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RESUMEN

La enfermedad arterial coronaria (CAD) representa uno de los problemas mas importantes
de salud a nivel mundial debido a su elevado indice de morbilidad y mortalidad. Los
sindromes isquémicos coronarios agudos (SICA) son las complicaciones mas temidas de
CAD, que frecuentmente se desarrollan como consecuencia de la ruptura de la placa
aterosclerotica, debido en gran parte al desequilibrio entre las metaloproteasas (MMPs) y
sus inhibidores enddgenos (TIMPs) que favorecen la degradacion excesiva de la matriz
extracelular (MEC). Actualmente se sabe que la activacién del sistema inmune esta
involucrada en los mecanismos que subyacen a la desestabilizacién del ateroma, donde los
monocitos activados son capaces de participar en la vulnerabilidad de la placa a través de
su capacidad para sintetizar y secretar MMPs, dependiente en gran medida, de las
citocinas que estén presentes en el medio. A pesar que se han descrito concentraciones
elevadas de mediadores inflamatorios en los sueros de pacientes con SICA, poco se conoce
si los monocitos pertenecientes de pacientes con diferentes manifestaciones clinicas de
CAD producen distinto perfil de MMPs y TIMPs y si éstos responden diferencialmente a la
estimulacion con citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias. Mas ain, también se
desconoce si la elevacion de citocinas pro-inflamatorias como el IFN-y puede alterar los
balances entre dichas proteinas, de manera que pudiera explicarse la asociacion entre la
infeccion aguda y el desarrollo de los SICA sugerida recientemente por multiples
investigadores.

Con la finalidad de contribuir al entendimiento de los mecanismos sistémicos que
participan en la desestabilizacién de la placa aterosclerotica, el objetivo del presente
estudio fue evaluar la produccion de MMPs y TIMP-1 por monocitos cultivados de
diferentes manifestaciones clinicas de CAD y su respuesta a la estimulacion con citocinas
pro- y anti-inflamatorias. Las concentraciones de MMP-1, -2, -9 y TIMP-1 se
determinaron en los sobrenadantes de los cultivos de monocitos estimulados con IFN-y o

IL-4 obtenidos de 30 pacientes con CAD estable (SAP), 30 pacientes con angina inestable e
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infarto del miocardio sin elevacién del segmento ST (UAP/NSTEMI) y de 30 donadores
sanos como grupo control (C). Las proporciones MMPs/TIMP-1 también fueron analizadas
en todos los grupos. Se encontrd que los monocitos de pacientes con UAP/NSTEMI
produjeron concentraciones basales més elevadas de MMP-9 que los pacientes con SAP.
La estimulacion con IFN-y de los monocitos de ambos grupos de pacientes incremento la
sintesis de MMP-9, mientras que abati6 la produccion de TIMP-1, promoviendo un mayor
desbalance de MMP-9/TIMP-1. En contraste, la exposicién de los monaocitos a la con IL-4
no altero la produccién ni la proporcion de estas moléculas. Nuestros datos demuestran
gue los monocitos obtenidos de pacientes con CAD presentan una mayor respuesta a la
estimulacion con IFN-y comparada con las células de los sujetos donadores sanos. Los
monocitos de pacientes con CAD estable y de los donadores sanos produjeron perfiles
similares de MMPs y TIMP-1, pero presentaron una distinta sensibilidad a ambos tipos de
estimulacion reflejada en las proporciones MMPs/TIMP-1. Los monocitos de pacientes
con CAD estable estimulados con IFN-y mostraron un importante desequilibrio en la
proporcion MMP-9/TIMP-1, tan elevado al encontrado en los pacientes con UAP/NSTEMI.
De manera que la proporcion MMP-9/TIMP-1 pudiera servir como un biomarcador util de
la vulnerabilidad de la placa. Debido a que la produccion de IFN-y es inducida durante la
infeccion, regula la produccién de MMPs y TIMPs, e induce un incremento en la razon
MMP-9/TIMP-1 en los pacientes con CAD estable, ello puede dar una verosimilitud

bioldgica a la asociacion entre las infecciones agudas y el desarrollo de los SICA.
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ABSTRACT

Coronary artery disease (CAD) represent one of the most important health problems
worldwide due to its high morbidity and mortality rate. Acute coronary syndromes (ACS)
are the most feared complications of CAD, frequently as consequence of plaque disruption
likely due to an imbalance between metalloproteinases (MMPs) and their specific
endogenous inhibitors (TIMPs) that favor excessive matrix destruction. Currently, it is
known that a systemic immune activation is involved in the mechanisms underlying plague
destabilization. Activated monocytes are capable to participate in plaque vulnerability
through their capability to synthesize and secrete MMPs, depending in great part of the
cytokines present in the milieu. Higher concentrations of inflammatory mediators have
been described in ACS. However, few is known if activated monocytes isolated from
patients with different clinical manifestations of coronary artery disease (CAD) produce a
distinct profile of MMPs and TIMPs and if they respond distinctly to the stimulation with
pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines. More important, it is also unknown if
elevations of pro-inflammatory cytokines such as IFN-y can alter the MMPs and TIMPs
balances since a role of acute infection has been suggested in triggering ACS. In an
attempt to contribute to the understanding of the systemic mechanisms underlying plague
vulnerability, the aim of this study was to evaluate the secretion of MMP-1, -2, and -9 and
TIMP-1 by cultured monocytes from different clinical manifestations of CAD patients, when
stimulated with IFN-y or IL-4.  Supernatants concentrations of MMP-1, -9, and TIMP-1
were measured in stimulated monocytes with IFN-y or IL-4 from 30 patients with stable
CAD, 30 with unstable angina and non-ST-segment elevation myocardial infarction
(UAP/NSTEMI) and 30 healthy controls. MMPs/TIMP-1 ratios were also performed.
Monocytes from UAP/NSTEMI patients produced higher MMP-9 basal concentrations than
SAP patients.  Under IFN-y stimulation, both patients” monocytes increased MMP-9
synthesis while decreased TIMP-1, promoting higher MMP-9/TIMP-1 imbalance. IL-4
exposure did not alter their production or ratio.  Our data demonstrate that monocytes

isolated from CAD patients show an altered responsiveness to IFN-y compared to cells from
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healthy subjects. Monocytes from stable CAD and control subjects produced similar MMPs
and TIMP-1 profiles, but present a differential responsiveness to IFN-y or IL-4 stimulation
that were reflected in their imbalance of MMP-9/TIMP-1. When stimulated with IFN-,
monocytes of stable CAD patients shown a great imbalance on their MMP-9/TIMP-1
production, as high as that found in UAP/NSTEMI patients. Therefore, the MMP-9/TIMP-1
ratio could be a useful biomarker for plague vulnerability. Since systemic production of
IFN-y is induced during infection, regulates the production of MMPs and TIMPs, and
induces an increase on the MMP-9/TIMP-1 ratio in patients with stable CAD, this may
bring biological plausibility to the association between acute infections and the

development of ACS.
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INTRODUCCION

I.  ENFERMEDAD ARTERIAL CORONARIA (CAD)

Estudios epidemioldgicos realizados durante los ultimos afios contintan reportando a las

enfermedades cardiovasculares como las principales responsables de la mitad de la

Raposeiras-Roubin $,2012) y, 5 |3 aterosclerosis como la principal

Phipps, 2000; Faxon et al, 2004; Turakhia, 2007)

morbilidad y mortalidad mundial ¢
causa de muerte en los paises industrializados . La
aterosclerosis coronaria es la causa mas frecuente de la enfermedad cardiaca isquémica,
cuya complicacién conlleva al desarrollo de los sindromes isquémicos coronarios agudos
(S|CA) (Boyle, 2005).

La aterosclerosis es una patologia multifactorial altamente compleja que involucra
diversos procesos inter-relacionados como el metabolismo de lipidos, disfuncion
endotelial, inflamacion, estrés oxidativo, alteracion en el metabolismo de matriz

(Faxon et al, 2004) on |4 cual se

extracelular (MEC), activacion plaquetaria y trombosis
establece una amplia red de interacciones entre las diferentes poblaciones celulares que
conforman la placa aterosclerética, asi como de sus moléculas de expresion y secrecion
(Ross, 1999; Libby, 2000;  Hansson, 2001) 40 definen cada una de las respuestas inmuno-
inflamatorias que se establecen en las distintas etapas de la aterogénesis, desde la
formacion de la lesion aterosclerotica hasta la erosion superficial o ruptura de la placa
ateromatosa (Mahmoudi et al, 2007).

La aterosclerosis coronaria no es simplemente una consecuencia degenerativa inevitable
de la edad con la acumulacion de lipidos en la pared vascular, sino que representa una
serie de respuestas celulares y moleculares altamente especificas en la que el sistema
inmune y la inflamacion son elementos esenciales para su iniciacion, progresion vy

(Hansson, 2001)

complicaciones Se trata de una respuesta inflamatoria crénica que puede

complicarse y convertirse en un evento clinico agudo que amenaza la vida del paciente

tras la desestabilizacion de la placa aterosclerética (2009,

1
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1.1 Sindrome Isquémico Coronario Agudo (SICA).

Por muchos afios prevalecié la idea que los SICA resultaban de una estenosis obstructiva
de las arterias coronarias. Actualmente se sabe que la ruptura o erosion de una placa
aterosclerdtica coronaria es el mecanismo mas frecuente por el que la aterosclerosis da
lugar a los eventos coronarios agudos, incluyendo a la angina de pecho inestable (UAP),

infarto agudo del miocardio (IAM) y muerte subita isquémica (IMS]) ®odriguez et al, 2007 Noguchi et al

2013).

La aterosclerosis coronaria cronica estable frecuentemente se complica por la conversién
hacia un estado inflamatorio agudo que provoca la ruptura de la capa fibrosa. Tras dicha
ruptura, el material componente de la placa entra en contacto con la sangre y favorece la
formacion de trombos que causan posteriormente la obstruccién del flujo coronario
(Schroedery Falk., 1995; Sakakura etal, 2013). 'y glgunas placas, la progresion es lenta y probablemente
una continuacién de procesos bioldgicos complejos iniciados por un dafio endotelial
cronico. Sin embargo, en muchas de las lesiones crecientes, la progresion es rapida y
seguida de fisuras recurrentes menores, con la formacion subsecuente de trombos
murales y una organizacion fibrotica, causando la estenosis coronaria. Si dicha estenosis
es significativa, se desarrollara angina de pecho estable o una isquemia silenciosa como
resultado de un incremento en la demanda de oxigeno por el miocardio. En contraste, la
angina inestable, infarto del miocardio con y sin onda Q, representan un continuo de los
procesos aterogénicos, y son usualmente caracterizados por una reduccion abrupta del
flujo coronario. La presencia de factores de riesgo trombogénicos tanto locales como
sistémicos al momento de la ruptura de la placa puede modificar la magnitud y duracion

del trombo e influir en la diversidad de manifestaciones clinicas agudas Fuste" et . 199: Theroux

and Fuster, 1998)
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2. FISIOPATOLOGIA DE LOS SICA: Mecanismos Inmuno-inflamatorios

La aterosclerosis comienza con el dafio endotelial causado por una gran variedad de
estimulos que incrementan la permeabilidad a las lipoproteinas de baja densidad (LDLS) y
permite la migracion de monocitos y linfocitos hacia la intima. Dentro de la pared arterial,
las LDLs son oxidadas (oxLDL), lo que induce una mayor disfuncion endotelial e

inflamacion en la intima ®° 1999

. Los monocitos infiltrantes se diferencian en macréfagos
que reconocen e internalizan oxLDLs para tornarse en células espumosas, principal
componente celular de los ateromas. Dependiendo de las células presentadoras de
antigeno, las células T CD4" también infiltrantes responden a las oxLDL y a otros antigenos
que promueven su proliferacién y la sintesis de citocinas ©**™e €@ 19%) pyrante etapas
intermedias, la produccion de citocinas por los macrofagos y linfocitos T activados
estimulan a las células del musculo liso (CMLs) a migrar hacia la intima y generar colagena
y otros componentes que conforman la capa fibrosa que cubre la placa, y a los macréfagos
para producir enzimas proteoliticas (i.e. metaloproteasas (MMPs) capaces de degradar a

(Libby, 2002) | 2 ~ontinua

los componentes de la matriz extracelular (MEC) de dicha capa
inflamacion induce posteriormente la muerte de macrofagos y CMLs, y sus residuos
necroticos ayudan a la persistencia del proceso inflamatorio, lo que resulta en la
progresion de la placa ateromatosa avanzada hacia lesiones vulnerables candidatas a
sufrir erosion o ruptura (Hansson etal, 2005)

La activacion inmunoldgica resulta como respuesta a los diversos componentes
inflamatorios que se van generando durante el proceso aterogénico con capacidad de
estimularlo o inhibirlo. La inmunidad innata mediante la participacion de leucocitos
fagociticos, péptidos vasoactivos, mediadores inflamatorios lipidicos, complemento y
citocinas pro-inflamatorias contribuye al inicio de la aterogénesis, mientras que la
inmunidad adaptativa desarrollada por los linfocitos T, macréfagos y citocinas inmuno-
reguladoras, controlan la actividad y progresion de la enfermedad hasta etapas avanzadas

3
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(Blinder et al, 2002) * nediante la actividad cambiante de una serie de marcadores (moléculas

de adhesion, citocinas, quimiocinas, metaloproteasas y especies reactivas del oxigeno)

(GalkinayLey. 2009)  |ag interacciones de las células de la inmunidad innata, adaptativa y

Figural. Fisiopatologia de los Sindromes Isquémicos Coronarios Agudos (SICA).

mediadores inflamatorios dirigen los aspectos de la inflamacion crénica o aguda en el sitio

(Libby, 2007~ pe tal suerte, que la inflamacién provee una conexion entre

de la lesion
muchos factores de riesgo tradicionales y novedosos y una biologia arterial alterada,
estableciendo el balance existente entre las sefiales activadoras e inhibidoras, pro- y anti-
inflamatorias, procesos sintéticos y degradativos, de vida y muerte celular, asi como entre
sefiales pro- y anti-trombdticos que determinan el tiempo de evolucion, progresion y

desestabilizaciéon del ateroma (Hansson et al, 2002; Hansson 2001; Ross, 1999; Ham y Braunwald, 2000: Biasucci et al,

2002)


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Debido a que la respuesta inflamatoria que se genera en el sitio de la lesion es capaz de
determinar la composicion de la placa y por tanto de contribuir significativamente a su

Libby, 2006) ‘actualmente el estudio de la inflamacion se ha

condicién estable o inestable |
enfocado hacia dos fendbmenos muy distintos pero altamente vinculados. En primer lugar,
a la formacion de la placa de ateroma debido a un proceso inflamatorio cronico y en

Berliner et al,

segundo, a la ruptura de la misma derivado de un proceso inflamatorio agudo ¢

1995; Bennett, 2002)

3. MECANISMOS DESESTABILIZADORES DE LA PLACA ATEROSCLEROTICA.

La vulnerabilidad y la subsecuente ruptura de la capa fibrosa frecuentemente es resultado
de dos sucesos importantes. En primer lugar, a la disminucién importante en la sintesis de
colagena por apoptosis de las células del mésculo liso (CMLs) € 299D debido a la accion
de citocinas pro-inflamatorias como el TNF-a e IL-1, y en particular por el IFN-y

sintetizado por linfocitos presentes en el sitio de la lesign (Hansson etal, 1989 Wamer etal, 1989; Geng y

Libby. 1995) v en segundo lugar, a la degradacién de los componentes de la MEC por los
macrofagos activados mediante la elevaciéon en la produccion de enzimas proteoliticas,
particularmente de metaloproteasas (MMPs) P2 2002)

La estabilidad de la placa aterosclerética depende de la integridad y resistencia de su capa
fibrosa. De tal suerte que, cualquier estimulo inflamatorio que promueva el desequilibrio
entre la sintesis y degradacion de los componentes de la MEC que conforman la capa

fiorosa favorece su vulnerabilidad -6¢Y 1. 1997)
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3.1. Metaloproteasas e Inhibidores

Las MMPs pertenecen a la familia de las endopeptidasas dependientes de zinc con
capacidad de degradar todas las proteinas que componen la MEC . Dependiendo de su
especificidad, pueden agruparse en colagenasas (MMP-1, -8, -13), gelatinasas (MMP-2, -
9), estromielisinas (MMP-3, -10, -11), matrilisinas (MMP-7) y metaloeslastasas (MMP-12)
(Galis y Khatri, 2002) | 55 macréfagos son la fuente mas importante de MMPs en humanos
(Dollery y Libby, 2006) o )va sintesis se incrementa cuando son estimulados por mitdgenos,
productos bacterianos (LPS), citocinas inflamatorias (IFN-y, IL-1, IL-4 y TNF-a), factores de
crecimiento, OxLDL, especies reactivas del oxigeno (ROS) y por el contacto con los
Iinfocitos T (Louie, 1984; Shappiro et al, 1993; Lacraz et al, 1994; Newby, 2008).

