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RESUMEN

El tejido adiposo epicardico (TAE) podria actuar como tejido paracrino expresando genes
que codifican proteinas que participan en el desarrollo y calcificacion de las placas
aterosclerosas. Proteinas pro-calcificantes como osteopontina (OPN) y el factor de necrosis
tumoral a (TNF-a), y anti-calcificantes como osteonectina (ON) y osteoprotegerina (OPG)
podrian estar asociados en este proceso. Por otra parte, las lipoproteinas de alta densidad

(HDL) podrian retardar la calcificacion arterial promoviendo la expresién de OPG y ON.

En este estudio postulamos que el TAE tiene una mayor expresion de RNAm de genes pro-
calcificantes en pacientes con enfermedad aterosclerosa coronaria (EAC), y que dicha

expresion esta relacionada con las subpoblaciones de HDL.

Determinamos la expresién del RNAm de los genes que codifican para OPN, ON, OPG y TNF-
a en TAE de pacientes con EAC cuyas lesiones fueron determinadas por coronariografia, y
pacientes estenosis valvular adrtica (controles) sin lesiones aterosclerosas. Determinamos

ademas la distribucion relativa y composicién lipidica de las subclases de HDL.

El TAE de los pacientes con EAC expres6 dos veces mas OPN y OPG y 33% menos del TNF-a
comparado con los controles. La distribucién de las subpoblaciones de HDL presenté un
desplazamiento hacia particulas grandes tipo HDL2b. La proporcion relativa de las HDL3b
fue el mejor predictor independiente de la expresién de ON ($=0.493, P=0.011) mientras
que para el TNF-a fue el colesterol esterificado de las HDL3a (3=0.398, P=0.044).
Finalmente, niveles de expresiéon de RNAm de OPN > 1.21, correlacionaron con la presencia

de aterosclerosis (Exp (B)=12.782, 1C=1.178-138.644, P= 0.036).

El TAE es una fuente de expresion de RNAm OPN, ON, OPG y TNF-a, s6lo la OPN presento
una relacién positiva con la presencia de aterosclerosis. La correlacion entre la expresion
de los genes y las HDL sugiere que estas particulas también podrian mediar el proceso de

calcificacion.



ABSTRACT

Epicardial adipose tissue (EAT) could function as a paracrine tissue expressing genes
that encodes proteins related with the pathogenesis and calcification of atherosclerotic
plaques. Genes of pro-calcifying proteins such as osteopontin (OPN) and the tumoral
necrosis factor a (TNF-a); and anti-calcifying genes such as osteonectin (ON) and
osteoprotegerin (OPG) may be associated with this process. Moreover, high density
lipoprotein (HDL) could retard the arterial calcification promoting the expression of

OPG and ON.

We postulated that EAT over expresses mRNA of pro-calcifying genes in patients with
coronary atherosclerotic disease (CAD) and the expression of these genes is related with

the composition and distribution of subclasses HDL.

The expression of mRNA OPN, ON, OPG and TNF-a was determined in EAT of patients
with CAD whose atherosclerotic lesions were determined by coronary angiography and
patients with aortic valve stenosis (controls) without atherosclerotic lesion. The HDL
were characterized by sequential ultracentrifugation and polyacrylamide gels under

non-denaturing conditions.

EAT obtained from CAD patients expressed twice mRNA of OPN and OPG and 33% less of
TNF-a compared with controls. The distribution of HDL subpopulations showed a shift
towards larger particles in patients as compared to controls. The relative proportion of
HDL3b was the best independent predictor for expression of ON (= 0 .493, P = 0.011)
while for TNF-a the best predictor was the esterified cholesterol of the HDL3a (= 0.398,
P= 0.044). Finally, the OPN expression levels above 1.21 was positively associated with
the presence of atherosclerosis (Exp (B) = 12,782, CI = 1.178-138.644, p = 0.036).

EAT expresses the mRNA of OPN, ON, OPG and TNF-a, only OPN was statistically
associated with the presence of atherosclerosis. The correlation between the expression
of these genes and HDL suggest that these lipoproteins also participate in the regulation

of the calcification process.



INTRODUCCION

Enfermedad Aterosclerosa Coronaria (EAC)

Las enfermedades cardiovasculares son las principales causas de muerte en México 12 y
sus incidencias son cada vez mayor en adultos jévenes. Dentro de este tipo de
enfermedades se encuentra la EAC, la cual involucra una serie de eventos celulares que
culminan con el desarrollo de fibrosis y calcificacién, con la consecuente reduccién de la

luz del vaso sanguineo que da lugar a los sintomas clinicos.

La EAC comienza con la disfuncién del endotelio vascular producida como respuesta a
una agresién, provocando una infiltracion de lipoproteinas de baja densidad (LDL) al
espacio subendotelial (1). El estrés oxidativo local (2) provoca la peroxidacién de sus
lipidos (3) que actian como factores quimiotacticos (4) para monocitos circulantes3, los
cuales atraviesan el endotelio vascular y se transforman en macrofagos (5) capaces de
fagocitar a las LDL (6). La falta de maquinaria enzimatica suficiente para degradar los
lipidos y peroxidos, tienen como consecuencia un cimulo de éstos en el citoplasma del
macroéfago, al cual se le denomina célula espumosa (7)* Antes de morir, las células
espumosas liberan una gran cantidad de citocinas (8) que estimulan al endotelio
vascular para que sintetice mas adhesinas (9), exacerbando asi el proceso inflamatorio
(10)>67. Las células espumosas constituyen la etapa temprana de la formacion del

ateroma (Figura 1).
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Figura 1.- Formacioén de la placa aterosclerosa. Los lipidos oxidados de las LDL en el espacio
subendotelial son factores quimiotacticos para monocitos circulantes, los cuales, atraviesan el
endotelio vascular, se diferencian en macroéfagos y fagocitan a las LDL oxidadas. La falta de
maquinaria enzimatica para degradar a estos lipidos oxidados ocasiona su acumulacién en el
macroéfago, dando lugar, a la célula espumosa. Este proceso continua formando la estria grasa y
posteriormente el ateroma.

La etapa temprana del ateroma es la formacién de la estria grasa (Figura 1), una vez que
ésta se forma continta su crecimiento paulatino hasta llegar a obliterar el lumen del vaso,
reduciendo el aporte sanguineo a dérganos como el corazén o el cerebro. Las placas
aterosclerosas tienden a calcificarse, y conforme avanza la edad y progresa la
aterosclerosis, los depoésitos de calcio también se incrementan8. La importancia de la
formacién de la placa, ademas de reducir la lumen del vaso sanguineo, es que puede
presentar una rotura y causar un coagulo sanguineo que ocluye la circulacién y provocar

un episodio vascular isquémico agudo, es decir, infarto o evento vascular cerebral.



Calcificacion de la placa aterosclerosa

El calcio juega un papel clave en un amplio rango de funciones biolédgicas, ya sea en su
forma libre o formando complejos. Una de las funciones mas importantes es en la
mineralizacidon esquelética. La mayoria del calcio total del cuerpo esta en el hueso (>99%)

como complejos de fosfato calcico, principalmente hidroxiapatita®.

El calcio que no estd en hueso representa <1% del calcio total; sin embargo, es responsable
de una amplia variedad de funciones esenciales, incluyendo sefializacion extra- e
intracelular, la transmisién de impulsos nerviosos y la contraccion muscularioil, E]
intervalo de calcio sérico va de 8.8 - 104 mg/dL en sujetos sanos, en donde
aproximadamente el 51% corresponde a calcio i6nico, el 40% esta unido a proteinas y el
9% forma complejos idnicos. Este calcio estda unido a una amplia variedad de proteinas y
aniones. Las principales proteinas de unién a calcio son la albumina y la globulina en suero
y la calmodulina y otras proteinas de unién en la célula. Los principales complejos séricos

son el fosfato de calcio, el carbonato de calcio y el oxalato de calcio.

El calcio y el fosfato (fésforo inorganico) interactiian en varios procesos fundamentales. En
el esqueleto, el metabolismo del calcio y el fosfato trabajan en conjunto con osteoblastos,
osteocitos y proteinas del matriz extracelular para mineralizar al osteoide. Por otro lado,
hay un menor entendimiento del sistema regulador que previene el depdsito perjudicial de
complejos de fosfato y calcio en tejidos blandos, como en la enfermedad renal crdénica en
donde la calcificacién de tejidos blandos es comdn o bien, la calcificacién de los vasos

sanguineos.

En este contexto, la calcificaciéon de la placa suele comenzar tan temprano como en la
segunda década de la vida, justo después de la formacién de la estria grasa 12 ocupando
hasta un 20% del volumen del ateromal3. Los depésitos de calcio se encuentran con mas

frecuencia en individuos mayores y en lesiones aterosclerosas mas avanzadas4.

El calcio arterial coronario es ampliamente aceptado como sinénimo de aterosclerosis; sin
embargo, el mecanismo basico que inicia el proceso de calcificacién es desconocido, pero
parece que requiere de la apoptosis de las células presentes en la lesion, probablemente

las células de musculo liso para generar cuerpos apoptoticos que actien como sitios de



nucleacion para la calcificacion, inflamacion, acumulacion de fosfolipidos y lipoproteinas, y

finalmente el depdsito de hidroxiapatita&.

Diversos autores han propuesto que la calcificacion del ateroma es un proceso activo que
se asemeja a la formacion de hueso, ya que se ha demostrado que la pared arterial tiene
varias proteinas relacionadas con éste, incluyendo osteopontina, osteonectina y
osteoprotegerina, entre otras!5-18, y aunque las células endoteliales, células de musculo
liso, macrofagos, plaquetas y linfocitos estan involucrados en el desarrollo de la
aterosclerosis, los tipos celulares responsables de la calcificacion no han sido aun

dilucidados.

Osteopontina (OPN)

El gen que codifica la OPN se denomina en humanos SPP1 (Secreted Phophoprotein 1) y se
encuentra localizado en el brazo largo regiéon22.1 del cromosoma 4. Su longitud es de 7762
pares de bases y cuenta con 8 exones. El gen de la OPN presenta “splicing alternativo”

“«_n

generando tres isoformas, la isoforma “a” que es la forma mas larga y contiene a los 8
exones, la isoforma “b” que carece del ex6n 5 y la isoforma “c” que carece del ex6n 4. Por
otro lado, la OPN sufre modificaciones postraduccionales tales como fosforilaciones y

escisiones enzimaticas!® (Figura 2).
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Figura 2.- Estructura proteinica de OPN20. La OPN tiene un dominio RGD que media la unién con
integrinas y un sitio de escision de trombina. Una vez escindida, otro sitio de unién a integrinas es
expuesto, el dominio SVVYGLR; generando dos fragmentos: a) el fragmento pro-inflamatorio N-
terminal, que incluye dos sitios de union a integrinas, el RGD y el SVVYGLR, y b) el fragmento C-
terminal, el cual es carente de sitios de union a integrinas. RGD: arginina- glicina- acido aspartico;
SVVYGLR: serina-valina-valina-tirosina-glicina-leucina-arginina.

La OPN cuenta con un dominio RGD (arginina-glicina-acido aspartico) que se combina con
multiples receptores de superficie celular, incluyendo varias integrinas (a581, a8f31, aVf1,

aVf3, and aVB5) y CD4421,

La OPN es escindida por trombina en dos péptidos aproximadamente del mismo tamaro;
la mayoria de dominios funcionales estan localizados en el extremo N- terminal, una vez
escindida se expone la secuencia SVVYGLR (serina-valina-valina-tirosina-glicina-leucina-
arginina) que es reconocida por las integrinas a431/a981, involucradas en inflamacion y
adhesion celular?2. Finalmente, la OPN tiene sitios de fosforilacion Ser/Thr, glucosilacion y
sulfatacion de tirosinas, resultando en una proteina de peso molecular en un intervalo de
41-75 kDa23. Enfatizando la importancia funcional de esas fosforilaciones, la OPN

recombinante no fosforilada incrementa la mineralizacion de las células de musculo liso,



mientras que la OPN fosforilada enzimaticamente, es un potente inhibidor de la

calcificacion vascular?4.

