron diferencias significativas entre los GE de bajo riesgo, intermedio y
patologico (Tabla 15).
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TABLA 15. Distribucion absoluta de las subpoblaciones monocitarias segun los grupos
de estudio generados por la presencia de factores de riesgo y de ateroesclerosis
subclinica.

Subpobla- GE GE GE p valor: p valor: p valor: p valor:
cion bajo riesgo intermedio patologico BR/P BR/In P/In (K-W)
monocitaria n 21 ni24 n 82 (M-W) (M-W) (M-W)

Monocitos 33,0 37,5 425 0,1249 0,5126 0,1486 0,1962
no clasicos (26,0 - 47,0) (26,25 -49,75) (28,0 - 54,0)

(WL)

Monocitos 36,0 32,5 36,0 0,7932 0,9034 0,3703 0,6806
intermedios (20,5 - 49,0) (23,0 -44,75) (23,0 - 47,0)

(WL)

Monocitos 410,0 479,0 4515 0,4383 0,2773 0,4092 0,4374
clasicos (815,5-603,5) | (364,8-590,5) | (354,8 -573,5)

(WL)

GE: grupo de estudio; BR: GE bajo riesgo; In: GE intermedio; P: GE patoldgico; K-W: test de Kruskall Wallis; M-W: test
de Mann Whitney. Los valores son expresados en medianas (percentiles 25-75). Valores de p < 0,05 son considerados
significativos desde un punto de vista estadistico.

Aunque la diferencia de los valores absolutos de las subpoblaciones de
monocitos entre mujeres y varones en la totalidad de los individuos resulté
significativa, no se observd similar comportamiento cuando estas
comparaciones fueron efectuadas entre los GE agrupados por sexo. Los
valores de significancia estadistica calculada por el test no paramétrico de
Kruskall-Wallis fueron: entre los varones, monocitos no clasicos (p=0,1293),
monocitos intermedios (p= 0,4565) y monocitos clasicos (p= 0,9509), y entre
las mujeres: monocitos no clasicos (p= 0,7493), monocitos intermedios (p=
0,7409) y monocitos clasicos (p= 0,1349).

En conclusion, se puede afirmar que las mediciones relativa y absoluta de las
subpoblaciones de monocitos de sangre periférica no mostraron diferencias
sustanciales entre los diferentes GE. Solamente en el grupo de bajo riesgo
ecuacional generado por FRS 30 L G, los monocitos no clasicos tuvieron
menores valores absolutos y relativos en comparacién con las otras dos

subpoblaciones monocitarias.

3.4 Evaluacion de marcadores monociticos en los Grupos de Estudios.

A través de la tecnologia de Citometria de Flujo se procedié a identificar y
medir diferentes marcadores moleculares que se expresan en la superficie
celular de monocitos de sangre periférica, asi como su expresion diferencial en
las distintas subpoblaciones, en los individuos constituyentes de los diferentes
GE. Entre ellos se midié la expresion de LRP1 en conjunto con otros
marcadores, tales como CD11b, CD11c y CD36.
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3.4.1 Nivel de expresion de CD11b. Al medir la expresion de CD11b en
subpoblaciones de monocitos en la totalidad de los individuos enrolados se
observé una mayor cantidad de este marcador en monocitos clasicos en
comparacién a lo expresado en monocitos intermedios y no clasicos (Figura
13).
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FIGURA 13. Expresion diferencial de CD11b segun subpoblaciones monocitarias.

IMF: intensidad media de fluorescencia (expresado en unidades relativas); Clas: monocitos clasicos; Int: monocitos
intermedios; No Clas: monocitos no clésicos. Valores de p < 0,05 son considerados significativos desde un punto de
vista estadistico calculado por el test de Mann Whitney.

Al contrastar su expresidon segun sexos, las mujeres presentaron una tendencia
a valores mayores de CD11b respecto a los varones en las distintas
subpoblaciones de monocitos, aunque esta diferencia fue significativa sélo en
los monocitos no clasicos (p = 0,0475) (Tabla 16).

TABLA 16. Expresion diferencial de CD11b en las subpoblaciones monocitarias en los
individuos enrolados al GE segun sexos.

Biomarcador expresa- General Masculino Femenino p valor :
do en monocitos n 226 n 136 n 90

CD11b/ 7,0 6,6 7,2 0,0475
Monocitos no clasicos (5,6 — 8,8) (5,4 —8,6) (5,8-19,1)

CD11b/ 20,0 19,2 22,4 0,3080
Monocitos intermedios (12,7 — 28,5) (12,7 -27,1) (12,5 -31,5)

CD11b/ 30,2 29,2 32,7 0,5131
Monocitos clasicos (21,3-42,0) (21,5-41,4) (21,0 - 43,0)

CD11b/ 24,7 23,8 25,9 0,3469
Monocitos totales (17,0-32,9) (16,4 —32,2) (17,6 — 35,4)

El nivel de expresién se define en términos de Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) medido por Citometria de Flujo
del modo que se detalla en la seccién Materiales y Métodos. Los valores son expresados en medianas (percentiles 25-
75). El valor de p <0,05 se considera significativo calculado a través del test de Mann-Whitney.

Cuando la comparacién de la expresiéon de CD11b en monocitos se efectué en

individuos agrupados por las estimaciones obtenidas a través del célculo del
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FRS 30 L G, no se observaron diferencias significativas para ninguna

subpoblacién monocitaria en relaciébn con cada grupo de riesgo ecuacional

(Tabla 17).

TABLA 17. Expresion diferencial de CD11b en las subpoblaciones monocitarias segun la
estratificacion de riesgo estimado por FRS 30 L G.

Biomarcador Grupo de Grupo de Grupo de alto | pvalor: | pvalor: | pvalor: | p valor:
expresado en bajo riesgo riesgo riesgo B/A B/ Al (K-W)
monocitos n 67 intermedio n 30 (M-W) (M-W) (M-W)

n 129
CD11b / 7.1 6,9 6,9 0,4023 0,3554 0,7137 0,5643
monocitos (5,8 -9,0) (5,6 -8,8) (4,9-8.,8)
no clasicos
CD11b / 20,8 19,6 17,8 0,9923 0,7978 0,9677 0,9729
monocitos (12,4 — 28,1) (12,8 — 28,0) (12,6 —32,2)
Intermedios
CD11b / 31,6 30,1 29,9 0,9799 0,5083 0,6338 0,7615
monocitos (21,8 -43,7) (20,3 —40,1) (23,7 —44,0)
clasicos
CD11b / 25,7 24 4 225 0,6234 0,2828 0,8946 0,5709
monocitos (17,9-35,7) (15,5-31,7) (17,8 — 34,0)
totales

FRS: Escore de riesgo de Framingham (del inglés Framingham risk score); FRS 30 L G: ecuacién de riesgo para
eventos cardiovasculares generales a 30 anos segun lipidos; B: bajo riesgo; I: riesgo intermedio; A: alto riesgo; M-W:
test de Mann-Whitney; K-W: test de Kruskall Wallis. El nivel de expresion se define en términos de Intensidad Media de
Fluorescencia (IMF) medido por Citometria de Flujo del modo que se detalla en la seccion Materiales y Métodos. Los
valores son expresados en medianas (percentiles 25-75). El valor de p <0,05 se considera significativo.

Finalmente, al comparar la expresion de CD11b en las distintas subpoblaciones
monocitarias segun los GE generados por la presencia de factores de riesgo y
de ateroesclerosis subclinica, se observd una significativa disminucién en la
expresion de este marcador en los monocitos intermedios de los individuos
agrupados en el GE intermedio en comparacién a los GE de bajo riesgo (p =
0,0330) y patologico (p = 0,0113). Cuando se comparé la expresion de CD11b
en monocitos clasicos y no clasicos entre los distintos grupos de GE las
diferencias no fueron significativas (Tabla 18).
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TABLA 18. Expresion diferencial de CD11b en subpoblaciones monocitarias en los
grupos de estudio generados por la presencia de factores de riesgo y de ateroesclerosis

subclinica.

Biomarcador GE bajo GE GE p valor: | pvalor: | pvalor: | pvalor:

expresado en riesgo intermedio patoloégico BR/P BR/In P/In (K-W)
monocitos n21 n 123 n 82 (M-W) (M-W) (M-W)

CD11b/ 8,0 6,6 7.5 0,9465 0,3684 0,1739 0,3314

Monocitos no (5,6 —8,5) (5,6 —8,8) (5,6 -9,1)

clasicos

CD11b/ 24 18 23 0,5192 0,0330 0,0113 0,0119

Monocitos (14 —36) (11 -26) (14-32)

intermedios

CD11b/ 38 29 30 0,2599 0,1049 0,3098 0,2010

Monocitos (22 - 51) (20 — 40) (23 -43)

clasicos

CD11b/ 30 24 25 0,1814 0,0499 0,3861 0,1380

Monocitos (19 -41) (16 —32) (18 —34)

totales

GE: grupo de estudio; BR: GE bajo riesgo; In: GE intermedio; P: GE patolégico; M-W: test de Mann-Whitney; K-W: test
de Kruskall Wallis.El nivel de expresion se define en términos de Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) medido por
Citometria de Flujo del modo que se detalla en la seccién Materiales y Métodos. Los valores son expresados en
medianas (percentiles 25-75). El valor de p <0,05 se considera significativo.