La actividad proteolitica de las MMPs esta finamente regulada por diversos inhibidores
enddgenos, incluyendo a la familia de las proteinas inhibidoras de metaloproteinasas
(TIMPs) que se unen estequiométricamente 1:1 a las MMPs ®ev etal. 20000 En particular, el
TIMP-1, capaz de regular la actividad proteolitica de casi todos los miembros de las MMPs

(Lacraz et al, 1995)

gue hasta ahora se conocen . Por consiguiente, el balance proteolitico

depende de la concentracién relativa entre ambas moléculas Faame etal. 2005; Newby, 2005)

3.2 Citocinas Inflamatorias

Las citocinas pro-inflamatorias producidas por los linfocitos T y macréfagos activados, son
consideradas como participantes imprescindibles en la inflamacién vascular cronica tipica

de la aterosclerosis. El IFN-y es pro-inflamatorio y pro-aterogénico que activa

fuertemente a los macréfagos, induce la expresion de MMPs (Cavies. 1998 Kaietal 1998) jnhine |g

expresion de TIMPs y la proliferacion y sintesis de colagena en CMLs, incrementando la

Kim et al, 2001; Mallat et al, 2001; Shan et al, 1998)

degradacion de la capa fibrosa ¢ . Similarmente, induce
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el reclutamiento de células inmunes a la lesion om0 eta 2003 ‘incrementa la produccion de

(Valente et al, 1998)

guimiocinas y la expresion de moléculas de adhesion e integrinas y

promueve a las CMLs hacia un fenotipo proliferativo ®aarea. 200D introduce las oxLDLs a

los macréfagos 2% activa a macréfagos y células T, todos importantes para promover

Grupta et al, 1997)

la desestabilizacién de la placa El TNF-oe incrementa la expresion de

moléculas de adhesion en CEs, quimiocinas y receptores “scavenger” en macréfagos

(Tousoulisetal, 2003\ yede desestabilizar las placas ateroscleréticas induciendo la produccion

de MMPs Kimetal.2001.) - jynto con la IL-1, el TNF-o. promueve la respuesta inflamatoria (IL-
6 y PCR) y la induccion de la sintesis de ciertas proteasas como la MMP-9. Debido a que
la IL-1 es un potente mediador de la inflamacién arterial que produce gran dafio a la

pared vascular, su inhibicion por el IL-1ra reestablece la funcion endotelial, reduce la

respuesta inflamatoria en la vasculatura y reduce el estrés oxidativo vascular €rosman eta.

2008)

Durante la respuesta inflamatoria también son producidas ciertas citocinas anti-
inflamatorias. La IL-4, IL-13, TGF-B e IL-10 juegan un papel importante en impedir la
progresion y ruptura de la placa asi como en los procesos trombéticos, inhibiendo muchas

de las propiedades de las poblaciones celulares inflamatorias asociadas al proceso

Tziakas et al, 2003) Pinderski et al, 1999)

aterogénico { . La IL-10 inhibe la adhesién de los monocitos

pero induce la sintesis de TIMP-1. LaIL-13 e IL-4, suprimen la produccion de IL-1, IL-6, IL-

Scotton et

8, TNF-a. e incrementan la sintesis del antagonista del receptor para la IL-1 (IL-1ra)

a.2009 " alteran la oxidacion de lipidos por macréfagos €omicellietal. 2000) ingycen (IL-4, IL-13)

Shimizyu et al, 2004)

la produccion de ciertas MMPs ¢ , mientras que otras (IL-10, TGF-B) las

inhiben.
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4. MONOCITOS/MACROFAGOS EN LOS SICA

Los monocitos son una de las poblaciones celulares principales del sistema inmune que
estan involucradas en la formacién, crecimiento y ruptura de la placa aterosclerotica.

Durante la inflamacién, los monocitos migran de la circulacion a tejidos linfoides y no

linfoides en respuesta a sefiales tisulares causadas por infeccion o dafio tisular Geissmannetal

2008) - fagocitan moléculas como las oxLDL, producen citocinas inflamatoriasy pueden

(Tacke y Randolph, 2006)

diferenciarse en macrofagos, células dendriticas o células espumosas . La

migracion de los monocitos hacia los tejidos y su diferenciacion hacia varios tipos celulares

parece estar determinado en parte por el medio inflamatorio, lo que indica la enorme

plasticidad de estas células (Voollardy Geissmann, 2010)

Los monocitos humanos muestran una heterogeneidad de tamafo, granularidad,

morfologia nuclear y fenotipo, similar a la existente en subpoblaciones en ratén ¢

2099 - se han definido dos subpoblaciones de monocitos: CD14™CD16" que respresentan

Passlick

el 85-95% de los monocitos en individuos sanos; CD14'°CD16" representan el resto ¢

etal 1989) | a5 placas ateroscleréticas parecen atraer predominantemente el fenotipo mas

inflamatorio (tiby et al. 2008)

(de Servi et al, 1996)

gue se caracterizan por un incremento de moléculas de

(Biasucci et al, 1996)

adhesion , incremento en la produccién de citocinas

y

sustancias pro-coagulantes (anten etal. 199)

Otra variedad de fenotipos de macréfagos también han sido definidos dependiendo del
patrén de activacion. Los macrofagos clasicamente activados (M1) y los alternativamente

(Bouhlel et al, 2007)

activados (M2), ambos fenotipos estan presentes en los ateromas y pueden

ser distinguidos por una serie de marcadores expresados en su superficie (¢ordony Taylor, 2005)
Tanto el lipopolisacarido (LPS) como citocinas inflamatorias (i.e. TNF-a, IL-18 e IFN-y)
inducen el fenotipo M1. El fenotipo M2 es generado en respuesta a citocinas como la IL-4
o IL-13. El papel de estos distintos fenotipos de macrofagos en la progresion e

inestabilidad apenas se esta investigando.
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Figura 2. Participacion de los fagocitos mononucleares en el proceso aterogénico (Circ J, 2010).

La activacion de los monocitos y de los macrofagos residentes pueden contribuir a la
condicién vulnerable de las placas avanzadas mediante su capacidad para sintetizar
diversas MMPs (|e MMP-]., _2’ -3 y _9) (Miltenburg et al, 1995; Lacraz et al, 1994; Xie et al, 1998; Zhang and Wahl,
2006; Khan et al, 2004; Webster and Crowe, 2008) - Ademgs, en las Gtimas décadas, diversos hallazgos
sugieren una incrementada reactividad de los monocitos a una variedad de estimulos
infecciosos y no infecciosos que contribuyen a la inestabilidad de las placas ateromatosas

coronarias.
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5. BIOMARCADORES EN LOS SICA

Tanto el papel patogénico de la inflamacion local, como de los niveles incrementados de
marcadores inflamatorios en suero, han servido para identificar pacientes con un elevado
riesgo de desarrollar eventos isquémicos futuros y su influencia en la evolucion clinica de
los SICA (Mulvinill'y Foley, - 2002) * Actyalmente, muchas de las moléculas sintetizadas por
poblaciones celulares del sistema inmune pueden ser medidas de manera sistémica como

es el caso de las citocinas inflamatorias y factores de crecimiento (GM-CSF, IL-1, IL-6, IFN-

) (Biasucci et al,

v) y de mediadores inflamatorios como las proteinas de fase aguda (i.e. PCR

1996; Luizzo et al, 1994; Haverkate et al, 1997) 'y slaculas de adhesion (P y E selectinas, ICAM-1, VCAM-

1), quimiocinas (MCP-1, CCR-2, IL-8), mediadores de la matriz MEC (TGF-f, MMPs, TIMPS),

mediadores de la coagulacion (i.e. factor tisular), entre muchos otros (Albert etal. 2003; Ridker et

al, 2004; Prdhan et al, 2002; Blankenberg et al, 2003; Heeschen et al, 2003; Nordt et al, 1999) Desde hace tiempo se ha

demostrado que los niveles séricos de PCR se encuentran elevados en pacientes con CAD

Berk et al, 1990)

activa comparado con aquellos con CAD estable y gque existe una correlacién

entre la elevacion de los niveles de PCR y eventos cardiovasculares en pacientes con

(Liuzzo et al, 1994)

angina inestable y eventos cardiovasculares futuros en diferentes

poblaciones (Blake y Ridker, 2003)

La elevacion de las concentraciones séricas de ciertas citocinas pro-inflamatorias se han

asociado con la enfermedad coronaria y sus complicaciones (W9 et al. 2004; Mangee et al, 2004)

Baumann et al, 1990; Heinrich et al., 1990)

mediando la respuesta de fase aguda , induciendo la

produccion de mdltiples moléculas de adhesion, quimiocinas y la sintesis de MMPs y

TIMPs (Galls etal, 1994; Mach etal, 1999) - pagde hace varias décadas, se ha reportado un dominio

de citocinas tipo Th1 en el suero de pacientes con angina inestable (UAP) como IFN-y, IL-1,

TNF-c. e IL-6 (Methe et al, 2005; Fernandes et al, 2004; Rus et al, 1996; Boer et al, 1999; Biasucci et al, 1999; Liuzzo et al, 2001)

Ciertos investigadores han reportado niveles bajos de IL-10 en pacientes con SICA

comparados con aquellos con SAP y sujetos contro| (Pasaui etal. 2005: Tziakas etal, 2003) g qiriando

10
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que niveles reducidos de esta citocina puede favorecer la inestabilidad de la placa ®éPpaet

al. 2009 Ademas, se ha mostrado que pacientes con UAP tienen niveles significativamente

mas elevados de IL-1ra que los pacientes con SAP e individuos sanos, implicando a los

niveles de IL-1ra como un marcador sensible de inestabilidad clinica en pacientes con CAD

(Patti et al, 2002) | o5 piveles séricos elevados de IL-6 e IL-8 también son considerados como

predictores para CAD inestable (Romuk et al, 2002)

11


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

ANTECEDENTES

La vulnerabilidad de una placa aterosclerética avanzada no ocurre como un fenémeno
local aislado sino también como consecuencia de una enfermedad sistémica. El
incremento en la coagulabilidad y la inflamacidn, asi como la recurrencia de infecciones,
son factores sistémicos que se correlacionan con la ruptura de la placa interactuando
sinérgicamente con los factores de riesgo tradicionales Fustery Fayad, 1999: Cortiy Fuster, 2003; Sambola

etal 2009) aie gobiernan muchos de los aspectos de la biologia de la placa, determinando

su destino clinico (Libby, 2005; Rader et al, 2008)

Plaque Rupture: An Integrative Perspective

Plaque Biology Systemic Biology
Plagie morphology: Systomic Condition:
Inflammation Inflammation
Extraceliuiar Matrix content Blood rheokogy
Intra-plague hemortage Co3gulaton
Intra-plague angogenssis Infection

KMultiple complesx plagues

Modulators Markers:

Inffamrnalion. inflammalion.

Leukocyte Adhesion MobEoules, CRP, P-selgcting, SICAM, SWCAM
Chemokings, Cytokines, CRP SCDA0L, ILE, THFo. IL18
Fibrosis Fibrosis

TGFE, MhPs, Cathepsins, TIPS TGFR, MMP-9

CoaguEiion OSSO

Platelets, TF TFPI, tPA, uPA, PAI, Fibrinogen, »"WWF, PAal, 1A
Gagst, anti-thromixin 3

Trestment examples: Treatment examples:
Rapamycin eluting stents HMG=Cos reductase inhibitors,
HMG-CoA inhibitors Agzpirin, Heparin, Clopidogre|,

GPIbYilla inhibitars, ACE inhioitars,
AT-1 inhibitors, f-blockers

Figura 3. Marcadores locales y sistémicos involucrados en la ruptura de la placa aterosclerética
(Lutgens et al, Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2003).