OPN es una proteina que tiene una elevada actividad pro-inflamatoria, y cuando es
escindida se potencian aiin més sus acciones. Se ha demostrado que la OPN y el fragmento
N-terminal escindido por trombina, promueven la inflamacién, y ésta puede ser atenuada
por el fragmento C-terminal fosforilado, a través de la inhibicion de la adhesion celular via

integrina aV331°.

Debido al splicing alternativo y a las modificaciones pos-traduccionales, esta proteina tiene
una gran diversidad funcional. OPN ha sido identificada como un biomarcador para varios
tipos de canceres y enfermedades inflamatorias?223.2526, La expresion desregulada o
excesiva de OPN ha sido asociada a la patogénesis de desérdenes autoinmunes como
esclerosis multiple??, lupus eritematoso sistémico?8, artritis reumatoide?? y otras
enfermedades inflamatorias incluyendo, enfermedades cardiovasculares30,
aterosclerosis3!, enfermedad pulmonar obstructiva cronica3?, enfermedades hepaticas33,

asma34,

La OPN originalmente fue encontrada en hueso (osteoblastos y osteoclastos), sin embargo,
es producida por otros tipos celulares, como macrofagos, neutréfilos, células dendriticas,
células NK, linfocitos T y B, células endoteliales, células de musculo liso, fibroblastos y
adipocitos. La transcripcion de este gen es potenciada por factores de crecimiento3°> como
TGFPB (factor de crecimiento transformante {3), EGF (factor de crecimiento endotelial),
PDGF (factor de crecimiento derivado de plaquetas), FGF2 (factor de crecimiento de
fibroblastos 2); citocinas pro-inflamatorias (IL-1a e IL-2, TNF-a) y endotelinal® y su sobre-
expresion inhibe la produccion de IL-10 y de otras citocinas antiinflamatorias producidas

por macroéfagos3®

La evidencia muestra que las LDL oxidadas son capaces de inducir la expresiéon de OPN en
células endoteliales y en células de musculo liso, y a través de su unién con integrinas
activar al NF-xB e inducir la expresion de genes pro-inflamatorios favoreciendo el proceso

inflamatorio de la aterosclerosis.

La OPN no se encuentra en arterias normales, sin embargo, en sitios de lesiones

aterosclerosas esta asociada con macréfagos y células espumosas, es abundante en placas
8



que presentan calcificacion, sugiriendo que esta proteina podria tener un papel pro-

calcificante.37

Matsui et al., observaron que la deficiencia de OPN reduce significativamente el tamafio de
la lesion aterosclerosa en ratones hiperlipidémicos apo E -/-OPN-/- comparado con
ratones apo E-/-OPN+/+ lo que apoya el papel de la OPN en la aterosclerosis38. Estudios en
ratones knock out apo E/ receptor LDL / OPN mostraron que la deficiencia de OPN resulto
en una disminucion del tamafio de la lesidn aterosclerosa3®. Los estudios sugieren que la
OPN promueve la acumulacién de macréfagos y su retencidn en las lesiones aterosclerosas,

contribuyendo a la cronicidad de la enfermedad39:40.

En este mismo contexto, diversos autores han encontrado asociacion de la OPN con la
aterosclerosis y la calcificacién arterial*1-4>., En macréfagos de placas aterosclerosas y
valvulas adrticas calcificadas, 1a OPN esta sobre-expresada en la superficie de los depoésitos
calcificados, sugiriendo que los macréfagos pueden ser la fuente primaria de OPN en el
tejido valvular en condiciones patologicas#t. Estos datos sugieren que la OPN podria ser un

importante regulador pro-calcificante de la placa.

Osteonectina (ON)

La ON en humanos es codificada por el gen SPARC (Secreted protein, acidic, cysteine-rich),
ubicado en el brazo largo del cromosoma 5 en la banda 31.3, esta formado por 10 exones

y su longitud es de 25959 pares de bases.

El gen SPARC codifica para una proteina de 298-304 aminoacidos (aa), posee un péptido
sefial de 17 aminoacidos y el péptido maduro consiste de tres dominios estructurales

(Figura 3).

El dominio I (aa 3-51) tiene una region de union a hidroxiapatita. El extremo N-terminal es
una region rica en asparagina y glutamato en donde pueden unirse de 5-8 Ca2* (con baja
afinidad). El dominio II (aa 52-132) es rico en cisteinas, es un dominio tipo Folistatina. Este
dominio contiene péptidos bioactivos que ejercen diferentes efectos sobre las células
endoteliales. El péptido 2.1 inhibe la proliferacion de las células endoteliales. El péptido
FS-E inhibe potencialmente la migracion de las células endoteliales in vitro y la

angiogénesis in vivo*’. El péptido FS-K tiene un efecto inhibitorio en la proliferacion



endotelial. Por el contrario, el péptido 2.3 tiene un efecto estimulante sobre la

proliferacién de células endoteliales y la angiogénesis*8.

El dominio III (aa 133-285, exones 7-9) se une a Ca2* extracelular. Este dominio contiene el
péptido 4.2 que estimula la migracion de células endoteliales pero inhibe su

proliferacion?.

La escisiéon de ON por metaloproteinasas de la matriz (MMP-3) produce tres péptidos, un
péptido Z-1 que contiene una secuencia de uniéon a Cu?+el cual, estimula el crecimiento
vascular. En contraste, los péptidos Z-2 y Z-3 inhiben la proliferacién celular de células

endoteliales pero estimulan su migraciéns0>1,

NH2 I COOH
1 C_O— 5 I ;o B S
Péptido 2.1 FS-K Péptido 2.3 Péptido 4.2
FS-E
Dominio | Dominio ll Dominio Il

Figura 3.- Estructura proteinica de osteonectinas?, La ON presenta tres dominios: el dominio I rico
en asparagina y glutamato, el dominio Il que contiene a los péptidos 2.1,2.3, FS-E y FS-K y el
dominio III es un sitio de union a Ca2+ extracelular.

Los estudios in vitro han mostrado evidencia de que ON promueve cambios en la
morfologia y la diferenciacidon celulars3, inhibe la progresion del ciclo celulars4, regula la
actividad de factores de crecimiento como PDGF, FGF o VEGF (factor de crecimiento del

endotelio vascular) e inhibe la adipogénesis*9:55.

ON es expresada por osteoblastos, células endoteliales, células de musculo liso y

adipocitos®®. Alteraciones en sus niveles o actividad se han asociado con varias
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enfermedades humanas comunes como osteoporosis®?, artritis58>%, cancer®?, enfermedad

cardiaca®l62, obesidad®263 y diabetes mellitus tipo 26465,

En contraste con la OPN, la expresion de ON correlacion6 negativamente con la
aterosclerosis y la calcificaciéon en tejido ateroscleroso humano en un estudio llevado a
cabo por Hirota et al.; dicho estudio mostré que la expresién del RNAm (4cido ribonucleico
mensajero) de ON disminuy6 con el desarrollo de la aterosclerosis y el RNAm de OPN
increment6 con la severidad de ésta y su calcificacion#!, sugiriendo que ON podria tener

una funcién anti-calcificante®®.

Por lo anterior, una mayor expresion de OPN con respecto a ON podria ser clave en la
calcificacion de las placas aterosclerosas, pero esta posibilidad no ha sido explorada hasta

el momento.

Osteoprotegerina (OPG)

La OPG es codificada en humanos por el gen TNFRSF11B (tumoral necrosis factor receptor
superfamily, member 11B), localizado en el brazo largo del cromosoma 8, regién 24, esta
formado por 28588 pares de bases y presenta 5 exones. Esta proteina es un miembro de la
superfamilia del receptor del TNF y es expresada por osteoblastos, células endoteliales y

células de musculo liso57-69,

Bucay et al, estudiaron el papel fisiolégico de OPG en ratones knock out y observaron una
calcificacion media de la aorta y de las arterias renales, concluyendo que la OPG podria
actuar como un inhibidor de la calcificacion”’?. En el mismo sentido, Bennet et al,
generaron ratones OPG-/- Apo E-/-, en los cuales la inactivacion de OPG result6 en un
incremento del tamafio de la lesion aterosclerosa y del area de calcificacion comparado
con ratones OPG+/+ Apo E-/-, sugiriendo que la OPG protege contra la progresion de la

lesidn ateroscleroética y su calcificacion?l.

El mecanismo propuesto por el cual OPG podria inhibir la calcificaciéon es a través de la
uniéon con RANKL (Receptor activator NF-xB ligand). La OPG es un factor soluble, es decir,
no esta anclado a la membrana sino que actia en el medio intercelular. La OPG a este nivel
actia como un receptor sefiuelo, uniéndose a RANKL neutralizandolo, impidiendo asi su

fijacion a RANK (Receptor activator NF-kB) 7273,
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La expresion de OPG y RANKL ha sido observada en lesiones aterosclerosas de ratones y
humanos, sin embargo, su papel en la enfermedad vascular atin no es bien entendida’4-76.
RANKL y RANK son frecuentemente indetectables en vasos normales y en arterias o
valvulas no calcificadas®®72 77-79, Una serie de estudios recientes sugieren que RANKL es
sobre-expresada en lesiones aterosclerosas humanas y de ratones’879, RANKL es un
miembro de la superfamilia del TNF, el cual, en unién con su receptor RANK, estimula la
liberacion de quimiocinas, la migracion monocito/macréfago y la actividad de las
metaloproteinasas®880-83,  Por otro lado, se ha demostrado que RANKL es capaz de
estimular la actividad de la fosfatasa alcalina (ALP), una proteina que favorece la
calcificacion. Ademas, la uniéon de RANKL con RANK inicia una cascada de senalizacion
intracelular para la translocacion del NF-kB del citosol al nicleo modulando la expresion
de diferentes genes, tal como el de la Proteina morfogenética 6sea 2 y 4 (BMP2, BMP4)74,
cuyos productos proteicos estan implicadas en la mineralizaciéon vascular. Las BMP se
expresan en células endoteliales y células de musculo liso7>7¢, son un potente inductor de
la diferenciacion celular osteoblastica, a través de la expresion de factores de transcripcion
criticos para la mineralizacion como Runx27778, Ademas, la inflamacién juega un papel
importante en el desarrollo de la calcificacién vascular a través del aumento de la
expresion en los vasos de BMP2 y 4. Bajo el efecto de citocinas pro-inflamatorias, las
células endoteliales produciran BMP 2y 4, las cuales actuaran sobre las células de musculo
liso adyacentes induciendo su diferenciacion osteogénica y con ello, la calcificacion
vascular’?. De esta manera, la union de OPG con RANKL inhibe las cascadas de sefializacion
que llevan a la diferenciacion osteogénica de tipo osteoblastico y con ello, a una atenuacion

de la calcificacion.

Por otro lado, OPG también se une a otro ligando conocido como TRAIL (TNFR apoptosis
inductor ligand), el cual es un factor pro-apoptdtico. Al unirse OPG con TRAIL se inhibe la
formacién de cuerpos apoptdticos y con ello, existen menos sitios de nucleacién para la
mineralizacién8081, Se ha demostrado que al inhibir la apoptosis de células de musculo liso
también se inhibe su calcificacion, ya que sus cuerpos apoptoéticos pueden contener y
cristalizar calcio8l. Por lo cual, la union de OPG con TRAIL favorece la atenuacién de la

calcificacion de la placa.
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Con la evidencia existente, se puede postular que la OPG es un inhibidor crucial de la

calcificacion de la placa aterosclerosa.

Factor de Necrosis Tumoral a (TNF-a)

El gen en humanos del TNF-a estd ubicado en el brazo corto del cromosoma 6, en la regién
21.3, su longitud es de 2770 pares de bases y tiene 4 exones. La proteina esta involucrada
en la regulacion de un amplio espectro de procesos biolégicos incluyendo proliferaciéon
celular, diferenciacion, apoptosis, metabolismo de lipidos y coagulaciéon®283, Esta citocina
ha sido implicada también en una gran variedad de enfermedades, incluyendo

enfermedades autoinmunes, resistencia a la insulina y cancer83.

