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RESUM

La quimiocina (motif C-C) ligand 2 (CCL2) és una molécula
guimioatraient que condueixen monocits als llocs inflamatoris, sent una molécula
clau en la iniciacié dels processos inflamatoris. La funcié de CCL2 en la regulacio
del flux de les cel-lules es produeix a través de la seva unid a receptors funcionals
(CCR2), pero CCL2 també s'uneix als receptors de quimiocines atipics o
silenciosos (ACKRs), amb capacitat d’eliminar o segrestar aquestes quimiocines.
El paper de CCL2 en la malaltia arterial periférica és poc clar. Es va mesurar la
concentraci6 de CCL2 circulant en pacients amb isquémia cronica a les
extremitats inferiors. Es va observar que les artéries d’aquests pacients tenen una
major expressié de CCL2 i dels receptors de quimiocines atipics comparades amb
arteries normals no afectes per aterosclerosi. A més, es va analitzar I'associacio
del polimorfisme Asp42Gly (rs12075) del receptor atipic DARC (ACKR1) amb la
concentracié de CCL2 circulant en aquests pacients. Les nostres troballes van
indicar que la concentracié de CCL2 circulant s’associa significativament amb la
gravetat i la preséncia de la malaltia (OR 0.966, IC del 95% des de 0.944 - 0.988,
P = 0.003). La concentracié de CCL2 circulant era dependent del genotip rs12075
(AA>AG>GG), aixd probablement indicaria una major expressié de receptors de
qguimiocines en les arteries dels subjectes AA. Les associacions amb variants
genetiques i la sobrepressié dels receptors atipics de quimiocines en artéries
malaltes pot tenir implicacions potencials, i les nostres dades indiquen que CCL2
pot representar un factor no reconegut préviament que necessita ser considerat en
la seleccidé de pacients amb factors de risc de malaltia arterial periférica. Quant al
paper de CCL2 en la malaltia arterial coronaria, el nostre objectiu era investigar on
i en quina mesura s’expressa CCL2 i els seus receptors en artéries afectades que
han causat la mort del pacient. Es va valorar I'expressié immunohistoquimica de
macrofags, CCL2 i els receptors associats que van ser significativament majors en
les arteries malaltes. Els increments més significatius van ser els de CCL2 i
ACKR1. Malgrat algunes similituds en la distribucio dels receptors associats, no hi
va haver correlacions amb I'expressio de CCL2, que va ser I'linica variable amb

exactitud predictiva d’aterosclerosi. L'expressi6 de CCL2 era marginal en les
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arteries normals i majoritariament restringida a les cel-lules musculars llises.
L'associacid entre la disponibilitat de CCL2 i la resposta cel-lular és complexa i per
entendre completament aquesta relacié hauriem d’explorar I'activitat i especificitat
dels receptors associats i el paper confluent d'altres quimiocines. Les nostres
troballes indiquen que CCL2 és un marcador potencialment Gtil en el diagnostic de
l'aterosclerosi i proporcionen dades que indiquen que els receptors convencionals i
atipics per aquestes quimiocines estan sobrepassats en les arteries

aterosclerotiques.
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ABREVIATURES

ACD: artéria coronaria dreta

AGE: glicosilacié avancada

AMP: adenocin monofosfat

ANG: angiotensina

ARA [I: antagonistes dels receptors d’angiotensina Il
CFE: circumflexa esquerra

cHDL.: colesterol unit a lipoproteines d’alta densitat (HDL)
ClI: cardiopatia isquémica

cLDL: colesterol unit a lipoprtoteines de baixa densitat (LDL)
c-MGF: factor de cerixemnet de colonies de macrofags
CMH: complex major d’histocompatibilitat

CML: cél.lules del muscul llis

CMV: citomegalovirus

COX2: ciclooxigenasa 2

cVLDL: colesterol unit a lipoproteines de molt baixa densitat
DAE: descendent anterior esquerra

DM: diabetes mellitus

ECA: enzima convertidora de I'angiotensina

FAP: factor activador de plaguetes

FRCV: factors de risc cardiovasculars

FT: factor tissular

G-MSF: factor estimulador de granulocits-macrofags
ICAM: molécula d'adhessié intercel.lular

HTA: hipertensio arterial

HSV: herpes virus

15



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ATEROSCLEROSI I CITOCINES: INFLUENCIA DE CCL2 I ELS SEUS RECEPTORS
Montserrat Fibla Simdb

IAM: infart agut de miocardi

IL: interleucina

ILGF: factor de creixemnt insulin-like

lysoPC: lisofosfatidilcolina

IM: infart de miocardi

IMC: index de massa corporal

iINOS: oxid nitric sintasa induible de I'0xid nitric
LDLox: lipoproteina de baixa densitat oxidada
Lp(a): lipoproteina a

LTB: formacio de leucotriens

MAC: malaltia arterial coronaria

MAP: malaltia arterial periférica

MC: malaltia coronaria

MCP: quimioatraient de monocits

MCV: malaltia cardiovascular

MEC: matriu extracel-lular

MMP: metaloproteinasa de matriu

MMPs: metal-loproteinasses

MPs: microparticules

NK: natural killer

OxPL: fosfolipids oxidats

PAI: activador del plasminogen

PAMPSs: patrons moleculars associats a patogens
PARS: receptors activats de proteases

PCR: proteina C reactiva

RCV: risc cardiovsacular

ROS: radicals lliures
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SOCS: supressors de la senyalitzacio de citocines
SR: scavenger receptors

TAD: tensi6 arterial diastolica

TAS: tensio arterial sistolica

TG: triglicérids

TGF: factor de creixement transformant beta
THS: terapia hormonal substitutiva

TLRs: toll-like receptors

TNFa: factor de necrosi tumoral alfa

TP: tensi6 del polg

VCAM: molécula d’adhessié vascular
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1. SISTEMA CIRCULATORI

El sistema circulatori és el conjunt d'drgans i teixits format pel sistema
cardiovascular encarregat de la distribucié de la sang i pel sistema limfatic
encarregat de fer circular la limfa per l'interior de I’organismel_s. S'encarrega de
transportar els nutrients i I'oxigen a totes les ceél-lules del cos i rebre substancies
nocives d'origen metabdlic i transportar-les als organs d’excreci6, és la via per on
circulen les hormones i també participa en importants funcions de defensa

immunitaria i homeostatica®.
1.1.SISTEMA CARDIOVASCULAR

L’aparell cardiovascular és un sistema tubular tancat i esta format pel cor i
pels vasos sanguinis, les parets d’aquests vasos tenen un gruix i una estructura

variable depenent de les seves funcions i de la pressié de la sang que hi circula’.

1.1.1. Cor

El cor és la bomba del sistema cardiovascular que s’encarrega de propulsar
la sang des del ventricle dret cap als pulmons a través dels vasos de la circulacié
pulmonar i des del ventricle esquerre cap tots els organs i teixits del cos a través

dels vasos de la circulacio sistémica’ (Figura 1). La sang oxigenada retorna per

les venes pulmonars des del pulmo fins a l'auricula esquerra i per les venes caves,
desde tot I'organisme fins l'auricula dreta. El cor, com qualsevol mascul, necessita
que la sang li aporti els nutrients i I'oxigen necessari per a funcionar, d'aixo

s'encarrega el sistema circulatori coronari.

Estructuralment, la paret del cor esta formada per tres capes:

I'endocardi és la capa que entapissa la cavitat cardiaca i és la continuacio
de la capa intima dels vasos sanguinis que entren al cor i en surten.

el miocardi és la capa mitja i més gruixuda de la paret del cor.

I'epicardi és la capa més externa de la paret cardiaca i es correspon a la

capa visceral del pericardi.
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1.1.2. Vasos sanguinis

La sang circula sempre per linterior dels vasos sanguinis: artéeries, venes i

capil-lars. Les artéries es ramifiquen en arterioles i aquestes, en capil-lars, després

aquests s’uneixen i formen vénules i al seu torn s'uneixen per formar les venes.

Les artéries s6n els vasos sanguinis pels quals circula la sang que surt del
cor i es distribueix per tot el cos, s6n vasos molt elastics i el seu diametre
pot augmentar i disminuir gracies a una gruixuda capa de fibres musculars
de la seva paret, la qual pot suportar pressions de 11 a 14 cm Hg durant la

sistole ventricular i de 6 a 9 durant la diastole ventricular.

Els capil-lars sén els vasos sanguinis situats entre les artéries i les venes, i
el seu diametre és tan petit que la sang circula molt lentament a través
dells i els globuls vermells s’han de deformar per poder-hi passar. Aixo,
més el fet que la paret del capil-lar esta constituida per una sola capa de
cel-lules epitelials (cél-lules d’estirp mesenquimal que formen I'endoteli),
facilita lintercanvi de substancies (aigua, nutrients, oxigen, dioxid de

carboni, urea, etc.) amb els teixits i permet la sortida de globuls blancs.

Les venes son els vasos sanguinis pels quals circula la sang que es
dirigeix des dels capil-lars cap al cor, sbn molt menys elastiques que les
artéries i en el seu interior la pressié és molt baixa. Al seu interior hi ha les
valvules semilunars per evitar el retrocés de la sang i la seva paret
presenta també tres capes com les artéries, perd amb la tdnica mitjana és

molt més fina i amb menys fibres elastiques.

Les parets dels vasos de les artéries i de les venes tenen una estructura

similar, encara que amb diferéncies que permeten classificar els diversos tipus de

vasos,

aquestes es deuen fonamentalment a la diferent pressié a la qual circula la

sang per linterior dels vasos: les parets de les arteries properes al cor s6n més

gruixudes que les de les arteries més allunyades del cor, en general, les arteries

tenen

parets més gruixudes que les de les venes corresponents i el seu diametre

és menor.
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Malgrat aquestes diferencies, la paret de les artéries i les venes tenen una
serie de caracteristiques comunes, en canvi, les parets dels capil-lars i de les

vénules s6n molt menys complexes®.

L'estructura dels vasos (Figura 3) esta constituida per tres capes

conceéntriques:

Tunica intima, la capa més interna de la paret vascular i és la que esta
en contacte amb el flux sanguini i els seus components. Es compon d'una sola
capa de cel-lules d'estirp mesenquimal, les cél-lules endotelials, que formen
I'endoteli, i es disposen sobre una membrana basal i una capa molt fina de teixit
connectiu laxe formant la capa subendotelial, amb alguna fibra muscular llisa.
Aquesta estructura permet el desenvolupament dimportants funcions
antiinflamatdries i contribueix al procés homeostatic de la vasodilatacio i

vasoconstriccio’®.