3.4.2 Nivel de expresion de CD11c. Al comparar la expresion de CD11c en la
totalidad de los individuos enrolados se pudo observar que este marcador se
expresa en mayor medida en monocitos intermedios respecto a lo medido en
monocitos no clasicos y clasicos (Figura 14), sin manifestar diferencias

significativas entre sexos (Tabla 19).
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FIGURA 14. Expresion diferencial de CD11c segun subpoblaciones monocitarias.

IMF intensidad media de fluorescencia (expresado en unidades relativas); Clas monocitos clasicos; Int monocitos
intermedios; No Clas monocitos no clasicos. El valor de p <0,05 se considera significativo calculado por el test de
Mann Whitney.
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TABLA 19. Expresion diferencial de CD11c en las
individuos enrolados al GE segun sexos.

subpoblaciones monocitarias en los

Biomarcador en General Masculino Femenino p valor
monocitos n 97 n 58 n 39

CD11c / monocitos 1080 1026 1122 0,8076
no clasicos (818 —1297) (792 — 1338) (878 — 1254)

CD11c / monocitos 1477 1412 1518 0,1016
intermedios (1281 — 1676) (1262 — 1656) (1353 — 1793)

CD11c / monocitos 559 545 604 0,2516
Clasicos (453 — 690) (412 —653) (468 — 703)

CD11c / monocitos 596 560 622 0,3820
totales (446 — 709) (428 —710) (483 —-711)

El nivel de expresién se define en términos de Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) medido por Citometria de Flujo
del modo que se detalla en la seccién Materiales y Métodos. Los valores son expresados en medianas (percentiles 25-
75). El valor de p <0,05 se considera significativo calculado a través del test de Mann-Whitney.

Del mismo modo que con CD11b, cuando se compar6 la expresion de CD11c
en subpoblaciones monocitarias en individuos agrupados por las estimaciones
obtenidas por la ecuacion de FRS 30 L G, se observdé una menor expresion
significativa del CD11c en el grupo de riesgo intermedio en relacidén al grupo de
bajo riesgo en los monocitos intermedios y en los monocitos totales, con

tendencias no significativas en los monocitos no clasicos y clasicos (Tabla 20).

TABLA 20. Expresion diferencial de CD11c en las subpoblaciones monocitarias segun la
estratificacion de riesgo estimado por FRS 30 L G.

Biomarcador Grupo de Grupo de Grupo de p valor: p valor: p valor: p valor:
en bajo riesgo riesgo alto riesgo B/A B/ Al (K-W)
monocitos n 24 intermedio ni2 (M-W) (M-W) (M-W)

n 61
CD11c/ 1218 1017 1058 0,1526 0,0166 0,5935 0,0507
monocitos (1044 — 1500) | (770 —1256) (777 — 1368)
no clasicos
CD11c/ 1647 1412 1529 0,4078 0,0130 0,2400 0,0355
monocitos (1412 -1968) | (1261 —1638) | (1297 — 1754)
intermedios
CD11c/ 626 525 587 0,6973 0,0367 0,1274 0,0602
monocitos (500 — 773) (399 — 643) (503 — 703)
clasicos
CD11c/ 662 537 543 0,2070 0,0173 0,3396 0,0457
monocitos (559 — 775) (419 -697) (506 — 726)
totales

FRS: Escore de riesgo de Framingham (del inglés Framingham risk score); FRS 30 L G: ecuacién de riesgo para
eventos cardiovasculares generales a 30 afios segun lipidos; B: bajo riesgo; I: riesgo intermedio; A: alto riesgo; M-W:
test de Mann-Whitney; K-W: test de Kruskall Wallis. El nivel de expresion se define en términos de Intensidad Media de
Fluorescencia (IMF) medido por Citometria de Flujo del modo que se detalla en la secciéon Materiales y Métodos. Los
valores son expresados en medianas (percentiles 25-75). El valor de p <0,05 se considera significativo.

Al analizar la expresion de CD11c en subpoblaciones monocitarias en los
individuos que constituyeron los diferentes GE no se observaron diferencias

significativas entre los grupos. Sin embargo, el analisis de CD11c entre los
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grupos cuya significancia fue cercana a una p <0,05, la comparacion binaria

arrojo niveles de expresidn de este marcador significativamente menores en

monocitos totales y no clasicos en el GE patolégico respecto al GE de bajo

riesgo (Tabla 21).

TABLA 21. Expresion diferencial de CD11c en las subpoblaciones monocitarias en los

grupos de estudio generados por la presencia de factores de riesgo y de ateroesclerosis

subclinica.

Biomarcador GE bajo GE GE p valor: p valor: p valor: p valor:
en riesgo intermedio patoloégico BR/P BR/In P/In (K-W)
monocitos n9 n 48 n 40 (M-W) (M-W) (M-W)

CD11c/ 1246 1147 1020 0,0149 0,1800 0,3112 0,0856
monocitos (1130 —1425) | (772 -1365) (849 — 1224)

no clasicos

CD11c/ 1606 1460 1468 0,3259 0,4566 0,7839 0,6276
monocitos (1307 —1937) | (1263 —1665) | (1288 — 1670)

intermedios

CD11c/ 643 562 534 0,0463 0,1202 0,5978 0,1558
monocitos (564 — 796) (411 —-701) (456 — 664)

clasicos

CD11c/ 711 598 536 0,0160 0,0868 0,4615 0,0777
monocitos (640 — 766) (419 — 706) (450 — 656)

totales

GE: grupo de estudio; BR: GE bajo riesgo; In: GE intermedio; P: GE patoldgico; M-W: test de Mann-Whitney; K-W: test
de Kruskall Wallis. El nivel de expresion se define en términos de Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) medido por
Citometria de Flujo del modo que se detalla en la seccién Materiales y Métodos. Los valores son expresados en
medianas (percentiles 25-75). El valor de p <0,05 se considera significativo.

3.4.3 Nivel de expresion de CD36. Cuando se analizé la expresion

monocitaria de CD36 en los individuos enrolados se observd una mayor

expresion en monocitos clasicos en contraste a lo hallado en monocitos

intermedios y no clasicos (Figura 15).

Valores de IMF
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FIGURA 15. Expresion diferencial de CD36 segun subpoblaciones monocitarias.

CD36 Clas

CD36 Inter

———

CD36 No Clas

IMF intensidad media de fluorescencia (expresado en unidades relativas); Clas monocitos clasicos; Int monocitos
intermedios; No Clas monocitos no clasicos. El valor de p <0,05 se considera significativo calculado por el test de

Mann Whitney.
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Al confrontar la expresion de CD36 segun sexos, se encontrd que las mujeres
presentaron niveles mayores de CD36 en los monocitos no clasicos que los
varones (p = 0,0045), mientras que las diferencias de expresion en los

monocitos intermedios y clasicos no fueron significativas (Tabla 22).

TABLA 22. Expresion diferencial de CD36 en las subpoblaciones monocitarias en los
individuos enrolados al GE segun sexos.

Biomarcador en General Masculino Femenino p valor
monocitos n 226 n 136 n 90

CD36 / monocitos 8,0 7,5 8,7 0,0045
no clasicos (6,6 —10,2) (6,5-9,7) (7,0-10,9)

CD36/ monocitos 53,7 51,5 55,5 0,4163
intermedios (38,4 —74,2) (37,7-71,6) (38,3 —80,0)

CD36/ monocitos 125 124,5 125,0 0,7427
clasicos (91,3 -168,0) (87,8 —170,8) (96,7 — 162,0)

CD36/ monocitos 91,3 90,9 92,1 0,7000
totales (65,8 —117,0) (62,4 - 118,8) (69,9 —116,0)

El nivel de expresién se define en términos de Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) medido por Citometria de Flujo
del modo que se detalla en la seccién Materiales y Métodos. Los valores son expresados en medianas (percentiles 25-
75). El valor de p <0,05 se considera significativo calculado a través del testde Mann-Whitney.

Al comparar la expresion de CD36 en monocitos de individuos agrupados por
las estimaciones ecuacionales obtenidas del FRS 30 L G, no se encontraron
diferencias significativas en cada subpoblaciébn monocitaria en relacién con

cada grupo de riesgo ecuacional (Tabla 23).

TABLA 23. Expresion diferencial de CD36 en las subpoblaciones monocitarias segun la
estratificacion de riesgo estimado por FRS 30 L G.

Biomarcador Grupo de Grupo de Grupo de p valor: p valor: p valor: p valor:
en bajo riesgo riesgo alto riesgo B/A B/ Al (K-W)
monocitos n 67 intermedio n 30 (M-W) (M-W) (M-W)

n 129
CD36 / 8,2 8,4 7.2 0,3807 0,5507 0,3656 0,5496
monocitos (6,6 —11,0) (7,0-9,9) (6,4—11,2)
no clasicos
CD36 / 55,6 49,9 61,8 0,4406 0,1518 0,0925 0,1330
monocitos (42,6 — 69,3) (35,4-69,1) | (37,1—-101,0)
intermedios
CD36 / 130,0 121,0 142,0 0,5774 0,2321 0,1567 0,2466
monocitos (101,0-172,0) | (86,8 —162,0) | (98,2 —204,8)
clasicos
CD36 / 95,3 85,0 91,7 0,8114 0,0289 0,2065 0,0712
monocitos (72,9 -126,0) | (61,2-110,5) | (68,8 —125,5)
totales

FRS: Escore de riesgo de Framingham (del inglés Framingham risk score); FRS 30 L G: ecuacién de riesgo para
eventos cardiovasculares generales a 30 afios segun lipidos; B: bajo riesgo; I: riesgo intermedio; A: alto riesgo; M-W:
test de Mann-Whitney; K-W: test de Kruskall Wallis. El nivel de expresion se define en términos de Intensidad Media de
Fluorescencia (IMF) medido por Citometria de Flujo del modo que se detalla en la seccion Materiales y Métodos. Los
valores son expresados en medianas (percentiles 25-75). El valor de p <0,05 se considera significativo.