En 2003, Kaden et al., mostraron evidencia de que la calcificacion de la valvula adrtica
puede ser regulada por un proceso inflamatorio mediado por TNF-a; este grupo realiz6
cultivos de miofibroblastos de la valvula aértica y los estimularon con TNF-a bajo
condiciones mineralizantes, obteniendo un incremento en la formacion de nddulos
calcificados, concluyendo que el TNF-a podria ser un mediador importante en la

calcificacion del ateroma®* ademas de su papel como citocina pro-inflamatoria.

Una vez que el TNF-a se une a su receptor TNFR1, se desencadena una cascada de
sefalizacidon que lleva a la fosforilacién de los inhibidores del NF-«kB (factor nuclear kB),
evento que lleva a la liberacion y translocaciéon del NF-kB desde el citoplasma al ntcleo en
donde funciona como factor de transcripcién, expresando genes involucrados en la sintesis
de proteinas relacionadas con la inflamacién. En las células endoteliales, el TNF-a induce la
expresion de moléculas de adhesion®s, la diferenciaciéon de macréfagos8® y promueve la
formacidn de células espumosas®’, contribuyendo de esta manera, con la exacerbacion del

proceso ateroscleroso.

Por otro lado, el TNF-a induce la expresion y actividad de la ALP en células vasculares
incrementando la mineralizacién®. También el TNF-a es capaz de incrementar la
expresion de la BMP-2 en células endoteliales, que actuaria sobre las células de musculo

liso adyacentes induciendo su diferenciacion osteoblastica®8s.

La evidencia muestra que el TNF-a es suficiente para inducir la mineralizacién de células

de musculo liso8°, debido a que induce la expresion de factores de transcripcién de

13



diferenciacion osteoblastica como Runx278 y genes pro-calcificantes como el de la ALP e
inhibe el gen anti-calcificante de la MGP (proteina de matriz Gla). La proteina que codifica
este ultimo gen es capaz de inhibir la diferenciacion osteogénica de las células
mesenquimales mediante el secuestro de la BMP-2, con el cual MGP forma un complejo

previniendo la interacciéon de BMP-2 con sus receptores®°.

Finalmente, el TNF-a y los polipéptidos que pertenecen a la familia de esta citocina sefialan
la muerte celular programada a través de la activacion de sus receptores. La union de esos
ligandos a su receptor genera la sefial de apoptosis activando directamente a las caspasas,

de esta manera, puede inducir la apoptosis de las células endoteliales®1.

A través de los mecanismos anteriormente descritos (inflamacidn, activacién de genes pro-

calcificantes y apoptosis) el TNF-a puede estar favoreciendo la calcificacién de la placa.

Si bien el TNF-a es secretado principalmente por células del sistema inmune, los
adipocitos también son capaces de secretarlo. En este contexto, la relacion entre el tejido
adiposo visceral abdominal y el riesgo cardiovascular ha sido ampliamente estudiado, sin
embargo, existen sitios de tejido adiposo ectopicos que podrian contribuir con el
desarrollo de la aterosclerosis y la calcificacién de la placa por su cercania con las arterias

coronarias, tal como el tejido adiposo epicardico.
Tejido adiposo epicardico (TAE)

Caracteristicas generales

El TAE es la auténtica grasa visceral del corazén, se ubica entre el miocardio y el pericardio
visceral. Se origina del mesodermo esplacnopleural y es vascularizado por las ramas de las
arterias coronarias. Se encuentra prominentemente en los surcos atrioventricular e
interventricular y una pequena cantidad se extiende desde la superficie epicardica hacia el
miocardio, rodeando la adventicia de las arterias coronarias?2. Bajo condiciones
fisiolégicas, representa aproximadamente el 20% de la masa del corazén y cubre el 80%

de la superficie de éste?3.

El TAE esta compuesto predominantemente por adipocitos, pero también contiene nervios

interconectados, células inflamatorias, inmunes y estroma®. Sus adipocitos son
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generalmente mas pequenios que los del tejido subcutaneo u otros depdsitos de grasa

visceral95.96,

La principal diferencia entre el TAE y otros depdsitos de grasa visceral, es su elevada tasa
de captacion y liberacion de acidos grasos libres, lo cual resulta de particular importancia,
ya que el miocardio usa y metaboliza acidos grasos mediante el proceso de [3- oxidacidn,

siendo éste el responsable del 50 al 70% de la energia del musculo cardiaco.

En condiciones fisioldgicas, el TAE acttia como un amortiguador que protege al corazén
contra la lipotoxicidad®?’ y ademas provee al miocardio de los lipidos necesarios para la

obtencién de energia mediante la 3- oxidacién de los acidos grasos.

El TAE es rico en acidos grasos saturados incluyendo, el acido miristico (14:0), acido
palmitico (16:0) y el acido estearico (18:0), mientras que acidos grasos insaturados como
el acido palmitoleico (16:1n-7), acido oleico (18: 1n-9), acido linoleico (18:2n-6) y el acido

linolénico (18:3n-3) son menos abundantes?s.

Recientemente, la expresion de la proteina desacoplante 1 (UCP-1), un marcador de tejido
adiposo pardo, ha sido reportado en TAE, esto sugiere, que puede actuar de manera similar
que el tejido adiposo café??, defendiendo al miocardio y a las arterias coronarias contra la

hipotermia.

TAE y aterosclerosis

Diversos estudios muestran que existe una fuerte correlacién entre el volumen del TAE y
la presencia de oclusiones arteriales coronarias100-106 | [wasaki et al, propusieron que el
volumen del TAE incrementa abruptamente en pacientes con estenosis arterial coronaria y
en aquellos con una calcificacion arterial coronaria severa. Para explorar esta propuesta,
cuantificaron el volumen del TAE a través de tomografia computarizada multidetector y el
anadlisis de sus resultados mostré que el volumen del TAE se asocia con la aterosclerosis

coronarial0l,

La presencia y severidad de la enfermedad arterial coronaria y la calcificacién coronaria
indican estados de aterosclerosis muy avanzados, los cuales han sido asociados con el
TAE102-105, Dicha asociacion ha sido reforzada por un meta-analisis reciente en donde se

demostr6é que el volumen del TAE de pacientes con enfermedad arterial coronaria es
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significativamente mayor que el de sujetos sin dicha enfermedad1%. En este contexto, hay
segmentos de las arterias coronarias que son libres de aterosclerosis y esto ha sido
atribuido a la carencia de tejido adiposo en esta zona y por lo tanto, no hay produccién de
estimulos pro-inflamatorios. Estudios de tomografia computarizada han demostrado la
presencia de aterosclerosis en segmentos de las arterias coronarias que se encuentran
cercanas a puentes miocardicos, en donde hay presencia de este tejido, mientras que
segmentos que estan sobre el puente miocardico, estan libres de aterosclerosis107-111, Este
hallazgo y la experiencia de los cirujanos del Instituto Nacional de Cardiologia "Ignacio
Chavez", quienes han observado que las lesiones aterosclerosas se ubican siempre en
regiones donde la coronaria es adyacente al TAE, mientras que nunca se ubican en las
regiones en donde la arteria incursiona en el musculo cardiaco, abre camino a la
posibilidad de que el TAE, efectivamente ejerce un papel importante en la formacién y
desarrollo de la aterosclerosis. La expresion y secrecion del TNF-a, MCP-1 (proteina
quimiotactica de monocitos), IL-6, IL-1f3, PAI-1 (inhibidor del activador de plasminégeno)
y resistina en el TAE de pacientes con enfermedad arterial coronaria esta
incrementadall2-117, por lo cual, estas proteinas podrian inducir la formacién de la placa

aterosclerosa a través de la exacerbacidn de la respuesta inmune (Figura 4).
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Figura 4.- Papel patofisiolégico del TAE en el desarrollo de la placa aterosclerosa. Las adipocinas
pro-inflamatorias secretadas por el TAE podrian actuar de manera paracrina (linea negras) sobre
las arterias coronarias, contribuyendo con el desarrollo y progresion de la placa aterosclerosa, a
través de la promocion y exacerbacion del proceso inflamatorio. Modificado de Am ] Physiol
Endocrinol Metab 2012; 303: E937- E949.

La respuesta inmune innata representa una de las vias que pudieran explicar la liberacion
de citocinas pro-inflamatorias por parte del TAE y el subsecuente aumento del riesgo
cardiovascular. La inmunidad innata puede ser activada a través de los TLRs (Toll like
receptors), que pueden activar la transcripcién de mediadores inflamatorios. La activacién
de los TLRs provoca la translocacion del NF-kB hacia el nucleo, con la posterior
transcripcién de IL-6, IL-1, TNF-al18-120 y seguida por la liberacién de IL-6, TNF-a y
resistinal?l, Recientemente Baker et al, demostraron que el TAE de pacientes con
enfermedad arterial coronaria exhibe mayor actividad de NF-kB y c-Jun N-terminal cinasa
(JNK)121, favoreciendo un estado pro-inflamatorio que puede promover el desarrollo y

progresion de la placa. La mayor expresion del TLR-2 y TLR-4 en este grupo de pacientes,
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permite sugerir que los macroéfagos juegan un papel preponderante en la respuesta
inflamatoria del TAE. En este estudio, los pacientes con enfermedad arterial coronaria
presentaron niveles elevados de lipopolisacaridos, los cuales activan a los TLRs y en
consecuencia dan lugar a un proceso inflamatorio. Estos hallazgos sugieren que los
macréfagos y las vias del NF-kB y JNK juegan un papel importante en el perfil inflamatorio

y aterogénico del TAE.

El TAE anormal puede afectar al endotelio a través de la secrecion de sPLA2-I1A122
(secretory type II phospholipase A2), una enzima involucrada en la retencién de las LDLs
en el espacio subendotelial. Esta enzima ha sido encontrada en lesiones aterosclerosas y la
sobre-expresion del gen sPLA2-IIA humano incrementa la susceptibilidad a

aterosclerosis123-125,

El TAE induce la expresion de moléculas de adhesiéon e incrementa la adhesion de
monocitos a las células endoteliales!26, Ademas de MCP-1, ICAM (molécula de adhesién
intercelular) se ha detectado en este tejido2¢. Dicha molécula participa en varias etapas
del proceso ateroscleroso incluyendo quimiotaxis, formacién de células espumosas,

proliferacién y migracion de células de musculo liso.

Otro factor que contribuye con el desarrollo y progresion de aterosclerosis es un
metabolismo anormal de glucosa. En el TAE de pacientes con enfermedad arterial
coronaria la expresion del RNAm de GLUT 4 (Glucose transporter 4) es menor y sus
adipocitos epicardicos cultivados liberaron niveles mas elevados de RBP4 (retinol-binding
protein 4) que el tejido adiposo subcutaneo, de esos mismos sujetos!!3. Por lo tanto, el
TAE puede contribuir con la resistencia a la insulina y con un perfil de glucosa y lipidos

desfavorable.

Los mecanismos que regulan el equilibrio entre los efectos protectores y perjuiciales del
TAE auln se desconocen. El TAE puede tener propiedades cardio-protectoras a través de la
secrecion de adipocinas anti-inflamatorias y anti-aterogénicas como adiponectina y
adrenomedulina®3127, En pacientes con enfermedad arterial coronaria la expresion de
ambas en el TAE se encuentra significativamente reducidal?8129, Aunque el TAE ha sido
reportado como una fuente de adipocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias, la

evidencia sugiere que la secrecion local de adipocinas pro-inflamatorias es mas

18



predominante y puede regular a la baja a las adipocinas anti-inflamatorias como

adiponectina y adrenomedulina en enfermedad arterial coronaria severa.