Alguns vasos presenten la lamina elastica interna, que estableix un limit

entre la tdnica intima i la tinica mitja.

Tunica mitja, més prominent en les artéries, es compon principalment de
les cel-lules del muscul llis i teixit elastic, hi ha una capa de teixit elastic en
ambdos costats de la paret muscular: la lamina elastica interna i la lamina elastica
externa, aquesta la separa de la tinica adventicia. EI component elastic és més
prominent en les arteries elastiques, en canvi, la part vascular del mascul llis

predomina en artéries musculars i arterioles”®.

Tunica adventicia, és la capa més prominent en les venes™® i la més

externa en la paret dels vasos, es compon de teixit connectiu format per fibres de
col-lagena longitudinals, abundants fibres elastiques i fibroblasts. Aquesta capa
conté els nervis autonoms que innerven el muscul llis vascular i també petits vasos

sanguinis anomenats vasa vasorum, que vascularitzen les cél-lules de muscul llis.

31



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILIT
ATEROSCLEROSI I CITOCINES: INFLUENCIA DE CCL2 I ELS SEUS RECEPTORS
Montserrat Fibla Simé

Tunica intima
Tunica media
Tunica exterma—¢

Fig. 3- Estructura dels vasos sanguinis. (Mescher AL: Jumqueira’s Basic Histology: Text and Atlas, 12"
Edition/ www.accessmedicine.com)

2. MALALTIA ARTERIAL PERIFERICA

La malaltia arterial periférica (MAP) (Figura 4), actualment afecta a un 15-

9,10

20% dels subjectes majors de 70 anys™ ", i si analitzessim als subjectes

asimptomatics, la prevalenca seria major.

Quan es comparen malalts amb MAP amb controls de la mateixa edat,
l'incidencia de mortalitat cardiovascular és del 0,5% en controls i del 2,5% en
pacients amb MAP. A més a més, en els pacients amb MAC coneguda, la
preséncia de MAP augmenta el risc de mort un 25% respecte als controls. Per tot
aixo, és important buscar la MAP fins i tot en pacients assimptomatics, per a

controlar preco¢cment els factors de risc i reduir la mortalidat™.
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3. MALALTIA CARDIOVASCULAR CORONARIA

Les malalties cardiovasculars (MCV) son la principal causa de mortalitat
prematura al mén desenvolupat. Es la primera causa de mort en la poblacié
espanyola major de 30 anys; sobre ells, la MAC fa que limpacte sigui més
significatiu, la majoria dels casos deguda a [laterosclerosi de les artéries
coronaries, amb contribucions menys freqlents de vasoespasme, vasculitis o
embolia. Dades d'Estats Units mostren una reduccié de la mortalitat per malaltia
coronaria en els dltims anys com a resultat d’'un millor control del consum de tabac,
la hipertensio i la dislipemia, no obstant aixo, hi ha un augment progressiu de la

mortalitat deguda a un augment en l'obesitat i la diabetes mellitus**™**

. Tot i que
I'estenosi arteriosclerotica pot afectar Gnicament a una artéria coronaria epicardica
principal, poden estar afectades dos o tres arteries (descendent anterior esquerra
(DAE), circumflexa esquerra (CFE) i artéria coronaria dreta (ACD)). Les plaques
clinicament significatives poden localitzar-se en qualsevol part, perd predominen
en els primers centimetres de la DAl i de la CFE, i en tota la longitud de la ACD, a

vegades també estan afectes les rames secundaries.

La isquémia cardiaca representa un desequilibri entre I'aport coronari i les
necessitats miocardiques, i es manifesta amb sindromes diferents pero

superposats com:

L’'angina de pit, que és una obstruccié d'una o més artéries coronaries que
ocasiona dolor opressiu toracic degut a una insuficiéncia en I'aportacié d’'oxigen al
cor per una perfusié inadequada que generalment es deguda a una malaltia

15-18

arteriosclerotica com una estenosi critica fixa , encara que també pot

presentar-se a causa d’'un espasme coronari (angina de Prinzmetal).

L’'angina inestable que es deguda a una petita fissura o ruptura d’'una placa
arteriosclerotica que desencadena I'agregacié plaquetaria, la vasoconstriccio i la
formacié de un trombe mural, que pot no ser oclusiu, provocant una disminucié del

fluxe sanguini al cor, augmentant aixi, el risc de patir un infart de miocardi.

L'infart agut de miocardi, que tipicament es degut a la trombosi aguda que
es produeix després de la ruptura de la placa'®, comportant una insuficiéncia de la

irrigacioé sanguinia al cor i provocant una necrosi al miocardi.
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Mort cardiaca subita deguda a una arritmia que provoca una parada
cardiaca mortal, la majoria de vegades en pacients amb arteriopatia coronaria

greu.

La cardiopatia isquemica cronica que és una insuficiencia cardiaca
progressiva deguda a una lesié isquémica per infarts previs o per una isquémia

cronica de baix grau.

Amb l'obstruccio de les artéries coronaries (Figura 5), la paret cardiaca
inicialment s'adapta, perod després evoluciona amb deformacions anatdomiques
com pot ser un augment de la fibrosi intersticial (les cél-lules miocardiques son
substituides per teixit fibrds), cel-lules en apoptosi (mort cel-lular), isquémia
(disminucio6 de la densitat capil-lar), necrosi (infart), etc., causant una insuficiéncia

cardiaca sin6 la mort.

Myocardial Injury

Protease activation

Adverse ventricular remadekng
Hear Failure

— - =
Plaque Initiation/Progression

Catalylic sink for NO

Formation of bicactive lipids 2

Leukocyte chemotaxis TF activation Dol
Generation of atherogenic LDL Protease activation CCCF
Generation of dysfunclional HDL EC apoptosis e

Fig. 5- Obstruccié de les artéries coronaries. (Oxidized LDL and MPO: Possible Interventions Posted by
Adin Smith on Mon, Dec 16, 2013)
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A Espanya, la insuficiencia cardiaca és un problema sanitari de primer
ordre, tot i que no disposem de xifres que permetin dimensionar el seu impacte
amb exactitud per falta d'estudis amb disseny apropiat. Davant d'una prevalenca
d'insuficiéncia cardiaca del 2% en altres paisos europeus i als Estats Units, els
estudis a Espanya mostren xifres del 5%, probablement a causa de les seves
limitacions metodologiques®™. La insuficiéncia cardiaca consumeix enormes
recursos sanitaris, perque és la primera causa d’hospitalitzacié de majors de 65
anys i representa el 3% de tots els ingressos hospitalaris i el 2,5% del cost de
lassisténcia sanitaria. Hi ha dos patrons d'insuficiencia cardiaca, un amb funcio
sistolica preservada, més associat a la hipertensio, i un altre amb funcié deprimida,
més relacionat amb la cardiopatia isquémica. Al 2010, la insuficiencia cardiaca va
constituir el 3% del total de defuncions d’homes i el 10% de les de dones, les
prediccions actuals indiquen que I'any 2020 les MCV, i I'aterosclerosi en particular,

sera la primera causa mundial de mortalitat.

L’aterosclerosi no és simplement una consequéncia inevitable de
'envelliment degeneratiu, sind una condicié inflamatoria cronica que pot ser

convertida en un esdeveniment clinic agut per trencament de la placa i la trombosi.

4. FACTORS DE RISC CARDIOVASCULARS

La identificacié d’aquests factors de risc®***

sorgeix de la combinacié
d’'estudis experimentals i de les dades extretes d'estudis epidemiologics
transversals i longitudinals realitzats a la poblacid general, especialment I'estudi
Framingham20 i el projecte europeu SCORE®. A partir dels resultats d’aquests
estudis s’han establert diferents factors de risc i s’han desenvolupat models
matematics que permeten calcular el risc cardiovascular individual en un pacient
determinat. Els factors de risc cardiovasculars (FRCV) establerts sén capacos de
predir de forma independent la MCV, i poden classificar-se com a modificables, i
per tant susceptibles de prevencié i tractament, i els que no s6n modificables, com

per exemple I'edat, el sexe del pacient i la seva historia familiar (Taula 1).
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Principals factors de risc cardiovasculars dependents del pacient.

Factors de risc cardiovascular | Factors de risc cardiovascular

establerts emergents
No modificables Lipidics
- Edat - 1 triglicerids
- Sexe - 1 lipoproteina (a)
- Antecedents familiars de - Particules LDL denses i
primer grau de cardiopatia petites
isquémica precog - tapolipoproteina B i

- | apolipoproteina A-1

- 1 colesterol total/cHDL

Modificables No lipidics
- Tabaquisme - thomocisteina serica
- Hipertensio arterial - Disfuncio endotelial
- tcolesterol-LDL - Factors pro-tombotics
Lcolesterol-HDL - Altres biomarcadors
- Diabetis mellitus inflamatoris
- Glucosa basal alterada - Hipogonadisme.Disfuncid
- Resisténcia insulinica eréctil
- Sindrome metabolica - 1GIM carotida
- Dieta aterogénica - Factors genétics no lipidics
- 1PCR

- MicroalbGminuria

- Deficiéncia d’estrogens

GIM: gruix intima-mitja; HDL: lipoproteina d’'alta densitat; LDL:lipoproteina de baixa densitat;

PCR: proteina c-reactiva

Taula 1 — Factors de risc cardiovascular. OMS (2004). ftp://ftp.fao.org/codex/ccnfsdu26/nf26_11s.pdf
[acceso:  24-10-09]. OMS/FAO Serie de Informes Técnicos 916. Disponible en:
http://www.fao.org/docrep/005/AC911E/AC911E00. HTLM) [acceso: 23-2-12].
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Per altra banda, es continuen identificant altres factors de risc
cardiovascular, denominats emergents, que podrien explicar perque alguns
pacients sense factors de risc tradicionals poden presentar malaltia cardiovascular,

fins i tot en individus molt joves23

Tot i la importancia dels lipids plasmatics, la formacio de la lesié
ateroesclerotica és un procés molt complex, en el qual intervenen I'endotel
vascular, lipoproteines modificades, cél-lules sanguinies com els leucocits,
ceél-lules musculars llises, proteines de la matriu extracel-lular i tot tipus de
molécules inflamatories. La percepcié de tots aquests fenomens reforca la idea
gue la prevencio de les malalties cardiovasculars ha d’implicar no només a la
correcci6 dels factors de risc siné a desenvolupar noves estratégies per combatre

les malalties associades a aquest procés patologic?.