Por ahora se ha probado que la regulacion de factores locales es capaz de cambiar la
progresion y la composicién de la placa, ya sea para prevenir o inducir su ruptura, y que la

regulacion de los moduladores sistémicos tiene un efecto en la biologia local del ateroma

12
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Szoroday et al, 2006)

y viceversa | Muchos moduladores de la inflamacién, respuesta inmune,

fibrosis y coagulacion no so6lo son utilizados como biomarcadores sistémicos de eventos

ateroscleréticos sino son participantes activos locales en la ruptura del ateroma (Wierson

2002; Manhapra et al, 2001)

Los signos clinicos de una placa vulnerable son dificiles de discernir y por muchos afios su
identificacion ha estado basada en marcadores imagenol6gicos, biomarcadores
funcionales de la homeostasis vascular y en marcadores circulantes basados

principalmente en mediciones de factores de inflamacion, estrés oxidativo y trombosis

(Vasan, 2006; Tardif et al, 2006; Naghavi et al, 2006; Garcia-Moll, 2005) El uso de biomarcadores de la MEC (I e

MMPs y TIMPs) han sido menos estudiados a pesar de que éstos proveen una plataforma
estructural y funcional esencial de la vasculatura, cuyos cambios con respecto a su sintesis

y/o degradacién juegan un papel crucial en la remodelacion vascular pero también en el

Libby y Lee, 2000; Shah y Galis, 2001)

desarrollo y ruptura de las placas ! , por lo que actualmente se

propone que los marcadores de la inestabilidad y ruptura del ateroma pueden ser muy

(Newby, 2008

tiles para predecir eventos coronarios futuros y su recurrencia ). Evidencia

inmunoquimica ha demostrado una sobreexpresién de ciertas colagenasas como MMP-1,
MMP-2, MMP-8, MMP-9 y MMP-13 y de TIMPs en las CEs, macréfagos, CMLs y células

espumosas presentes en las placas en etapas mas avanzadas de la aterogénesis (¢ et

1094 Newby, 2005) "asi como una mayor actividad proteolitica de MMP-1, -3, y -9 mayor en

placas inflamadas que en placas fibrosas (Galis et al 1992; Kalela et al, 2002; Noji et al, 2001; Tayebee et al, 2005;

Wilson et al, 2003) | 5 actividad proteolitica esta muy asociada con los macréfagos y las CMLs

en los hombros de las placas, alrededor del ndcleo necrotico y acompanada de la

expresion y concentracion de MMP-1y MMP-Q (Galisetal, 1994; Sukhova etal, 1999)

Por ahora es un hecho reconocido que las células inmunoldgicas dominan las lesiones

aterosclerdticas tempranas y sus moléculas efectoras aceleran la progresién de las

van der Wal et

lesiones y los mecanismos inflamatorios que dan lugar al desarrollo de los SICA

al, 1994; Kovanen et al, 1995) - paciantemente se ha demostrado una activacion sistémica de las

células del sistema inmune en las distintas etapas de CAD (Ross: 1999 Abbate etal, 2003; Methe etal,

13
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2005 Mediante pruebas de invasion y de migracién vy la sintesis de diversos marcadores

sericos como el CD14, la activacion de monocitos antes del contacto con la vasculatura
dafiada es ahora un hecho demostrado @@ €@ 2000 “fyndamentando que la inflamacién
sistémica puede no soélo reflejar sino potencialmente dirigir la inestabilidad de la placa.
Niveles incrementados de marcadores de activaciéon de monocitos y células T se han
detectado en suero de pacientes con UAP e |AM (¢ et al 1999; Caligiuri et al, 2000; Jude et al, 1994) pyq
manera que, los mecanismos inmuno-inflamatorios que subyacen a la vulnerabilidad y
desestabilizacion de la placa ateromatosa también estan definidos por los mecanismos
sistémicos definidos en gran medida por los leucocitos mononucleares activados en

circulacion (Yamashita et al, 2003; Hansson, 2001; Liuzzo et al, 1999)

. Los monocitos, todavia en circulacién,
son capaces de generar y secretar muchos de los mediadores inflamatorios, degradadores
de la matriz y trombogénicos involucrados en dicha destabilizacion @@ e @ 2000 (n
incremento significativo de marcadores séricos en circulacion producidos y/o inducidos
por los monocitos y células T activadas han sido ampliamente descritos. Niveles elevados
de citocinas inflamatorias, elevacién de mediadores inflamatorios como las proteinas de
fase aguda (PCR) (Biasucci et al, 1996; Luizzo et al, 1994; Haverkate et al, 1997)’ moléculas de adhesién (P y E
selectinas, ICAM-1, VCAM-1), quimiocinas (MCP-1, CCR-2, IL-8), citocinas (GM-CSF, IL-1, IL-
6, IFN-y, CD40L), mediadores de la matriz (TGF-, proteasas (MMPSs) e inhibidores (TIMPs),
mediadores de la coagulacion (FT), entre muchos otros han sido detectados en un vasto

numero de estudios previos (Albert et al, 2003; Ridker et al, 2004; Ridker et al, 2000; Blankenberg et al, 2003; Heeschen

etal, 2003; Nordtet al, 1999) - pqr tanto, resulta concebible la idea de que la ruptura de la capa

fibrosa esté influida por la produccion y desequilibrio entre las MMPs y TIMPs generadas

Hanemaaijer et al, 1993; Orbe et al, 2003)

en la placa aterosclerética | y por sus concentraciones en

circulacion (Noji et al, 2001; Nanni et al,2007)

Las concentraciones de MMPs y sus inhibidores pueden ser detectadas a nivel sistémico, y
se ha visto que pacientes con enfermedad coronaria muestran una alteracion en el

Paramo et al, 2001)

balance fibrindlisis/protedlisis en sangre periférica | Diversos estudios han

14


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

demostrado un incremento significativo de las concentraciones de diversas MMPs en

pacientes con SICA comparados con sujetos sanos y con pacientes con enfermedad
Kai et al, 1998; Eckart et al, 2004)

coronaria mas avanzada Zeng y cols. (2005) fueron de los

primeros en demostrar un incremento en las concentraciones de MMP-9 y MMP-2 en la
circulacion de pacientes con SICA comparado con sujetos sanos, cuyos niveles
correlacionaron fuertemente con la concentracion de PCR. Niveles elevados de MMPs y

un desequilibrio en la proporcion MMPs/TIMPs han sido detectados en el suero de

pacientes con etapas avanzadas de CAD (Shah etal. 1995; Brown etal, 1995)

Gran cantidad de investigaciones han reportado un asociaciéon entre las MMPs y TIMPs
qgue predicen un pronéstico adverso en una amplio rango de enfermedades

cardiovasculares (Kalela et al, 2002; Noji et al, 2001; Tayebee et al, 2005; Wilson et al, 2003) donde el biomacador

mas prometedor es la MMP-9 como predictor independiente de la ruptura de la placa

Blankenberg et al, 2003; Loftus et al, 2003; Uzui et al, 2002; Fukuda et al, 2006)

ateromatosa | , junto con incrementos

Inokubo et al,

en la concentracion sérica de MMP-1, MMP-2 y TIMP-1 en pacientes con SICA ¢

2001; Kai et al, 1998; Inoue eet al, 2003) - Atras astudios describen niveles elevados de TIMP-1 en el

suero de pacientes con angina estable e inestable (Mokubo etal, 2001 Ding et al, 2006; Fiotti etal, 2007) oy

comparacién con individuos sanos (Giasante et al, 2007; Nanni et al, 2007, Higashikata et al, 2006).
Posteriormente, se demostré un desbalance entre las concentraciones séricas de MMP-
9/TIMP-1 en pacientes con estados avanzados de CAD (€heng et al. 2008; Brunner et al, 2010)
Cavusoglu y cols. (2006) establecieron como predictor independiente de eventos
cardiovasculares futuros a los niveles séricos bajos de TIMP-1 en una cohorte de pacientes
varones sometidos a angiografia coronaria. Como extensiéon a estos hallazgos, se ha
demostrado un desbalance en la proporcion MMP-9/TIMP-1 en los monocitos CD14"
obtenidos de pacientes con manifestaciones clinicas avanzadas de CAD, donde la actividad
sérica de MMP-9 correlacion0 significativamente con la proporcion MMP-9/TIMP-1 en los
Brunner et al, 2010)

monocitos circulantes ¢ .

Los monocitos expresan niveles bajos de diversas MMPs en condiciones fisioldgicas, pero

15
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su contacto con la MEC induce la sintesis de un amplio espectro de MMPs. Asi como en
los macrofagos, el LPS, la union CD40 y citocinas inflamatorias también induce cambios en

la expresion de MMPs en monocitos, mediados principalmente por el NF-xB. Los

monocitos expresan TIMP-1, -2 y -3 y muy poca cantidad de TIMp-4 (Baror et al. 2008)

y
producen espontdneamente MMP-9, cuyos niveles se incrementan con la exposicion a
LPS, TNF, IL-1, GM-CSF y por la unién de CD40 con su ligando “"an9 etal 1998; Mach etal, 1997) - o
MMP-1, sin embargo, no es producida por los monocitos pero concentraciones bajas se
inducen con la presencia de estas citocinas o cuando son estimulados por productos
bacterianos. Los niveles de TIMP-1 incrementan en estas células cuando son estimuladas

con LPS e [L-10 (el etal. 2003) ' pifarantes estimulos inflamatorios como TNF-a. e IL-1 entre

Arenas et al, 2004)

otros, regulan la expresion de diversas MMPs ¢ , mientras que la expresion de

TIMP-1 incrementa con la estimulacién con LPS y con IL-10 Noldetal 2009 - por ahora se ha

visto que la IL-4 disminuye la produccién de MMP-1 y MMPp-g (Corcoran et al, 1992; Lacraz et al, 1992)

mientras que el IFN-y reduce la produccién de MMP-9 y MMP-12 en monocitos ‘22 et &
1992; Wu et al, 2000) 'y que los macréfagos activados con IFN-y son mayores productores de
MMPs y los alternativamente activados producen TIMP-1 MurrayyWynn. 2011) " ge ha yisto que
la PCR induce la expresion de MMP-1 en macréfagos sin afectar la sintesis de TIMP-1
(Williams et al, 2004).

Se ha observado una asociacion entre los biomarcadores circulantes de la MEC y las
manifestaciones clinicas y los factores de riesgo ateroscleréticos. Se conoce que la PCR

induce la expresion de MMP-1 en macréfagos sin afectar la sintesis de TIMp-1 (Wiliams etal,

2009y que los niveles incrementados de MMP-9 en circulacién se han asociado
directamente con las concentraciones de PCR, IL-6 y fibrindgeno Feon etal. 2003)

Estudios relacionados han demostrado que los niveles elevados de oxLDL juegan un papel
en la transicion de placas estables hacia un estado inestable mediante la estimulacién en

la produccién de MMPs por las CEs y macrdfagos (Huan etal, 1999: Xuetal, 1999; Lietal, 2005)
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Experimentos in vitro, han demostrado que las oxLDLs incrementan la produccion de

MMP-1, -3y -9, mientras que reducen TIMP-1 y que la glucosa incrementa los niveles de

MMP-9 por los macréfagos sin tener efectos en los niveles de TIMP-1 Peath etal. 2003 - gy

contraste, las HDLs reducen la produccion de diversos tipos de MMPsg (fuang etal, 2001 Liet al,

2099 " En los monocitos/macréfagos se ha reportado que las oxLDLs acttian sinérgicamente

con factores pro-inflamatoros que inducen la expresion de MMP-1 y MMPp-9 (Ardans etal, 2002)

Por otro lado se ha visto que los individuos fumadores presentan niveles incrementados

de MMP-9 y TIMPp-1 (Nakamuraetal, 1998) g0 |3 concentracién de TIMP-1 se correlaciona con

Sundstrom et al, 2004)

el indice de masa corporal , Y que los niveles incrementados de MMP-9

circulantes con el aumento de la presion sanguinea y engrosamiento de las paredes

Yasmin et al, 2005)

arteriales { De igual manera, el incremento de TNF-a, catecolaminas |,

oxLDLs en SICA incrementan la sintesis de MMP-1 y MMP-9 por monocitos y macrofagos
(Speidi et al, 2004) * pacientemente, se ha demostrado que los monoacitos de los pacientes con
SICA presentaron una sobreexpresion de los genes que codifican para MMP-2 y -9,
particularmente en la fase aguda de estos sindromes *uiach etal. 2010)

Por otro lado, se ha reportado que los pacientes con CAD tienen una mayor cantidad de

monocitos CD14'CD16* que los sujetos sanos it et al. 2004)

, que correlacionan
negativamente con los niveles de HDL y positivamente con niveles de lipidos aterogénicos
por lo que se han sugerido como marcadores celulares durante la hipercolesterolemia
(Rothe etal, 199) ' mientras que se ha detectado un incremento significativo de CD14'°CD16" en
pacientes con CAD estable, importantes en la reparacion y estabilidad del ateroma. Se

sabe que los monocitos son activados, derivando en una cascada de citocinas

Hochart et al, 2008) Jude et al,

inflamatorias | , particularmente en pacientes con angina inestable

1994 " Antes de su participacion en la patogénesis de los SICA, los monocitos son activados
en circulacion mediante sus receptores Toll (TLR) e interacciones con otros leucocitos y

células endoteliales, presentando transformaciones en su fenotipo. Los TLRs parecen ser
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particulamente importantes en la activacién de los monocitos circulantes en los SICA,
reconociendo moléculas liberadas de tejidos dafiados e iniciando la cascada inflamatoria
por diferentes poblaciones celulares, incluyendo a los monocitos. Estudios previos han
descrito que los monocitos TLR4'/CD14" estan 2.5 veces mas incrementados en pacientes
con SICA, asociados con niveles elevados de IL-6 y TNF-a, asi como de moléculas de
adhesion, selectinas y quimiocinas en etapas tempranas de CAD, indicando su papel
potencial en la predisposicion para desarrollar SICA y vulnerablilidad de la placa

Methe etal, 2005 pqr | tanto, los monocitos estan activamente involucrados en

ateromatosa {
detonar la cascada inflamatoria en los SICA, proceso que es posteriormente amplificado
por niveles elevados de PCR y proteinas de choque térmico secretados en estos pacientes
(Satoh et al, 2006).

La activacion de monocitos que infiltran en el sitio de lesién vascular pudiera ser crucial no
s6lo para el desarrollo y la progresion de la placa aterosclerdtica sino para su
desestabilizacion.  La diferencia de microambientes que caracterizan las distintas
manifestaciones clinicas de CAD pudiera ser en gran medida la responsable de una
activacion diferencial que conlleve a la sintesis diferencial de MMPs y TIMPs. Por tanto,
seria de gran interés esclarecer la participacién de los monocitos en los mecanismos
sistémicos estabilizadores o desestabilizadores de las placas aterocleroticas coronarias.
Actualmente estd surgiendo amplia evidencia que sugiere que la enfermedad
cardiovascular (ECV) puede ser encendida por diversas infecciones. En particular, la
infeccion respiratoria aguda ( influenza) , puede ser un importante disparador de los SICA
(Warren-Gash et al. 2012)  Depjdo a que la infeccion es importante en la etiologia de la
inflamacion, ésta pudiese conferir un riesgo incrementado para el desarrollo de las

(Kiechl et al, 2001)

complicaciones aterotromboticas La respuesta del hospedero a las

infecciones agudas pueden encender, amplificar o facilitar los SICA no s6lo como resultado

de cambios inflamatorios y trombogénicos generalizados, sino también mediante efectos

Corrales-Medina et al, 2010)

locales en las arterias coronarias y lesiones ateroscleréticas La

inflamacién sistémica y las infecciones aceleran la aterogenesis en animales /Pe" et@l. 2000
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Sin embargo, la inflamacion sistémica varia en respuesta a infecciones o a otros estimulos
pro-inflamatorios. Estos cambios intermitentes pueden estar vinculados en el riesgo de
desarrollar eventos vasculares. De hecho, los marcadores inflamatorios predicen la

evolucion en los eventos vasculares agudos €2 ¥ Vita. 2002): o] incremento en el conteo de

leucocitos puede anunciar un periodo corto de riesgo incrementado de embolia € &

2009 v diversos estudios han sugerido que puede existir un incremento transitorio en el

riesgo de IAM posterior a una infeccién (Spodick et al, 1984; Mattila et al, 1989; Valtonen et al, 1993).