TAE y la calcificacion de la placa aterosclerosa

Por su contigiiidad anatémica es posible que el TAE interactie localmente con las arterias
coronarias a través de una via paracrina, siendo una fuente de genes pro-calcificantes
(OPN y TNF-a) y anti-calcificantes (ON y OPG). Las proteinas codificadas por estos genes
podrian difundir en el fluido intersticial, atravesar la adventicia, media e intima y luego
interactuar con el vasa vasorum, asi como con células endoteliales y células de musculo
liso, mediando el desarrollo (OPN y TNF-a) o atenuacién (ON y OPG) de la calcificacion del
ateroma, dependiendo del grado en el que son expresados y traducidos. De esta manera, a
pesar de que el volumen del TAE es muy pequefio con respecto al tejido adiposo visceral
abdominal que secreta adipocinas a la circulaciéon sanguinea, las proteinas de secreciéon
producidas por el TAE podrian actuar localmente como factores aterogénicos paracrinos
mas que como factores circulantes. Sin embargo, se ha descrito muy poco acerca de esta

funcion del TAE.

Si bien hemos propuesto al tejido adiposo epicardico como fuente de genes pro- (OPN y
TNF-a) y anti-calcificantes (ON y OPG), la expresion exacerbada de OPN y TNF-a favorecera
el desarrollo y la calcificacion de placas aterosclerosas. Por otro lado, las lipoproteinas de
alta densidad (HDL) también podrian tener un papel indirecto en la atenuacion de este
proceso, ya que en estudios in vitro con miofibroblastos de la valvula aodrtica, las HDL
fueron capaces de inducir la secrecién de OPG e inhibir la expresion del RNAm del TNF-
a139, principalmente las HDL de tipo 3, actuando como lipoproteinas con un papel anti-

calcificante

Lipoproteinas de alta densidad (HDL)
Existe una fuerte correlaciéon negativa entre la concentracién de colesterol-HDL (C-HDL)
en plasma y el riesgo de desarrollar EAC observada en los estudios epidemioldgicos, que

afirma la asociacién de estos dos parametros131.132,

Se ha postulado que las HDL tienen una funcién protectora en el desarrollo de la EAC,
evitando la formacién del ateroma por el papel que desempefian en el transporte reverso
de colesterol (TRC). Ademas, en los ultimos afios se han descrito otros mecanismos
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potencialmente anti-aterosclerosos para las HDL, como su capacidad antioxidante133.134 e]

mejoramiento de la funcién endotelial?3> y la regulacion de la respuesta inflamatorial36.137,

Las lipoproteinas son complejos macromoleculares pseudomicelares, constituidos en la
superficie por fosfolipidos y colesterol libre (lipidos anfipaticos), y por colesterol
esterificado y triacilgliceroles (lipidos hidr6fobos) en su ntcleo. Este complejo lipidico es
estabilizado por la presencia de proteinas conocidas como apolipoproteinas, que se unen
por interacciones hidrofébicas a los lipidos, debido a que las proteinas poseen dominios
de diferentes polaridades, pueden interactuar selectivamente con los lipidos que

conforman las lipoproteinas, favoreciendo la estabilidad fisicoquimica de la particulal38-139,

Las HDL son las lipoproteinas mas pequefias; su didmetro varia entre 5 y 12 nm y son las
lipoproteinas mas densas. Estas lipoproteinas tienen un contenido proteinico que va del
45-55% de su masa seca, siendo las lipoproteinas con mayor proporcion proteinica. La apo
Al es caracteristica de las HDL y representa hasta un 70% del total de su proteina
constitutival40.141 (Figura 5). Los grupos ionizables de los aminoacidos presentes en estas
apolipoproteinas aportan a las lipoproteinas plasmaticas una carga generalmente negativa
a pH fisiolégico, lo que les permite interactuar con las regiones ionizables de los
fosfolipidos hacia la interface lipido-agua estabilizando la particulal#42. El valor de carga de
superficie no es estatico, pues la proporcion de las apolipoproteinas presentes en las HDL

es variable y dependera de la cantidad y naturaleza de los fosfolipidos143.
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Figura 5.- Estructura de las HDL. Las HDL estan formadas por lipidos hidrofébicos en el nicleo
(colesterol esterificado y triacilgliceroles) y anfipaticos en la superficie (colesterol total y libre).
Estas lipoproteinas son estabilizadas por proteinas, la mas abundante es la Apo Al.

Las particulas de HDL pueden subclasificarse con base en su densidad de flotacién y en su
didametro hidrodindmico. Esta diferenciacion esta basada en el aislamiento de las HDL del
plasma o suero por ultracentrifugacién secuencial y separandolas posteriormente por
PAGE (polyacrylamide gradient gel electrophofesis) en condiciones nativas. Mediante este
procedimiento se pueden reconocer 5 subpoblaciones de HDL en humanos, las HDL2b con
didmetro de 10.58-12.36 nm, HDL2a de 9.94-10.58 nm, HDL3a de 8.98-9.94, HDL3b de
8.45-8.98 nm y las HDL3c de 7.90-8.45 nm.

Las HDL2 son ricas en lipidos hidrofébicos mientras que las HDL3 estan formadas por
fosfolipidos y proteinas principalmente. En este sentido, se ha sugerido que la actividad
biolégica de estas lipoproteinas es dependiente de su tamafo y caracteristicas

fisicoquimicas144145,

En un modelo de conejos hipercolesterolémicos a los que se les infundié apo Al, principal

apolipoproteina de las HDL se observo una atenuacion de la calcificacion valvular146.147,
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Ademas la Apo Al moviliza rapidamente el colesterol y por tanto, reduce la carga de la

placa aterosclerosa.

El mecanismo anti-calcificante de las HDL no se conoce con precisién pero es posible que
sea través de su relacion con OPG y el TNF-a. Sin embargo, no se puede descartar la

posibilidad de que también puedan tener alguna relacién con OPN y ON.

En resumen, el TAE puede suplir de energia y calor al miocardio, pero en condiciones
patolégicas puede ser un tejido pro-inflamatorio y lipotéxico. Bajo estas condiciones, el
TAE no s6lo puede favorecer el desarrollo de aterosclerosis sino también la calcificacion de
la placa a través de la expresion exacerbada de proteinas de secrecion tales como OPN y
TNF-a en comparacién con ON y OPG. A nuestro conocimiento, con excepcién del TNF-q,
no existe algun estudio en el que se haya realizado su determinacion en este tejido asi

como su relacion con las subpoblaciones de HDL y el volumen del ateroma.
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JUSTIFICACION

La EAC tiene sus inicios desde la infancia y entre los factores de riesgo asociados con esta
enfermedad se encuentran la edad, sexo, factores genéticos, hipertension, resistencia a la

insulina, diabetes, dislipidemias y la obesidad.

En este contexto, el papel del tejido adiposo visceral abdominal ha sido ampliamente
estudiado en relacion al riesgo cardiovascular, sin embargo, existen sitios de tejido adiposo
ectopicos que pueden contribuir con el desarrollo de la placa aterosclerosa y su
calcificacion. Tal es el caso del TAE, cuyo volumen correlaciona con la severidad de la
enfermedad arterial coronaria y se incrementa abruptamente en pacientes con calcio
arterial coronario. De esta manera, dada su contigliidad anatémica, el TAE podria actuar
como Organo paracrino y pro-inflamatorio local que favorece la calcificaciéon de la placa
aterosclerosa a través de la expresion incrementada de genes pro-calcificantes como OPN y

TNF-a en comparacién con genes anti-calcificantes tales como ON y OPG.

La relacion inversa entre el riesgo de desarrollar EAC y la concentracion de colesterol-HDL
es bien conocida. El caracter atero-protector atribuido a las HDL involucra su participacion
en el transporte reverso del colesterol, su capacidad antioxidante, el mejoramiento de la
funcién endotelial y la regulacion de la respuesta inflamatoria. Sin embargo, se ha
demostrado recientemente que estas lipoproteinas son capaces de inducir la secreciéon de
proteinas anti-calcificantes (OPG) y atenuar la expresion de genes pro-calcificantes (TNF-

Q).

A la fecha no existen estudios que hayan determinado la expresion de estos genes en TAE
ni correlacionado su expresion con la distribuciéon y composicion de las HDL. Asimismo, no
se ha relacionado la presencia de ateromas con los niveles de expresion de estos genes. Por
lo tanto, estos conceptos plantean una nueva forma de abordar el desarrollo de la EAC que
de confirmarse, contribuirdn a plantear nuevas estrategias para la prevencion y el
tratamiento de la EAC que es la principal causa de muerte en poblaciéon adulta en el

mundo.
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HIPOTESIS

Los pacientes con EAC tendran una expresiéon exacerbada de OPN y TNF-a, asi como una
expresion disminuida de ON y OPG en su TAE, y una mayor proporcién de HDL pequefias

con respecto a los sujetos control.
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OBJETIVO

Determinar si el nivel de expresion de RNA mensajero de OPN, TNF-a, ON y OPG en tejido
adiposo epicardico asi como la composiciéon y distribucion de las lipoproteinas de alta

densidad se asocian con la presencia de placas aterosclerosas en las arterias coronarias

Objetivo particular

Cuantificar la expresion de RNA mensajero de OPN, ON, OPG y TNF-a en el tejido adiposo
epicardico de pacientes con estenosis valvular adrtica (grupo control) y enfermedad
aterosclerosa coronaria (EAC)

Determinar la presencia de placas aterosclerosas mediante coronariografia y el puntaje
SYNTAX

Caracterizar a las HDL plasmaticas de pacientes con estenosis valvular adrtica (grupo
control) y enfermedad aterosclerosa coronaria (EAC)

Establecer si existe una relaciéon entre el tamafno y composicion de las HDL con la

expresion de OPN, ON, OPGy TNF-a, asi como con la presencia de placas aterosclerosas
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METODOS

Pacientes

Se incluyeron 13 muestras de TAE de pacientes con enfermedad aterosclerosa coronaria
(EAC) y 14 con estenosis valvular aédrtica (grupo control) sometidos a cirugia de
revascularizacion y recambio valvular, valorados clinicamente con estudios de

laboratorio, procedentes del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”.

Criterios de inclusidn.- Sujetos que presenten estenosis valvular adrtica sin presencia de
placa aterosclerosa y pacientes con enfermedad aterosclerosa coronaria, sometidos a
cirugia de recambio valvular y revascularizacion respectivamente, determinada por

coronariografia y cuya edad se encuentre en un intervalo de 30- 70 afios.

Criterios de exclusion.- Sujetos que presenten enfermedad hepatica, renal, tiroidea,

alcoholismo y obesidad y/o que no firmen el consentimiento informado.

Obtencion de muestras sanguineas

Después de un ayuno de 12 horas, se obtuvieron muestras de sangre venosa que fueron
colectadas en tubos que contenian EDTA (1.8 mg/mL). Las muestras fueron centrifugadas
a 3500 rpm durante 10 minutos a 4°C y el plasma fue separado y almacenado en alicuotas

a -70°C hasta el momento de su uso.
Andlisis de laboratorio

Las determinaciones bioquimicas (Colesterol total, triacilgliceroles y glucosa) se realizaron
a través de métodos enzimaticos colorimétricos (Randox, UK) (Apéndice 1). El colesterol

LDL (C-LDL) se determin6 mediante la formula de Friedewald:

C-LDL = CT - [C-HDL + (TG/5)]
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Caracterizacion de las HDL

Aislamiento y andlisis de los lipidos de las HDL

Las muestras de HDL se obtuvieron por ultracentrifugacién secuencial a partir de plasma,
ajustando la densidad del mismo a 1.063 g/mL con KBr sélido y utltracentrifugando por 2
horas y media a 435 680 g con la finalidad de separar a las lipoproteinas que contienen
apoB. Posteriormente se ajust6 nuevamente la densidad a 1.21 g/mL con KBr sélido y se
centrifug6 por 3 horas a 435 680 g para aislar a las HDL y dializarlas contra un

amortiguador de 0.09 M Tris/ 0.08 M acido bérico/ 3 mM EDTA (TBE) con pH 8.4.