Existeixen habits adquirits, patologies, antecedents o situacions que
augmenten de forma significativa la possibilitat de patir algun problema
cardiovascular, es coneixen com a FRCV. Aquests FRCV so6n additius, és a dir
gue quants més factors de risc es presenten en un individu major sera la
possibilitat de patir un problema cardiovascular, en un determinat periode de

temps, generalment 5 0 10 anys.
Les caracteristiques principals d’un factor de risc, son:

Relacié independent i quantitativa amb la malaltia.
Presencia d’'un mecanisme causal que expliqui I'associacio.
L’eliminacié o reducci6 del factor resulta en una regressié del procés i

de les seves consequencies cliniques.

La MCV és d'origen multifactorial i un factor de risc s’ha de considerar en

el context dels altres.

Els FRCV reconeguts i millor estudiats son: edat, sexe, historia familiar,
hiperlipemies, tabaquisme, hipertensié arterial, diabetis i sedentarisme.
Actualment, s’estan investigant nous factors de risc com la lipoproteina (a),
'homocisteina, la proteina C reactiva, el fibrinogen, el factor VII i I'antigen tPA,

entre d’'altres.
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4.1.1. Factors de risc personals no modificables
4.1.1.1. Edat

Encara que I'’envelliment no sigui una causa directa d’afeccions coronaries,

aquestes sén més comunes en persones d'edat avancada®®

. Amb el pas del
temps, els sistemes que regulen 'homedostasi de I'organisme van perdent eficacia,
els teixits perden elasticitat i el sistema immunitari i antioxidant es van debilitant,
de manera que l'organisme es més susceptible davant d’algunes malalties, les

cardiovasculars son les més comuns®.
41.1.2. Sexe

Segons les estadistiques, els homes de menys de 50 anys tenen una
incidéncia major de patir problemes cardiovasculars que les dones de la mateixa
edat”’. Aixd és degut a I'efecte protector que exerceixen els estrogens en els

vasos sanguinis i el sistema cardiovascular®.
4.1.1.3. Raca

La freqiiencia de malaltia coronaria difereix segons la raca, €s major en
homes i dones de raca negra respecte als blancs, aixo es pot explicar degut a la

major prevalenca d’hipertensio en la raca negra®.
4.1.1.4. Antecedents familiars i marcadors genetics

Les persones amb antecedents familiars de malaltia coronaria,
especialment amb presentacié clinica preco¢ (abans dels 55 anys per als homes i
65 per a les dones) tenen un risc personal augmentat de cardiopatia isquémica
(Cl), molt més quant més preco¢ ha estat I'antecedent familiar i quan més

membres familiars hagin estat afectats®.

Els FRCV estan associats també a determinats trets geneétics. Per
exemple, les concentracions de la lipoproteina (a) i de les particules de cLDL
sembla que estan sota la influencia genética®®. Recentment, s’ha descobert la
relacié entre el gen de la ECA (enzima conversiva de la angiotensina) i la Cr* El

genotip D/D del gen de la enzima conversiva de la angiotensina és més freqiient
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en pacients amb infart de miocardi (IM) i s’associa a concentracions més elevades
d’ECA, a diferéncia del genotip I/D i I/l. S’ha descrit, també, que el polimorfisme
genétic del receptor llb-llla a la membrana plaquetaria es relaciona amb un risc

elevat de trombosi coronaria®.

4.1.2. Factors de risc modificables
4.1.2.1. Dislipémies

Les dislipemies o dislipidemies sén alteracions en la quantitat de (lipids,
triglicérids, acids grassos, colesterol, fosfolipids) en la sang. Poden ser d’origen
genétic o bé secundaries a diferents situacions patologiques. El factor ambiental
gue influeix sobre la colesterolémia és la ingestié de grasses saturades i colesterol

gue forma part de les lipoproteines per al seu transport pel torrent sanguinisl.

L'Hiperlipemia, I'hiperlipidemia i hiperlipidosis consisteix amb la preséncia de

nivells elevats de lipids en sang.

L’ Hiperlipoproteinémia es quant el valor del colesterol total plasmatic i/o dels

triglicérids sén superiors a 200mg/dI**.
4.1.2.2. Colesterol i Lipoproteines

El colesterol és un I|’pid33 que pertany al grup dels esteroides i forma part
de les membranes cel-lulars. Les fonts de colesterol poden ser exogenes per la
dieta, o enddgenes per reaccions anaboliques en el reticle endoplasmatic llis de

practicament totes les cel-lules.

Ates que el colesterol és insoluble en aigua, el colesterol plasmatic només
existeix en forma de complexos macromoleculars. Els encarregats de transportar
el colesterol i els triacilglicérids son les particules lipoproteiques, que tenen la
capacitat de fixar i transportar-ne grans quantitats. Aquestes es poden agrupar
segons la seva densitat creixent: quilomicrons, remanents de quilomicrons,
lipoproteines de molt baixa densitat (VLDL), lipoproteines de densitat intermitja,

lipoproteines de baixa densitat (LDL) i lipoproteines d'alta densitat (HDL).
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Les LDL son el principal transportador de colesterol en la sang. Aquestes
particules tenen un diametre de 22 nanometres, una massa d'uns tres milions de
daltons i contenen unes 1.500 molécules de colesterol esterificat. La funcio de les
LDL és transportar el colesterol als teixits periferics i regular la sintesi de ex novo
en aquests llocs. Daltra banda, la funcié de 'HDL és captar el colesterol alliberat
en el plasma procedent de les cél-lules que moren i del recanvi de membranes.
Tot seguit, una aciltransferasa present en les HDL esterifica el colesterol i el

transfereix a les VLDL o a les LDL.

L’augment de les molécules de LDL en el plasma sanguini afavoreix la
formacié de la placa d’ateroma® i augmenta la densitat de la sang afavorint la

formacio de trombus™.

Mentre que la disminucié de LDL mitjancant terapia amb inhibidors de la
HMG-CoA reductasa redueix la progressié i fins i tot indueix la regressié de les
lesions ateroesclerotiques coronaries, comprovant-se mitjangant I'angiografia

coronaria®®.

Actualment, se sap que les particules de LDL tenen diferents mides i
densitat . Hi ha evidéncia de la influéncia genética en la produccié de les particules
LDL denses que tenen un efecte més aterogénic i es coneguda la seva associacio
amb la MC*%7°,

Hi ha molts estudis que han comprovat el valor predictiu dels nivells de
HDL en relacié inversa a I'aparicié de MCV*"*?. En I'estudi PROCAM (“Prospective
Cardiovascular Minster Study”) la influencia de HDL sembla ser més important
que la resta dels factors lipidics™®. El HDL baix és predictor de la mortalitat en
pacients amb CI i valors del colesterol total normals. Les concentracions baixes
també s'associen amb la gravetat i el nombre de les lesions ateroesclerotiques

coronaries.

Entre les causes que afavoreixen els valors elevats de HDL hi ha
'obesitat, el tabaquisme, el sedentarisme, el tractament amb beta-bloquejants,
pogques vegades s'associen a deficiencies genetiques. En canvi, les
concentracions elevades de HDL estan relacionades amb dietes riques amb acids

poliinsaturats, activitat fisica i consum moderat d'alcohol, aixi com amb els
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estrogens, aix0 explicaria que les dones estan protegides fins a la edat

postmenopausica.

La xifra elevada de colesterol, tant per al total com per al LDL* és el
principal factor de risc de la cardiopatia isquémica. Aquest risc és continuo i
augmenta de forma apreciable quan la concentracié de colesterol és superior a
250mg/dl/6.5mmol/l i més encara, quan els valors superen els 300mg/dl/7.8mmol/l,

la incidéncia de la malaltia coronaria es redueix quan les xifres disminueixen®®***2,

La reduccié del colesterol disminueix la morbimortalitat per malalties
cardiovasculars i la mortalitat total, aquests resultats es poden observar en els
estudis WOSCOP i AFCAPS/ TexCAPS que han investigat I'efecte de les estatines
en la prevencié primaria de la Cl. L'assaig 4S “Scandinavian Simvastatin Survival
Study” va estudiar la prevencid secundaria en pacients amb valors alts de
colesterol ®, sent els resultats que els pacients tractats amb simvastatina va reduir

la mortalitat per Cl en un 42% i la mortalitat total en un 3094,

L'efecte del tractament amb estatines sobre I'evoluci6 dels ponts
aortocoronaris va ser analitzat amb I'estudi “Post Coronary Artery Bypass Graft"/
Post CABG/. Concloent que la progressio de I'aterosclerosi en els ponts es redueix
disminuint el cLDL per sota de 100 mg/dI*. Lestudi “Atorvastatin versus
Revascularization” va demostrar, en pacients amb angina estable amb tractament
hipolipemiant intens, que la disminucié del cLDL fins a 77 mg/dl era tant efectiu
com la revascularitzacié amb angioplastia coronaria amb el tractament habitual, en
la disminucié de la incidéncia d’episodis isquémics®. Diversos assajos clinics
recents de tractament amb estatines (ASCOT, CARDS, PROVE-IT, TNT, LIPS,
ALERT, ALLHAT, PROSPER, HPS) han demostrat el seu efecte beneficiés en
diferents grups de la poblaci6 en dones, gent major de edat, hipertensos,
diabétics, pacients amb malaltia coronaria aguda i amb transplant renal i fins i tot
en persones amb valors de colesterol total i cLDL normals o baixos previ al
tractament amb estatines. S’ha vist que el benefici absolut del tractament amb
estatines depen principalment del risc cardiovascular individual i del grau de

reducci6 de cLDL?'.

La lipoproteina (a) (Lp (a)) és una proteina de baixa densitat formada per

un nucli lipidic, fonamentalment constituit per ésters de colesterol i triglicérids,
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de TG poden actuar sinérgicament amb altres trastorns Iipidicsso, fent predir un
augment del risc cardiovascular, especialment quan estan relacionats amb xifres
baixes de HDL o0 amb un quocient LDL/HDL elevat*®. Un metanalisis de tractament
amb fibrats (farmac principal en el control de la hipertrigliceridémia) ha demostrat
una reduccio del 25% en el risc d’episodis coronaris majors, perd no s’ha observat

reduccio de la mortalitat total®*.

4.1.2.4. Tensio arterial

Per a un adult sa es considera que els valors optims de la tensié arterial
han de ser inferiors a 120/80 mmHg tot i que tendeix a incrementar-se amb

ledat®.