Al cotejar la expresion del CD36 en las subpoblaciones monocitarias segun los
GE generados se detecté una tendencia de valores menores de expresién de
CD36 en los monocitos no clasicos del grupo de bajo riesgo en relaciéon con los

grupos intermedio y patolégico (Tabla 24).
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TABLA 24. Expresion diferencial de CD36 en las subpoblaciones monocitarias en los
grupos de estudio generados por la presencia de factores de riesgo y de ateroesclerosis

subclinica.

Biomarcador GE bajo riesgo | GE intermedio | GE patologico p p p p

en monocitos n 21 n 124 n 81 valor: valor: valor: valor:
BR/P BR/In P/In (K-W)
(M-W) (M-W) (M-W)

CD36 / 6,8 8,4 8,0 0,0530 | 0,0310 | 0,7726 | 0,0934

monocitos (5,9-8,8) (6,7 —-10,0) (7,0-9,9)

no clasicos

CD36 / 58 53 52 0,4333 | 0,4602 | 0,8877 | 0,7196

monocitos (41 -76) (38-72) (38 - 76)

intermedios

CD36 / 136 124 124 0,3797 | 0,4204 | 0,7434 | 0,6453

monocitos (111 -178) (92 -170) (87 —162)

clasicos

CD36 / 100 92 87 0,2581 0,4434 | 0,3401 0,4077

monocitos (76 — 124) (69 —-117) (60 —-117)

totales

GE: grupo de estudio; BR: GE bajo riesgo; In: GE intermedio; P: GE patoldgico; M-W: test de Mann-Whitney; K-W: test
de Kruskall Wallis. El nivel de expresion se define en términos de Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) medido por
Citometria de Flujo del modo que se detalla en la seccién Materiales y Métodos. Los valores son expresados en
medianas (percentiles 25-75). El valor de p <0,05 se considera significativo.

3.4.4 Conclusiones sobre los biomarcadores analizados. EI CD11b mostré
una expresion diferencial entre las subpoblaciones monocitarias, mayor en los
monocitos clasicos y menor en los monocitos no clasicos. No se detectaron
diferencias en las subpoblaciones monocitarias entre los GE de bajo riesgo y
patolégico. Sélo se manifestd una menor expresion en los monocitos

intermedios del GE intermedio en relacion con los otros dos GE.

El CD11c mostr6 una expresion diferencial entre las subpoblaciones
monocitarias, mayor en los monocitos intermedios y menor en los monocitos
clasicos. Hubo una tendencia de una menor expresion en monocitos totales y

no clasicos en el GE patolégico respecto al GE de bajo riesgo.

El CD36 mostr6 una expresion diferencial entre las subpoblaciones
monocitarias, mayor en los monocitos clasicos y menor en los monocitos no
clasicos. Ademas se detectd una tendencia de menores valores de expresion
en los monocitos no clasicos del GE de bajo riesgo en relacion con los GE

intermedio y patoldgico.

3.5 Nivel de expresion de LRP1 en subpoblaciones de monocitos

El analisis de la expresién de LRP1 en la superficie celular de subpoblaciones

de monocitos en la totalidad de los individuos enrolados mostr6 valores
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superiores en monocitos intermedios (mediana de IMF de 70,2 (60,9 — 86,2)),
seguido por la expresion en monocitos clasicos (mediana 54,3 (47,4 — 63,8)) y

monocitos no clasicos (mediana 36,8 (30,3 — 46,0)).
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FIGURA 16. Expresion diferencial de LRP1 segun subpoblaciones monocitarias.

IMF intensidad media de fluorescencia (expresado en unidades relativas); Clas monocitos clasicos; Int monocitos
intermedios; No Clas monocitos no clasicos. El valor de p <0,05 se considera significativo calculado por el test de
Mann Whitney.

Al comparar la expresion de LRP1 en las subpoblaciones monociticas segun
sexos, los valores obtenidos fueron similares con diferencias no significativas
(Tabla 25).

TABLA 25. Expresion diferencial de LRP1 en la superficie celular de las subpoblaciones
monocitarias segun sexos.

Biomarcador en Masculino Femenino p valor
monocitos n 137 n 90

LRP1/ monocitos 38,4 341 0,1345
no clasicos (31,5-46,3) (28,9 —43,9)

LRP1/ monocitos 70,2 69,9 0,4032
intermedios (60,9 —88,8) (60,8 —83,2)

LRP1/ monocitos 54,2 54,4 0,7217
clasicos (47,4 —65,9) (47,3-62,2)

LRP1/ monocitos 52,7 51,7 0,5277
totales (44,0 -60,2) (41,5-60,5)

El nivel de expresion se define en términos de Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) medido por Citometria de Flujo
del modo que se detalla en la seccion Materiales y Métodos. Los valores son expresados en medianas (percentiles 25-
75). El valor de p <0,05 se considera significativo calculado a través del test de Mann-Whitney.

Al comparar los valores de LRP1 de cada subpoblacién monocitaria con los
diferentes grupos de riesgo, generados a partir de las estimaciones obtenidas
por la ecuacién FRS 30 L D, sélo se hallé una tendencia de aumento en los

valores de LRP1 en monocitos totales del grupo de bajo riesgo en comparacion
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con los niveles obtenidos en el grupo de riesgo intermedio en el mismo tipo
celular (Tabla 26).

TABLA 26. Expresion diferencial de LRP1 en subpoblaciones monocitarias segun la
estratificacion riesgo por FRS 30 L D.

Biomarcador en Grupo de Grupo de Grupo de p valor: | pvalor: | pvalor: | p valor:
monocitos bajo riesgo riesgo alto riesgo B/A B/ I/A (K -W)
n125 intermedio n10 (M-W) (M-W) (M-W)
n 92
LRP1/ monocitos 39 34 38 0,9654 0,0520 0,3780 0,1373
no clasicos (31-49) (29 —44) (30 — 50)
LRP1/ monocitos 71 69 62 0,6383 0,2900 0,8745 0,5436
intermedios (61 —90) (61 —84) (57 —98)
LRP1 / monocitos 56 52 50 0,2821 0,0411 0,7541 0,0937
clasicos (48 —67) (46 —62) (43 -62)
LRP1/ monocitos 54 48 47 0,2955 0,0187 0,8964 0,0510
Totales (45 - 62) (41 —59) (41— 60)

FRS: Escore de riesgo de Framingham (del inglés Framingham risk score); FRS 30 L D: ecuacién de riesgo para eventos
cardiovasculares duros a 30 anos segun lipidos; B: bajo riesgo; I: riesgo intermedio; A: alto riesgo; M-W: test de Mann-
Whitney; K-W: test de Kruskall Wallis. El nivel de expresién se define en términos de Intensidad Media de Fluorescencia
(IMF) medido por Citometria de Flujo del modo que se detalla en la seccion Materiales y Métodos. Los valores son

expresados en medianas (percentiles 25-75). El valor de p <0,05 se considera significativo.

Por otra parte, al confrontar la expresion de LRP1

en

las distintas

subpoblaciones monocitarias de los grupos de riesgo estimados a partir de la

ecuacion FRS 30 L G, no se encontraron diferencias significativas (Tabla 27).

TABLA 27. Expresion diferencial de LRP1 en las subpoblaciones monocitarias segun la

estratificacion de riesgo estimada a través de la ecuacion FRS 30 L G.

Biomarcador en Grupo de Grupo de Grupo de p valor: p valor: p valor: p valor:
monocitos bajo riesgo riesgo alto riesgo B/A B/l I/A (K—-W)
n 67 intermedio n 30 (M-W) (M-W) (M-W)
n 130
LRP1 / monocitos 41 36 34 0,2392 0,2560 0,4760 0,3547
no clasicos (30 — 50) (31 —44) (28 —47)
LRP1 / monocitos 72 70 64 0,2770 0,7210 0,2716 0,4775
intermedios (61 -90) (61 —85) (54 — 84)
LRP1 / monocitos 56 54 50 0,1500 0,1165 0,6069 0,1993
clasicos (49-70) (47 —61) (43 —65)
LRP1 / monocitos 53 53 47 0,1130 0,1141 0,5606 0,1739
totales (46 — 66) (42 — 59) (42 —61)

FRS: Escore de riesgo de Framingham (del inglés Framingham risk score); FRS 30 L G: ecuacién de riesgo para
eventos cardiovasculares generales a 30 afos segun lipidos; B: bajo riesgo; I: riesgo intermedio; A: alto riesgo; M-W:
test de Mann-Whitney; K-W: test de Kruskall Wallis. El nivel de expresion se define en términos de Intensidad Media de
Fluorescencia (IMF) medido por Citometria de Flujo del modo que se detalla en la secciéon Materiales y Métodos. Los
valores son expresados en medianas (percentiles 25-75). El valor de p <0,05 se considera significativo.

Por el contrario, cuando se analizaron los valores de expresion de LRP1 en
cada subpoblacién monocitaria proveniente de los individuos que conforman
los GE generados por la presencia de factores de riesgo y de ateroesclerosis
subclinica, se observaron valores mayores de LRP1 en todas las
subpoblaciones monocitarias del GE de bajo riesgo con respecto a los otros GE
intermedio y patolégico (Tabla 28). De otro modo, se observé una significativa
disminucion de LRP1 en la superficie celular de monocitos totales (Figura 17)

asi como en monocitos clasicos (Figura 18) en el GE patolégico respecto al GE
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de bajo riesgo. Esta pérdida de LRP1 en dicho grupo fue en términos de
significancia estadistica menos evidente en monocitos intermedios (Figura 19)
y no clasicos (Figura 20). Por el contrario, no se encontraron diferencias
significativas en la expresion de LRP1 en cada subpoblacion monocitaria entre
los GE intermedio y patolégico (Tabla 28).