Las subpoblaciones de HDL fueron separadas por su tamafio a través de su corrimiento
electroforético en geles de poliacrilamida gradiente 3-30% en condiciones nativas. Las
HDL separadas en el gel, se analizaron por su radio hidrodinamico (HDL2, 10.58-12.36
nm, HDL2a 9.94-10.58 nm, HDL3, 8.98-9.94, HDL3p 8.45-8.98 nm, HDL3:. 7.90-8.45 nm),
utilizando como referencia marcadores de alto peso molecular (tiroglobulina 17 nm,
ferritina 12.2 nm, catalasa 10.4 nm, lactato deshidrogenasa 8.2 nm y albiimina 7.1 nm, kit
Pharmacia, UK). Posteriormente se obtuvo el densitograma (Molecular Analyst Software
Version 1.1, 1994 Bio-Rad) de las bandas correspondientes a cada lipido que conforma a la
particula de HDL y proteina para su andlisis. Los geles se tifieron inicialmente con el
reactivo revelador de cada uno de los lipidos segun se detalla mas adelante para cada uno
de ellos. Tras la decoloracion de la tinciéon de lipidos con una mezcla de acido
acético/metanol/ agua, los geles fueron tefiidos para proteina con una solucién de

colorante azul de Coomassie R250 0.1% en metanol 25%, acido acético 10% y agua.

Tincién enzimdtica de colesterol total de las subpoblaciones de HDL

Para realizar la deteccién selectiva de colesterol total (colesterol libre + colesterol
esterificado) sobre el gel de poliacrilamida se empleé el método recientemente descrito
por nuestro grupol48, Brevemente, se utiliz0 una mezcla enzimatica compuesta de
colesterol esterasa (0.075 pU/mL), colesterol oxidasa (0.05 pU/mL) y peroxidasa (0.25
uU/mL) en solucidon amortiguadora de fosfatos 10mM, pH 7.4. Ademas, se afiadid colato de
sodio (3mM) y Triton 100X (0.1%) para exponer al colesterol embebido en la estructura
de las lipoproteinas. Se utiliz6 carboximetilcelulosa como agente viscosante para evitar la
difusién de los reactivos y productos de reaccion, asi como para garantizar un contacto

homogéneo del reactivo con la superficie del gel de poliacrilamida. El H20, producto final
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de la secuencia de reacciones enzimaticas, es estequiométricamente proporcional al
colesterol total en la muestra y se puso en evidencia con la peroxidasa, el azul de
tetrazolium (MTT, 0.04 mM) y el fenazinmetasulfato (FMS, 0.04mM) como aceptores de
electrones!4® (Figura 6). El producto de reacciéon precipité en el gel y se analizé por
densitometria Optica; el area bajo la curva del densitograma representara al 100% del
colesterol de la muestra y el porcentaje de la integracién parcial en los intervalos de
tamafio correspondientes a cada subpoblacién de HDL representé la proporcién relativa

de cada una de ellas (Figura 7).
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Figura 6. Reacciones enzimaticas para la determinaciéon de colesterol. El formazan fue
analizado por densitometria 6ptica.
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Figura 7. Separacion y analisis de las subpoblaciones de HDL por electroforesis en gradiente de
poliacrilamida (PAGE) en condiciones nativas. Las HDL se separan por PAGE y los barridos se
revelan con azul de Coommassie (Panel A). Se construyen intervalos de tamafio
correspondientes a las 5 subclases de HDL con base en marcadores de didmetro conocido. El
analisis densitométrico e integracion parcial en cada uno de los intervalos permite la estimacion
de la proporcidn relativa de cada una de las subpoblaciones de HDL expresadas como % de la
proteina HDL total (Panel B).

Tincién enzimdtica de colesterol libre de las subpoblaciones de HDL

Se utilizé el mismo procedimiento que para el colesterol total pero omitiendo la enzima

colesterol esterasa. Esto garantizara la cuantificacidn especifica del colesterol libre.

Tincién enzimadtica de fosfatidilcolina de las subpoblaciones de HDL

Para realizar la deteccion selectiva de fosfatidilcolina sobre el gel de poliacrilamida se
empled una mezcla enzimatica compuesta de fosfolipasa D (0.12 pU/mL) y colina oxidasa
(62 uU/mL) en solucién amortiguadora de fosfatos 10mM, pH 7.4, colato de sodio (3 mM)
y Triton® 100X (0.1%). Se agregé ademads el agente viscosante (Figura 8). El H20q,

producto final de la secuencia de reacciones enzimaticas se puso en evidencia con

29



peroxidasa (1.1 pU/mL), MTT (0.04 mM) y FMS (0.04mM)149. El producto de reaccion

precipité en el gel y se analiz6 por densitometria éptica.
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Figura 8. Reacciones enzimaticas para la determinacion de fosfatidilcolina

Tincién enzimadtica de los triacilgliceroles de las subpoblaciones de HDL

La mezcla enzimatica esta compuesta de lipasa (37.5 pU/mL), glicerol cinasa (0.1 pU/mL),
glicerol-3-fosfato oxidasa (0.4 pU/mL) y peroxidasa (0.13 pU/mL) en solucién
amortiguadora de fosfatos 10mM, pH 7.4, colato de sodio (3 mM) y Triton® 100X (0.1%).
Se agrego el agente viscosante (figura 9). El H202 se puso en evidencia con MTT (0.04 mM)
y FMS (0.04 mM)!49. El producto de reacciéon precipitd6 en el gel y se analiz6 por

densitometria dptica.
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Figura9. Reacciones enzimaticas para la determinacién de triacilgliceroles

Determinacion de la concentraciéon plasmadtica de los lipidos de las subpoblaciones de HDL

La concentracion plasmatica de cada uno de los lipidos (triacilgliceroles, fosfatidilcolina,
colesterol total, libre y esterificado) de las HDL totales sirvi6 de referencia para calcular la

concentracion plasmatica de cada subpoblacién de HDL.

Para realizar esta determinacidn, las lipoproteinas que contienen apo B (VLDL, IDL, LDL)
fueron precipitadas selectivamente con un reactivo comercial que contiene acido
fosfotingstico/ cloruro de magnesio (Randox, UK) (Apéndice 2). El sobrenadante que
resulta después de separar el precipitado, contiene a las HDL totales y en él se determino
la concentracion de triacilgliceroles, fosfatidilcolina y colesterol total mediante métodos
enzimaticos colorimétricos (Randox, UK) mientras que para desarrollar el color en la
determinacion de colesterol libre en fase acuosa por acciéon de la peroxidasa, se utilizé 4-

aminoantipirina y 4-clorofenol (Apéndice 2).
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La cuantificacién se realizé espectrofotométricamente. La concentracion del colesterol

esterificado se calcul6 de la siguiente manera:
Colesterol esterificado = (Colesterol total - Colesterol Libre) * 1.68

donde 1.68 corresponde al factor de conversion entre el peso molecular del colesterol y el

colesterol esterificado.

La concentraciéon plasmatica obtenida para triacilgliceroles, fosfatidilcolina, colesterol
total y libre es equivalente al 100% del area bajo la curva; de esta manera cada uno de los
porcentajes relativos de las subclases de HDL obtenidos por integracién parcial fueron
expresados como valores absolutos de concentracion plasmatical48, utilizando la siguiente

formula:
HDLn-L = (%HDLn X HDL-L)/100

donde n representa la subpoblacion de HDL, %HDLn es el porcentaje relativo de cada
subpoblacién determinado por densitometria 6ptica y HDL-L es la concentracién de cada
lipido de HDL (colesterol total y libre, triacilgliceroles o fosfatidilcolina) determinada como
se menciond anteriormente en este apartado. La concentracion de colesterol esterificado
de cada subpoblaciéon de HDL, se calculé con la misma férmula descrita anteriormente
para este lipido en las HDL totales, pero ahora utilizando la concentracién obtenida del

colesterol total y libre de cada subpoblacion.

Determinacién de la presencia de aterosclerosis

La presencia de placas aterosclerosas fue establecida mediante coronariografia y a través
del puntaje SYNTAX. Este puntaje se emplea para evaluar no sélo la severidad y la
extension de las lesiones coronarias sino también la complejidad de éstas, en los sujetos
con enfermedad trivascular, puntajes SYNTAX elevados (>33) son indicativos de una

enfermedad mas compleja y representan un gran reto terapéutico.

El puntaje SYNTAX se calculé con un programa computacional que consiste de doce
preguntas secuenciales. Las cuales pueden dividirse en dos grupos. Las primeras tres
determinan la dominancia, el nimero total de lesiones y los segmentos de los vasos
involucrados por lesiéon. El maximo nimero de lesiones sumadas es doce y cada lesion

puede involucrar uno o mas segmentos. En este caso cada segmento del vaso involucrado
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contribuye con el puntaje y no hay limite en el nimero de segmentos involucrados por
lesidn. Las nueve preguntas restantes se refieren a las caracteristicas de las lesiones, tal
como la presencia de oclusiéon total, el nimero de segmentos que se encuentran
involucrados en la oclusidn, la presencia de trifurcaciones o bifurcaciones, presencia de
lesiones aorto-ostiales, la tortuosidad severa, longitud de lesion mayor a 20 mm,

calcificacion severa, presencia de trombos y una enfermedad difusa.

Un puntaje SINTAX =1 fue considerado para clasificar a los pacientes dentro del grupo de

pacientes con EAC.

Muestras de tejido adiposo epicdrdico

Las muestras de tejido adiposo epicardico fueron almacenadas en Allprotect Tissue

Reagent (Qiagen) y congeladas a -20°C hasta el momento de su extraccion.

Extraccion de RNA total

El RNA total fue extraido con el kit comercial RiboPure™ RNA Purification Kit (Ambion,
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) siguiendo las especificaciones del fabricante.
Brevemente, el tejido adiposo epicardico fue homogeneizado en trizol (por cada 100 mg de
tejido se adicionaron 1000 pL de Trizol) con ayuda de un polytron. Las muestras fueron
incubadas por 5 min a temperatura ambiente. Enseguida fueron centrifugadas a 12 000 g

durante 10 minutos a 4°C para eliminar la capa de lipidos formada en la superficie.

Se transfiri6 1 mL del homogenizado a un tubo nuevo y se le adicionaron 200 pL de
cloroformo, después de mezclar en vortex, se incub6é durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Se centrifugé a 12 000 g, 10 minutos a 4°C, para separar la mezcla en fase
organica, interfase y fase acuosa. Se transfirieron 400 pL de la fase acuosa a un tubo nuevo
y se le adicionaron 200 pL de etanol. Se mezcl6 en vértex y todo el contenido fue
transferido a un filtro de fibra de vidrio incorporado a un tubo colector. Se centrifugé a 12
000 g, 30 s a temperatura ambiente, el infranadante fue desechado y se centrifugdé una

segunda vez para eliminar el exceso de etanol.

Se adicionaron 500 pL de solucién de lavado, se centrifugdé a 12 000 g, 30 s a temperatura
ambiente y el infranadante fue desechado, este paso fue repetido una segunda vez. Se

realizd una tercera centrifugaciéon durante 30 segundos a temperatura ambiente para
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eliminar los restos de solucion de lavado. La membrana fue transferida a un tubo colector
nuevo, se le adicionaron 100 pL de buffer de elucion, incubamos 2 minutos y
centrifugamos a 12 000 g 30 s. Finalmente, el RNA fue -cuantificado

espectrofotométricamente en el eluido a 260/280 nm.
Retrotranscripcion

La sintesis de cDNA se realiz6 a partir de 0.5 pg de RNA utilizando el kit comercial
SuperScript® VILO™ cDNA Synthesis (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)

(Apéndice 3) siguiendo las especificaciones del fabricante.
Ensayos de expresion

Cuantificacion relativa con curva estdndar

La expresion de los genes se realiz6 a través de PCR en tiempo real utilizando Tagman®
Gene Expression Assay y el ABI 7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). Se construy6 una curva estandar a partir de un pool de cDNA utilizando

diluciones seriales 1:4, para cada gen blanco y el gen enddgeno, en reacciones duplex.

Los primers utilizados fueron SPP1, SPARC, TNFRSF11B, TNF (correspondientes al gen de
OPN, ON, OPG y TNF-a respectivamente) y como gen endogeno GAPDH (Invitrogen/ Life
Technologies, Carlsbad, CA) (Apéndice 4).