La tensio arterial sistolica (TAS) amb un valor normal de 90-119 mmHg i la
tensié arterial diastolica (TAD) amb un valor normal de 60-79 mmHg han estat els

unics factors mecanics considerats com a predicadors del risc cardiovascular.

Es considera hipertensio arterial (HTA) quan els valors en sang son majors
de 140-90 mmHg, podent augmentar I'activitat del cor comportant una hipertrofia
cardiaca; aixo fa que ambdds, el cor i les artéries, siguin més susceptibles a patir
una lesié cardiovascular®, incrementant el risc d'IM i 'aterosclerosi®. Per tant, el
control de la hipertensié arterial t¢ un paper fonamental en la reduccié de la
morbimortalitat coronaria, ja que la incidéncia de la MC és major en la poblacio
hipertensa, augmentant el risc de patir-la en relacié amb les xifres tant sistoliques
com diast(‘)liquesss, junt amb la reduccio del colesterol en la dieta, la prevencio
secundaria amb acid acetilsalicilic i l'abstinéncia tabaquica®. L'estudi de
Framingham®" va comparar la morbimortalitat per MC entre la poblacié
d’hipertensos, trobant un descens de un 60% en el grup tractat amb medicacid
durant dos déecades, respecte al grup no tractat. Diversos assajos clinics
demostren el benefici del control tensional obtingut amb la utilitzacié dels nous
antihipertensius: inhibidors de 'ECA (IECAS), calciantagonistes i antagonistes dels
receptors d'angiotensina Il (ARA II)58. S’ha vist que el benefici del tractament amb
hipertensius depen del grau del control de la HTA i no del tipus de farmac

37,59

utilitzat™ ~".Totes les guies cliniques sobre el control de la HTA recomanen un
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ractament antihipertensiu precog i agressiu per a aconseguir una reduccio de la

morbilitat i mortalitat cardiovascular®.

S’ha identificat un factor anomenat tensié de pols (TP=TAS-TAD), amb
valors de normalitat de 50 mmHg tant per a homes com per a dones, que és un
component de risc independent sobre la morbimortalitat i mortalitat
cardiovascular®, tant en pacients normotensos com hipertensos, tractats o no
farmacolc‘)gicamentel. Les variacions de la TP obeeixen a tres factors principals: el
deébit cardiac, la distensibilitat arterial i el temps de reflexié de les ones del pols;
laugment de rigidesa arterial va acompanyada d’'un augment de la TP en els
pacients d'edat avancada, la qual cosa déna lloc a dos models de hipertensio
arterial: hipertensio arterial sistolica aillada, i una sistolico-diastolica amb augment

desproporcionat de la primera®®.

4.1.2.5. Diabetis mellitus

Es considera que un individu és diabétic quan la concentracié plasmatica
de glucosa en deju és superior a 126 mg/dl, la Diabetis Mellitus (DM) ve precedida
per un llarg periode de hiperglucémia assimptomatica. Ambdés tipus de DM, tant
el tipus 1i el tipus Il (insulinodepenent i no insulinopedenent respectivament) sén
factors de risc per a I'evoluci6 de la CI**, en dones, es creu que perden el seu
factor protector de génerees, hi ha estudis que demostren que el risc de patir un IM

per a un pacient amb DM tipus Il és tant alt com en el pacient amb MC®®.

El fet patogénic principal en la DM tipus Il és la resisténcia a la insulina i la
hiperinsulinémia. La hiperinsulinémia es considera un FRCV independent®’’. La
resisténcia a la insulina s’associa a anormalitats hemodinamiques i de la
coagulacio, aixi mateix produeix alteracions lipidiques entre les que destaca un
augment dels triglicérids, de les proteines de molt baixa densitat, particul-les
especialment aterogénies, aixi com un descens del cHDL®®. S'ha vist també que
aproximadament 2/3 dels pacients amb HTA essencial tenen alteracions en el
metabolisme de la glucosa®. La resisténcia augmentada a la insulina o a la DM
tipus Il i la intolerancia a la glucosa associats a TG alts, cHDL baix, HTA, obesitat
central; es coneix com a sindrome metabolic i s’associa a un major potencial

70,71

trombogénic i major risc de patir malalties cardiovasculars Entre altres
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caracteristiques cliniques no incloses en els criteris diagnostics d’aquest sindrome,
pero presents freqiientment, estan el Sindrome de Apnea Obstructiva del Son, la
hiperuricémia, els nivells elevats de l'inhibidor del factor activador del plasminogen
i la proteina C reactiva’> .

La obesitat i la inactivitat fisica sén dos factors de risc per la DM tipus II,
guan ambdues condicions coexisteixen, la prevalenca de la malaltia cardiovascular
és d’'un 19.2 % i la mortalitat per IM és significativament superior que en pacients

no diabétics®®,

En la DM tipus | el bon control de la glucemia és de major pes especific en
la prevencié de la Cl, amb la optimitzacié6 d’aquest es redueixen tant les
complicacions microcardiovasculars, com les lesions macrocardiovasculars®’ i en
la DM tipus Il I'aparici6 de la MC es relaciona amb els valors de glucémia i
d’hemoglobina glucosilada i amb altres factors de risc com cLDL, cHDL, TG, THA i
tabaquisme®. En els individus amb intolerancia a la glucosa el risc de
desenvolupar la MC es duplica®, també es coneix la associaci6 positiva entre els
valors d’hemoglobina glucosilada i el risc cardiovascular®’. L'estudi 4S demostren
que la reduccio del colesterol amb simvastatina millora el prondstic dels pacients
diabétics amb CI*, el benefici clinic absolut aconseguint mitjangant la reduccio del
colesterol podria ser major en els diabétics amb Cl que en els no diabétics, perqué
els primers tenen un major risc absolut d’episodis coronaris recurrents. L’estudi
CARDS demostra el benefici de les estatines en la prevencié primaria de la Cl en
pacients diabétics®*. Concloent que la modificacié dels factors de risc associats en
els pacients diabétics tenen gran importancia, ja que el control estricte de la HTA
diminueix a la meitat la mortalitat relacionada amb les complicacions macro i

microvasculars de la diabetis®.
4.1.2.6. Alcohol

El consum moderat d'alcohol, 1-2 copes diaries de vi negre, s’'associa a un
menor risc de malaltia cardiovascular en comparacié amb abstenir-se de beure,
perd el consum en grans quantitats incrementa de forma significativa la

concentracié de LDL en sang i afavoreix I'aparicié hipertensio arterial®.
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L’augment del risc de patir una malaltia cardiopatica coronaria amb el

consum d’alcohol elevat en la gent gran és del 22%*.
4.1.2.7. Tabaquisme

El tabac produeix un augment dels nivells d’adrenalina, del ritme cardiac i
de la pressio sanguinia, també produeix una falta d’oxigen a les cél-lules i danys a
les parets de les artéries, és a dir, té efectes a nivells sistémics, vasculars i

protombogenics®**®

(augmenta l'activitat plaquetaria, el fibrinogen i el factor VII),
altera la funcié endotelial disminuint el flux sanguini i la capacitat dilatadora dels
vasos i és un factor per a la produccié de I'espasme coronari®®. Els components
perniciosos dels que es coneix millor el seu efecte sén la nicotina que actua a
nivell presinaptic produint [lalliberaci6 de diverses substancies com la
norepinefrina, Il'adrenalina, augmenta la pressi6 arterial, les resisténcies
perifériques, la freqiiéncia i la despesa cardiaca; i el monoxid de carboni que

forma carboxihemoglobina interferint amb la capacitat transportadora de I'oxigen.

El consum de cigarretes modula el perfil lipidic (augmenta la concentracio
de LDL-colesterol, triglicerids i baixa la concentracié d'HLD®, altera el
metabolisme dels estrogens®™®, de les cél-lules endotelials i dels limfocits'®,
promou la disfuncié endotelial’®'%, etc... totes aquestes dades suggereixen que el
consum de cigarretes modula una gran varietat de sistemes fisiologics involucrats
en linici i progressiod del procés aterosclerotic. Un metanalisis sobre tabaquisme
passiu ha trobat un increment del risc de malaltia coronaria del 25% amb una
relacié significativa de dosis-resposta, I'augment del risc és del 23% per als
fumadors exposats al fum entre 1 i 19 cigarretes i del 31% per als exposat a més
de 20 cigarretes®™, també incrementa el risc de desenvolupar una malaltia
cardiovascular®'®, hi ha estudis que confirmen que els fumadors que han patit
un infart de miocardi tenen més probabilitat de morir sobtadament que els infartats

no fumadors®®.
4.1.2.8. Obesitat

L'index de Massa Corporal és un index del pes d’'una persona en relacio

amb la seva altura (IMC= pes (kg)/altura(metres), tot i que no fa distincié entre els
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components grassos i no grassos de la massa corporal total, tampoc no
distingueix entre les diferents formes d’adipositat, algunes de les quals poden estar
associades de forma més estreta al RCV, pero aquest és el métode més practic

per avaluar el grau de risc associat amb I'obesitat.
Els valors de I'MC son:

L'index ideal es sitGa entre els 18,5-24,9 Kg/m?