Las infecciones agudas, ademas de encender respuestas inflamatorias sistémicas, tiene
efectos inflamatorios directo en las placas aterosclerdticas y arterias coronarias. La
formacion del trombo en la superficie de las placas complicadas es esencial para la

evolucion de los SICA (Pavies y Thomas, 1984)

, 'y las infecciones agudas pueden promover el
desarrollo de trombos en diversas maneras, ya sea activando directamente a las plaguetas
0 por la respuesta que éstos desencadenen, causando cambios Yy desrregulacion del
sistema de coagulacion (aumento en la actividad antitrombina y en las concentraciones de

proteina C activada) e incrementando los niveles circulantes de factor tisular (FT) (Fzeerald et

al, 2006; Grando et al, 2002; Shorr et al. 2006) - Ademgas, las infecciones agudas puede causar
vasoconstriccion coronaria, estimulado la actividad plaquetaria inducida por friccion y
comprimiendo el nucleo ateromatoso que promueve su ruptura o contribuye a la erosion

Virmani et al, 2008) A |5 fecha, todavia no esta claro si las infecciones son un

de la placa ¢
estimulo crdnico para el desarrollo de la aterosclerosis o si las infecciones agudas ejercen
un papel especial en precipitar los eventos coronarios agudos. A este respecto, se ha
reportado que los niveles elevados de anticuerpos a muchos agentes infecciosos esta

Pesonen et al, 2007; Espinola-Klein et al,

asociado con un incremento en el riesgo para desarrollar SICA ¢
2002 pe tal suerte que, si la probabilidad de un evento vascular esta relacionado a las
variaciones en los mecanismos que subyacen al estado inflamatorio y funcién endotelial,
posiblemente las infecciones y quiza las vacunas, puedan estar asociadas con un

incremento de corta duracion en la tasa (indice) del evento.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de su naturaleza cronica, generalmente la aterosclerosis no es diagnosticada
previo al desarrollo de sus sintomas o complicaciones. Actualmente continda habiendo
una incidencia elevada de eventos coronarios agudos tanto en la poblacién con
enfermedad aterosclerética declarada como en individuos con enfermedad subclinica.
De igual manera, todavia persisten desconocidas las causas por las qgue muchos pacientes
con enfermedad aterosclerdtica coronaria severa y extensiva permanecen estables
durante afios sin desarrollar algin evento coronario agudo, mientras que otros los
desarrollan  como una primera manifestaciébn, a pesar de tener un proceso
atersoclerdtico menos severo. A la fecha, los marcadores sistémicos de la inflamacion
(PCR, fibrin6geno, interleucinas, CD40L soluble), aun cuando tienen utilidad potencial en
la estratificacion de riesgo cardiovascular, carecen de suficiente especificidad para ser
utilizados como predictores de CAD inestable a corto plazo. Por tanto, existe una
necesidad inminente de encontrar biomarcadores sistémicos mas especificos y sensibles

gue ayuden a predecir el desarrollo de eventos coronarios agudos.
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JUSTIFICACION

En virtud de que la diferencia entre la presencia de placas de ateroma no trombogénicas
generalmente manifestadas como angina estable y un evento coronario agudo con
formacion de trombos (SICA) implica la ruptura o erosion de la placa, pensamos que es
posible y de gran utilidad preventiva la identificacibn de biomarcadores sistémicos
especificos que reflejen y/o pronostiquen la vulnerabilidad de la placa aterosclerética
coronaria. Considerando que la vulnerabilidad de la placa aterosclerética depende de los
procesos inmuno-inflamatorios tanto locales como sistémicos; que la estabilidad del
ateroma depende en gran medida del balance entre las MMPs y sus inhibidores
enddgenos (TIMPs); y que diversos estimulos inflamatorios o infecciosos pueden alterar la
regulacion de la actividad proteolitica de las MMPs, es posible que, mediante la
evaluacion de la respuesta de los monocitos a ciertos mediadores inflamatorios sistémicos
como las citocinas pro- y anti-inflamatorias sobre la produccion de dichas proteinas nos
permitan conocer la participacion de los mecanismos sistémicos que subyacen a la
desestabilizacion de la placa aterosclerética. Esto ultimo permitiria la identificacion
temprana de aquellos pacientes que se encuentren en alto riesgo de desarrollar eventos
coronarios agudos y distinguirlos de aquellos con bajas probabilidades de presentar
complicaciones aterotromboticas, asi como la intervencion con tratamientos oportunos
enfocados a la estabilizacion de los ateromas y a la reduccion de su trombogenicidad

capaces de prevenir eventos catastroficos que pongan en riesgo su vida.
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HIPOTESIS

Los monocitos de pacientes con enfermedad aterosclerdtica coronaria (CAD)
estable e inestable producen diferentes concentraciones de metaloproteasas
(MMPs) e inhibidores enddgenos especificos (TIMPS) y por consiguiente

distinta proporcion entre ambas moléculas que los sujetos sanos.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la respuesta de los monocitos pertenecientes a pacientes con diferentes
manifestaciones de CAD y de sujetos donadores sanos a la estimulacion con citocinas pro-
inflamatorias y anti-inflamatorias sobre la produccion de metaloproteasas y sus

inhibidores enddgenos.

OBJETIVOS PARTICULARES

Caracterizacion de la respuesta inmune sistémica de pacientes con angina de
pecho estable (SAP), pacientes con angina inestable/infarto agudo del miocardio
sin elevacion del segmento ST (UAP/NSTEMI) y de sujetos donadores sanos (C )
mediante la determinacion de las concentraciones séricas de marcadores inmuno-
inflamatorios sistémicos: citocinas pro-inflamatorias (IFN-y, IL-12, IL-6 ) y citocinas
anti-inflamatorias (IL-4, IL-10), quimiocinas (MCP-1a, IL-8 e IP-10), Proteina C
Reactiva (PCR), antagonista del inhibidor de IL-1 (IL-ra) y complemento (C3, C4).

- Medicion de las concentraciones de IL-1ra, MMP-1, -2, -9 y TIMP-1 en el
sobrenadante de cultivos de monocitos obtenidos de pacientes con angina de
pecho estable (SAP), pacientes con angina de pecho inestable/infarto agudo del
miocardio sin elevacion del segmento ST (UAP/NSTEMI) y de sujetos donadores

sanos (C).
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Analisis del balance existente entre las concentraciones de MMP-1, -2y -9y su
inhibidor especifico TIMP-1 secretadas por los monocitos cultivados de pacientes
con angina de pecho estable (SAP), pacientes con angina de pecho
inestable/infarto agudo del miocardio sin elevacion del segmento ST
(UAP/NSTEMI) y de sujetos donadores sanos (C ).

Evaluacion de los efectos del IFN-y e IL-4 en la secrecion de IL-1ra, MMP-1, -2y -9
y de su inhibidor especifico TIMP-1, asi como su influencia en la proporcion
MMPs/TIMP-1.
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MATERIAL Y METODOLOGIA

Poblacion de estudio.

El primer grupo se conformé de 30 pacientes con angina de pecho estable (SAP) cuyos
episodios de dolor precordial opresivo duraron menos de 30 min durante el reposo o el
gjercicio, cuya angina tuviera al menos 6 meses de aparicion y con isquemia demostrada
por algun método de diagnostico coronario, ecocardiografico o mediante medicina
nuclear que hayan acudido a consulta externa del Instituto Nacional de Cardiologia
“Ignacio Chavez” (INCICH). Se excluyen a pacientes con angina secundaria.

Un segundo grupo se conformd por 30 pacientes con angina de pecho inestable y
pacientes con infarto del miocardio sin elevacion del segmento ST (UAP/NSTEMI)
ingresados al mismo instituto (INCICH), cuya angina en reposo la habian padecido en el
altimo mes, con desviacién del segmento ST y con troponinas no mayores a 1. Se
excluyeron aquellos pacientes con infarto agudo del miocardio, enfermedad valvular y
bloqueo de la rama izquierda que invaliden los analisis del segmento ST y pacientes
candidatos a reperfusion.

El tercer grupo se conformd de 30 individuos donadores de sangre como grupo control
(C) sin antecedentes de enfermedad cardiaca que cumplieron con los requerimientos
definidos por el Banco de Sangre del INCICH y/o por donadores sanos con historial clinico
conocido.

Para todos los grupos se excluyen aquellos sujetos y pacientes que presenten enfermedad
valvular, cirugia, traumatismo durante el ultimo mes, cardiomiopatia, enfermedad
neoplasica, condiciones febriles, terapia anticoagulante oral durante las Ultimas 4
semanas, resucitacion cardiaca, infecciones, enfermedades autoinmunes o inflamatorias,

aneurismas de grandes vasos, enfermedad vascular cerebral, trombosis venosa, embarazo
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tratamiento hormonal, insuficiencia renal y enfermedad pulmonar oclusiva cronica

(EPOC).

Obtencion de muestras

De cada uno de los pacientes y sujetos control se tomaron un total de 10 ml de sangre
periférica. 5 ml se colectaron en tubos vacutainer con EDTA para la obtencién de células y
5 ml en tubos sin antocoagulante con gel separador y con retractor de coagulo para la
obtencién de suero. Las muestras sin anticoagulante se centrifugaron a 3000 rpm
durante 15 minutos para separar y obtener los sueros que posteriormente se congelaron
hasta su uso en ultracongelador (-76°C). Las muestras con EDTA se centrifugaron en tubos
cénicos con 5 ml. de Ficoll Paque a 1600 rpm durante 30 minutos a 4°C. Se separo el
plasma de cada muestra y se mantuvieron bajo las mismas condiciones de congelacién

que los sueros. Del paquete celular se separaron los monocitos para los cultivos celulares.

Obtencién de monaocitos para cultivos celulares

El paquete de leucocitos se resuspendié en 5 ml de medio RPMI. Bajo condiciones de
esterilidad, se colocaron 500 pl/pozo del resuspendido en placas de 24 pozos para cultivos
celulares y se dejaron incubar durante 4 horas a 37°C para permitir la adhesion de los
monocitos a la superficie plastica. Se elimind el sobrenadante y se despegaron los
monocitos con PBS/EDTA frio durante 5 min. Se cosecharon los monocitos, se lavaron dos
veces con medio RPMI y se contaron en coulter.  Se cultivaron 5 x 10° cel/pozo en medio
RPMI suplementado (con glutamina, 10%de suero fetal bovino, 1% de
gentamicina/estreptomicina y 1% de aminoacidos esenciales) y se dejaron incubar
durante 24 horas a 37°C en estufa de CO2 y se estimularon con 10 ng/ml de IFN-y y 30
ng/ml de IL-4. A las 48 horas de estimulacién, los sobrenadantes se cosecharon vy

congelaron a -76°C hasta su uso.
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Determinacion de citocinas en suero.

Se determind la concentracion de las citocinas pro-inflamatorias (IL-12, IL-6, IFN-y) y anti-
inflamatorias (IL-4 e IL-10), IL-1ra y quimiocinas (IL-8, IP-10, MCP-1a), en los sueros de
cada paciente y controles. La medicidn tanto de citocinas como de quimiocinas se realizé
con kits comerciales (Peprotech) mediante la técnica de ELISA-Sandwich.

Como ensayo paralelo se determinaron estas mismas moléculas en muestras de sangre
obtenidas en distintos sitios de pacientes sometidos a cateterismo: Seno Coronario,
Arterial Pulmonar, Arteria Femoral y Vena Cava Inferior, utilizando la misma técnica para
determinar sus concentraciones séricas, inicamente con la finalidad de corroborar que los
hallazgos en muestras de sangre periférica reflejaran lo encontrado en las arterias

afectadas.

Determinacion de los niveles de Proteina C Reactiva (PCR) y proteinas del complemento
(C3y C4) en suero.

En un equipo de nefelometria cinética (Image 1800, Beckman Coulter), cuyo principio se
basa en la medicidn de la desviacion de los rayos de luz al formarse los complejos inmunes
entre el reactivo y la PCR y proteinas séricas del complemento (C3 y C4), se determinaron
las concentraciones de dichas proteinas en todos los sueros de pacientes y controles.
Como ensayos para estandarizacion, se determinaron los niveles de estas moléculas en
plasma para verificar si los valores séricos de PCR fueran comparables a los valores
plasmaticos. De igual manera sélo se determinaron los niveles de PCR en distintos sitios

de muestreo (Seno Coronario, Arteria Pulmonar, Arteria Femoral y Vena Cava Inferior).
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Determinacion de la produccibn de metaloproteinasas, TIMP-1 e IL-lra en
sobrenadantes de cultivos celulares. De los mismos sobrenadantes obtenidos de los
cultivos de monocitos estimulados con IFN-y e IL-4 de cada uno de los pacientes y
controles se determind, mediante el uso de kits comerciales, la concentracién de
metaloproteinasas -1, -2 y -9 y TIMP-1, asi como de IL-1ra. Todas las mediciones se

realizaron mediante la técnca de ELISA-Sandwich.

Andlisis estadistico.

Los datos demograficos se muestran mediante medianas (percentil 25 y 75). Para
variables categoricas se utilizé la Prueba Exacta de Fisher con un 95% de intervalo de
confianza. Para comparaciones entre tres 0 mas grupos se utilizé el analisis de varianza
ANOVA, mientras que las diferencias entre grupos se usoé la prueba no paramétrica U de
Mann-Whitney o de Kruskal-Wallis con post-anélisis con la prueba de Dunns para la
comparacion de datos entre dos grupos particulares. Se consideraron estadisticamente
significativas las comparaciones con valores de p<0.05. Todo el andlisis estadistico se
desarrollé utilizando el paquete estadistico Prism version 4.0 (Graphpad Software, San

Diego, CA).
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RESULTADOQOS

ESTANDARIZACION

A) MEDICION DE LAS CONCENTRACIONES SERICAS DE PCR EN DISTINTOS SITIOS DE
MUESTREO

Con la finalidad de conocer si las muestras tomadas de sangre periférica de los pacientes
serian representativas los suscesos inmuno-inflamatorios generados en la circulacion
central y reflejaran dichos procesos a nivel sistémico, se realiz6 la medicion de la
concentracion sérica de la Proteina C Reactiva de muestras tomadas en diferentes sitios
de la circulacion periférica (arteria pulmonar AP, arteria femoral AF y vena cava inferior
VCI) y circulacion central (seno coronario). Los datos de la Figura 4 indicaron que las
concentraciones de PCR fueron muy similares en los distintos lugares de muestreo, tanto
en los sueros de pacientes con CAD estable e inestable y aquellos con cardiopatia no
isquémica. Por tanto, estos resultados permitieron continuar los experimentos
posteriores Unicamente con muestras sanguineas periféricas para simplificar el nUmero de

muestras por cada grupo de pacientes y para hacer mas sencilla y eficiente su obtencion

en la clinica.
PCR CARDIOPATIA NO
ISQUEMICA PCR ANGINA ESTABLE PCR ANGINA INESTABLE
50 50~ 50
40 40 40
< 30 = 304 = 30
(=) [=2) [=2)
£ £ £
20 20 20
104 - " - " 104 e e e 104 N .
o A 0 e 0 v atee
SC AP A0 \VCI [§ SC AP A0 VC ¢ SC AP A0 VCI [§
Sitio de muestreo Sitio de muestreo Sitio de muestreo

Figura 4. Determinacion de la Proteina C Reactiva en sueros de pacientes con distinta cardiopatia y en
diversos sitios de la circulacién central (SC= seno coronario), y periférica (AP=arteria pulmonar,
(AF=arteria femoral y VCl=vena cava inferior). Cada punto en la grafica representa a un solo paciente.
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B) MEDICION DE LAS CONCENTRACIONES DE PROTEINAS CIRCULANTES EN PLASMA Y
SUEROS DE PACIENTES CON CAD.