Las condiciones de amplificacion fueron, incubaciéon por 2 min a 50°C, la activacién de la
polimerasa 10 min a 95°C, seguida de 40 ciclos de una desnaturalizacion por 15 segundos

a 95°Cy la alineacidn y extension un minuto a 60°C.

El valor de Ct obtenido de cada muestra fue extrapolado en la curva estandar tanto para el
gen blanco como para el gen endégeno, al sacar el antilogaritmo, el producto del cociente
de la concentraciéon del gen blanco entre el gen enddgeno, corresponde al nivel de

expresion de cada gen en cada muestra con respecto al gen enddgeno.

Andlisis estadistico

Los datos distribuidos normalmente, determinado con la prueba Kolmogorov-Smirnov,
fueron expresados como la media + EE, mientras que las variables que no presentaron una

distribucién normal fueron reportadas como la mediana y el rango intercuartilico. Un
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modelo lineal general multivariante fue utilizado para determinar el efecto del consumo de
farmacos antidislipidémicos (estatinas) y la presencia de diabetes mellitus tipo 2. Los
coeficientes de correlacién entre la expresion de los genes estudiados y la composicion y
tamafio de las subpoblaciones de HDL asi como el colesterol total, triacilgliceroles, glucosa,
IMC y edad fueron determinados a través de la correlacion de Spearman, ya que algunas de
las variables evaluadas no siguen una distribucién normal. Un modelo de regresion lineal
multiple por pasos sucesivos fue utilizado para examinar el impacto de las variables sobre
la expresion de los genes. Las variables seleccionadas para el andlisis de regresion fueron
aquellas que correlacionaron significativamente con la expresion de los genes. Un analisis
de regresion logistica binaria fue realizado para la variable dependiente dicotomica
presencia de placa aterosclerosa y como variable independiente la expresién de cada gen
tomando como base la media de expresidon agrupandolos en aquellos que estan por arriba
de la media y aquellos por debajo de ésta. La comparacion entre grupos se realizo a través
de una prueba t Student para muestras independientes (para datos cuya distribucién fue
normal) o U-Mann Whitney (para datos que no presentaron distribuciéon normal) con una P

< 0.05. Los analisis fueron realizados con SPSS (Inc, Chicago, IL, USA) version 21.0.
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RESULTADOS

La media de edad de los pacientes con estenosis valvular aértica (controles) y enfermedad
aterosclerosa coronaria (EAC) fue de 59.64 + 2.22 y 63.10 + 2.40 afos respectivamente, la
diferencia no fue estadisticamente significativa. El cuadro 1 muestra que los pacientes con
EAC presentaron niveles menores, estadisticamente significativos de CT (22%), CT-HDL

(18%), CE-HDL (37%) y C-LDL (26%) comparado con los controles.

Cuadro 1.- Datos antropométricos y parametros bioquimicos evaluados en plasma

Control EAC
Pardmetro (n=14) (n=13)
IMC (Kg/m2) 27.09+1.07 27.76 £1.37
Estatina (sujetos) 7 11
DM2 (sujetos) 5 8
TAS (mmHg) 113.92 +4.84 144.08 + 6.64*
Puntaje SYNTAX 0 10 (4.50-36.00)
Placa aterosclerosa No Si
CT (mg/dL) 141.20 +2.06 109.99 +2.46%
TG (mg/dL) 96.74 +2.34 90.73 +£5.04
G (mg/dL) 92.84 +£1.70 114.52 +4.60%

CT-HDL (mg/dL)  32.62 (28.77- 48.69) 26.60 (26.60 - 30.76)*

TG-HDL (mg/dL)  31.62 (24.48-32.26) 24.55 (24.55 - 25.24)

PH-HDL (mg/dL) 70.31 £2.76 66.89 +1.68
CL-HDL (mg/dL) 10.36 +0.97 11.77 +0.69
CE-HDL (mg/dL) 42.92 +3.59 27.24 +2.20%
C-LDL (mg/dL) 85.94 +4.13 63.85 +2.21%

Los resultados son mostrados como la media + EE o mediana (Rango intercuartilico), las frecuencias son
expresadas como N (%), las comparaciones fueron realizadas con una prueba t Student o una prueba U-
Mann Whitney segtin el caso 1p<0.001 *p<0.05
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La concentracion de CT, TG, PH, CL y CE de las HDL totales aisladas con el reactivo
comercial que contiene acido fosfotingstico/ cloruro de magnesio (Randox, UK) no es
suficiente para establecer posibles alteraciones a nivel de las diferentes subpoblaciones de
HDL. Por tal motivo, es necesario determinar la concentraciéon de los lipidos que
conforman a las HDL por cada subpoblacién. En este sentido, a pesar de que en las
concentraciones plasmaticas de TG- y PH-HDL no se encontraron diferencias significativas
entre ambos grupos (Cuadro 1), a nivel de las subpoblaciones se presenté una mayor
concentracion de ambos lipidos en la subpoblacion HDL2b y una concentracién menor en

las HDL3c en los EAC (Cuadro 2).

El cambio en las concentraciones plasmaticas del CT-HDL (Cuadro 1) indicaba posibles
cambios a nivel de las subpoblaciones, y efectivamente, las HDL pequefias (HDL3a, 3b y 3c)
en los pacientes con EAC presentaron una concentraciéon menor de este lipido con respecto

a los controles; el CE es la especie responsable de dicha concentracion (Cuadro 2).

Cuadro 2.- Concentracion de las diferentes especies de lipidos asociados a las HDL

Parémetro | Grupo Subpoblacién

(mg/dL) HDL 2b HDL 2a HDL 3a HDL 3b HDL 3c
CT Control | 9.90 (8.52-13.88) 436(3.89-6.53)  8.53(7.56-13.13)F1  5.05(4.29-7.53)F  5.83 + 0.44%

EAC | 9.50(9.50-12.55) 4.07 (4.07-4.49) 6.72 (6.41-6.72) 3.71(3.54-3.71)  3.45%0.11

Control 3.53£0.35 1.46 +0.13 2.64 +0.23 1.40 £0.13 1.33£0.14

o EAC 4.40 +0.31 1.77 £0.11 3.03+0.19 1.41 £0.09 1.17 £0.08
Control 10.86 + 1.54 5.47 + 0.69 11.15 + 1.00%} 6.62 + 0.75% 7.28 0.86*

ok EAC 9.79 + 2.68 3.95 + 0.62 591+ 0.20 3.67 £ 0.58 3.69 £0.73
Control | 830 (7.53-9.46)t 4,52 +0.54 8.04 + 0.86 413 +0.46 437 +0.21*

16 EAC | 10.00 (9.97-10.00) 413 +0.55 7.04 +0.88 3.450.57 2.98 1.07
Control |  20.11 +0.90F 9.40 (7.48-10.62) 17.21+0.75 11.23+0.53F  12.75+1.20%

o EAC 26.80 £ 1.16 10.15 (10.07-10.15) 16.19 + 0.48 7.78 £0.11 6.35 + 0.41

Los resultados son mostrados como la media + EE o mediana (Rango intercuartilico), las comparaciones
fueron realizadas con una prueba t Student o U- Mann Whitney 1+p<0.001 *p<0.05
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Las diferencias en las concentraciones plasmaticas de los lipidos de las subpoblaciones de
HDL sugiere una alteracion en su estructura. Para abordar esta posibilidad determinamos
el cociente C/PH y TG/PH de cada subpoblacion; los fosfolipidos de las subclases de HDL
son una estimacién del niumero de particulas!>9, por lo tanto, los cocientes son una
aproximacion del contenido de lipido por particula. En el cuadro 3 se muestra la
normalizacién del contenido de lipido por numero de particula, las HDL2b, 2a y 3a de los
pacientes con EAC presentaron un empobrecimiento de colesterol total mientras que las
HDL3c presentaron un enriquecimiento en este lipido. En contraste, no se observaron
diferencias significativas en los cocientes TG/PH de las subpoblaciones entre los grupos de

estudio (Cuadro 3).

Cuadro 3.- Cocientes colesterol/fosfatidilcolina y triacilgliceroles/fosfatidilcolina de las
subpoblaciones de HDL en controles y pacientes con EAC

Subpoblacién
Cociente | Grupo HDL 2b HDL 2a HDL 3a HDL 3b HDL 3c
Control 0.51+0.02% 0.53 +0.02* 0.55+0.01t 0.50 £ 0.04 0.48 + 0.03*
CT/PH
EAC 0.40 £ 0.03 0.44 +0.02 0.42 +0.02 0.47 £ 0.01 0.55+0.01
Control | 0.37 (0.36-0.56) 0.50 (0.39-0.61)  0.44 (0.40-0.56)  0.37 (0.35-0.38)  0.40 + 0.05
TG/PH
EAC 0.35 (0.35-0.37) 0.36 (0.36-0.37) 0.37 (0.37-0.39)  0.36 (0.36-0.41) 0.41 +£0.09

Los resultados son mostrados como la media *# EE, prueba t Student y como la mediana (Rango
intercuartilico), prueba U- Mann Whitney 1tp<0.001 *p<0.05

En la figura 10 se presenta La distribucion relativa de las HDL determinada por su
contenido de proteina segun se describe en la seccion de métodos. Los pacientes con EAC

tienen una mayor y menor proporcion de las HDL2b y 3c respectivamente.
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Figura 10.- Distribucidén relativa determinada por la fraccién proteinica de las HDL. Los pacientes
con EAC presentaron una distribucién relativa de las subpoblaciones de HDL desplazada hacia
particulas de mayor tamaiio, de tipo 2b.

Media + EE t Student tp<0.01

La cuantificacion relativa de los genes propuestos fue obtenida mediante el método de
curva estandar utilizando como gen endégeno GAPDH. La OPN y OPG presentaron una
expresion aproximadamente dos veces mayor en el TAE de los pacientes con EAC. Este
mismo grupo presentd una menor expresion (33%) de TNF-a comparado con los controles

(Figura 11).
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Figura 11.- Expresion de cada gen estudiado mediante la cuantificacién relativa con curva
estandar. Los genes que mas se expresaron en el TAE de pacientes con EAC fueron OPN (pro-
calcificante) y OPG (anti-calcificante).

Media + EE t Student *p<0.05

La evidencia ha demostrado en estudios in vitro, que las HDL son capaces de inducir la
secrecion de OPG asi como la atenuacién de la expresién de TNF-a en miofibroblastos de la
valvula aortica3?, por tal motivo, realizamos la correlacién de la expresion génica de los
genes estudiados con el tamafio y la composicién de cada subpoblacién de HDL para

establecer si existe alguna asociacion entre ellas (Cuadro 4).

La expresion del RNAm de OPN correlacion6é positivamente con OPG, y ésta ultima
correlacion6 negativamente con el TNF-a. Esta correlacién no s6lo se observd con la
proporcién relativa de las subpoblaciones de HDL sino también con la concentracion

plasmatica de algunos de sus lipidos (Cuadro 4).
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Cuadro 4.- Andlisis de correlacion simple de Spearman de la expresién génica y la proporcién
relativa y concentracion de lipidos de las subpoblaciones de HDL*

OPN ON OPG TNF-a

r=0.458 r=-0.451

0PG p=0016 p=0.018

r=0.409

CL HDL p=0.038

r=0.393

Proteina 3b p=0.047

r=0.400 r=0.447

CL HDL 2b p =0.043 p=0.022

r=0.409 r=0.394

CL HDL 3a p=0.038 p = 0.046

r=0.451

CLHDL 3c p=0.021

r=0.426

TG HDL 3¢ p =0.030

* Sélo se muestran las correlaciones estadisticamente significativas
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Para identificar las variables independientes relacionadas con la expresidon de los genes
estudiados, realizamos un modelo de regresion lineal utilizando como variable
dependiente el nivel de expresién del RNAm de los genes y como variables independientes

aquellas que presentaron una correlacion estadisticamente significativa (Cuadro 4).