Per baix dels 20 Kg/m2 s'observen majors index de dolences pulmonars i
desnutricio

Entre 25,0 - 29,9 kg/ m” es considera "sobrepés"

Entre 30 i 34,9 kg/ m” es considera "obesitat lleu”, entre 35,0 i 39,9 kg/ m*
es considera "obesitat moderada"

Més de 40 kg/ m” es considera "obesitat morbida"

En un estudi fet per ACS ( American Cancer Society) es demostra que
cada augment de 1 en I'IMC correspon un augment de 1.1 del risc relatiu de mort
cardiovascular en homes de 30-44 anys i de 0.3 entre els 65-74 anys. En les
dones aquesta relaci6 és de 1.08 de risc relatiu per al primer grup d’edat i de 1.02
per al segon'®. A mesura que augmenta I''CM, les xifres de colesterol i HTA
augmenten. S’ha identificat que I'obesitat central (diametre de la cintura major de
102 cm en homes i de 88 cm en dones) s’associen a altres factors de risc com la
resisténcia a la insulina, hipertensio i dislipémia i es relaciona amb major risc

cardiovascular’’.
4.1.2.9. Sedentarisme

D'acord amb I'Organitzacié6 Mundial de la Salut, la inactivitat fisica és el
quart factor de risc de mortalitat mundial (6% de les morts arreu del modn).
L'activitat fisica és beneficiosa per a controlar els nivells normals de la TA, el
colesterol, la glucosa i I'IMC. Una activitat fisica moderada pot reduir el risc de

morbilitat i mortalitat cardiovascular'®
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4.1.3. Altres factors
4.1.3.1. Factors de la coagulacié

Diferents factors de la coagulaci6 com el fibrinogen, el factor VII, I
inhibidor de I'activitat tissular del plasminogen (PAI-1), etc. han estat descrits com
a factors trombogeénics. Les dades de I'estudi ECAT (“The European Concerted
Action on Thrombosis”) demostren que els nivells de fibrinogen, del factor de von
Willerbrand i de antigen rtPA sén predictors independents per a complicacions
coronaries'®’. Conclou que el risc coronari és menor en els pacients amb els
nivells de fibrinogen baix, fins i tot quan tenen unes concentracions elevades de
colesterol,. Gensini et al. apunten a que els seus valors plasmatics de fibrinogen
poden estar influenciats pel tabaquisme, [lactivitat fisica, l'edat i [Iestat
menopausic®’. Altres autors consideren que encara no hi ha una evidéncia clara
per a determinar si el fibrinogen té un paper causal en la aterotrombosis, o

1% Els nivells elevats del

simplement, és un marcador del grau del dany vascular
factor VII també s'associen amb la ClI, correlacionant-se amb les concentracions
dels TG, del colesterol, del fibrinogen i amb el periode menopausic de les

dones™®.
4.1.3.2. Homocisteina

Es un a-aminoacid que es pot reciclar cap a metionina o convertir-se en
cisteina amb l'ajuda de les B-vitamines. Es un FRCV independent, tot i que encara
no s’ha demostrat de forma concloent que el tractament d’aquest trastorn tingui un
efecte preventiu diversos estudis, demostren que les concentracions elevades de
homocisteina (Hcy) augmenten el risc de patir malaltia vascular amb afectacié del

sistema vascular periféric, el coronari i el cerebral*****,

La hiperhomocisteinemia moderada sol ser deguda a un defecte en la

activitat de les enzimes implicades en el metabolisme de la homocisteina™**

, la
disminucié de [l'activitat d’aquestes enzimes pot ser degut a alteracions en
I'estructura primaria/defectes geneétics/o a disminucions funcionals secundaries a

déficit de les seves coenzimes: la vitamina B12, vitamina B6 i I'acid folic**2.
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4.1.3.3. Microalbuminuria

Es parla de microalbuminuria quan els valors de la proteina albumina en
orina estan entre 30-300 mg/24h. Es un element basic en la avaluacio i el
seguiment del RCV dels pacients amb DM i HTA, es considera que és un
marcador de la disfuncié endotelial, ja que pot reflexar un estat de disfuncio
endotelial i protombdtic, com a augment de les concentracions del factor de von
Willebrand, els valors plasmatics d'angiotensina Il, endotelina, factor activador del
plasminogen, fibrinogen, trombomodulina, complexos trombina - antitrombina Ill i
deteriorament de l'activitat fibrinolitica, que comporta un augment de la viscositat
sanguinia i de la resisténcia vascular periférica. La major permeabilitat de I'endoteli
permet la penetracié de lipoproteines a la paret dels vasos, el que inicia la

formaci6 de les plaques de ateroma.

S’ha demostrat el seu valor pronostic per a la mortalitat o per al

desenvolupament de les MCV en la poblacié tant diabética com no diabética™*.
4.1.3.4. Acid uric

L'acid dric és una substancia de rebuig que genera el mateix organisme,
derivada de diversos processos metabolics. La concentracié normal d'acid dric en
sang és d’'entre 2,5 i 6 mg/dl per a les dones i fins a 7,2 mg/dl per als homes
segons I'Associacié6 Médica Nord-americana, els nivells alts o hiperuricémia
s'associen normalment amb xifres altes de pressié arterial. Aquesta elevacio dels
nivells d'acid dric en la hipertensio pot estar ocasionada per una mala funci6 renal,
per I's de farmacs dilretics o per altres circumstancies, per tant, malgrat que és
un fet que la hiperuricemia es relaciona amb la hipertensié, classicament no se I'ha
considerada com un factor causal ni tampoc com un "veritable" factor de risc
cardiovascular, de manera que el seu paper és controvertit. Aixd no obstant,
investigacions recents atorguen un paper més important als nivells alts d'acid dric

en la genesi de la hipertensio arterial.
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Un estudi recent'™ mostra gue lalopurinol, farmac que s'utilitza per
disminuir les xifres d'acid dric en sang, aconsegueix normalitzar les xifres de
pressié arterial en barons adolescents; i I'estudi Rotterdam descriu que els valors

elevats de I'acid Uric s’ha associat a un risc augmentat de patir IM i ictus™®.
4.1.3.5. Marcadors sérics de la inflamacio

El procés inflamatori té un paper important en I'aterogénesi, tant durant la
formacié de la placa ateroesclerotica com durant la fissura aguda o erosio de la

U718 Shan realitzat estudis

mateixa, que afavaoreix la formacié dels trombus
sobre el valor predictiu de diversos marcadors inflamatoris sistémics com la
proteina C reactiva (PCR), interleukina 1,6,8, el factor d’adhesié plaquetaria (FAP),
el factor de necrosi tissular alfa (TNF-a), també hi ha estudis sobre la influéncia de
diferents factors infecciosos com la Chlamydia pneumoniae, la Mycoplasma
pneumoniae, el Helicobacter pylori i el Citomegalovirus. S’ha investigat més
ampliament la relacié de la malaltia cardiovascular i la proteina C reactiva (PCR),
les concentracions elevades de PCR en homes aparentment sans es correlaciona

amb una taxa més alta d’episodis vasculars™™

, demostrant que els nivells alts de
PCR tenen un valor pronostic per a esdeveniments coronaris en pacients amb
angina estable o inestable™. Els valors de PCR s’han relacionat amb diversos
factors com la HTA, I'ICM, la DM, I'obesitat, la terapia hormonal substitutiva (THS) i
les infeccions o inflamacions croniques, i tant I'activitat fisica, com la pérdua de
pes o el tractament amb estatines i fibrats es relacionen amb una disminucié dels
valors de la PCR, per tant podem dir que la determinacié de la PCR té avui en dia
la utilitat de completar la estratificacio del risc cardiovascular en la poblacié sana

amb risc cardiovascular moderat™®°.

Altres nous marcadors de lactivitat ateroesclerotica sén la proteina
plasmatica associada a I'embaras que podria tenir un paper com a marcador de la
inestabilitat de la placa aterosclerotica, la fosfolipasa A2 associada a la
lipoproteina A que és un predictor d’episodis coronaris en subjectes de mitjana
edat amb diferents valors de colesterol aparentment sans, i la cistina C com un

factor pronostic en pacients amb sindrome coronaria aguda’®.
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5. ARTERIOSCLEROSI

L'arteriosclerosi és un terme usat per descriure I'engruiximent del vas que
redueix el diametre de la llum vascular, que pot comprometre la perfusié d'organs,
i la pérdua d’elasticitat de les artéries, que augmenta la probabilitat de ruptura dels
vasos si s'exposa a un major estrés mecanic*?!, independentment de la mida del

vas'®’. Hi ha tres tipus importants de larteriosclerosi’?;

- Aterosclerosi: engruiximent de la paret de les artéries de mida mitja i gran. Que
pot afectar qualsevol artéria del cos**, incloent artéries del cervell, del cor, de les
cames, dels bragcos i dels ronyons. Com a resultat, depenent de les artéries
afectades, es poden desenvolupar diferents malalties, com sén la malaltia arterial
coronaria (MAC), I'accident cerebrovascular, la malaltia arterial periférica (MAP) i

la malaltia renal cronica**.

- Arteriosclerosi calcificada “ de la mitja de Monckeberg”: les calcificacions es

troben a la capa mitja de les artéries de petita i mitjana mida.

- Arteriolosclerosis: engruiximent de la paret en les petites artéries i arterioles.

6. ATEROSCLEROSI

L'aterosclerosi és el patr6 més freqient i clinicament més important
d’arteriosclerosi i es caracteritza per lesions de I'intima'*® anomenades plaques

ateromatoses que protueixen a la llum vascular.

L’aterosclerosi és una malaltia lenta, complexa i progressiva que s'inicia en

125 Es troben lesions

la infancia i normalment progressa durant tota la vida
asimptomatiques en la majoria dels individus de les societats occidentals al final
de la segona década de vida, aparéixen quan el vas sanguini esta seriosament
compromes, a partir del 70% d'obstruccié de la llum (denominada “estenosis
critica”), es produeix isquémia simptomatica en un context d’'un augment de les
necessitats, i una estenosis del 90% pot produir un flux sanguini inadequat fins i tot

en repos.
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Fig. 8- Formaci6 de I'ateroma. (Microparticulas como Possiveis Biomarcadores da Doenca
Cardiovascular Arq. Bras.  Cardiol. vol.104 no.2 Sdo  Paulo Feb. 2015 Epub Jan 27,
2015http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0066-782X2015000200011&script=sci_arttext&ting=pt)
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L’aterosclerosi comenga amb la interaccio entre les cel-lules endotelials i
els leucocits circulants, donant lloc al reclutament i I'activacié dels limfocits T i dels
macrofags. Aquestes ceél-lules posteriorment estimulen la proliferacio de les
cel-lules musculars llises, amb l'acumulacié de quantitats variables de matriu
extracel-lular (MEC) al voltant del nucli ateromatds lipidic, tou, groc i pastos
(fonamentalment constituit per colesterol i ésters de colesterol, greix, detritus
cel-lulars, cél-lules escumoses, fibrina i d'altres substancies) coberta d’'una capa
fibrosa, ferma i blanquinosa (Figura 8) que a més d'obstruir el flux sanguini*®
debiliten la capa mitja subjacent i poden arribar a trencar-se, provocant trombosi
vascular. En fases posteriors, es produeix la desestabilitzaci6 de la placa

arteriosclerotica per la secrecié de metaloproteinasses.

Les plaques aterosclerotiques poden patir canvis aguts subits que agrujen

la mlaltia (Figura 9), degut a:

Ruptura, fissura o ulceracié de las plaques, que exposa els components

elevadament trombogens de la placa 0 membrana basal subendotelial.
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Hemorragia en el nucli de les plagues, amb expansié del volum de la placa

i empitjorament de la oclusié luminal.