Con la finalidad de conocer si la deteccion de diversas proteinas resultaria similar en
suero y en plasma, se determinaron los niveles de PCR y complemento (C3 y C4) en las
muestras obtenidas de pacientes con presencia y ausencia de enfermedad isquémica
coronaria y en sujetos control. La Tabla 1 muestra la diferencia de concentracién de
dichas proteinas detectadas entre ambos fluidos. Se encontré que las mediciones
realizadas en suero fueron mayores que en plasma, donde el porcentaje de variacion
entre ambas mediciones alcanzé hasta un 57% en el caso de la PCR, un 65% en el caso de
C3 y un 44.9% en la determinaciébn de C4. Debido a estos resultados, todas las
determinaciones subsecuentes se realizaron nicamente en los sueros de todos los grupos

de estudio para obtener una mayor deteccion de proteinas en circulacion.

Tabla 1. Comparacion de las concentraciones de PCR (A) y complemento (B) obtenidas en suero y
plasma de sangre periférica de pacientes con angina estable (SAP), inestable (UAP/NSTEMI) y en
sujetos con cardiopatia no isquémica (C NO ).

A) Proteina C Reactiva

PACIENTE DX SUERO PLASMA % VARIACION
1 SAP 14.2 6.37 55.14
2 SAP 15.3 7.11 53.52
3 SAP 13.1 10.1 23
4 SAP 14.3 6.81 52.3
5 UAP/NSTEMI 26.5 21.1 20.3
6 UAP/NSTEMI 27 21.5 20.3
7 UAP/NSTEMI 28.1 22.3 20.3
8 UAP/NSTEMI 28.6 20.8 27.2
9 Cno | 0.485 1.26 15.9
10 Cno | 1.86 2.31 36.1
11 Cno | 1.63 1.99 22.08
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B) Complemento C3y C4

C3 C4
; %
PACIENTE DX SUERO PLASMA | % VARIACION SUERO PLASMA | VARIACION

1 SAP 121 51.5 53 42.7 17.2 50
2 SAP 115 50.4 56 44.9 18.3 54
3 SAP 105 72.7 30.7 36.9 26.7 27.6
4 SAP 120 47.7 60.25 43.8 17.1 60.9
5 UAP/NSTEMI 105 72.1 31.33 39.3 25.9 34.09
6 UAP/NSTEMI 114 80.2 29.64 38.7 28.1 27.3
7 UAP/NSTEMI 113 72.9 35.48 37.3 29.6 22.5
8 UAP/NSTEMI 110 71.1 35.36 38 28 26.3
9 Cno | 37.2 28.4 23.65 10.2 7.7 24.5
10 Cno | 82.7 55.6 32.76 17.2 12.9 25
11 Cno | 75.8 66.9 11.74 18.3 14.6 20.2

DATOS DEMOGRAFICOS Y CLINICOS DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO.

Como se observa en la Tabla 2, tanto los grupos de pacientes como el de los sujetos

control ( C) se aparearon por edad y género, de manera que fueran comparables entre si.

Segun los datos obtenido, Unicamente se detectaron diferencias significativas en el uso de

B-bloqueadores y tabaquismo entre ambos grupos de pacientes con CAD, siendo mayores

en pacientes con UAP/NSTEMI, mientras que no existieron diferencias en el resto de los

factores de riesgo, medicacion, indice de masa corporal y eventos cardiovasculares

previos.
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Tabla 2. Datos demogréaficos y clinicos de pacientes con angina estable (SAP), angina

inestable (UAP/NSTEMI) y sujetos aparentemente sanos como controles ( C).

UAP/NSTEMI SAP Controles
(n=30) (n=30) P (n=30)
61.5 (39-80) 63 (38-81) ns 54.8 (30-65)
Edad, afios
25 (83 25 (83 ns 23 (77
Varones, n (%) (83) (83) (77)
) 16 (53) 19 (63) ns 0
IAM previos, n (%)
Factores de riesgo cardiovascular, n
(%)
e Hipertension 21 (70) 21 (70) ns 0
o Diabetes mellitus 15 (50) 17 (57) ns 0
e Tabaquismo 25 (83) 16 (53) <0.05 17 (57)
Laboratorios
e Colesterol, mg/dL 159 (83-272) 164 (95-261) ns -
e LDL, mg/dL 99.8 (35-170) 93 (26-189) ns -
e HDL, mg/dL 36.3 (21-60) 37.1 (25-63) ns -
e Triglicéridos, mg/dL 134 (59-535) 170.5 (64-386) ns -
Medicacion
e Aspirina 29 (97) 28 (93) ns -
e Estatinas 27 (90) 28 (93) ns -
e [-bloqueadores 24 (80) 14 (47) <0.05 -
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION SERICA DE LA PROTEINA C REACTIVA.

Mediante la técnica de nefelometria, se realizd la determinacion de las concentraciones
de la PCR en el suero de ambos grupos de pacientes y sujetos control. Los datos de la
Figura 5 muestran que los niveles de la PCR en el suero de pacientes con angina inestable
(UAP/NSTEMI) son significativamente mayores a los detectados en el suero de pacientes
con angina estable (SAP) y sujetos contol: mediana mg/L: (3.45 vs 2.13 y 1.08 mg/L,
respectivamente). Aungue no resultaron significativamente mayores, las concentraciones
de PCR detectadas en los sueros de pacientes con SAP tienden a ser més elevadas que las
detectadas en los sueros de sujetos sanos (2.13 vs 1.08 mg /L). Estos datos indican que
las concentraciones séricas de PCR son mas elevadas en los pacientes con CAD,
mayormente en los pacientes con SICA que en los sujetos sanos tal como lo describe la

literatura en mU|tip|eS estudios previos (Koenig et al, 1999; Ridker, 2000; Rifai et al, 2001; Danesh et al, 200;

Mendall et al, 2000; Roivainen et al, 2000; Ridker y Rifai, 2000)
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p=0.0133
25-
*
*
20+
—_ *
—' -
D 16- ¢
E
*
& 10- ¢ ¢
o ‘0" *
5 *
- . *
* *
NSO 22,5830 a0 e o®
0. Ceso00? haaad YO LS o4 e

UAP/NSTEMI SAP c

Figura 5. Concentracion de PCR en el suero de pacientes con angina inestable (UAP/NSTEMI), angina
estable (SAP) y sujetos sanos (C). Cada punto en la gréafica representa a un individuo. La linea
horizontal representa la mediana en cada uno de los grupos de estudio. Los valores de p<0.05 se
consideraron estadisticamente significativos. Valores de p<0.05 denotan significancia estadistica.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE CITOCINAS PRO-
INFLAMATORIAS Y ANTI-INFLAMATORIAS EN EL SUERO DE PACIENTES
CON CARDIOPATIA ISQUEMICA.

Se realiz6 la determinacion de las citocinas pro-inflamatorias (IL-12, IL-6, IFN-y) y de
citocinas anti-inflamatorias (IL-10 , IL-4) en los sueros de ambos grupos de pacientes con
CAD. Las concentraciones de estas citocinas determinadas en el grupo de sujetos control
fueron tomadas como valores basales de referencia. Los datos de la Figura 6 muestran
que los niveles séricos de las citocinas pro-inflamatorias IL-12(A), IL-6 (B), IFN-y ( C)
detectadas en ambos grupos de pacientes fueron significativamente mas elevadas que en
los de los sujetos control. Adn cuando no se alcanzaron diferencias estadisticas entre los
grupos de pacientes, el grupo UAP/NSTEMI tendié a producir mayores concentraciones de
IL-12 e IFN-y que los pacientes con SAP, pero similares concentraciones de IL-6. Por el
contrario, los niveles de IL-10 tendieron a ser mas elevados en pacientes con SAP en
comparacion con los pacientes con UAP/NSTEMI y los controles. Las concentraciones de
IL-4 en el suero de todos los grupos de estudio fueron similares. Por lo tanto, las citocinas
pro-inflamatorias estan incrementadas en los pacientes con CAD, particularmente en
pacientes con SICA, mientras que las citocinas anti-inflamatorias son similares en

pacientes y controles.
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Figura 6. Concentracion de citocinas pro-inflamatorias IL-12 (A), 11-6 (B), IFN-y (C) y de citocinas
anti-inflamatorias IL-10 (D) e IL-4 ( E) (medianas) en sueros de pacientes con angina inestable/lAM sin
elevacion del segmento ST (UAP/NSTEMI), angina estable (SAP) y sujetos donadores sanos como
controles ( C). Cada punto en la gréafica representa a un individuo. p<0.05 con significancia estadistica.
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DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES SERICAS DEL COMPLEMENTO C3 Y C4.

La determinacion de los niveles de C3 'y C4 (Figura 7) en los sueros de pacientes con CAD y
controles sanos no presentaron ninguna diferencia estadisticamente significativa. Sin
embargo los niveles de C3 tendieron a ser ligeramente mayores en ambos grupos de
pacientes con angina (SAP= 112 mg/dL y UAP/NSTEMI= 109 mg/dL) que los controles (99.4
mg/dL), mientras que las concentraciones de C4 tendieron a ser mas elevados en los
pacientes con UAP/NSTEMI (28 mg/dL) que los pacientes con SAP (24 mg/dL) y donadores
sanos (17.5 mg/dL). Por tanto, los datos anteriores indican que las proteinas del

complemento no se incrementan durante CAD.
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Figura 7. Concentraciones (medianatrango (mg/dL) de C3 (A) y C4 (B) en el suero de pacientes SAP y
UAP/NSTEMI y controles donadores sanos determinados mediante la técnica de Nefelometria.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE IL-1ra EN SUERO Y CULTIVOS CELULARES

El antagonista del inhibitor de IL-1 (IL-1ra) resulta indispensable para la inhibicion de las
funciones pro-inflamatorias generadas por la IL-1 para favorecer el desarrollo y progresion
de la placa aterosclerética, por lo que su determinacién tanto en suero como en
sobrenadante pudiera reflejar en gran medida el estado inflamatorio sistémico del
paciente y la capacidad de los monocitos para producir esta proteina de fase aguda y su
asociacion de la estabilidad o vulnerabilidad del ateroma. Los datos de la Figura 8A
muestran que las concentraciones séricas de IL-1ra fueron significativamente mayores en
el grupo de pacientes con UAP/NSTEMI que en los pacientes con SAP y sujetos control
(551 vs 380 y 306 pg/ml, respectivamente). Los datos muestran claramente un
incremento en la concentracion de IL-1ra en el suero de los pacientes con CAD.

De igual manera, se realizé la determinacién de las concentraciones de IL-1ra en los
sobrenadantes de cultivos de monocitos obtenidos de pacientes con UAP/NSTEMI, SAPy C
estimulados con IFN-y e IL-4. La Figura 8B muestra una produccion de IL-1ra
significativamente mas elevada por los monocitos de pacientes con UAP/NSTEMI que los
de pacientes con SAP y controles sanos (2308.9 vs 1631.52 y 466.32 pg/ml,
respectivamente). Es importante mencionar que ningun tipo de estimulacion indujo
modificacion en la produccién de IL-1ra en los cultivos de monocitos obtenidos de
individuos sanos. El estimulo con IFN-y indujo un aumento en la produccion de IL-1ra s6lo
en los monocitos de pacientes, mayormente en los de pacientes con SAP (1631.52 vs
5349.13 pg/ml; p=0.0001) y menor en pacientes con UAP/NSTEMI (2308.9 vs 3432.16
pg/ml ; p= 0.0028). La estimulacion con IL-4 abatio la sintesis de IL-1ra en los cultivos
celulares de pacientes con UAP/NSTEMI (2308.96 vs 1091.74 pg/ml; p<0.0001), pero
interesantemente incrementd en los cultivos de pacientes con SAP (1631.52 vs 3661.28
pg/ml; p=0.0010), mostrando una clara diferencia entre los monocitos de ambos tipos de
angina para responder a la exposicion de IL-4, al menos para la produccién de IL-1ra.
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Figura 8. Concentracién de IL-1ra (mediana, pg/mL) en suero (A) y en los sobrenadantes (B) de cultivos de
monocitos de pacientes con SAP, UAP/NSTEMI y sujetos sanos (C) estimulados con IFN-y e IL-4. Cada
punto en la grafica representa a un individuo. Los valores de p<0.05 denotan significancia estadistica.
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DETERMINACION DE LOS NIVELES DE QUIMIOCINAS EN SUERO.

La Figura 9A muestra que los pacientes con UAP/NSTEMI tienen significativamente
mayores concentraciones séricos de MIP-1o. mas elevados que los pacientes con SAP y
que los controles (749 vs 290 y 289 pg/ml, respectivamente). A su vez, los niveles de los
sujetos control fueron mas bajos que los detectados en el grupo de pacientes con SAP. De
igual manera, los niveles de IP-10 e IL-8 (Figura 9B y 9C) fueron mas altos en pacientes con
CAD en comparacion con los sujetos control. Comparando ambos grupos de pacientes, los
niveles mas altos de IP-10 se detectaron en el grupo de pacientes con UAP/NSTEMI (329
vs 123 pg/ml) mientras que los niveles séricos de IL-8, aunque sin significancia estadistica,

fueron més elevados en el grupo de pacientes con SAP (248 vs 186 pg/ml).
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Figura 9. Concentracion (mediana) de quimiocinas MIP-111(A)1111P-10 (B) e IL-8 (C ) en los sueros de
pacientes con UAP/NSTEMI, SAP vy sujetos sanos (C), determinados mediante la técnica de
Nefelometria. Cada punto en la gréafica representa a un individuo.

consideraron con significancia estadistica.
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DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE METALOPROTEASAS E INHIBIDOR DE
METALOPROTEASA-1 EN CULTIVOS DE MONOCITOS ESTIMULADOS.