TABLA 28. Expresion diferencial de LRP1 en las subpoblaciones monocitarias segun los
grupos de estudio generados por la presencia de factores de riesgo y de ateroesclerosis
subclinica.

Biomarcador GE bajo GE GE p valor: | pvalor: | pvalor: | p valor:

en monocitos riesgo intermedio patologico BR/P BR/In P/In (K-=W)
n21 n 124 n 82 (M-W) (M-W) (M-W)

LRP1/ 49 37 35 0,0073 0,0088 0,6114 0,0206

monocitos (33-59) (30 —45) (30 —45)

no clasicos

LRP1/ 88 69 68 0,0032 0,0024 0,8859 0,0083

monocitos (71 —103) (60 —85) (61-82)

Intermedios

LRP1/ 67 54 52 < 0,0001 0,0001 0,3204 0,0002

monocitos (58 —79) (47 — 62) (44 —60)

clasicos

LRP1/ 63 52 49 < 0,0001 0,0002 0,4140 0,0004

monocitos (57 -74) (43 -59) (42 — 59)

totales

GE: grupo de estudio; BR: GE bajo riesgo; In: GE intermedio; P: GE patoldgico; M-W: test de Mann-Whitney; K-W: test
de Kruskall Wallis. El nivel de expresion se define en términos de Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) medido por
Citometria de Flujo del modo que se detalla en la seccion Materiales y Métodos. Los valores son expresados en
medianas (percentiles 25-75). El valor de p <0,05 se considera significativo.
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FIGURA 17. Expresion diferencial de LRP1 en monocitos totales en los diferentes grupos
de estudio originados por la presencia de factores de riesgo y de ateroesclerosis

subclinica.
IMF: intensidad media de fluorescencia; GE Bajo: grupo de estudio de bajo riesgo; GE Int: grupo de estudio
intermedio; GE Pato: grupo de estudio patolégico. El valor de p <0,05 se considera significativo calculado por el test de
Mann-Whitney.
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FIGURA 18. Expresion diferencial de LRP1 en monocitos clasicos en los diferentes
grupos de estudio originados por la presencia de factores de riesgo y de ateroesclerosis
subclinica.
IMF: intensidad media de fluorescencia; GE Bajo: grupo de estudio de bajo riesgo; GE Int: grupo de estudio
intermedio; GE Pato: grupo de estudio patolégico. El valor de p <0,05 se considera significativo calculado por el test de
Mann-Whitney.
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FIGURA 19. Expresion diferencial de LRP1 en monocitos intermedios en los diferentes
grupos de estudio originados por la presencia de factores de riesgo y de ateroesclerosis

subclinica.
IMF: intensidad media de fluorescencia; GE Bajo: grupo de estudio de bajo riesgo; GE Int: grupo de estudio
intermedio; GE Pato: grupo de estudio patologico. El valor de p <0,05 se considera significativo calculado por el test de
Mann-Whitney.

68



p 2.a073

1 5 i i
I |
Valor de IMF |LRP1
" p 0.005& R -
1 ]
100 4 —_ _'L !
5 -
! ] ]
—_ .
ﬂ‘ T 1 1
GE GE GE
Baj Int Pato

FIGURA 20. Expresion diferencial de LRP1 en monocitos no clasicos en los diferentes
grupos de estudio originados por la presencia de factores de riesgo y de ateroesclerosis

subclinica.
IMF: intensidad media de fluorescencia; GE Bajo: grupo de estudio de bajo riesgo; GE Int: grupo de estudio
intermedio; GE Pato: grupo de estudio patoldgico. El valor de p <0,05 se considera significativo calculado por el test de
Mann-Whitney.

En término de establecer alguna asociacién entre la disminucién de LRP1 en
monocitos clasicos con los diferentes parametros bioquimicos, antropométricos
y clinicos determinados en la totalidad de los individuos enrolados, el analisis
de correlacién binaria no arrojé valores de r significativos (Tabla 29).

Tabla 29. Correlacion en la expresion de LRP1 en los individuos enrolados.

Spearman r Intervalo de confianza p valor
Colesterol total -0,10 -0,24 to 0,029 0,1147
Colesterol LDL -0,076 -0,21 to 0,059 0,2544
Colesterol HDL 0,031 -0,10t0 0,16 0,6432
Triglicéridos -0,12 -0,2510 0,015 0,0731
ApoA -0,024 -0,16to 0,11 0,7175
ApoB -0,099 -0,23 to 0,035 0,1358
Lp (a) -0,15 -0,28 t0 -0,0098 0,0306
Glucemia 0,052 -0,083t0 0,18 0,4388
HbA1C -0,040 -0,17 to 0,094 0,5443
PCR -0,12 -0,25 t0 0,017 0,0772
PAS -0,069 -0,20 to 0,066 0,3024
PAD -0,065 -0,20 to 0,070 0,3328
IMC -0,12 -0,25t0 0,017 0,0782
Cintura abdominal -0,095 -0,23 to 0,040 0,1564

HDL: lipoproteina de alta densidad; LDL.: lipoproteina de baja densidad; ApoA: apolipoproteina A, ApoB:
apolipoproteina B; Lp (a): lipoproteina (a); HbA1C: hemoglobina glicada; PCR: proteina C reactiva; PAS: presion
arterial sistélica; PAD: presién arterial diastélica; IMC: indice de masa corporal. Valores de p < 0,05 son considerados
significativos desde un punto de vista estadistico.

No obstante, cuando dicha correlacion se realizé considerando los individuos

agrupados en los GE de bajo riesgo y patolégico (excluyendo los individuos del
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GE intermedio) se pudo observar una correlaciéon negativa y significativa entre
LRP1 y colesterol LDL, triglicéridos, ApoB, PCR, IMC y cintura abdominal,
mientras que un valor de r positivo y significativo fue obtenido con colesterol
HDL (Tabla 30).

TABLA 30.Correlacion en la expresion de LRP1 en los individuos del grupo de estudio de
bajo riesgo y del grupo de estudio patoldgico.

Spearman r Intervalo de confianza p valor
Colesterol total -0,15 -0,34 to 0,047 0,1218
Colesterol LDL -0,22 -0,40 to -0,019 0,0278
Colesterol HDL 0,22 0,024 to 0,40 0,0242
Triglicéridos -0,27 -0,45 to -0,077 0,0055
ApoA 0,18 -0,017 to 0,37 0,0642
ApoB -0,24 -0,42 to -0,046 0,0134
Lp (a) -0,12 -0,32 to 0,082 0,2260
Glucemia -0,17 -0,35 to 0,033 0,0913
HbA1C -0,13 -0,32 t0 0,072 0,1955
PCR -0,25 -0,43 to -0,054 0,0106
PAS -0,087 -0,28 to 0,11 0,3840
PAD -0,16 -0,35 to 0,038 0,1018
IMC -0,29 -0,46 to -0,096 0,0030
Cintura abdominal -0,35 -0,51t0-0,16 0,0003

HDL: lipoproteina de alta densidad; LDL: lipoproteina de baja densidad; ApoA: apolipoproteina A, ApoB:
apolipoproteina B; Lp (a): lipoproteina (a); HbA1C: hemoglobina glicada; PCR: proteina C reactiva; PAS: presion
arterial sistélica; PAD: presion arterial diastélica; IMC: indice de masa corporal. Valores de p < 0,05 son considerados
significativos desde un punto de vista estadistico.

3.5.1 Conclusiones sobre los niveles de expresion de LRP1 monocitario.
Considerando los resultados obtenidos se concluye que: i) el LRP1 mostré una
expresion diferencial en la superficie celular de subpoblaciones monocitarias,
siendo mayor en los monocitos intermedios y clasicos y en menor medida en
los monocitos no clasicos; ii) la expresion de LRP1 en monocitos clasicos
mostré6 una disminucion significativa en los individuos enrolados en el GE
patologico respecto a los del GE de bajo riesgo; vy iii) esta disminucién de LRP1
en monocitos clasicos correlaciond con aquellos parametros bioquimicos vy
antropométricos que constituyen factores de riesgo de desarrollo de

enfermedad ateroesclerdética.
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4. DISCUSION

La ateroesclerosis es la principal causa de mortalidad global mundial debido a
sus dos principales manifestaciones clinicas: cardiopatia isquémica y accidente
cerebrovascular isquémico. (Estadisticas vitales. Informacion béasica afno 2014.
Ministerio de Salud de la Nacion. Bs As Argentina Diciembre 2015. ISSN 1668-
9054 Serie 5 N 58). La ateroesclerosis se exterioriza clinicamente cuando
existe un estado avanzado de estenosis arterial o de forma abrupta por la
generacion de un trombo Iluminal o una hemorragia aguda en la placa
ateroesclerdtica. Ademas, esta enfermedad, definida como un proceso
inflamatorio crénico, se caracteriza por tener un largo periodo de evolucién
subclinica, y en algunos pacientes su primera manifestacion clinica es un
evento cardiovascular fatal. Por lo tanto, la prevenciéon primaria de
ateroesclerosis emerge como un instrumento fundamental sanitario para
modificar la historia natural de esta patologia en la etapa subclinica. En este
sentido, surgen como herramientas de tamizaje para ateroesclerosis subclinica
los métodos imagenologicos de ecografia doppler arterial y tomografia
coronaria sin contraste junto con diversos biomarcadores moleculares
sanguineos y celulares. Sobre este Ultimo aspecto, en este trabajo de tesis se
propuso investigar el nivel de expresibn de potenciales biomarcadores
moleculares de ateroesclerosis subclinica que estan presentes en las
diferentes subpoblaciones de monocitos de sangre periférica en individuos con
distintos niveles de riesgos de desarrollar enfermedad cardiovascular (ECV).
Para ello, fue necesario establecer criterios bioquimicos, antropométricos y
clinicos para alcanzar una adecuada clasificacion de los individuos con
diversos riesgos de ECV, incluyendo aquellos con evidente diagndstico
imagenolégico de ateroesclerosis subclinica, asi como el comportamiento de
los niveles de las subpoblaciones monocitarias de sangre periférica en funcion

del nivel de riesgo establecido.