Stable Plaque Ruptured Plaque | Plague
+ Low Lp-PLA, content (dark staining) + High Lp-PLA, content (dark staining) | Riptore
* May have significant stenosis = May have minimal stenosis
= Thick fibrows cap / high collagen content = Thin fibrous cap / low collagen content
* Small Npid pool * Large lipid pool
* Few inflammalory celis = Many inflarmmatory colls

Fig. 9-Alteracié d'una placa arteriosclerotica. ( http://www.getfilings.com/sec-filings/100528/VAXGEN-
INC_8-K_FORM2/c01918exv99w1.htm)

Les observacions clinico-patologiques indiquen que les plaques més
vulnerables i les més trombogeniques sén les més riques en lipids, fa que les
plaques riques en col-lagen que s6n més dures i fibroses. Hi ha factors que
faciliten la ruptura, com la preséncia de cél-lules inflamatories™*”*?® i I'alliberacié de
substancies toxiques i/o proteolitiques pels macrofags presents en la lesio™®. La
ruptura de la capa fibrosa desencadena el procés trombotic a I'exposar els
fosfolipids, el factor tissular i les molécules d'adhesié de les plaquetes al torrent
circulatori'®. L’evolucié d’aquestes lesions poden desencadenar I'aparicio de

manifestacions cliniques com la malalatia cardiovascular (MCV) i MAP "%,

7. PATOGENIA DE L’ATEROESCLEROSI

Estudis amb teixits cel-lulars suggereixen diverses i possibles vies
d'iniciacié i progressié de la malaltia ateroesclerotica*® (Figura 10), tot i aixi, la

principal evidéncia és el paper clau que desenvolupa I'endoteli induint la
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130,131
, el

inflamacio, I'acumulaci6 del LDL oxidades en I'espai subendotelial
reclutament de monocits i la formacié de cél-lules escumoses. La progressio de
I'aterosclerosi s’inicia com a resposta a la disfuncié endotelial i a la inflamacio
vascular, seguit per la progressiva acumulacio de colesterol, calci i restes cel-lulars

en I'intima de la paret vascular de les artéries™.

MRAPs
Cytokines

smooth muscle cells

Fig.10- Aterogenesi de l'ateroeclerosi. (IV Diretriz Brasileira Sobre Dislipidemias e Prevengdo da
Aterosclerose,2007. http://www.mmcuidadosintensivos.com.br/colesterol-e-aterosclerose/)

Les primeres lesions consisteixen en la I'acumulacié subendotelial de
colesterol amb macrofags i la formaci6 de cél-lules escumoses, les ceél-lules
endotelials actuen exercint un gran nombre de funcions en I’homeostasi de la paret
vascular (regulacié de la permeabilitat vascular i transport de molécules), que
contribueixen al manteniment del to vascular regulant el balan¢ de molécules
vasodilatadores i vasoconstrictores i proporcionen una superficie no adherent pels
leucacits circulants. L'activacio i la disfuncié endotelial, que apareix en el primer
estadi de I'aterogenesi, és caracteritza per 'augment de la permeabilitat vascular
en lipoproteines, augment del reclutament de leucocits, reduccié de la produccio

d'oxid nitric i l'augment de la produccié de vasoconstrictors, provocant un
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desequilibri en 'homeostasi de I'endoteli vascular. Entre els agents que mesuren
I'efecte de reclutament de monadcits, trobem les molécules d’adhesio (selectines i
integrines) i les molécules quimiotactiques com la proteina quimioatraent de
monocits-1 (MCP-1), el factor de necrosi tumoral alfa (TNF-a) i la interleucina (IL-

6), entre d'altres.

Les selectines (E i P-selectina) promouen una unio transitoria del monocits
a I'endoteli anomenada rolling, de manera que augmenta el temps de contacte i
permet la unié amb la molécula d’adhesio intercel.lular-1 (ICAM-1) i la molécula
d’adhesi6 vascular-1 (VCAM-1), 'augment de permeabilitat vascular déna lloc a la
penetracié del subendoteli de les LDL circulants, les quals interaccionen amb els
proteoglicans de la matriu subendotelial i n'afavoreix la retencid i els processos de
modificacié proteolitics i oxidatius, passant a ser altament aterogeniques.
L'entrada de colesterol té lloc principalment pels receptors scavenger (CD36).
Aquest procés ddna lloc a la formacio de cél-lules escumoses, que en posar-se en
forma de capes estratificades a l'intima arterial, es converteix en I'anomenada
estria grassa,que representa la primera lesi6 detectable en el procés

ateroesclerotic.

En els éssers humans, la lesié d'estria grassa es pot trobar a I'aorta desde
la primera déecada de la vida, en les artéries coronaries en la segona déecada i en
les artéries cerebrals en les decades tercera i quarta. A causa de les diferéncies
en la dinamica del fluix sanguini, existeixen regions que predisposen la formacio

d’'aquestes.

Si el procés de proliferacié continua, I'estria grassa pot evolucionar cap a
una lesi6 més aguda o placa d'ateroma. Les plaques poden arribar a ser cada
vegada més complexes amb calcificacid, ulceracié a la superficie luminal, i
preséncia de lesions avancades poden produir simptomes disquémia com a
resultat d’'una progressiva oclusié de la llum vascular, la complicacié clinica més
important és una ruptura de la placa ateromatosa i la formacié d'un trombe o

coagul de sang, donant lloc a un accident agut.
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7.1. EVOLUCIO ANATOMOPATOLOGICA DE LA LESIO
ATEROESCLEROTICA

L'evoluci6 de la lesié (Figura 11) des de els estadis inicials en els que es
produeixen canvis detectats només microscopicament fins a fases avancades en

les que es produeix una alteracio de la llum arterial™*.

Plagque Progression Plague Rupture

Plaque Formation ( " o - \

cumulation Macr
medified LDL ingast & i

particles medified h‘ﬁh"‘: lc;;“:‘

LOLs streaks Fibrous cap Thinning of Surface plague Luminal

and lipid pool fibrows cap, rupture and shstruction
formation necrotic core thrombus from clot
tormation formation

Fig. 11- L'evoluci6 de la placa ateroesclerdtica. (lllustration — Medical Posted on May 6, 2013 By).

Les fases inicials de I'aterosclerosi comencen en la capa intima de la paret
arterial, des de I'endoteli fins la capa mitja. La capa intima es separa en dos
nivells: el més proxim a la llum vascular es composa principalment per
proteoglicans, ceél-lules endotelials, macrofags i cél-lules musculars llises. Una
segona capa per baix d’aquesta composta per cel-lules musculars llises i fibres
elastiques. Aquesta zona es separa per la capa mitja mitjangant una capa elastica

absent en bifurcacions, ramificacions o curvatures™*.

Des del punt de vista morfologic existeixen segments d'artéries amb
engruiximent de la capa intima sense que aquesta perdi les seves caracteristiques
morfologiques, es considera una adaptacid a canvis en el flux i pressié de la paret
arterial i es donen en més freqliiéncia en zones de ramificacions i orificis, amb una

134,135

distribuci6 irregular dins de la secci6 circular de l'artéria . En aquestes zones

es produeix un major recanvi de cel-lules endotelials i cel-lules musculars llises, a
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més a més d’acumulacioé de lipoproteines i altres macromolécules del plasma®. En
aquestes localitzacions és on posteriorment, la majoria de vegades s’assentaran
les lesions ateroesclerdtiques, per la qual cosa I'engruiximent de la capa intima

suposaria I'estadi inicial de la lesié ateroesclerotica.
7.1.1. Lesions inicials, estria grassa i lesions intermedies

Els tres estadis successius dins de les fases inicials de I'aterosclerosi sén

els segients:

Lesio tipus | o lesio inicial. Es caracteraitzen un diposit de lipids a la
capa intima i amb una reaccié cel-lular associada. MicroscOpicament correspon a
grups aillats de macrofags amb lipids en els seu interior circumscrits a les zones

més engruixides.

Lesio tipus Il. Son les primeres detectables macroscopicament i es
descriuen com “estries grasses”. Microscopicament s’observen major nombre de
cel-lules escumoses organitzades en capes, amb lipids al seu interior i per fora,
principalment ésters de colesterol™*®. També s'observen cél-lules musculars llises
amb lipids en els seu interior i major quantitat de matriu extracel-lular, limfocits i

mastocits.

Només una part d’aquestes lesions evolucionaran cap a I'estadi seguent,
creant un subtipus dins les lesions de tipus IlI, freqiientment en zones de major
estrés per l'alteracié en la direccié del flux sanguini sense que sigue necessari
coexistir amb altes concentracions de colesterol de lipoproteines de baixa densitat
(cLDL). Es creu que es degut a la pressié exercida en la paret vascular, aquests
provoquen un major temps de contacte entre la superficie cel-lular i la sang,

facilitant la internaci6 de les lipoproteines a la capa intima.

Lesions tipus lll. Histoldgicament es caracteritzen per l'acumulacio
extracel-lular de lipids que conflueixen entre capes de cél-lules musculars llises en
zones de I'intima. Els lipids extracel-lulars reemplacen el contingut de la matriu,
confluint i desplacant la resta dels elements cel-lulars donant lloc al seu acumul.

La capa mitja adjacent a la lesié roman intacta.
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7.1.2. Lesions avancades

En aquestes lesions, I'acumulacié del material extracel-lular, principalment
lipids, provoca una important alteracié en I'estructura de la capa intima produint un
engruiximent i desorganitzacio juntament amb la deformacié de la paret arterial. A
partir d’'aquest estadi, els diposits extracel-lulars de lipids produeixen la deformacio
i ruptura de la intima, i pot arribar a afectar a les capes mitja i adventicia,
augmentant la probabilitat d’aquestes complicacions de manera sobtada per

mecanismes trombotics secundaris o a la ruptura de la placa™’.
Hi ha tres tipus de lesions avancades:

Lesio tipus IV. La confluéncia de petites gotes de lipids extracel-lulars i
cel-lules escumoses dins de I'intima dona lloc a un nucli lipidic conegut com
ateroma, és el resultat de I'afluéncia continua de lipoproteines des del plasmam.
Els lipids augmenten visiblement en la capa intima perd sense produir la
disminucié del diametre en la llum arterial. La matriu extracel-lular es troba entre el
core lipidic i la superficie endotelial, en el seu interior es concentren macrofags,
limfocits, mastocits i ceél-lules musculars llises. Acostuma acompanyar-se de
capil-lars que bordegen els limits de la lesi6. La disminucié de col-lagen i
'augment de macrofags faciliten la formacié de fissures en aquesta zones, com a
consequencia es poden produir amb major complicacions aterotrombotiques que
donaran lloc a manifestacions cliniques per disminucié del flux arterial®®.