Con la finalidad de evaluar las diferencias en la capacidad productora de proteasas e
inhibidores entre los monocitos de pacientes con diferentes manifestaciones de CAD y los
de sujetos sanos y de los efectos de su estimulacion con citocinas pro- y anti-inflamatorias,
se determinaron las concentraciones de MMP-1, MMP-2, MMP-9 y TIMP-1 en los
sobrenadantes de cultivos de monocitos estimulados con IFN-y e IL-4. Se consideraron
como concentraciones basales a los cultivos celulares sin estimulacion de cada uno de los
grupos de estudio.
Los datos de la Tabla 3 muestra que los monocitos obtenidos de pacientes con CAD (SAP y
UAP/NSTEMI) y de sujetos donadores sanos produjeron concentraciones basales similares
de MMP-1. Aln cuando no se alcanzaron diferencias estadisticamente significativas entre
todos los grupos, los monocitos de pacientes con SAP fueron menores productores de
MMP-1 (1.5 veces menos) que las células de pacientes con UAP/NSTEMI y que las de
sujetos control.
La estimulacion con IFN-y (Figura 10 A) no promovié ninguna alteracion significativa en
los niveles basales de MMP-1 en todos los grupos de estudio. A pesar que los monocitos
de pacientes con CAD incrementaron ligeramente su produccion con la exposicion con
IFN-y (UAP/NSTEMI= 8.52 vs 9.85 ng/ml; SAP= 5.44 vs 6.72 ng/ml) y las células de los
controles disminuy6 escasamente (8.02 vs 6.60 ng/ml), no se alcanzaron diferencias
significativas entre todos los grupos de estudio. En contraste, la estimulacion con IL-4
indujo un abatimiento estadisticamente significativo en la produccién de MMP-1 tanto en
las células de pacientes como en los monocitos de sujetos donadores sanos. La
exposicion con IL-4 abatié hasta 3.5 veces la sintesis basal de MMP-1 en los monocitos de
pacientes con UAP/NSTEMI (8.52 vs 2.43 ng/ml; p=0.0002), hasta 12 veces en las células
de pacientes con SAP (5.44 vs 0.46 ng/ml; p<0.0001), y 7 veces en los monocitos de
sujetos control (8.02 vs 1.09 ng/ml; p<0.0001).
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Tabla 3. Concentracion (mediana + rango intercuartilar 25-75) de MMPs y TIMP-1 en el
sobrenadante de cultivos de monocitos estimulados con IFN-y o IL.4. Valores de p=0.01 (*);

p=0.001(**) y p=0.0001(***).

(+) denota significancia estadistica entre grupo de pacientes

(UAP/NSTEMI y SAP) vs Controles y (*) entre pacientes con SAP vs pacientes con UAP/NSTEMI

(*).

MARCADOR

UAP/NSTEMI

SAP

CONTROL

MMP-1

BASAL

8.52 (5.90 -16.59)*

5.44 (1.47 - 10.77)

8.02 (3.47 - 14.16)

IFN-y

9.85 (5.16 -13.03)

6.72 (4.55 - 9.90)

6.60 (4.23 - 11.26)

IL-4

2.43 (1.36 - 4.61)* +

0.46 (0.01 - 0.97) +++

1.09 (0.94 - 2.20)

MMP-2

BASAL

1.07 (0.03 - 4.45)++

2.83(0.75 - 5.09)+

5.84 (2.63 - 12.42)

IFN-y

5.21 (0.67 - 11.05)

8.44 (4.5 - 12.94)

3.42 (1.33-11.70)

IL-4

2.84 (1.39 - 3.87)***

0.64 (0.03 - 1.15)++

1.16 (0.96 - 3.14)

MMP-9

BASAL

190 (109.2 - 488.4)***

30.05 (14.0 - 90.2)+++

120.15 (94.63 - 194.20)

IFN-y

1005 (600.5 - 1531.1)

540.65 (192.7 - 1078.38)

792.8 (426.93 - 1043.40)

IL-4

124.7 (14.0 - 467.3)

90.45 (14.0 - 486.53)++

518.35 (204.28 - 901.20)

TIMP-1

BASAL

386.1 (119.1 - 849.5)*

981.95 (568.33 - 1249.83)

593.15 (126.05 - 1394.85)

IFN-y

166.0 (7.0 - 501.6)++

180.55 (8.43 - 732.1)+

547.45 (277.50 - 1024.10)

IL-4

529.3 (351.4 - 881.4)**

997 (627.83 - 1360.68)+

579.50 (416.53 - 1034.48)

De manera que, los monocitos de pacientes con SAP mostraron una mayor respuesta a

los efectos inhibidores de la IL-4 que los monocitos de pacientes con UAP/NSTEMI y que

los monocitos de los donadores sanos , aun cuando las células de pacientes con

UAP/NSTEMI fueron 5 veces mas productoras que las células de SAP, mientras que el

doble de las de los controles.
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Contrariamente a lo observado con los niveles basales de MMP-1, la Tabla 3 muestra que
los monocitos obtenidos de sujetos control produjeron niveles de MMP-2
significativamente mas elevados (2 veces) que los monocitos obtenidos de pacientes con
SAP (5.84 vs 2.83 ng/ml, p=0.0128) y casi 4 veces mas que los monocitos de pacientes
con UAP/NSTEMI (5.84 vs 1.07 ng/ml, p=0.0012). A pesar de no existir una diferencia
significativa en la produccion basal de MMP-2 entre los monocitos de ambos grupos de
pacientes, los monocitos de pacientes con SAP produjeron 1.8 veces mas MMP-2 que los
monocitos de pacientes con UAP/NSTMI. El estimulo con IFN-y (Figura 10 B) incrementé
hasta 4 veces la produccion basal de MMP-2 en los monocitos de pacientes con
UAP/NSTEMII (1.07 vs 5.21 ng/ml; p=0.0155), hasta 3 veces en los de pacientes con SAP
(2.83 vs 8.44 ng/ml; p=0.0025), pero no produjo ninguna alteracion en la sintesis de esta
proteasa en los monocitos del grupo control. Careciendo de diferencia significativa y
contrariamente a lo observado con la produccion de MMP-1, los monocitos estimulados
de pacientes con SAP fueran mayores productoras de MMP-2 (8.44 vs 5.21 ng/ml), hasta
1.5 veces mas que los monocitos de pacientes con UAP/NSTEMI, aunque estos Ultimos
resultaron ser més respondedores a la estimulacion con IFN-y, incrementando mayor
numero de veces su sintesis basal. La estimulacion con IL-4 suprimi6 significativamente la
produccion basal de MMP-2 (4 veces) en los monocitos de pacientes con SAP (2.83 vs 0.64
ng/ml; p=0.0082) y hasta 5 veces en los de sujetos sanos (5.84 vs 1.16 ng/ml; p=0.0002),
pero no alterd los niveles en las células de pacientes con UAP/NSTEMI, lo que demuestra
una respuesta diferencial entre los monocitos de ambos grupos de pacientes para la
sintesis de MMP-2 cuando son estimulados con IL-4.

Los monocitos de pacientes con UAP/NSTEMI produjeron mayores niveles basales de
MMP-9 (6 veces) que los monocitos de pacientes con SAP (190 vs 30.5 ng/ml; p<0.0001),
aunque similares a los de los sujetos control (Tabla 3). La estimulacion con IFN-y (Figura
10 C) indujo un incremento en la produccion de MMP-9 tanto en los monocitos de

pacientes como de los controles, incrementando5 veces la concentracion de esta
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proteasa en los monocitos de los pacientes con UAP/NSTEMI (190 vs 1005 ng/ml,
p<0.0001), hasta 17 veces en los de pacientes con SAP (30.5 vs 540.65 ng/ml, p<0.0001) y
aproximadamente 7 veces en las células de los controles (120.15 vs 792.8 ng/ml,
p<0.0001). A pesar de que los monocitos de pacientes con SAP produjeron menores
concentraciones de MMP-9 que los de pacientes con UAP/NSTEMI, éstos resultaron mas
respondedores a los efectos estimuladores del IFN-y para la sintesis de MMP-9.
Interesantemente, la estimulacion con IL-4 indujo un incremento de hasta 4 veces la
produccion basal de MMP-9 en los monocitos de los controles (120.1 vs 518.3 ng/ml,
p=0.0010), pero no altero la produccion en los monocitos de ambos grupos de pacientes,
demostrando una falta de respuesta de los monocitos de pacientes con CAD a la
estimulacion con IL-4 para la sintesis de MMP-9, a diferencia de los monocitos de sujetos
control.

Los datos de la Tabla 3 muestran una mayor capacidad de los monocitos de pacientes con
SAP para producir TIMP-1 (aproximadamente 2.5 veces mas) en comparacion con las
células de pacientes con UAP/NSTEMI (982 vs 386 ng/ml, p=0.0399) y sujetos control (982
vs 593 ng/ml) adn cuando no se alcanzé diferencia significativa con éste ultimo. La
estimulacion con IFN-y (Figura 10 D) no modifico la produccion de TIMP-1 en los
monocitos del grupo control. En contraste, se observo solo una respuesta al IFN-y de los
monocitos de pacientes con CAD para alterar la produccion de este inhibidor,
promoviendo un abatimiento hasta de 3.5 veces la produccién de TIMP-1 en los
monocitos de pacientes con UAP/NSTEMI (386 vs 166 ng/ml, p= 0.0165) y de 5.5 veces en
los de pacientes con SAP (982 vs 181 ng/ml, p= 0.0021), demostrando una mayor
respuesta de las células del grupo de pacientes con SAP a los efectos inhibidores del IFN-y.
Por ultimo, la estimulacion con IL-4 no modificd los niveles basales de TIMP-1 en las

células tanto de pacientes como de los sujetos control.
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Figura 10. Concentracion (medianas (ng/mL) de MMP-1 (A), MMP-2 (B), MMP-9 (C) y TIMP-1 (D) en los
sobrenadantes de cultivos de monocitos de pacientes con angina inestable/IAM sin elevacion ST
(UAP/NSTEMI), angina estable (SAP) y sujetos sanos ( C ) posterior a su estimulacion con IFN-y e IL-4. Cada
punto en la gréfica representa a un individuo. Los valores p<0.05 se consideraron con significancia
estadistica.

47


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

DETERMINACION DE LAS PROPORCIONES MMPS/TIMP-1

La proporcion entre las MMP-1, -2 y -9 y el inhibidor end6geno TIMP-1 se calculé a partir
de las concentraciones detectadas en los sobrenadantes de todos los cultivos de
monocitos no estimulados y estimulados con IFN-y e IL-4. Se tomaron como valores de
referencia a la proporcion entre las concentraciones basales de las MMPs y TIMP-1 de los
cultivos celulares sin estimulacion.

La Figura 11 A muestra claramente que los pacientes con UAP/NSTEMI presentaron una
proporcion basal de MMP-1/TIMP-1 mayor al resto de los grupos de estudio. El
desbalance MMP-1/TIMP-1 en los pacientes con UAP/NSTEMI fue de 9 veces mayor que la
de pacientes con SAP y 18 veces mayor a los sujetos control (0.36 vs .04 y 0.02),
respectivamente). De hecho, en el grupo de controles dicha razén fue muy escasa (0.02),
mientras que en el grupo de pacientes con SAP aun cuando fue muy baja el doble a la de
los sujetos donadores sanos (0.04 vs 0.02). La estimulacion con IFN-y indujo un aumento
de la razon MMP-1/TIMP-1 sélo en los grupos de pacientes, mientras que no alteré esta
proporcién en los sujetos donadores. A saber, el IFN-y incrementd hasta de 7 veces la
proporcién de MMP-1/TIMP-1 en pacientes con SAP (0.04 vs 0.034) y 1.5 veces la
propocién de pacientes con UAP/NSTEMI (0.36 vs 0.66).

La estimulacion con IL-4 indujo la disminucion de la razén basal MMP-1/TIMP-1 en ambos
grupos de pacientes pero no alteré dicha proporcion en el grupo control. La IL-4
promovid una reducciéon hasta 3.5 veces la proporcibn de MMP-1 y TIMP-1 de los
pacientes con UAP/NSTEMI (.036 vs 0.01) y de 40 veces la de los pacientes con SAP (0.04
vs .001).

La proporcion basal de MMP-2/TIMP-1 (Figura 11 B) resulté mayor en los sujetos control
(0.21) que ambos grupos de pacientes (SAP=0.16; UAP/NSTEMI=0.03).
Interesantemente, la estimulacion con IFN-y abatié 7 veces la proporcion basal de MMP-
2/TIMP-1 so6lo en el grupo control (0.21 vs .03), mientras que incrementd en ambos
grupos de pacientes (SAP=0.16 vs .056; UAP/NSTEMI=0.03vs 0.34), aumentando 3.5
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veces la produccion basal en los pacientes con SAP y hasta 11 veces en los pacientes con
UAP/NSTEMI.

De manera significativa, la estimulacion con IL-4 abatié 21 veces el desbalance basal de
MMP-2/TIMP-1 en el grupo control (0.21 vs 0.01), hasta 160 veces en el de pacientes con
SAP (0.16 vs 0.001). Aunque no alcanzé significancia estadistica, la IL-4 abatio hasta 3
veces la proporcion de MMP-2/TIMP-1 en los pacientes con UAP/NSTEMI (0.03 vs .01).