Dado el caracter multifactorial que desencadena la ateroesclerosis y la ECV,
es fundamental poder establecer grupos de estudio control y patolégico. Para
ello, se procedi6 a enrolar individuos adultos menores de 60 anos, sin eventos
cardiovasculares conocidos, los cuales fueron estratificados siguiendo dos
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criterios: /) por aplicacion de ecuaciones predictoras de morbilidad y mortalidad
cardiovasculares, y ii) por la presencia de factores de riesgo cardiovascular
tradicionales y de ateroesclerosis subclinica imagenologica (ecografia doppler

carotidea con EIM / PAC y tomografia coronaria con CAC).

4.1 Clasificacion de individuos a partir de la aplicacion de ecuaciones
predictoras de riesgo cardiovascular.

Las ecuaciones para estimar el riesgo de padecer ECV son importantes en la
practica clinica corriente para decidir el enfoque terapéutico preventivo de esta
patologia (95). Una de las mas utilizadas es el FRS 10 D, enfocada en predecir
en un horizonte a 10 anos la aparicién de IAM o muerte coronaria, pero fue
establecida a partir del andlisis de una poblaciéon de origen étnico caucasico
norteamericano, constituyendo asi una importante limitacién al ser aplicada en
poblaciones con otros origenes étnicos y culturales (96). Ademas, se conoce
que FRS 10 D subestima el riesgo coronario en adultos jévenes, en particular
mujeres (15). Posteriormente la ACC/AHA propuso la ecuacion denominada
ECC 10, para predecir a 10 anos el desarrollo de un evento cardiovascular
aterosclerotico duro: 1AM no fatal, muerte coronaria, ACV fatal y ACV no fatal,
la cual fue calibrada y validada en una poblacién caucasica y afroamericana. Si
bien esta ecuacién adiciona a los eventos cerebrovasculares y a la poblacion
afroamericana, sigue careciendo hasta el presente de una validaciéon en la
poblaciéon de origen hispano (17). Asimismo, tanto FRS 10 D como ECC 10
sobreestiman el riesgo para ECV en poblacién hispana (97,98). Es por ello, que
como una primera conclusiéon surge la necesidad de calibrar y validar estas
ecuaciones de riesgo cardiovascular previo a la aplicacion en nuestra

poblacion.

Por otra parte, en este trabajo de tesis establecimos que las ecuaciones de
FRS 10 D y ECC 10 presentan un bajo poder de discriminacion de
ateroesclerosis subclinica en los grupos ecuacionales de bajo riesgo (categoria
dominante en nuestra poblacion de estudio) puesto que se obtuvieron valores
predictivos negativos del 66,5% y 55,7% respectivamente. Este resultado tiene
un alto impacto en la practica de una medicina enfocada en la prevenciéon de

las complicaciones cardiovasculares ateroescleréticas, posicionando en una
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situacién desfavorable a estas dos ecuaciones en el tamizaje de
ateroesclerosis subclinica entre adultos no mayores, pues presentan en su
principal grupo ecuacional, el de bajo riesgo (77,4% para ECC 10 y 94,7% para
FRS 10 D) un alto indice de casos falsos negativos (44,3% y 33,5%
respectivamente). Esto implicaria categorizar errbneamente como sana a un
tercio de nuestra poblacién de adultos no mayores, cuando en realidad tiene
ateroesclerosis subclinica definida por métodos imagenolégicos, y perder la
oportunidad de instaurar medidas preventivas que podrian modificar la historia
natural de esta enfermedad. Estos hallazgos fueron coincidentes con los
valores de prediccion informados por otros estudios internacionales, tal es el
caso de lo establecido por Karim y col., donde evidenciaron un 69% de
ateroesclerosis subclinica en individuos residentes de los Estados Unidos de
América conteniendo so6lo 11% de hispanos (99); Laing y col. con un 32 %
entre individuos mexicanos americanos (100); y el estudio de Masson y col.,
realizado en residentes de la Provincia de Buenos Aires, Argentina, donde
detectaron placa carotidea en el 19% de los individuos en el grupo de bajo
riesgo (101).

No obstante, en este trabajo de tesis cuando se aplicaron ecuaciones a
horizontes mas largos (30 anos), se encontrd una mejor asociaciéon predictiva
con la presencia de ateroesclerosis subclinica. Valores predictivos negativos
del 98,5% y 100% fueron calculados para la presencia de ateroesclerosis
subclinica en individuos clasificados como de bajo riesgo (<12%) al aplicar las
ecuaciones FRS 30 L G y FRS 30 IMC G, respectivamente. En consonancia
con nuestro estudio, Laing y col., utilizando la ecuacion FRS 30 L G no
detectaron ateroesclerosis subclinica en el grupo de bajo riesgo (100). Del
mismo modo, Masson y col., aplicando la ecuacion FRS 30 IMC G, soélo
observaron placa carotidea en el 3% del grupo de bajo riesgo (101).

De este modo, se deduce que en pacientes menores de 60 afos, y que tengan
un riesgo inferior al 12% calculado por estas ecuaciones con horizontes a 30
anos, evitaria la solicitud de métodos complementarios imagenolégicos para el
tamizaje de ateroesclerosis subclinica. Este hallazgo es de gran importancia
para una practica clinica ambulatoria preventiva que no siempre tiene

accesibilidad a estos recursos tecnoldgicos modernos. Sin embargo, esta
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recomendacion sélo seria aplicable a menos de un tercio de esta poblacion,
pues un 22% segun FRS 30 IMC G y un 29,5% segun FRS 30 L G clasificarian
como grupo de bajo riesgo ecuacional. Entre los dos tercios restantes, una
prevalencia de ateroesclerosis subclinica cercana al 50% nos obliga a solicitar
aun estudios imagenoldgicos.

4.2 Clasificacion de individuos a partir de factores de riesgo
cardiovascular y evidencia imagenoldgica de ateroesclerosis subclinica.

Como consecuencia de que las ecuaciones de riesgo no permiten discriminar la
presencia de ateroesclerosis subclinica, en el presente estudio utilizamos los
métodos imagenoldgicos junto con los factores de riesgo cardiovascular para
generar basicamente tres grupos de estudio (GE): /) el GE de bajo riesgo,
presentando imagenes negativas y sin factores de riesgo evidentes; i) el GE
intermedio, establecido a partir de no presentar imagenes de ateroesclerosis
pero evidenciando la presencia de al menos un factor de riesgo cardiovascular;
y i) el GE patologico, caracterizado en individuos con imagenes de
ateroesclerosis positivas (EIM, PAC y/o CAC).

En el presente estudio se detectd ateroesclerosis subclinica imagenolédgica en
el 36,1% de individuos enrolados (32,2% entre las mujeres y 38,7% entre los
varones), con una distribucién diferente de las imagenes patolégicas segun
sexos. Con respecto a las mujeres, 28 de las 29 con ateroesclerosis subclinica
tuvieron ecografias carotideas anormales, mientras que sélo una mujer de 59
anos presentd CAC con ecografia carotidea normal. Las otras 4 mujeres con
CAC también tuvieron ecografias carotideas anormales concomitantes. La
mujer mas joven con ecografia carotidea anormal tuvo 44 anos, mientras que la
mas joven con CAC tuvo 49 afnos. Ninguna mujer con CAC superd un puntaje
de Agatston de 100. A partir de estos hallazgos se deduce que entre las
mujeres adultas no mayores la tomografia coronaria produce un reducido
aporte al tamizaje de ateroesclerosis subclinica en relacién a la ecografia
carotidea. Si esta tendencia se mantiene en estudios de tamizaje de
ateroesclerosis subclinica con mayor numero de participantes, uno podria
sugerir que en mujeres adultas no mayores, en especial las menores de 50
anos, el método de primera eleccién seria la ecografia doppler carotidea, sin
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necesidad de solicitar tomografia coronaria, disminuyendo significativamente

los costos de la practica médica.

En contraposiciéon, en los varones del GE patolégico la ateroesclerosis
subclinica fue detectada unicamente por CAC en el 38% de los casos, mientras
que por ecografia carotidea los casos alcanzaron el 33% y por los dos
procedimientos simultdneamente en el 29%. Ademas, en los varones se
manifesto la ateroesclerosis subclinica a una edad menor en comparacién a las
mujeres: 29 anos para CAC y 34 afnos para ecografia carotidea anormal. Estos
resultados justificarian en varones el uso de los dos métodos imagenol6gicos
para el tamizaje de ateroesclerosis subclinica, iniciando la busqueda a partir de
la cuarta década de vida, mientras que en las mujeres la ecografia doppler
carotidea tendria mayor rédito comenzando a partir de la quinta década.