El cuadro 5 muestra las variables independientes que fueron significativamente asociadas

con la expresion de cada gen.

Cuadro 5.- Resumen de la Regresion lineal por pasos sucesivos

Gen B B r2 F Significancia
Constante 0.802

OPN
OPG 0.504 0.429 0.184 5.419 0.018
Constante -18.023

ON
Prot HDL 3b 1.099 0.493 0.243 7.690 0.011
Constante 0.330

OPG
OPN 0.365 0.429 0.184 5.419 0.029
Constante 0.035

TNF - o

CE HDL 3a 0.614 0.398 0.158 4,518 0.044

El analisis de regresion logistica binaria fue realizado a partir de la presencia de ateroma
como variable dependiente dicotdmica, y como variables independientes dicotémicas los
niveles de expresion de cada gen dividiéndolos en dos grupos, por abajo o arriba de su
media. Los resultados obtenidos muestran que niveles de expresion de OPN mayores a
1.21 (media de expresion de esta gen) estan asociados con la presencia de placas

aterosclerosas (Cuadro 6).

Cuadro 6.- Relacion de la presencia de ateroma, con la expresion de los genes

Exp (B) 1C95% P

OPN 12.782 1.178-138.644 0.036
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DISCUSION

En este trabajo postulamos que el TAE puede ser una fuente de proteinas de secreciéon
pro- y anti-calcificantes, las cuales pueden actuar a nivel paracrino sobre las arterias
coronarias influyendo asi en la calcificacién del ateroma. En este contexto, demostramos
que el TAE expresa RNAm de OPN y TNF-a (genes pro-calcificantes) asi como de ON y OPG
(genes anti-calcificantes). Ademads, los niveles de expresién se asociaron con la
composicion de la subpoblaciones de HDL sugiriendo que estas lipoproteinas participan en

la regulacion de la calcificacion del ateroma.

Estudios previos han demostrado que la OPN tiene una elevada actividad pro-
inflamatorial2® y por tal razén esta proteina favorece el desarrollo de la placa
aterosclerosa. La OPN se expresa abundantemente en lesiones aterosclerosas con y sin
presencia de calcio pero no se ha demostrado su presencia en arterias normales??. En este
contexto, los elevados niveles de expresion de OPN en el TAE de los pacientes con EAC
comparados con los del grupo control son consistentes con la presencia de las placas

aterosclerosas.

Por otra parte, se ha demostrado que el TNF-a contribuye con la progresion del ateroma8s-
87, Paradéjicamente, el nivel de expresion del TNF-a fue menor en el TAE de los pacientes
con EAC en comparacion con el de los controles. Esta aparente paradoja sugiere la
necesidad de determinar los tipos celulares que estan presentes en el TAE, principalmente
los adipocitos y los macréfagos, ya que en condiciones patoldgicas, la celularidad se
modifica y con ello, la expresion de diferentes genes. Ademas, dado que el RNAm no se
traduce en su totalidad, la determinacién de las proteinas también se hace necesaria.
Previamente mencionamos que OPN sufre corte y empalme y modificaciones pos-
traduccionales!??, motivo por el cual, la determinacién proteica es relevante. A nuestro
conocimiento no existen estudios en donde se hayan determinado las diferentes isoformas
de OPN asi como los fragmentos generados a través de escisiones enzimaticas y la
fosforilacion de éstos. De esta manera, la cuantificacion del RNAm es un eslabon
importante para dilucidar el papel de las diferentes proteinas de secrecién propuestas en
este estudio; sin embargo, la demostraciéon de la expresién proteinica, incluyendo

isoformas, debe ser analizada en estudios futuros.

43



En cuanto a la expresion de ON, ésta no presentd diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos de estudio. No obstante, el gen de la ON fue el que mas se
expresé con respecto a los otros tres. Hirota et al., encontraron una relacién inversa de la
expresion del RNAm de ON con la severidad de la aterosclerosis y la calcificaciéon de la
placa3’, sugiriendo que la proteina podria actuar como un inhibidor de la calcificacién. Sin
embargo, aun no se conoce el papel de ON en esta patologia. En consecuencia, la
determinacion del RNAm y la cuantificaciéon de la proteina podria ayudar a establecer su

relacion con la lesién aterosclerosa.

El papel anticalcificante de OPG ha sido propuesto ampliamente y se ha demostrado que su
presencia disminuye en placas aterosclerosas calcificadas®?7277-79, En contraste con estas
observaciones, la expresion de OPG en el TAE de los pacientes con EAC fue alrededor de
dos veces mayor que en los controles. La expresién de OPG es inducida por OPN y el TNF-
a8; de acuerdo con esta evidencia, el andlisis de regresion lineal mostré que la OPN es el
principal factor independiente asociado con la expresiéon de OPG, sugiriendo que la
expresion elevada de OPG en los sujetos con EAC puede ser el producto de la expresion
elevada de OPN. Sin embargo, hacen falta estudios especificamente disefiados para

demostrar esta posible asociacion.

Recientemente, se ha propuesto la participacion de las HDL en la atenuacion de la
calcificacion a través de la inhibicién de la expresién del TNF-a e inducir la secrecién de
OPG por parte de las HDL3 principalmente’’. En este contexto, nuestros resultados
muestran que la distribucion relativa de tamafios (determinada por proteina) de las
subpoblaciones se desplaz6 hacia particulas HDL2b mientras que la distribuciéon de las
HDL3c fue menor en los pacientes con EAC. Esta alteracion en la distribucion de tamafios

sugiere una alteracion en su metabolismo y por ende, en su composiciéon quimica.

La relevancia clinica de los niveles circulantes de las subpoblaciones de HDL en la
aterosclerosis y la enfermedad cardiovascular ain no es clara. Algunos autores como
Lamarche!5! y Salonen>2 proponen que el efecto cardioprotector de los niveles elevados
de HDL son atribuidos a la subpoblacion HDL2, inversamente, Stampfer!>3 y Sweetnam?>+
encontraron a las HDL3 como el predictor mas fuerte de enfermedad isquémica. La
discrepancia en el rol jugado por las subpoblaciones de HDL obliga a estudiar no sélo la

distribuciéon de las subpoblaciones sino también su composicién ya que alteraciones en
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ambos han sido asociadas con enfermedades tales como resistencia a la insulina o
sindrome metabdlicol55156, Por tal motivo, la composicién lipidica de las HDL también fue

determinada.

Los sujetos con EAC presentaron concentraciones de CT-HDL menores con respecto a los
controles, siendo el CE la especie responsable de las alteraciones observadas en la
concentracion del CT-HDL. Dado que el colesterol contenido en las HDL se puede alterar
con la presencia de ciertas patologias asi como con tratamientos farmacoldgicos
(inhibidores de CETP, fibratos, tiazolidindionas), la sola determinaciéon del CT-HDL no es
suficiente para considerarlo un buen marcador de riesgo de la EAC, es por ello, que hay
una creciente necesidad de identificar otras caracteristicas de las HDL que denoten mejor

la cantidad y funcién de estas lipoproteinas.

Por tal motivo, determinamos cada uno de los lipidos que conforman a estas particulas en
las diferentes subpoblaciones. De estos lipidos, la fosfatidilcolina es esencial para
mantener la estructura de las lipoproteinas y los tamafios de éstas estan directamente
relacionados con el nimero de moléculas constitutivas de fosfolipidos!50. Por lo tanto, el
incremento en las concentraciones plasmaticas de la fosfatidilcolina de las HDL2b en los
sujetos con EAC puede ser interpretado como un mayor nimero de particulas HDL2b por

volumen de plasma comparado con los controles.

La relacion TG/PH y CT/PH refleja la composicion de las HDL, de esta manera, nuestros
resultados muestran que no hay alteracion en la relacion TG/PH en los pacientes con EACy
parecerian inconsistentes con las concentraciones elevadas y bajas de TG de las HDL2b y
3c respectivamente, en comparacion con los controles. Sin embargo, debemos tomar en
cuenta que las concentraciones plasmaticas de TG y PH para las HDL2b y 3c fueron
mayores o menores respectivamente, en proporcion similar, y como consecuencia no se
observa un cambio en su relacion. Por otro lado, la concentracién de CT plasmatico de las
HDL3a, 3b y 3c fue menor en los pacientes con EAC y como consecuencia la relacién CT/PH
siguié la misma tendencia, particularmente para las HDL2b, 2a y 3a. Por lo cual, s6lo hay
un empobrecimiento de colesterol en las HDL2b, 2a y 3a asi como un enriquecimiento de

este lipido en las HDL3c sin cambios en la proporcion de TG.
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Dada la controversia existente del potencial anti-aterogénico de las HDL la correlacion de
la expresion del RNAm de OPN, TNF-a (genes pro-calcificantes) y ON, OPG (genes anti-
calcificantes) con el tamafio y composiciéon de estas particulas, mostré estadisticamente
que el tamano de las HDL3a y 3b asi como el CL de todas las subpoblaciones tienen una
relacién positiva con la expresion de ON, mientras que sélo el CL de las cinco
subpoblaciones presenté una asociacién positiva con OPG. Por otro lado, los TG de las 2b
correlacionaron negativamente con la expresion del TNF-a a diferencia de los TG de las 3c
y el CE de las 3a cuya correlacion fue positiva. En cuanto a la expresién de OPN, ésta
presenté una correlacién positiva con los TG de las HDL2b. En conjunto, nuestros
resultados indican que no sélo el tamafio determinado por proteina sino también la
composicion lipidica de las HDL estan relacionados estadisticamente con la expresion de
OPN, TNF-a, ON y OPG, apoyando la necesidad de determinar ambos parametros de estas

particulas.

Después de tomar en consideracion las variables que pudieran estar relacionadas con la
expresion de los diferentes genes, tales como género, edad, perfil de lipidos, tamafo y
composicion de las subpoblaciones de HDL entre otros, el valor de beta en el analisis del
modelo de regresion lineal indic6 que por cada unidad que cambien el % de HDL3b y la
concentracion de CE-HDL3a se espera un incremento medio de 0.493 y 0.398 veces en la
expresion de ON y TNF-a, respectivamente. Asimismo, OPN es la variable que mejor explico

la expresion de OPG y viceversa, sugiriendo una estrecha relacion entre ellas.

Finalmente, debido a que no existen estudios previos que relacionen la expresion de OPN
en el TAE con la presencia del ateroma, no hay un valor determinado que sirva como base
para establecer un punto de comparacion entre niveles elevados o bajos de expresion. Por
tal motivo, la media de expresion de cada gen fue tomada como punto base para dividir a
los pacientes en dos grupos, aquellos que tuvieran niveles de expresion inferiores a la
media y pacientes cuya expresion fuera mayor a ésta. De esta manera, determinamos si
existia una relacion con la presencia o ausencia de aterosclerosis y los niveles de expresion
de cada gen. El andlisis de regresiéon logistica mostré que los pacientes que tienen una
expresion de OPN mayor a 1.21 tienen una asociacidén positiva con la presencia de
aterosclerosis sugiriendo la contribucién de este gen en el desarrollo de aterosclerosis, sin

embargo, es necesario aumentar el nimero de sujetos en ambos grupos de estudio.
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En la figura 11 se resumen las acciones de las proteinas que codifican los genes estudiados
y cuya expresion fue estadisticamente significativa. Brevemente, OPN, OPG y TNF-a
originadas en el TAE difunden hacia el espacio subendotelial de las arterias coronarias en
donde llevan a cabo sus funciones. OPN se une a los macro6fagos infiltrados en la placa via
integrinas (a4B1) y actiia como un potente quimioatrayente de monocitos y células T hacia
la lesion. Por otro lado, el TNF-a induce la expresion de moléculas de adhesiéon (VCAM,
ICAM-1, MCP, entre otras) en las células endoteliales, favoreciendo la infiltraciéon de
monocitos circulantes, lo que promueve y exacerba el proceso inflamatorio y desarrollo
del ateroma. Otra de las acciones del TNF-a es su capacidad para estimular la secrecién de
BMP-2 en las células endoteliales; esta proteina actia en las células de musculo liso
adyacentes ocasionando su diferenciacién osteogénica y con ello, la calcificaciéon de la
placa. La interaccion de RANKL con RANK también induce la secrecion de BMP-2
favoreciendo ain mas la diferenciacion de las células de musculo liso. La produccion de
BMP-2 puede ser inhibida a través de la union RANKL- OPG. OPG al unirse con TRAIL evita
la formacién de cuerpos apoptéticos que son sitios de nucleacion para la mineralizacidn, la

union de OPG con RANKL y TRAIL favorece la atenuacion de la calcificaciéon del ateroma.