En condiciones basales, el grupo de pacientes con UAP/NSTEMI present6 una proporcion
basal mayor de MMP-9/TIMP-1 que el resto de los grupos (Figura 11 C). La proporcion
MMP-9/TIMP-1 en el grupo de pacientes con UAP/NSTEMI fue 20 veces mayor que en
pacientes con SAP (4.4 vs 0.22) y casi 5 veces mayor que en el grupo de controles (4.4 vs
0.9). La estimulacion con IFN-y indujo un incremento en dicha proporcion solo en los
pacientes pero no en los controles, aumentando 13 veces en los pacientes con
UAP/NSTEMI (4.4 vs 59.3 ) y 214 veces dicha razon en los pacientes con SAP (0.22 vs
47.2). En contraste, la exposicion con IL-4 no alteré la proporcion MMP-9/TIMP-1 en

ninguno de los grupos de estudio.
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Figura 11. Proporcion expresada en unidades relativas entre los niveles de MMP-1/TIMP-1 (A); MMP-
2/TIMP-1 (B) y MMP-9/TIMP-1 ( C) por los monocitos de pacientes con angina inestable/IAM sin

elevacion ST (UAP/NSTEMI), angina estable (SAP) y sujetos sanos ( C) estimulados con IFN-y e IL-4. Los
valores de p<0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
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DISCUSION GENERAL

La destruccion de la MEC es una de las causas mas frecuentes de la ruptura de la placa
aterosclerética que conlleva al desarrollo de la mayoria de los SICA (Virmani et al, 2008) — g|
balance entre la sintesis y la degradacion de los diferentes componentes de la MEC es
regulado por el equilibrio entre las MMPs que favorecen su degradacion y sus inhibidores
especificos (TIMPs) que regulan sus actividades proteoliticas. De tal suerte que, cualquier
alteracién en dicho balance debido a estimulos inflamatorios o infecciosos contribuye a la
progresion e inestabilidad de la placa aterosclerética. Por consiguiente, las MMPs tienen

la habilidad de promover o prevenir la ruptura del ateroma MNewby: 2009

, Y qué accién
predomine depende del espectro de MMPs que se exprese, de sus niveles de actividad,
del estado de desarrollo de la placa aterosclerética, asi como de la proporcion que

guarden con sus inhibidores especificos NeWPY: 2007,

Sin embargo, la activacion de los
mecanismos inflamatorios que subyacen a la desestabilizacion de la placa ateromatosa en
los SICA no esta limitada a las lesiones coronarias, sino incluye la estimulacion de los

leucocitos circulantes (Mazzone et al, 1993; Jude et al, 1994)

Amplia evidencia sugiere que los
cambios inflamatorios y la activacién de los monocitos estan involucradas en la fase aguda
de CAD (Aary Waters, 199) “qonde  |os niveles basales elevados de ciertas citocinas
aterogénicas (IL-1pB, IL-8, TNF-o. y MCP-1) ®°:1993) |3 expresién de moléculas de adhesion
y del factor tisular (FT) entre otros, particularmente en los pacientes con SICA, son
indicadores de su estado activado. La activacion de los linfocitos T también ha sido
detectada en circulacién, donde los linfocitos T CD4+ y CD8+ circulantes tienen
incrementada la expresion de HLA-DR durante la enfermedad coronaria®emer eta. 1997,

Enormes esfuerzos de muchos grupos de investigadores se han enfocado a estudiar la
presencia e incremento de la actividad de ciertas MMPs en la regién vulnerable de la placa
(Galisetal, 1994) ‘a5 concentraciones elevadas de diversas MMPs e inhibidores (MMP-1, MMP-

9, TIMPp-1) (Tanindietal, 2011) o dasequilibrio de ambas (i.e. MMP-9/TIMP-1) en el suero de
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Cheng et al,2008)

pacientes con CAD ¢ Recientemente, se ha descrito un desbalance en la

expresion de MMPs/TIMPs en los monocitos CD14 en pacientes con etapas avanzadas de
CAD @runneretal,2010) - A nasar de ello, poco se sabe si los monocitos de pacientes con CAD
estable e inestable producen diferente perfil de proteasas y si responden
diferencialmente ante el estimulo con diversos tipos de citocinas. Con la finalidad de
ampliar estos hallazgos, el presente estudio evalud la respuesta de los monocitos de
pacientes con diferentes manifestaciones de CAD y sujetos donadores sanos a la
exposcion con estimulos pro- y anti-inflamatorios sobre la produccién de MMPs y TIMPs,
asi como los efectos en su proporcion. A pesar de que los mecanismos de
desestabilizacién son principalmente atribuidos a los procesos llevados a cabo dentro de
la placa, también los monocitos circulantes son capaces de generar y secretar mediadores
inflamatorios, degradacion de la matriz y factores trombogénicos que pudieran influir en
la condicion inestable del ateroma.

Nuestros datos indican que en condiciones basales, ain cuando produjeron el mismo
perfil, los monocitos obtenidos de pacientes con diferentes manifestaciones de CAD y los
de donadores sanos presentaron una produccion diferencial de MMP-1, MMP-2, MMP-9 y
TIMP-1. Asi mismo, se describe una respuesta diferencial a la estimulacion con IFN-y e IL-
4 entre los monocitos de pacientes Yy los individuos control, que promovio alteraciones
en la sintesis y en las proporciones basales exhibidas entre las MMPs y su inhibidor TIMP-
1.

El hecho que los monocitos de los controles sanos produjeran mayores niveles de MMP-2
gue los monocitos de pacientes con CAD; que las células de pacientes con UAP/NSTEMI
fueran mayores productores de MMP-9 en comparacion con las de pacientes con SAP;
mientras que los monocitos de este ultimo grupo produjeran niveles mas elevados de
TIMP-1 que los de los controles y los pacientes con UAP/NSTEMI, sugiere que los

monocitos que sintetizan mayores niveles de MMP-2 'y de TIMP-1, pero menores
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concentraciones de MMP-9, estan mayormente asociados con una condicién estable de la
placa aterosclerética, mientras que los monocitos productores de concentraciones mas
elevadas de MMP-9 pero menores de MMP-2 y TIMP-1 se asocian mas con su condicion
inestable. Estas observaciones se correlacionan con reportes previos que describen una

asociacion entre los niveles elevados de MMP-9 en suero con placas vulnerables, asi como

con CAD severa y mas extensiva (Inoue et al, 2003; Kai et al, 1998; Fiotti et al, 2009; Elmas et al, 2007; Furenes et al,

2009; Ding et al, 2006; Derosa et al, 2007; Fukuda et al, 2006; Brunner et al, 2010; Nanni et al, 2007; Zeng et al, 2005; Gresele et al,

2010; Yasuda et al, 2007; Tziakas et al, 2004; Alsheikh-Ali et al, 2010; Sluijter et al, 2006;Hwang et al, 2009; Tanindi et al, 2011) lo
)

gue sugiere que el incremento en la concentracion sérica de MMP-9 que se detecta
durante la enfermedad coronaria esta en parte determinada por los niveles secretados
por los monocitos . A pesar de que estos estudios también asocian los niveles elevados de
MMP-1 con una condicién inestable de la placa, la similitud que se observd en la
produccion de esta enzima entre los monocitos de pacientes y controles indicd no estar
correlacionada con dicha condicion.

A pesar de que diversas MMPs solubles son ahora consideradas como biomarcadores

Liu et

potenciales de la ruptura de la placa y riesgo de SICA, especialmente MMP1 y MMP-9 ¢

al, 2006; Lehrke et al, 2009; Sukhova et al, 1999) oiartag MMPs como la MMP-2 pueden participar en la

Fabunmi et al, 1998)

estabilidad de la placa { A diferencia de otros estudios que describen

elevadas concentraciones séricas de MMP-2 en pacientes con CAD & et @ 19%) nestros
datos las correlacionan con una mayor estabilidad de la placa, similarmente a aquellos

que asocian estos incrementos con el engrosamiento de la capa fibrosa y con la

Dollery y Libby, 2006)

vasculatura normal ¢ , y de otros autores que reportan disminucion de MMP-

Nanni et al, 2007)

2 en pacientes con CAD prematura { Por otro lado, mientras que algunos

Inokubo et al,

autores han asociado una elevacién de TIMP-1 con la vulnerabilidad de la placa

2001; Cavusoglu et al, 2006; Lubos et al, 2006; Hirohata et al, 1997) nuestros datos junto con otros

previamente reportados, sugieren su participacion en la estabilidad del ateroma (T&ebiee &t

al, 2005; Oorbe etal, 2003) - Ha manera similar al estudio ARIC (1989), no encontramos asociacion

entre los niveles de MMP-1y TIMP-1y CAD. Interesantemente, las células de SAP y los de
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sujetos control mostraron un comportamiento similar, produciendo niveles basales
elevados de MMP-2y TIMP-1.

Debido a que los resultados tanto en humanos como en animales sobre la asociacion de
las MMPs y TIMPs con CAD no han sido concluyentes, las proporciones entre ellas parecen
ser mas importantes para determinar la contribucion de estos marcadores a los
mecanismos que subyacen a la desestabilizacion de la placa ateromatosa. Bajo esta
premisa, se observo que el desequilibrio basal de MMP-1/TIMP-1 y MMP-9/TIMP-1 fue
mayor en los pacientes con CAD, particularmente en pacientes con UAP/NSTEMI, en
comparacion con las observadas en los sujetos control. Interesantemente, la proporcion
de MMP-2/TIMP-1 fue lo inverso al resto de las proporciones, donde su mayor desbalance
se encontrd en el grupo control y el menor en los pacientes con UAP/NSTEMI. En
particular, el desbalance de MMP-9/TIMP-1 que se observo en el grupo de pacientes con
UAP/NSTEMI correlaciona con las observaciones descritas previamente por Brunner y cols,
quienes reportan también un desbalance significativo de MMP-9/TIMP-1 no sélo en el
suero de estos pacientes, sino también en los monocitos CD14 cultivados de pacientes
con etapas avanzadas de CAD (®runner etal 2010)

Por ahora se conoce que la capacidad para sintetizar diferentes concentraciones de MMPs
y TIMPs entre los monocitos de pacientes y controles esta asociada con las alteraciones
en ciertos marcadores inflamatorios sistémicos que se describen entre las diferentes

etapas de CAD en comparacion con los niveles caracterizados en condiciones normales

(Haverkate et al, 1997; Heeschen et al, 2000; Verheggen et al, 1999; Morrow et a, 2000; Mazzone et al, 1993; Biasucci et al, 1995;

Shah, 2001) * Bajo esta premisa, el estatus inflamatorio sistémico de un paciente con

enfermedad aterosclerdtica resulta crucial para determinar o alterar las capacidades
funcionales de los monocitos. Previamente se ha descrito que los niveles incrementados
de MMP-9 en circulacién se han asociado directamente con las concentraciones de PCR,

IL-6 y fibrindgeno Feronietal. 2003) - A aste respecto, los niveles mas elevados de PCR, IFN-y,
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IL-1ra, MIP-1a e IP-10 que se encontraron en los sueros se asociaron con los niveles mas
altos de MMP-9 sintetizados por las células de los pacientes con UAP/NSTEMI, mientras
que los niveles menores de estas proteinas con mayores niveles de MMP-2 y TIMP-1
producidos por los monocitos de los pacientes con SAP y controles. Ciertos investigadores
han reportado niveles bajos de IL-10 en pacientes con SICA comparados con aquellos con
SAP y sujetos control (Pasaui etal, 2005; Tziakas etal, 2003) g\ niriando que niveles reducidos de esta
citocina puede favorecer la inestabilidad de la placa ®a2ppaetal 2009 pa jgyal manera, atn
cuando no encontramos diferencias significativas en los niveles de IL-10 entre pacientes y
controles, las concentraciones mas bajas se observaron en los sueros de UAP/NSTEMI. En
congruencia con nuestros resultados, a pesar que diversas investigaciones no han
encontrado diferencias de esta citocina entre pacientes con SAP e individuos sanos, se ha
propuesto que la proporcion TNF-o/IL-10; IL-6/1L-10 e IL-8/IL-10 esté incrementado en

Alam et al, 2004, Rejappa et al, 2009) - Adem4s, las concentraciones mayores de

pacientes con SICA
IL-10 detectados en los sueros de pacientes con SAP y controles correlacionaron
mayormente con los niveles mas elevados de MMP-2 como se ha descrito anteriormente

Lee et al, 1999; Biasucci et al, 1999; Heeschen et al, 2000) Desde hace varias décadas

por algunos autores |
Wang y su equipo (1995), describieron que la IL-10 inhibe el factor nuclear NF-xB en los
monocitos humanos, mientras que Metz y col. (1994) han reportado que esta citocina
anti-inflamatoria suprime la produccion de MMPs mediante un mecanismo dependiente
de prostaglandinas Methe etal. 1994)

Los monocitos son considerados como células con gran plasticidad y adaptabilidad al
ambiente local. De manera que, la adquisicion de diferentes capacidades no s6lo de
adhesion, migratorias o fagociticas, sino también para la sintesis de MMPs y TIMPs, esta
relacionada a cambios funcionales inducidos cuando los monocitos son expuestos a
diferentes perfiles de citocinas, diferentes concentraciones o bien a la combinacion de
éstas en circulacién (Zhou et al, 2003; Zhang et al, 1998; Opednakker et al, 2001; Saren et al, 1996). A este respecto,
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la activacion de los monocitos puede ser mediada por varios mecanismos, incluyendo la
liberacion de IFN-y por los linfocitos T activados. Por ahora se ha identificado una
subpoblacién inusual de células T CD4*CD28™" en pacientes con SICA pero no en pacientes
con SAP, con gran capacidad para producir IFN-y como consecuencia de una larga

Liuzzo et al, 1999) - pa manera que es concebible que la produccion

exposicion antigénica ¢
basal diferencial de MMPs y TIMP-1 observada entre los monocitos de ambos grupos de
pacientes y los de sujetos control, haya sido causado por el distinto microambiente de
citocinas a las que estuvieron expuestas estando todavia en circulacién, considerando que
los niveles de citocinas pro-inflamatorias (i.e. IL-1, TNF-a, IL-6), particularmente los del
IFN-y, estan mas elevados en pacientes con UAP/NSTEMI comparados con la enfermedad
aterosclerdtica estable y condiciones normales como se ha descrito ampliamente por

mmtiples autores (Haverkate et al, 1997; Heeschen et al, 2000; Verheggen et al, 1999; Morrow et a, 2000; Mazzone et al,

1993; Biasucci et al, 1995; Simiti et al, 1998; Nishiyama et al, 1998; Shah, 2000). En virtud de que Ia estimulacién con
IFN-y alterd la sintesis de MMP-9 en todos los grupos de estudio pero Unicamente la
produccion de MMP-1 y MMP-2 en los monocitos de pacientes, sugiere un cambio
evidente en la respuesta de las células de estos ultimos, posiblemente como consecuencia
a la exposicion previa a los niveles elevados de IFN-y circulantes.

La estimulacion con IL-4 modifico la produccién basal de MMP-1, MMP-2 y MMP-9 por
monocitos de los controles, mientras que alterd la produccion de MMP-1y MMP-2 en los
monocitos de pacientes con SAP y Unicamente la produccion de MMP-1 en los de
pacientes con UAP/NSTEMI. Comparando con los monocitos de sujetos sanos, esto
altimo demuestra una mayor sensibilidad al IFN-y, asi como una falta de respuesta a los
efectos de la IL-4 de los monocitos de pacientes con CAD, posiblemente como
consecuencia de un estado “pre-activado” adquirido en circulacién que les confirié una

mayor capacidad de respuesta al estimulo adicional con IFN-y.

Como se esperaba, el comportamiento de los monocitos estimulados con IFN-y o IL-4 de
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pacientes con CAD estable y pacientes con SICA fue similar, por lo que las diferencias
observadas radicaron en el grado de respuesta que condujo a una produccion diferencial
de estas proteasas y TIMP-1. Particularmente los monocitos de pacientes con SAP, las
cuales resultaron mayormente respondedoras al IFN-y, indujeron alteraciones mas
acentuadas sobre la sintesis de MMP-2 y de MMP-9, asi como un mayor abatimiento en la
produccion de TIMP-1. De igual manera, ain cuando los monocitos de ambos tipos de
pacientes no modificaron la produccién de MMP-9 ni de TIMP-1, disminuyeron la sintesis
de MMP-1 al estimularlos con IL-4, los monocitos de pacientes con SAP también
resultaron mayormente respondedoras a dicha estimulacion promoviendo mayor
abatimiento en la sintesis de MMP-2 que las células de UAP/NSTEMI.