En la literatura internacional se describen estudios enfocados a investigar la
presencia de ateroesclerosis subclinica a través de métodos imagenoldgicos en
individuos sin enfermedad cardiovascular conocida. Entre ellos, se destaca el
informe basado en los estudios CARDIA (del inglés Coronary Artery Risk
Development in Young Adults) y MESA (del inglés Multi-Ethnic Study of
Atherosclerosis) donde se analiz la presencia de ateroesclerosis subclinica en
adultos jovenes (rango etario 20 a 50 anos) con bajo riesgo cardiovascular a
corto plazo (puntaje estimado por FRS 10 D menor al 10%) encontrando una
prevalencia de CAC en varones del 13,4% (CARDIA) y 26,3% (MESA) y en
mujeres del 4,6% (CARDIA) y 19,1% (MESA) (102). Estos resultados son
comparables con los obtenidos en nuestro estudio, realizado sobre un
subgrupo de individuos con caracteristicas similares a este informe, puesto que
hallamos una prevalencia de CAC en varones del 17,8% y en mujeres del
1,8%.

En otro estudio, denominado PESA (del inglés Progression of Early Subclinical
Atherosclerosis), se focaliz6 la presencia de ateroesclerosis subclinica, en
diferentes territorios vasculares, en individuos con edades entre 40 a 54 afnos
(103). En nuestro estudio, al analizar un subgrupo etario similar al PESA,
encontramos un menor porcentaje de placas carotideas (6% versus 36% en

varones y 14% versus 24% en mujeres), un mayor porcentaje de CAC en
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varones (39% versus 25%) y un porcentaje similar de CAC en mujeres (4%
versus 5%). Si bien estos estudios incorporaron un ndamero mayor de
participantes originarios del hemisferio norte, nuestras tendencias también
reflejan la importante prevalencia de la ateroesclerosis subclinica en estos

grupos etarios.

Por lo tanto, concluimos que los criterios de estratificacion de riesgo
cardiovascular a través de ecuaciones presentan limitaciones en la clasificacion
de individuos con ateroesclerosis subclinica, siendo no obstante las ecuaciones
a horizontes a 30 afnos las que presentan un mayor valor predictivo negativo de
ateroesclerosis subclinica en individuos con bajo riesgo. A su vez, la
combinacion de métodos imagenoldgicos con factores de riesgo cardiovascular
permiten alcanzar un nivel confiable de estratificacion de individuos con

diferentes riesgos de desarrollar ateroesclerosis subclinica.

4.3 Los monocitos y la ateroesclerosis.

Los monocitos de sangre periférica cumplen una funcion clave en las etapas
iniciales de la ateroesclerosis. Estos leucocitos son un grupo heterogéneo de
células que se clasifican en tres subpoblaciones segun la expresién en la
superficie celular del grupo o cluster de diferenciacion CD14 y CD16 en: )
monocitos clasicos (CD14**CD167); i) monocitos intermedios (CD14**CD16%);
y i) monocitos no clasicos (CD14*CD16**) (32). Su protagonismo en las
etapas fundamentales de la génesis inflamatoria de la ateroesclerosis,
convierte a los monocitos de sangre periférica en potenciales biomarcadores
celulares de esta enfermedad. No obstante, en este trabajo de tesis no se
observaron diferencias significativas en los porcentajes ni en los valores
absolutos de monocitos totales tanto en los individuos clasificados por GE
como en los agrupados por riesgo ecuacional. La distribucion de las
subpoblaciones monocitarias en todos los individuos enrolados al estudio
demostrd un franco predominio de monocitos clasicos (= 86%) sobre las otras
subpoblaciones intermedias (= 6%) y no clasicas (= 7%). Cuando dicho analisis
se efectué comparativamente entre sexos, se observdé que aunque la
distribucién relativa de las subpoblaciones monocitarias fue similar, los
hombres presentaron un recuento absoluto de monocitos en cada subpoblacion
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mayor respecto a las mujeres. En términos cuantitativos estos hallazgos

presentan coincidencias con otros estudios previamente publicados (104-106).

Al analizar el recuento relativo de las subpoblaciones monocitarias en los
grupos de riesgo ecuacionales, se observd un menor porcentaje de monocitos
no clasicos con un concomitante incremento en el porcentaje de monocitos
clasicos en el grupo de bajo riesgo respecto a los otros grupos de riesgo
clasificados por FRS 30 L G. En términos del recuento absoluto de las
subpoblaciones monocitarias sélo se observé una disminucion significativa de
monocitos no clasicos en el grupo de bajo riesgo en comparaciéon con los otros
grupos de riesgo establecidos por esta misma ecuacion. Finalmente, no se
observaron diferencias significativas en la cantidad relativa ni absoluta de los
monocitos clasicos, no clasicos e intermedios entre los GE de bajo riesgo,
intermedio y patolégico. Estos hallazgos son coincidentes con los obtenidos en
el estudio | LIKE HOMe (del inglés Inflammation, Lipoprotein Metabolism and
Kidney Damage in early atherogenesis—The Homburg Evaluation) el cual
analizé un grupo etario similar. Este estudio encontr6 una correlacion positiva
entre el recuento de monocitos no clasicos y el indice de masa corporal pero no
entre las subpoblaciones monocitarias y el espesor de la intima media
carotidea (107).

En forma similar, otro estudio (Malmé Diet and Cancer Study) no observo
correlacidn entre los monocitos clasicos y la extension basal de la
ateroesclerosis investigada por ecografia carotidea, pero si obtuvo una
correlacién negativa significativa entre el porcentaje de monocitos intermedios y

no clasicos y el espesor de la intima media en la arteria carétida comun (108).

Por el contrario, nuestros resultados difieren de un reciente estudio que
también investigd la relaciéon de las subpoblaciones monocitarias con la
presencia de lesiones ateroesclerdticas coronarias, aunque este trabajo
investigd una poblacién mas afiosa, con un mayor riesgo ecuacional estimado
por Framingham a 10 anos, incluyé pacientes diabéticos, no excluy6 pacientes
bajo tratamiento farmacoldgico hipolipemiante y utilizé arteriografia coronaria
tomogréafica para detectar lesiones ateroescleréticas estenosantes y la
presencia de placas coronarias (calcificadas, no calcificadas y mixtas). En esta
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investigacion el recuento de monocitos clasicos se correlacioné mejor con el
escore de placas no calcificadas. Similar situacion se observd con el recuento
de monocitos intermedios y los escores de calcio total, de placas mixtas y de
placas calcificadas. Con respecto a la estenosis coronaria severa, sélo el
recuento de los monocitos intermedios en su cuartil superior permanecié como

predictor independiente (109).

Por lo tanto, los resultados de este trabajo de tesis y de otros estudios,
permiten inferir que las mediciones relativas y absolutas de monocitos totales o
de sus correspondientes subpoblaciones arrojan resultados que de alguna
manera son poco claros y en algunos casos contradictorios, lo cual podria
deberse a las diferencias procedimentales utilizadas para estas mediciones asi
como variaciones sustanciales entre los grupos de estudios. No obstante, en
este estudio se deduce que tanto los niveles relativos como absolutos de las
subpoblaciones monocitarias no permiten diferenciar a individuos con distinto

riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular ateroesclerética.

4.4 Biomarcadores expresados en monocitos de sangre periférica de

ateroesclerosis subclinica.

4.4.1 Expresion Monocitaria de CD36: El receptor scavenger CD36 participa
en la fisiopatogenia de la ateroesclerosis, a través de una incrementada
expresidon en macréfagos, lo cual media principalmente la activacion del
proceso inflamatorio, la formacién de foam cells y la inhibicion de la migracion
macrofagica (110). Sin embargo, también se ha demostrado que la disminucién
de la expresion de CD36 a nivel de macréfagos se correlaciona con un
aumento de los niveles de triglicéridos y quilomicrones remanentes, lo cual
produce una reducida utilizaciébn y consecuente incremento de depdsitos
intracelulares de lipidos (111). Por lo tanto, la sobreexpresién como la
deficiencia del CD36 pueden favorecer el desarrollo de ateroesclerosis (110).

Con respecto a este biomarcador, en el presente trabajo de tesis se demostré
una expresion diferencial de CD36 en la superficie celular de las tres
subpoblaciones monocitarias, siendo mayor en los monocitos clasicos respecto
a las otras dos subpoblaciones. Entre estas dos ultimas subpoblaciones CD36

se expresd en mayor medida en monocitos intermedios en comparacién a los
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monocitos no clasicos. Cuando analizamos el comportamiento del CD36 entre
las subpoblaciones monocitarias de los grupos ecuacionales generados por el
FRS 30 L G no se detectaron diferencias significativas. A su vez, la expresion
monocitaria de CD36 entre los diferentes GE sélo mostr6 una tendencia de
menores valores de expresion en los monocitos no clasicos en el GE de bajo
riesgo en relacién con los GE intermedio y patolégico. En consecuencia, estos
resultados no arrojan diferencias estadisticas significativas en la expresion de
CD36 monocitario entre individuos con distintos riesgos de desarrollar
enfermedad cardiovascular ateroescleroética.