Lesié tipus V. La capa de matriu extracel-lular que rodeja el core lipidic es
transforma amb una gruixuda capa de teixit fibros formada principalment per
col-lagen i cél-lules musculars lises amb abundant expressié del reticle
endoplasmatic rugds que augmenta el gruix de la capa intima (Fig.8). El gruix de la
capa augmenta més quan engloba restes del trombe que s’han incorporat i
reorganitzat en el seu interior. Als marges de la capa fibrosa apareixen capil-lars
gue solen ser majors i més nombrosos que en l'estadi tipus IV, juntament amb
macrofags, limfocits i cel-lules plasmatiques. Acostumen a acompanyar-se de
microhemorragies quedant-se les restes d’aquestes dins la propia lesio. Hi ha una
important disminucié de la llum vascular i alteracions en el flux sanguini donant lloc

a majors complicacions™***'.
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Esquema. 1- Adapatacio del calibre vascular en I'evolucié de la lesi6. (Pathophysiology of native
coronary, vein graft, and in-stent atherosclerosis. Nature Reviews Cardiology (2015)

La ruptura de la placa ateromatosa és la complicacié més frequient de les
lesions ateroesclerdtiques. En estudis un 50% de les lesions causants
d’esdeveniments isquemics aguts no van mostrar estenosi significativa de la llum
arterial en una primera angiografia per la qual cosa la complicacié6 aguda de la
placa, més que la estenosi de la llum, sembla ser el factor desencadenant del

140,141

episodi clinic . Es considera que és la causa del 70% de tots el infarts aguts

de miocardi (IAM) i morts sobtades™*

En els casos no relacionats amb la ruptura de la placa, el principal
desencadenant d’'un esdeveniment isquémic agut és I'erosié de I'endoteli o la
calcificacié nodular donant lloc a fenomens de trombosi i obstruccié de la llum

139 En altres ocasions

arterial per I'activacio de plaguetes a la superficie de la placa
la dilataci6 del segment de la paret on hi ha la lesid produeix lesions
aneurismatiques. Cal tenir en compte que en un mateix subjecte coexisteixen

lesions en diferents estadis evolutius.
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8. RELACIO ENTRE L’ATEROESCLEROSI | LA INFLAMACIO

El concepte de la MC com un procés inflamatori**, ha obert noves vies de

recerca en el camp de la Cl, estudis recents han suggerit que I'l's de marcadors

inflamatoris ajuda a la identificacié de pacients amb elevat risc Cy120121143-145

La inflamacio és la resposta de reparacio del sistema immune als danys en
les cél-lules i teixits, ja sigui per patogens bacterians o un altre tipus d'agressio
(fisica, quimica o biologica)**®, la seva funcié és reduir o limitar I'area de la
infeccié, no obstant aix0, I'exposicié de l'organisme a un estat amb inflamacio
prolongada, una inflamacié cronica, produeix un efecte totalment oposat que pot
arribar a destruir el teixit i/o determinar la pérdua de funcionalitat de I'drgan afectat.
L'infiltrat de ceél-lules immunitaries tipiques de la inflamacié crdnica, esta compost
per: macrofags, limfocits i cel-lules plasmatiques, I'alliberacié cronica de mediadors
de la inflamacié produira: lesio del teixit, cicatritzacié i la possible perdua de funcié

del teixit, aixi com un augment de la morbiditat i la mortalitat a causa de la MCV**’.

L’aterosclerosi es considera una malaltia inflamatoria cronica intervinguda
principalment per la infiltracié de macrofags i cél-lules T a la paret vascular, els
macrofags participen en mecanismes que impliquen receptors de reconeixement
de patrons i receptors scavenger mentre diversos subtipus de cél-lules T responen

a lipids o proteines antigens modificats per promoure cascades inflamatories™*®*¢,

Recentment, hi ha estudis que ho demostren, com:

« les tecniques inmunohistoquimiques, que permeten identificar els

macrofags i limfocits T en plaques d'aterosclerosi en necropsies.

e el marcat d'anticossos monoclonals, que demostra l'existéncia d'un

infiltrat cel-lular inflamatori en material ateromatds de pacients vius.

« diferents marcadors inflamatoris, en el context clinic de I'aterosclerosi,

que es detecten en sang periféerica.

» l'experimentaci6 amb models animals indicquen que [lisquemia
desencadena I'expressio de citocines en la superficie de les cél-lules inflamatories,

les quals: perpetuen la infiltracio cel-lular, estan implicats en els processos de
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sintesi i degradaci6 del col-lagen, aixi com en l'angiogénesi, i agreuja la disfuncio

endotelial.

8.1. MECANISMES INFLAMATORIS DE L’ATEROESCLEROSI

Actualment no es coneixen amb certesa, la naturalesa de [l'estimul
(probablement antigénic), mitjancant el qual, I'alliberacié dels factors quimiotactics,

produeixen tota la "resposta inflamatoria cel-lular aterogenia”.

Hi ha una possible implicacié de bactéries i de virus com a factors
desencadenants de la mateixa, perd també pot ser que I'aterosclerosi tingui per si

mateixa un component inflamatori, sense mediacié d'un agent infecciés'*.

8.1.1. Disfunci6 de I’endoteli vascular

La disfuncié de I'endoteli vascular és la primera alteracié produida com a

150 Diversos estudis han

resposta a una agressié exercida a la paret vascular
demostrat correlacié entre disfuncié endotelial i la presencia de FRCV en persones

sense evidencia clinica de malaltia ateroesclerotica.

Com a primera consequiéncia s’altera I'equilibri entre la produccié d'agents
vasodilatadors como oxid nitric*®™ | vasoconstrictors com I'endotelina i
'angiotensina Il, les que cooperen en la iniciacio, progressio i complicacio de la
lesié ateroesclerética®. També s’ha demostrat I'activacié focal de I'endoteli en les
artéries de gran i mitja calibre, secundaria al augment de la concentracié de

colesterol en sang, iniciant la resposta inflamatoria a la paret arterial™*’

. A partir de
certes concentracions de cLDL augmenta la produccié de VCAM-1 aixi com la
adhesié a la superficie de I'endoteli de limfocits i macrofags i la seva posterior

migracio al espai subendotelial (Figura 13).
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probabilitat de que <s'interioritzen dins de [I'endoteli posant en marxa els

mecanismes desencadenants de la resposta inflamatoria.

La resposta de les cél-lules a I'acci6 de diferents FRCV es tradueix també
amb una major capacitat d'adhesi6 i permeabilitat de leucocits i plaguetes a la
capa endotelial que adquireix capacitat procoagulant a la vegada que estimulen la
produccié de citocines, aquestes molécules i altres substancies vasoactives i
proinflamatories atrauran cap a la lesi6 macrofags i limfocits T provinents del

torrent circulatori.

Les molécules de LDL en I'endoteli exerceixen una accié quimiotactica
sobre monocits i augmenta I'expressido de gens activadors del creixement de
colonies de macrofags (CMGF) la qual cosa suposa un fenomen decisiu en
I'evolucié de la lesid ateroesclerotica. Els macrofags activats alliberen mediadors
de la inflamaci6 com uroquinasa i interleucina 1 (IL-1) facilitant I'entrada de

monocits i 'adhesié de les molécules de LDL a les cél-lules endotelials.

En una etapa posterior es produeix la migracié de les cel-lules musculars
llises de la capa més profunda de la intima i de macrofags i limfocits T del torrent
sanguini a I'espai subendotelial. EI monocits es transformen en macrofags que
capten i fagociten les lipoproteines dipositades en I'espai subendotelial a través de
receptors de membrana anomenats scavenger receptor (SR), [l'activacio
d'aquestes cel-lules es segueix amb la alliberaci6 d'enzimes hidrolitiques,
citocines, quimiocines i factors de creixement que amplifiquen la resposta
inflamatoria arribant a produir-se necrosi focal en algunes zones, tenint en compte
que la repeticio ciclica d’aquests fenomens s’acompanya d’acumulacié de cel-lules
mononucleades i de la formacié de teixit fibros que provoquen el creixement i
reorganitzacié de la lesié i com a resultat final es forma una capa fibrosa que

cobreix un nucli de lipids extracel-lulars i teixit necrotic®.
8.1.3. Monocits, macrofags, cel-lules musculars llises i immunitat.

Els mondcits, ampliament distribuits en els teixits humans i precursors dels
macrofags que estan presents en totes les fases del procés ateroesclerotic'>*

(Figura 14), augmenten I'expressio dels receptors inespecifics del sistema immune
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IL-13 que actua com a mesurador de la inflamacio6 i es produida pels macrofags,
IL-2, secretada pels limfocits o IL-8 produida també pels macrofags, amb potent
accié quimiotactica i angigenica. Dins de les families de les quimiocines CXC la
CXCL3 (Chemokine (C-X-C matif) ligand 3) contola la migracié i adhesié dels
macrofags. Per contra, I'accié del interfer6-v activa la mort programada dels
macrofags, quan passa aix0, les restes cel-lulars apareixen dins dels nuclis

necratics caracteristics de les lesions ateroesclerotiques avancades.

S’ha comprovat la gran importancia de les cél-lules musculars llises i dels
limfocits T en la progressié de la lessi6 ateroesclerdtica™’ i la seva gran capacitat
per a produir citocines com el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) i IL-1, enzimes
proteolitiques, particularment metaloproteinasses i factors de creixement com el
factor de creixement insulin-like (ILGF) és critica en la seva capacitat de reparar
teixits. A la vegada els macrofags activats presenten antigens als limfocits T
mitjancant antigens d’histocompatibilitat tipus Il, una de les molécules que actua

com antigen és LDLox.
8.1.4. Plaquetes

L'activacié de les plaquetes és un dels fendmens determinants en
liniciacio i progressio de les lesions ateroesclerdtiques'®, s’adhereixen a I'endoteli
disfuncionant aixi com el col-lagen exposat en les lesions i als macrofags, una
vegada activades alliberen granulocits que contenen citocines i factors de
creixement que juntament en la trombina poden contribuir a la migracio i
proliferacié de les cél-lules musculars llises i limfocits'®, a més, les plaquetes sén
una de les principals fonts d’oxid nitric, per la qual cosa la seva disfuncio altera la

homeostasi de la paret vascular.