Aun cuando algunos investigadores reportan que el IFN-y inhibe la produccion de MMP-1

y MMP-9 por [0S monocitos (Lacraz et al, 1992; Mach et al, 1997; Zhou et al, 2003; Castrillo et al, 2003; Shapiro et al,

1990; Saren et al, 1996) de manera Similar a |8. IL-4 (Concoran et al, 1992; Lacraz et al, 1992)’ nuestros datos
describen un efecto distinto entre ambas citocinas. Mientras que la estimulacién con IFN-
y no altero la sintesis de MMP-1 en ninguno de los grupos de estudio, la IL-4 abatio
significativamente su sintesis en todos. Ademas, el IFN-y incremento significativamente la
produccion de MMP-9 tanto en el grupo de pacientes como en el de los controles. Mas
aun, los monocitos de pacientes con CAD estimulados con IFN-y inhibi6 la produccion de
TIMP-1, mientras que la IL-4 no lo modifico.

Debido a que los monocitos de los pacientes y controles no se mostraron respondedores
al IFN-y para la sintesis de MMP-1, es probable que para su produccion sean necesarias
otras dosis 0 la combinacién con otras citocinas como han sugerido Shou y sus cols.
(2003). A pesar que ellos también reportan la misma condicién para la sintesis de MMP-9
(Shou et al. 2003) " nestros datos demuestran una clara respuesta de las células tanto de
pacientes como de los controles al estimulo con IFN-y para alterar su produccion.

Similarmente, debido a que los monocitos de los sujetos sanos no respondieron a la
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estimulacion con ambas citocinas para alterar la sintesis de TIMP-1, también es probable

la presencia de niveles mas elevados de MMPs , de otras citocinas como la IL-10 Mok etah

2003 5 de ciertos mediadores inflamatorios como las oxLDLs (Newby: 2008)

para inducir o
alterar su sintesis.

Por otro lado, mientras que la exposicion al IFN-y de los monocitos de pacientes con CAD
modifico la produccién basal MMP-2, MMP-9 y TIMP-1, la IL-4 alterd negativamente la
produccion de MMP-1 y MMP-2 en los monocitos de pacientes con SAP y Unicamente la
produccion de MMP-1 en los de pacientes con UAP/NSTEMI. Estos datos evidencian la
falta de respuesta de los monocitos con CAD a los efectos de la IL-4 para la sintesis de
MMP-9. Ello indica que los monocitos de pacientes con CAD resultan mayormente
respondedores al IFN-y, alterando no solo la produccion de MMP-9, sino de MMP-2 e
importantemente de TIMP-1. Estos resultados demuestran una clara diferencia entre los
monaocitos de pacientes con CAD y monocitos normales. En virtud de que los monocitos
de pacientes hayan sido més respondedores a la estimulacion con IFN-y, siguiere un
estado pre-activado o sensibilizado de estas células como consecuencia a la exposicion de
niveles incrementados de IFN-y que caracterizan a las diferentes etapas de CAD.

Varios autores reportan que tanto el IFN-y como la IL-4 inhiben la sintesis de MMP-1 y

MMP-9 por los monocitos (Lacraz et al, 1992; Mach et al, 1997; Zhou et al, 2003; Castrillo et al, 2003; Shapiro et al, 1990;

Saren et al, 1996, Tanindi et al, 2011) (Concoran et al, 1992; Lacraz et al,

y por macrofagos alveolares en humanos
1992) " Contrariamente, nuestros resultados mostraron que los monocitos normales no
modificaron la produccién de MMP-1 en respuesta al IFN-y pero fue inhibida por la IL-4 ,
ademas de que dichas células incrementaron la sintesis de MMP-9 con ambas citocinas.
Resultados de diversos estudios clinicos son inconsistentes con respecto a la sintesis de
MMP-9. Se ha reportado que una serie de factores (i.e. MCP-1, IL-13, PGE-2) puede
inducir la produccién de MMP-9 por los monocitos Stve et al. 1997: Lafreinie et al, 1997) " jientras

gue es negativamente regulado por la IL-4. Otros autores fundamentan que los
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macréfagos estimulados con ambas citocinas inhiben la produccién de MMP-9 (Opdenakier et

al, 2001; Corcoran et al, 1992).

A pesar de que la estimulacion con IFN-y incrementd la proporcion de todas las
MMPs/TIMP-1 en los pacientes con CAD como una probable consecuencia del
abatimiento en la sintesis de TIMP-1, las proporciones de MMP-1/TIMP-1 y MMP-2/TIMP-
1 resultaron <1, y sélo el incremento en el desbalance de MMP-9/TIMP-1 (<1) fue de
relevancia para términos de la desestabilizacion de la placa aterosclerética. A nuestro
conocimiento, la proporcion MMP-9/TIMP-1 es la Unica que hasta ahora ha sido
significativa en el estudio de los mecanismos desestabilizadores en la angina inestable.
Debido a que los monocitos de pacientes con CAD muestran un mismo patron de
desequilibro entre MMP-9 y TIMP-1 como se ha descrito para los macrofagos de la placa,
ello pudiera fundamentar la idea que la aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria
sistémica Brumer etal 2010) "y gygiere que los monocitos son previamente activados de
manera diferencial en circulacion. Por lo anterior, debido a que la aterosclerosis es un
padecimiento crénico, difuso y multisistémico que involucra a los sistemas vascular,
metabolico e inmunoldgico con diversas manifestaciones locales y sistémicas, las células
sanguineas circulantes, particularmente los monocitos, resultan buena fuente de
informacion para analizar los mecanismos inflamatorios sistémicos en la aterosclerosis.
Los monocitos pueden ser activados por una variedad de estimulos, y el mas potente es el
IFN-y que induce su méxima capacidad fagocitica, invasiva y secretora '@ 2 19%) = A gste
respecto, se ha demostrado que el repertorio de células T en pacientes con angina
inestable esta alterado, mediante la sobreexpresion de células T CD4+ CD28 ™" mismas
gue son muy poco frecuentes en la angina estable y en sujetos sanos. Estos linfocitos
producen exceso de IFN-y cuando son estimulados y presentan la tendencia de abandonar
mas facilmente la circulacién para migrar a los tejidos ‘720 €8 1999 " gjios sugieren que los

pacientes con UAP/NSTEMI tienen monocitos pre-activados o sensibilizados por el IFN-y,

asociado a la presencia de complejos STAT-1 en el nlcleo y a un aumento en la expresion
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de CD64 e IP-10 cuyos genes son inducibles por esta citocina pro-inflamatoria. A este
respecto se ha visto que la exposicion de los monocitos/macréfagos al IFN-y durante la
cronicidad de CAD induce una mayor capacidad de respuesta cuando son expuestos a
estimulaciones posteriores. De manera que la correlacion entre la presencia de células T
productoras de IFN-y y la activacion de los monocitos/macrofagos apunta hacia una
desregulacion inmunoldgica como un mecanismo primario en el desarrollo de CAD.
Posteriormente, este mismo grupo ha reportado una respuesta incrementada a la
estimulacion con LPS para la sintesis de IL-6 de los monocitos de pacientes con UAP con
elevados niveles de PCR, mientras que otros autores han descrito una variabilidad de
respuesta para la produccidbn de citocinas por monocitos tras estimularlos con
endotoxinas, asi como una variabilidad de respuestas inflamatorias contra las oxLDLs
(Chapoval et al, 1998; Kamdar et al, 1997) ~ Ambos estudios sugieren que los monocitos de pacientes
con UAP/NSTEMI al estar expuestos a niveles elevados de PCR e IL-6 muestran una mayor
respuesta para producir mas citocinas y ROS en respuesta a estimulos subumbrales,
donde el IFN-y, TNF-a. y M-CSF predisponen las funciones de dicha células.

Por otro lado, considerando que la produccion de IL-lra aumenta bajo las mismas

Dinarello y Pomerants, 2001; Nijm et al, 2005

condiciones inflamatorias que estimulan la IL-1 ¢ , los niveles

mas elevados de IL-1ra fueron detectados en los grupos de pacientes con CAD, mayores
en pacientes con UAP/NSTEMI, tal como lo han descrito estudios previos "2t et a. 2002
Biasucci et al, 1999) ' mjentras que los monocitos de sujetos sanos no alteraron la produccion de
IL-1ra ante ambos tipos de estimulacion. Tanto los niveles séricos como la produccion
basal y bajo estimulacion, los monocitos de pacientes muestran también un
comportamiento y sintesis diferencial de IL-1ra.

Por ahora se sabe que la inflamacion sistémica puede variar en respuesta a infecciones y a
otros estimulos pro-inflamatorios y que estos cambios intermitentes pueden estar

asociados con un mayor riesgo para desarrollar eventos coronarios agudos.
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Tras la estimulacion con IFN-y, a pesar de que los monocitos de pacientes con
UAP/NSTEMI fueron los mayores productores de MMP-9, los monocitos de pacientes con
SAP mostraron una mayor respuesta. Nuestros resultados indican que los monocitos de
pacientes con SAP estan pre-activados y pueden desarrollar un fenotipo funcional que
puede disparar la inestabilidad de la placa mediante un incremento en el desbalance
MMP-9/TIMP-1 cuando son estimulados con IFN-y, una tipica citocina inflamatoria que se
produce en elevadas concentraciones durante la infeccion, especialmente durante las
infecciones virales como la influenza. Por lo tanto, los mediadores derivados de los
procesos inmuno-inflamatorios no relacionados con el proceso aterosclerético, pudieran
también influir en la condicién estable o vulnerable de las placas ateroscleréticas. A este
respecto, nuestros datos pudieran ayudar a explicar la asociacion entre las infecciones
agudas y el desarrollo de SICA (consultar articulo anexo “Interferon-gamma increases the
ratio of matrix metalloproteinase-9/tissue inhibitor of metalloproteinase-1 in peripheral
monocyte from patients with coronary artery disease”. (Pringall Ry Amezcua-GuerraLM etal, 2013)

En congruencia con investigaciones previas &meretal.2010) ' nyestros resultados indican que
las concentraciones elevadas de MMP-9 en el suero de pacientes con SICA pueden
resultar no solo de su liberacion a la circulacion al momento de la ruptura de la placa, sino
gue puede ser un reflejo de una respuesta inflamatoria sistémica con la secrecion
adicional de los monacitos circulantes. De tal suerte que el desbalance entre la MMP-9 y
su inhibidor TIMP-1 observado en los monocitos de pacientes con SICA pudiera ser el
resultado de un microambiente alterado de citocinas pro y anti-inflamatorias en los
estados avanzados de CAD. El incremento de linfocitos T virgenes hacia un fenotipo Th1,

con niveles elevados en la expresion de [FN-y (Methe et al, 2005)

, junto con la presencia de
linfocitos TCD4*CD8™" productores de grandes cantidades de IFN-y descritas en pacientes
con SICA, parecen alterar la sintesis de MMP-9 por los monocitos CD14+, mientras que los

niveles bajos de IL-10 en estos pacientes parecen atenuar la expresion y sintesis de TIMP-1

(Oliveira et al, 2009)
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Por tanto, los monocitos pertenecientes a diferentes manifestaciones de CAD, que
difieren en las concentraciones séricas de diversos mediadores de inflamacién como la

Haverkate et al, 1997; Heeschen et al, 2000; Verheggen et al, 1999; Morrow et al, 2000; Mazzone et al,

PCRy de citocinas
1993; Biasucci et al, 1999;Simiti et al, 1998; Nishiyama et al, 1998; Shah , 2000)’ pueden tener distinta participacién
en la vulnerabilidad de la placa mediante la produccién diferencial de MMPs e inhibidores.
Aln cuando la presencia de diversos factores presentes en la pared arterial lesionada
inducen su diferenciacién hacia macrofagos, los monocitos estando todavia en circulacion,
pueden inicialmente sufrir cambios en su comportamiento (plasticidad) o adquirir
fenotipos funcionalmente distintos (heterogeneidad) que definen las respuestas inmuno-
inflamatorias en el sitio de la lesion, contribuyendo en Ultima instancia a la condicion
estable o inestable de la placa ateromatosa.

Los monocitos parecen estar activamente involucrados en las etapas claves de los SICA,
participando en los procesos que subyacen a la condicién estable o inestable de la placa
aterosclerdtica. Por tanto, son necesarios estudios futuros que ayuden a entender el
papel de los monocitos no sélo en los SICA, sino su comportamiento en la enfermedad
coronaria estable. Tornando la vulnerablilidad de la placa hacia una condicién estable es
una consideracion terapéutca atractiva que pudiera requerir de una reprogramacion del
sistema inmune desde un estado inflamatorio (i.e. degradacion de la colagena,
acumulacion acelerada de células inflamatorias) hacia un estado regulador sobre la
sintesis de colagena, reduccion de la acumulacion de células inflamatorias 0 movilizacion
de células que promuevan la resolucion de la inflamacion y por tanto, la estabilidad de la

placa atersoclerética.
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CONCLUSIONES

Los monocitos de pacientes con diferentes manifestaciones de CAD y de sujetos

donadores sanos exhiben una produccién basal diferencial de MMPs 'y TIMP-1.

Los niveles elevados de MMPs y TIMPs circulantes que se describen en los
pacientes con CAD no se deben Unicamente a los liberados por las placas
vulnerables, sino también como resultado de su produccion por los monocitos

activados.

Los niveles basales méas elevados de MMP-9 se correlacionan mayormente con la
inestabilidad de la placa, mientras que las concentraciones mayores de MMP-2 y
TIMP-1 con su estabilidad.

La produccion basal elevada de MMP-9 por los monocitos de pacientes con SICA se

correlaciona con los niveles séricos elevados de PCR, IFN-y, IL-1ra, MIP-1a. e IP-10.

Los pacientes con SICA exhiben un desequilibrio mayor en la proporcién basal de
MMP-9/TIMP-1, mientras que los pacientes con SAP muestran un comportamiento

similar a los sujetos donadores sanos.

La respuesta diferencial a la estimulaciéon con IFN-y sobre la sintesis de MMPs y
TIMP-1 evidencia un estado funcional alterado (mayor sensibilidad) de los
monocitos de pacientes con CAD que los hace mayormente repondedores a la

exposicion de concentraciones adicionales de IFN-y.

El incremento de la proporcién MMP-9/TIMP-1 por los monocitos de pacientes con
CAD estimulados con IFN-y se debe a una inhibicion significativa en la sintesis de
TIMP-1.
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63
e La estimulacion con IFN-y induce un dréstico desbalance en la proporcion de
MMP-9/TIMP-1 en pacientes con SAP similar a la que exhiben los pacientes con
SICA.

e La proporcion MMP-9/TIMP-1 podria servir como un biomarcador util de la

vulnerabilidad de la placa.
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IMPLICACION CLINICA

Debido a que la produccién de IFN-y es inducida durante la infeccion aguda, regula la
produccion de MMPs y TIMPs e induce un incremento en el desbalance de MMP-9/TIMP-
1, la sensibilidad exacerbada de los monocitos de los pacientes con CAD estable a la
estimulacion con IFN-y pudiera explicar la asociacion entre las infecciones respiratorias

agudas y el desarrollo de los SICA.
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