Estos hallazgos de CD36 en subpoblaciones monocitarias estuvieron en
consonancia con los resultados obtenidos por otros estudios previos (112). Del
mismo modo, un subgrupo del estudio CARE FOR HOMe detect6 un menor
nivel de expresion de CD36 en los monocitos no clasicos en comparaciéon con
los otros dos subtipos monocitarios, en individuos con enfermedad renal
cronica y enfermedad cardiovascular (113). Similares resultados obtuvo un
estudio que compard pacientes con enfermedad coronaria estable respecto a
individuos saludables (114,115).

4.4.2 Expresion monocitaria de CD11b y CD11c: Las integrinas son
glicoproteinas de transmembrana que participan en el proceso de migracion
monocitaria desde la luz vascular a la capa intima de la pared vascular,
principalmente en las etapas de adhesién firme, locomocion y transmigracion
endotelial monocitaria. Estan compuestas por dos subunidades (a y B), de las
cuales una subunidad B2 (CD18) al unirse a las cadenas oM (CD11b) y aX
(CD11c) genera a las moléculas Mac-1 (CD11b/CD18) y p150/95
(CD11¢c/CD18) respectivamente (38, 39). La integrina Mac-1 desempenfa un rol
importante en la etapa de locomocién ligado al ICAM-1. La integrina p150/95 en
forma cooperativa con otra B1 integrina, el VLA-4, participa en la etapa de
adhesién firme monocitaria interaccionando con VCAM-1 (40). Tanto por el rol
qgue cumplen en las etapas de la migracibn monocitaria como en su capacidad
de formar complejos con las integrinas hacen de CD11b y CD11c potenciales

biomarcadores de etapa temprana de desarrollo de la ateroesclerosis.
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En el presente estudio, la expresion en la superficie celular de CD11b mostré
ser diferencial entre las tres subpoblaciones monocitarias, siendo mayor en los
monocitos clasicos que en las otras dos subpoblaciones, y entre estas dos
ultimas mostré una mayor expresion en monocitos intermedios que en no
clasicos. Cuando se analiz6 el comportamiento de CD11b entre las
subpoblaciones monocitarias de los grupos ecuacionales generados por el FRS
30 L G no se detectaron diferencias significativas. En cuanto al comportamiento
de CD11b entre los diferentes GE, sbélo se observd una significativa
disminucion en su expresion en los monocitos intermedios de los individuos
agrupados en el GE intermedio en comparacién a los otros dos GE, lo cual no
tiene importancia clinica al no permitir diferenciar la presencia de la ausencia
de lesiones ateroescleréticas. No se encontrd diferencias en la expresion de
CD11b en monocitos clasicos y no clasicos entre los diferentes GE. Un
hallazgo similar de expresion diferencial del CD11b entre las subpoblaciones
monocitarias fue reportado por otros estudios con un mayor nivel en monocitos
clasicos e intermedios en comparacién a los monocitos no clasicos
(112,114,116).

En cuanto a la expresion diferencial del CD11c se midié un nivel superior en
los monocitos intermedios que en las otras dos subpoblaciones, siendo en
estas dos ultimas mayor en los monocitos no clasicos que en los clasicos. Del
mismo modo, cuando se contrasté la expresién de CD11c en subpoblaciones
monocitarias en individuos separados segun los grupos ecuacionales
generados por FRS 30 L G, se detecté una menor expresion del CD11c en el
grupo de riesgo intermedio en relacion al grupo de bajo riesgo, alcanzando
diferencias estadisticas en los monocitos intermedios y en los monocitos
totales, con tendencias decrecientes no significativas en los monocitos no
clasicos y clasicos. Finalmente, al examinar la expresién de CD11c en
subpoblaciones monocitarias en los individuos que constituyeron los diferentes
GE, no se observaron diferencias significativas entre los grupos, con una
tendencia, aunque no significativa, de menores medianas en monocitos totales
y no clasicos en el GE patolégico respecto al GE de bajo riesgo. Esta expresion
diferencial del CD11c entre las subpoblaciones monocitarias también fue
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reportado por otros estudios, con mayor nivel en monocitos intermedios y no

clasicos en comparacién a los monocitos clasicos (114-116).

Estos hallazgos en CD11b y CD11c expresados en monocitos de sangre
periférica, limitan su rol como biomarcadores precoces de ateroesclerosis en
esta poblacién etaria estudiada, pues no se detectaron diferencias
estadisticamente significativas en sus niveles entre individuos con distintos

riesgos de desarrollar enfermedad cardiovascular ateroesclerética.

En sintesis, en este trabajo de tesis se demostré que los biomarcadores
monocitarios CD36, CD11b y CD11c tuvieron niveles diferenciales de expresion
entre las subpoblaciones monocitarias, siendo el CD36 y CD11b con mayor
expresiéon en monocitos clasicos, mientras que el CD11c¢ presentd una mayor
expresion en los monocitos intermedios (tabla 31).

TABLA 31. Expresion diferencial de los biomarcadores CD36, CD11b y CD11c en
subpoblaciones monocitarias.

Biomarcadores Subpoblacion Subpoblacion Subpoblacion
monocitarios monocitaria clasica monocitaria monocitaria no
intermedia clasica
CD36 +++ ++ +
CD11b +++ ++ +
CD11c + +++ ++

+ representa una unidad arbitraria del nivel de expresién del biomarcador monaocitario

Sin embargo, al analizar la expresion de estos biomarcadores en las
subpoblaciones monocitarias de individuos agrupados en los diferentes GE,
originados por la presencia de factores de riesgo y de ateroesclerosis
subclinica, no se observaron diferencias significativas entre el GE de bajo

riesgo y el GE patoldgico.
4.5 LRP1 en la ateroesclerosis

El LRP1 es un receptor que se expresa en diferentes células y tiene la
capacidad de reconocer un alto nimero de ligandos (alrededor de 40) y
desempefar funciones de endocitosis y transduccion de sefal intracelular
(117). El LRP1 participa en la captacién hepatica de lipoproteinas remanentes
enriquecidas en ApoE, sobresaliendo los quilomicrones remanentes y las 3
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VLDL enriquecidas en ApoE (7). Tanto en estudios realizados en macréfagos
como en células musculares lisas vasculares humanas el LRP1 participa en la
captacion de las LDL agregadas y la posterior generacion de foam cells
(63,118). El LRP1 interacciona con el receptor de insulina, regulando asi su
senalizacion intracelular que corriente abajo promueve la captacién extracelular
de glucosa (119). Esta capacidad de regular la actividad de la homeostasis de
glucosa a través del receptor de insulina es mediada a su vez por la
translocaciéon del transportador de glucosa GLUT4 a la membrana plasmatica
celular, el cual es el principal mecanismo dependiente de insulina para la
captacion y metabolismo de glucosa en células musculares y adipocitos (120).
Esta participacion del LRP1 en el metabolismo de las lipoproteinas y en la
homeostasis de la glucemia lo relacionan con la fisiopatogenia del sindrome
metabdlico, un importante factor de riesgo para el desarrollo de la
ateroesclerosis (121).

El LRP1 modula la migracién de diversas células al interaccionar con distintos
ligandos y receptores celulares, como sucede con el sistema uPA/uPAR (83),
con PDGF/PDGF-R1 y con su ligando ApoE (66). LRP1 induce la migracion
celular en modo mesenquimal en lineas celulares derivadas de macréfagos
(87) y a través de la activacién del receptor del PDGF y TGFB colabora
activamente en diversos mecanismos que preservan la integridad de la pared
vascular (74,76). En referencia a la relacion de LRP1 con la ateroesclerosis, se
ha establecido que este receptor se expresa abundantemente en la lesién
ateroescleroética, tanto a nivel de células musculares lisas y macréfagos como
en las propias foam cells (63,74,76,122). Recientemente se ha informado que
la pérdida de LRP1 a nivel de macréfagos constituye un mecanismo de
activacién de la inflamacién puesto que induce una marcada expresion de
diversos factores proinflamatorios, tales como TNF-a e Interleucina 1-B, entre
otros (91). Estos estudios, en su conjunto constituyen evidencias directas sobre
la participacion de LRP1 en el desarrollo de la ateroesclerosis, aunque su rol
como protector o inductor de la patologia es aun incierto. A pesar de que se
han publicado mudltiples trabajos que estudiaron al LRP1 y su expresion y
funcionalidad en diversas células y su relacién con la ateroesclerosis, poco se

conoce sobre su participacion en los monocitos de sangre periférica. Nuestro
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grupo de trabajo demostr6 que el LRP1 se expresa en forma preferencial en los
monocitos en relacion a las otras subpoblaciones leucocitarias de sangre
periférica (neutréfilos y linfocitos), lo cual lo posicioné como un tercer marcador
de identificacion monocitaria, junto a los marcadores CD86 y HLA-DR. En ese
articulo, también demostramos que la expresion de la superficie celular de
LRP1 representa solamente el 20% del contenido celular total en cada
subpoblacién de monocitos. Ademas establecimos la variacion bioldgica dentro
del individuo de las subpoblaciones de monocitos circulantes en donantes
sanos, obteniendo valores de 21%, 20% y 17% para monocitos no clasicos,
intermedios y clasicos, respectivamente. También se obtuvieron valores
similares de variacién biolégica para LRP1 medidos en cada subpoblacion de
monocitos, lo que sugiere que su variabilidad esta influenciada principalmente
por la variacién biol6gica intrinseca de los monocitos circulantes (46).