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, los niveles de expresion elevados
de OPN en el TAE de los pacientes con EAC son consistentes con la presencia de placa
aterosclerosa. El TAE de estos pacientes es fuente de OPG, cuya proteina puede proteger de
la calcificacion, la relacién entre la expresion y secrecion de OPG en el TAE y la presencia
de calcio arterial coronario sera evaluada en estudios posteriores. Por ultimo, a diferencia
de lo que esperabamos, la expresion del TNF-a fue menor con respecto a los controles; sin
embargo, en vista de que no todo el RNAm se traduce, es posible que a pesar de una
expresion mayor de RNAm de TNF-a en los sujetos control, la expresiéon de la proteina no
sea mayor, por lo cual, es necesaria la determinacién de las proteinas que codifican estos

genes de manera local.

La relacion de las HDL 3b y 3a con la expresion de ON y el TNF-a respectivamente, sugiere
que las HDL pueden regular la expresion de genes en el TAE. Estudios posteriores con
adipocitos en cultivo deberan establecer si la relacién observada en este trabajo entre las
subpoblaciones de HDL y la expresién y secrecion de las proteinas involucradas en la

calcificacion del ateroma es casual o causal.
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Figura 11.- Diagrama esquematico de la funciéon de las proteinas codificadas por los genes
analizados en el TAE. OPN promueve el desarrollo del ateroma a través de su accién
quimioatrayente de monocitos y células T circulantes; el TNF-a contribuye con la progresion del
ateroma, a través de inducir la producciéon de moléculas de adhesion asi como de proteinas que
favorecen la diferenciacion osteogénica de las células de musculo liso; OPG atenta la progresiéon
del ateroma, al unirse a RANKL y TRAIL, evitando la formacién de sitios de nucleacién para la
mineralizacion.

Las lineas continuas moradas indican la secreciéon de las proteinas codificadas por los genes
analizados en el TAE; las lineas punteadas corresponden a la diferenciaciéon que sufren los
monocitos y las células de musculo liso; las lineas azules indican la direccion de los eventos una vez
que los ligandos se unen a sus receptores; las lineas verdes representan el estimulo de TNF-a y LDL
oxidadas sobre las células endoteliales; las lineas negras corresponden al producto de la
estimulacidén o de la unién ligando-receptor.

OPN: osteopontina; OPG: osteoprotegerina; TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa; TRAIL: ligando
inductor de la apoptosis relacionado con el TNF; RANKL: ligando del receptor activador del factor
nuclear kappa B; RANK: receptor activador del factor nuclear kappa B; BMP-2: proteina
morfogenética dsea 2; DR5: receptor de muerte 5.
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CONCLUSION

En este estudio demostramos que el TAE expresa RNAm de OPN y TNF-a (genes pro-
calcificantes) asi como de ON y OPG (genes anti-calcificantes), de los cuales, el RNAm de
OPN se asoci6 con la presencia de placa aterosclerosa determinada a través del puntaje
SYNTAX. Asimismo, demostramos que la distribuciéon y composicion de las subpoblaciones
de HDL tienen una correlacion estadistica con la expresion de OPN, TNF-a, ON y OPG. Estos
resultados sugieren una participacion activa del TAE en el desarrollo del ateroma y

justifica la determinacidn del volumen del TAE en la evaluacidon del riesgo cardiovascular.

PERSPECTIVAS
> Ampliar el ndmero de muestras de TAE de ambos grupos de estudio
> Incluir sujetos con calcio arterial coronario determinado mediante tomografia
computarizada
> Determinar el volumen del TAE mediante ecocardiografia
> Realizar cultivo primario de adipocitos del TAE de los pacientes con estenosis

valvular aodrtica, con EAC y con calcio arterial coronario e incubarlo con HDL aisladas de
diferentes origenes (HDL de los mismos pacientes y HDL de sujetos sanos) y determinar la
expresion de OPN, ON, OPG y TNF-a a través de RT-PCR

> Realizar cultivo primario de adipocitos del TAE de los pacientes con estenosis
valvular adrtica, con EAC y con calcio arterial coronario e incubarlo con HDL de diferentes
origenes (HDL de los mismos pacientes y HDL de sujetos sanos) y determinar la secreciéon

de OPN, ON, OPG y TNF-a en el medio de cultivo mediante ELISA o Western blot.
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APENDICE

I.- Determinacion de la concentracion de colesterol total, triacilgliceroles y
glucosa por métodos enzimaticos colorimétricos en plasma

¢ Reacciones enzimaticas para la determinacion de colesterol total

Colesterol esterasa

v

Colesterol esterificado + H20 Colesterol libre + Acidos grasos

Colesterol oxidasa

Colesterol libre + O Colesten-3-ona + H20>

v

Peroxidasa

v

2H202 + 4-aminoantipirina + fenol Quinoneimina + H20

e Reacciones enzimaticas para la determinacion de triacilgliceroles

lipasas _ .
Glicerol + Acidos grasos

v

Triacilgliceroles + H20

Glicerol cinasa

Glicerol + ATP

v

Glicerol-3-fosfato + ADP

Glicerol-3-fosfato
oxidasa

v

Glicerol-3-fosfato + O2 Dihidroxiacetona + Fosfato + H20>

Peroxidasa
2H20; + 4-aminofenazona + clorofenol ——  Quinoneimina + HCI + 4H20

e Reacciones enzimaticas para la determinacion de glucosa

Glucosa oxidasa

v

Glucosa + 02 + H20 Acido glucénico + H202

Peroxidasa

Quinoneimina + 4H20

v

2H202 + 4-aminofenazona + fenol
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1.- Adicionar en cada celda lo correspondiente a la siguiente tabla

Celda Agua Estandar Muestrat
Blanco 10 pL

Estandar* 10 pL

Muestra 10 pL

*Dependiendo de la determinacidn usar colesterol total, triacilgliceroles o glucosa.
1 Plasma

2.- Adicionar en cada celda 1 mL del reactivo comercial, el cual contiene las enzimas
necesarias para cada determinacion (colesterol total, triacilgliceroles y glucosa)

3.- Mezclar e incubar 30 minutos a temperatura ambiente
4.- Leer la absorbancia a 500 nm

5,- Determinar la concentracion de cada analito

mg) _ Absorbancia de la muestra

m
Concentracion del analito (ﬁ = x Concentraciéon del estandar (d—‘Lg)

Absorbancia del estandar

IL.- Determinacion de la concentracion de colesterol total, triacilgliceroles,
fosfatidilcolina y colesterol libre de HDL

e Reacciones enzimaticas de la determinacion de fosfatidilcolina

Fosfolipasa D

Fosfatidilcolina + H20 Colina + Acido fosfatidico

v

Colina oxidasa

Colina + 203 Betaina + 2H20>

v

Peroxidasa

v

2H202 + 4-aminoantipirina + DAOS* Pigmento azul + 3H20

* N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina s6dica

¢ Reacciones enzimaticas para colesterol libre

Colesterol oxidasa

v

Colesterol libre + O3 Colesten-3-ona + H20;

Peroxidasa

v

2H70> + 4-aminoantipirina + fenol Quinoneimina + H20
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1.- Por cada 100 pL de plasma adicionar 250 pL del reactivo precipitante de HDL
2.- Mezclar e incubar por 10 min a temperatura ambiente

3.- Centrifugar a 4 000 rpm durante 10 min

4.- Separar el sobrenadante (en el sobrenadante se encuentran las HDL)

5.- Adicionar en cada celda lo correspondiente a la siguiente tabla

5.1- Determinacion de la concentracion de colesterol total y fosfatidilcolina

Celda Agua Estandar Muestrat
Blanco 50 puL

Estandar* 50 uL

Muestra 50 pL

* Dependiendo de la determinacidn usar colesterol total o fosfolipidos
T Sobrenadante

5.2-Determinacion de la concentracion de triacilgliceroles

Celda Agua Estandar Muestrat
Blanco 100 uL

Estandar 100 pL

Muestra 100 pL

1 Sobrenadante

6.- Adicionar 1 mL del reactivo comercial (en donde se encuentran las enzimas)
correspondiente al lipido a cuantificar

7.- Mezclar e incubar 30 min a temperatura ambiente

8.- Leer la absorbancia a 500 nm para colesterol total y triacilgliceroles, para
fosfatidilcolina leer a 600 nm

5. 3.- Determinacion de la concentracion de colesterol libre HDL
1.- Adicionar por duplicado en una placa de ELISA de 96 pozos lo correspondiente a
la siguiente tabla

10 12.5 15 17.5 20 Muestr
Blanco mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL uestrat
H20 (uL) 50 45 43.75 425 4125 40 =
Estandar 5 625 75 875 10 :
(nL)
Muestra
(uL) : : : : : : >0l

1 Sobrenadante
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1.1.- Preparacién de la soluciéon A para la cuantificacion de colesterol libre de HDL

Reactivo Cantidad 10X
4-Aminoantipirina 0.0088 g
Acido célico 0.0421g
Fenol 0.1273 g
Triton 100 pL
PBS-SSI 10X cbp 10 mL

1.2.- Tomar un mililitro de la solucién A, y adicionar 10 mL de SSI

1.3.- Adicionar 50 pL de colesterol oxidasa (0.05 pU/mL) y 15 pL de peroxidasa
(0.25 pU/mL)

1.4.- Mezclar suavemente el reactivo (Solucion B)

2.-Adicionar 200 pL de la solucién B

3.- Mezclar e incubar 30 min a temperatura ambiente
4.- Leer la absorbancia a 500 nm

5.- Determinar la concentracion de los analitos analizados con ayuda de la curva
patréon
mg.  y-—b>b

L = x 3.5

Concentracion (

3.- Retrotranscripcion

1.- Para cada reaccion, se combinan los siguientes componentes en un tubo en hielo

5X VILO Reaction Mix 4 uL
10X SuperScript Enzyme Mix 2 uL
RNA (hasta 2.5 pg) x pL
Agua libre de nucleasas cbp 20 pL

2.- Mezclar el contenido suavemente
3.- Incubar a 25°C por 10 minutos
4.- Incubar a 42°C por 60 minutos

5.- Terminar la reaccién a 85°C por 5 minutos
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6.- Cuantificar el RNA obtenido espectrofotométricamente a 260/280
7.- Almacenar a -20°C hasta su uso

4.- Cuantificacion relativa por curva estandar

1.- Realizar diluciones seriales de un pool de cDNA, al menos cinco puntos.
2.- Colocar 4 pL de cada dilucién por triplicado en la placa de PCR

3.- Diluir las muestras de cDNA a una concentracion tal que se encuentre dentro de la
curva de calibracién

4.- Colocar 4pL de cada muestra por triplicado en la placa

5.- Preparar la siguiente mezcla de reaccién: (Preparar siempre para una reaccién
extra)

Para una reaccion

(16 pL)
TagMan Gene Expression Assay (20X VIC) 1L
TagMan Gene Expression Assay (20X FAM) 1L
TaqMan Gene Expression Master Mix (2X) 10 pL
Agua libre de nucleasas cbp 4 uL

5.- Mezclar suavemente, cuidando de no formar burbujas

6.- Afiadir 16 pL de la mezcla de reaccion a cada pozo y mezclar suavemente para no
formar burbujas

7.- Asegurarse de sellar completamente la placa

8.- Programar el termociclador con las siguientes condiciones: incubaciéon por 2 min a

50°C, 10 min a 95°C, 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y un minuto a 60°C.
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