4.6 Expresion monocitaria de LRP1.

En el presente trabajo de tesis se demostrd que el LRP1 tuvo una expresion
diferencial en la superficie celular de las subpoblaciones de monocitos en la
totalidad de los individuos enrolados a este estudio, siendo superior en los
monocitos clasicos e intermedios respecto a lo acontecido en monocitos no
clasicos. Dicha expresién monocitaria de LRP1 no mostré diferencias
significativas al comparar entre sexos. De manera similar, al comparar los
valores de LRP1 de cada subpoblacion monocitaria con los diferentes grupos
surgidos de las ecuaciones de riesgo cardiovascular FRS30 LGy FRS30L D
no se revelaron diferencias estadisticamente significativas. Por el contrario, se
detectaron cambios significativos en los valores de expresion de LRP1 en cada
subpoblacién monocitaria segun los GE generados por la presencia de factores
de riesgo y de ateroesclerosis subclinica. En esta comparacién se observé que
LRP1 experimentd una disminucion significativa en su expresiéon en monocitos
totales de sangre periférica en individuos integrantes del GE patologico e
intermedio respecto a los de bajo riesgo. Al analizar esta expresion en las
subpoblaciones se encontr6 que esta pérdida de LRP1 en individuos con
ateroesclerosis subclinica fue mas significativa en monocitos clasicos
comparado con las otras subpoblaciones monocitarias. Por otra parte, no se
encontraron diferencias significativas en la expresion de LRP1 en cada
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subpoblacién monocitaria entre los GE intermedio y patoldgico, lo cual podria
deberse a que el GE intermedio esté conformado por individuos con diferente
riesgo potencial de desarrollar ateroesclerosis subclinica (tabla 32).

TABLA 32. Expresion diferencial del biomarcador LRP1 en las subpoblaciones

monocitarias segun los grupos de estudio generados por la presencia de factores de
riesgo y de ateroesclerosis subclinica.

Biomarcador segun Grupo de Grupo de estudio: Grupo de estudio:

subpoblaciones monocitarias estudio: bajo intermedio patologico
riesgo

LRP1 / monocitos clasicos 4+ ++ +

LRP1 / monocitos intermedios 44+ 4+ 44+

LRP1/ monocitos no clasicos ++ + +

LRP1 / monocitos totales 4+ ++ ++

+ representa una unidad arbitraria del nivel de expresién del biomarcador monaocitario

Estos hallazgos posicionan al LRP1 como un biomarcador temprano de
ateroesclerosis subclinica, demostrando un comportamiento diferencial no sélo
entre las subpoblaciones monocitarias, también en los monocitos de sangre
periférica de individuos con distintos riesgos de desarrollar enfermedad

cardiovascular ateroesclerotica.

4.7 Conclusiones.

Considerando la totalidad de los hallazgos de este trabajo de tesis, la
conclusion central es que el LRP1 monocitario se posiciona como un
biomarcador temprano de ateroesclerosis subclinica, con una expresion
disminuida en monocitos de sangre periférica en individuos con lesiones
ateroescleréticas detectadas por imagenes, lo cual se asocia con otros factores
de riesgo de ECV. En este sentido, la disminucion de LRP1 correlacion6 de
manera negativa con los niveles plasmaticos de colesterol LDL vy triglicéridos y
en forma positiva con colesterol HDL. Estas correlaciones son congruentes con
la fisiopatogenia de la ateroesclerosis y con los resultados de esta tesis:
mayores valores de colesterol LDL, menores valores de colesterol HDL y
menor expresion de LRP1 monocitario entre los individuos del GE patolégico
en relacién a los individuos del GE de bajo riesgo. Finalmente, estos cambios
de expresibn de LRP1 monocitario se produjeron en ausencia de
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modificaciones de otros biomarcadores celulares en monocitos, tales son los
casos de CD11b, CD11c y CD36, los cuales tienen una activa participacion en

el desarrollo y formacion de la placa ateromatosa.

Este comportamiento diferencial de LRP1 fue evidente entre los individuos del
GE de bajo riesgo y los del GE patolégico, en contraste a lo observado en los
individuos del GE intermedio. En este ultimo grupo, el LRP1 monocitario
presentd una gran dispersién de valores, superponiéndose con los intervalos
determinados para los otros dos GE. De este modo, surge la necesidad de
establecer nuevas estrategias experimentales de estudio que permitan de
manera longitudinal establecer la aparicion o no de enfermedad
ateroesclerética en funcion de la expresion inicial de LRP1 monocitario. En este
sentido, hipotetizamos que individuos del GE intermedio con baja expresion de
LRP1 desarrollarian ateroesclerosis subclinica detectada por imagenes en un
tiempo menor que aquellos individuos con elevada expresién inicial de LRP1.

4.8. Perspectivas.

Esta hip6tesis se fundamenta en la premisa de que el descenso de la expresion
de LRP1 monocitario seria anterior cronolégicamente a la aparicion en
imagenes de lesiones ateroescleroticas. En la practica clinica, si se confirma
que el descenso de la expresidén de LRP1 posiciona en un grupo de mayor
riesgo de desarrollar ateroesclerosis, en estos individuos se podria iniciar
medidas terapéuticas preventivas en etapas mas precoces. En esta linea de
investigacién, seria posible desarrollar un algoritmo de tamizaje y manejo de
ateroesclerosis subclinica aplicable en la consulta ambulatoria médica,
enfocado a un diagnéstico precoz para anticipar las medidas de prevencion
higiénico-dietéticas y farmacoldgicas, con un uso racional de recursos
tecnoldgicos y econdmicos. En primer lugar, uno deberia estimar el riesgo de
eventos cardiovasculares duros utilizando la ecuacién de Framingham a 30
anos basada en lipidos (FRS 30 L D), pero con valores de cortes de grupos
ecuacionales adaptados a nuestro medio, surgidos de la aplicacién del indice
de Youden en la base de datos generados por esta tesis y recientemente
publicada en una revista internacional con referato (123). A partir de estos
célculos, en lugar de las cifras 12/40 para definir los grupos ecuacionales de
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bajo, intermedio y alto riesgos, utilizariamos 9/40, es decir, <9 pertenece al
grupo de bajo riesgo, de 9 a 40 al grupo de riesgo intermedio y >40 al grupo de
alto riesgo. Estas nuevas cifras permitirian mejorar en nuestra poblacién
estudiada el valor predictivo negativo para tamizaje de ateroesclerosis
subclinica de los grupos ecuacionales de bajo riesgo surgidos de FRS30L Dy
de FRS 30 L D adaptada de un 85,6% a un 95,7% respectivamente. De esta
manera, se podria evitar la solicitud de métodos imagenoldgicos para tamizaje
de ateroesclerosis subclinica en el 45,4% de nuestra poblacion investigada de

adultos no mayores, con un ahorro significativo de recursos (Tabla 33).

TABLA 33. Estratificacion de las ecuaciones de riesgo cardiovascular a 30 afios versus
ateroesclerosis subclinica.

Ausencia de Presencia de
Ecuaciones de riesgo y sus subgrupos ateroesclerosis ateroesclerosis

subclinica subclinica

Bajo riesgo n (%) 107 (85,6%) 18 (14,4%)

FRS30LD Riesgo intermedio n (%) 37 (40,2%) 55 (59,8%)
Alto riesgo n (%) 1 (10%) 9 (90%)
Bajo riesgo n (%) 89 (95,7%) 4 (4,3%)

FRS30LDa | Riesgo intermedio n (%) 55 (44,4%) 69 (55,6%)
Alto riesgo n (%) 1 (10%) 9 (90%)

FRS: Escore de riesgo de Framingham (del inglés Framingham risk score); FRS 30 L D: ecuacién de riesgo para
eventos cardiovasculares duros a 30 afos segun lipidos; FRS 30 L D a: ecuacién de riesgo para eventos
cardiovasculares duros a 30 anos segun lipidos version adaptada. Datos surgidos de la publicacion Albertini RA y col.
(128).

En un segundo paso, en aquellos que clasifiquen como riesgo intermedio
ecuacional, se solicitaria en base al sexo de este grupo etario una ecografia
carotidea (sexo femenino) o los dos métodos imagenoldgicos (ecografia
carotidea y tomografia coronaria, sexo masculino) en busqueda de
ateroesclerosis subclinica. Y por dultimo, si no se detectaron lesiones
ateroescleroticas por imagenes, uno realizaria un analisis para determinar la
expresion de LRP1 en monocitos de sangre periférica por citometria de flujo.
En aquellos individuos que se detecte una expresion disminuida de este
biomarcador, se podria instaurar medidas preventivas, en el caso que el
estudio de investigacién confirme que una expresion disminuida de LRP1
monocitario antecede a la aparicién de lesiones ateroescleréticas visibles por

imagenes (Figura 21).
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Por lo tanto, proponemos que niveles disminuidos de LRP1 en monocitos de
sangre periférica constituyen un factor de riesgo de desarrollo de
ateroesclerosis y ECV.

Indicar
recomendacio-
nes generales

Bajo riesgo No solicitar
ecuacional imagenes

Iméagenes
positivas: indicar
tratamiento Baja expresion
1) Estimar el Riesgo 2) Solicitar preventivo LRP1: indicar
riesgo con intermedio imagenes segun tratamiento

FRS30LDa ecuacional sexo 3) Imagenes preventivo
negativas:

analizar LRP1

monocitario

Expresion
normal LRP1:
recomendacio-

Indicar nes generales
tratamiento
preventivo

Alto riesgo No solicitar
ecuacional imagenes

FIGURA 21. Algoritmo propuesto de tamizaje y manejo de ateroesclerosis subclinica en

individuos adultos no mayores.
FRS: Escore de riesgo de Framingham (del inglés Framingham risk score); FRS 30 L D a: ecuacion de riesgo para
eventos cardiovasculares duros a 30 afios segun lipidos adaptada.
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