En quant a la resposta vasomotora, I'estimulacié de les plaquetes porta a
la formaci6 d’acid araquidonic que a la vegada pot transformar-se en tromboxa A2,
una de les substancies vasoconstrictores i proagregants més potents que es
coneixen, o bé amb leucotriens que amplifiquen la resposta inflamatoria, per tant,
en lesions avancades les plaquetes exerceixen una important funcié protectora
mantenint lintegritat de la paret arterial i protegint-la davant d’hemorragies

espontanies.
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8.1.5. Fisura de la placa arteriosclerotica

En el trencament d’'una placa d’ateroma intervenen diversos factors, com la
seva propia composicio, I'estrés mecanic que pateix la seva paret i la preséncia de
fenomens inflamatoris actius.

Generalment les plaques «toves», amb un important nucli lipidic i una
capsula prima i poc fibrosa, s6n més susceptibles de trencament, mentre que les
plaques fibroses, amb un important recobriment capsular i fins i tot calcificades,
sén més estables i menys vulnerables. Aquestes Ultimes coincideixen amb
freqiiéncia amb les plaques més evolucionades i obstructives, i les primeres amb
plaques joves poc obstructives, de manera que el dramatic esdeveniment que
suposa un IM per trencament de placa d’ateroma es ddna sovint en individus que

préviament no presentaven cap simptoma coronari.

L'estrés mecanic a que estan sotmeses les diferents regions de la placa
d’'ateroma és diferent, el que fa que el trencament es produeixi habitualment alla
on és més gran, que és la zona d'unié entre placa i artéria indemne. Aquesta
tensié ve condicionada en part pel moviment continu de torsi6 i estirament a quée
estan sotmeses les artéries.

Els fenomens inflamatoris actius es tradueixen en l'acumulacio, a les
zones de trencament, de cel-lules inflamatories que segreguen diverses enzimes
conegudes com metaloproteinases de matriu extracel-lular (metaloproteinasa 3 o
estromelisina i metaloproteinasa 9 o gelatinasa B), que degraden la matriu

extracel-lular i el col-lagen en plaques ateroscler(‘)tiques156

, debilitant la capsula de
la placa. Dins del component inflamatori del casc fibrés de la placa d’ateroma, hi

ha factors que afavoreixen el col-lagen i altres que I'inhibeixen:

Les citocines i els factors de creixement, com: TGF-beta o factor
beta transformador del creixement i PDGF, afavoreixen la sintesi

de col-lagen.
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El INF-gamma (només el fan els limfocits T activats), altera la
sintesi de col-lagen en les cél-lules musculars llises i inhibeix la

seva proliferacio™’*®.

El procés inflamatori cronic, implica un increment en la produccié d'IFN-

199 Aixd canviara el balang

gamma, disminuint la sintesi i reparacié de col.lagen
normal entre la sintesi i degradacié dels components de la matriu, debilitant el
casc fibr6s en les plaques vulnerables, trencant-les i desencadenant

esdeveniments trombotics.

Aixi, mentre les cel-lules musculars llises afavoreixen la sintesi de
col-lagen i estabilitzen la lesid, els macrofags alliberen enzimes proteolitiques,
augmentant la degradacié del col-lagen tissular, debilitant la capsula fibrosa de la

placa, ajudant al seu trencament amb complicacions de la mateixa (Figura 15).
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Fig.15- Representaci6 esquematica de la progressio de la placa ateroesclerdtica des de I'estadi inicial
de la disfuncié endotelial fins a un estadi avangat amb la presencia d'una placa complicada i la ruptura
de la mateixa. (http:/lipidworld.biomedcentral.com/articles/10.1186/1476-511X-11-92)

M-CSF = Factor de estimulacié de la colonia de Macrofags). MCP-1 = Proteina quimioatraient de
monocitos. MMP = Metaloproteinases. PAI-1 = Inhibidor de I'activador del plasminogen 1

PDGF = Factor de creixement derivat de plaquetes. TF = Factor Tissular (lll). UPA= Activador del
plasminogen tipus uroquinasa
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8.1.6. Inflamacio i trombosi

La inflamacié i la trombosi s6n reaccions en cadena en qué intervenen
bon nombre de proteines (les cascades de la inflamacio i la coagulacié), I'activitat
biologica pot presentar diferencies individuals si els gens que les codifiquen sén
polimorfics, és a dir, tenen dos o més variants (o al-lels), el gen normal i el
minusvalid resultant de la mutacié. Les diferéncies d’activitat podrien determinar la

susceptibilitat individual a patir problemes trombotics o inflamatoris.

Els polimorfismes s6n mutacions subtils en la sequéncia de I'ADN,
caracteritzades gairebé sempre per la substitucié d'un simple nucleétid entre els
milers que componen la cadena ("single nucleotide Polymorphysms" o SNP).
Poden ser causa dalteracions funcionals minimes, recognoscibles per petites
diferencies en la concentracio plasmatica de les proteines, o en l'activitat de certs
receptors (fenotip intermedi), perd que no arriben a tenir entitat suficient per
provocar una malaltia (fenotip clinic), tot i que poden facilitar la seva aparicié si es
sumen diversos polimorfismes desfavorables (malaltia poligénica). A diferencia de
les rares mutacions mendelianes, en qué un sol gen pot ser causa d’'una malaltia
(malaltia monogeénica), son relativament comuns (per definicié ocorren en més de
I'1% de la poblacid).

Després del descobriment fonamental dels SNP, els avencos en les
tecnigues de seqlenciaci6 han facilitat la detecci6 de cert nombre de
polimorfismes (dimorfismes) relacionats amb la inflamaci6 i la trombosi arterial
(taula 2), la repercussié funcional es sustenta en estudis epidemiologics
d'associacié genotip/fenotip. EI model clinic més assequible i millor analitzat ha
estat l'aterosclerosi, on aquests dos processos exerceixen un paper

fisiopatogenétic decisiu.
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Tabla 1. Polimorfismos relacionados con la trombosis arterial y la inflamacién (factores de riesgo de aterotrombosis)

Frearencia genotipo (%)

Polimorfismos Heterozrigoto  Homozigoto Fenotipo Interaccidn con factores
Genes (alelos de riesgo) (%) (%) intermedio ambientales
Trombosis N
FGN (fibrindgena-B) G/A -455 (Haelll H1/H2) 20-30 4 I FGN Tabaco
C/T-148 Estructura codgulo
Factor Xl Val3dLeu Estructura codgulo
Factor VII R353Q (Arg/Gln 353) 25-34 3,84,5 lFvia
5'F7 R (A1-A2) 5
PAI-1 4G/5G (-675) 48 21 4 PAI-1 Triglicéndos, resistencia
Insulina, obesidad
GP Ilb/illa GP llla PP/ PIM 12 4 1 Agregacién pl.
GP Ib (Kozak) T/C-5 T Agregacion pl.
Inflamacidn
TLR 4 Asp 299 Gly 4 Proteinas
inflamatonias
IL-18 C/T-511 87 (CC 13)
IL-6 G/C-174 40 L6, TFGN Chlamydia. Tabaco
R. quemocinas CCRS
Receptor CD14
monocitos C/T-260 35 15

Taula 2.- Polimorfismes relacionats amb la trombosi arterial i la inflamacié (factors de risc
aterotrombotics).  (http://www.elsevier.es/es-revista-haematologica-49-articulo-inflamacion-trombosis-
del-laboratorio-clinica-13053701)

Diversos mecanismes reciprocs160 (Figura 16) vinculen la inflamacio i la

trombosi:

 EI TNF produeix substancies procoagulants.

- Factor Von Willebrand.

- Factor tissular.

- Inhibidor 1 i 2 de I'activador del plasminogen*®*.
. Fibrinogen162_167.
- Desorganitza i afavoreix la migracié de les cél-lules endotelials.
- Altera la permeabilitat vascular'®,
- Estimula la proliferacié de cél-lules de musculars lises™®.

« La IL-1 estimula la produccié de PAI-1 en cél-lules endotelials'******",

« La IL-4 indueix la produccié de t-PA en monocits*"**".

* la Lp (a) que per la seva estructura similar al fibrinogen s’uneix a la fibrina reduint

I'eficacia catalitzadora de t-Pa.
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9. LES CITOCINES

Les citocines s6n un grup de proteines o glicoproteines, generalment
glicosilades, de baix pes molecular (< 30kDa) secretades fonamentalment per
monocits i limfocits T, produides durant les respostes immunes naturals i
especifiques. S'uneixen a receptors especifics de la membrana de les cél-lules on
exerceixen la seva funci6 iniciant una cascada de transduccié de senyal que altera
el patré d'expressié genica, de manera que aquestes cél-lules diana produeixen
una determinada resposta biologica. S’agrupen en diverses classes: interleucines
(IL), factors de necrosi tumoral (TNF), interferons (IFN), factors estimulants de

colonies (CSF), factors de creixement transformant (TGF) i quimiocines.

So6n especialment importants per a la regulacié de les respostes
inflamatories i immunes, i tenen funcions crucials en el control de la immunitat tant
innata com adaptativa. En la immunitat adaptativa soén importants les cel-lules
auxiliars-T (Th), que han estat classificades sobre la base del patré de citocines
gue poden secretar, donant com a resultat 0 bé una resposta immune mediada per
cel-lules Thl associat IL-2 i IFN-y, 0 una resposta immune humoral Th2, associat
amb IL-4, IL-5, IL-10, i IL-13.

Les citocines es classifiquen d'acord a I'homologia estructural dels seus

receptors, de classe | o classe I ratrs

(Taula 3). La majoria d'interleucines, MCA, i
IFNs pertanyen a una d'aquestes dues classes de citocines, que actlen a través
dels transductors i activadors de transcripcié via JAK-STAT. Altres tres principals
families de citocines abasten la familia IL-1 (incloent IL-1qa, IL-1[3, IL-1ra, i IL-18), la
familia TNF i la superfamilia TGF-B. Algunes de la familia IL-1 i TNF activen el
factor nuclear-kB (NF-kB) i la proteina activada per mitogen (MAP) de les vies de
senyalitzacio de la quinasa, mentre que els membres de la superfamilia TGF-beta

activen les proteines de senyalitzacié de la familia Smad .
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Grups de les principals citocines

Nom del grup Principals components
Interleucines IL-1a18
Interferons IFN-alfa, beta i gamma
Factors de necrosi tumoral TNF-alfa, beta
Quimiocines Limfotactina
MCP-1
IL-8
RANTES

Proteina inflamatoria macrofagica 1 alfa

Factors estimulants de la formacié de | CSF per a granulocits, macrofags
colonies (CSF)

Factors de Creixement (GF) Fibroblastic

Derivat de plaquetes
Epidermic
Insulin-like
Transformador

Eritropoetina

Taula 3-Principals citocines. http://www.cardioaragon.com/doc.php?op=revista3&id=43&id2= 7. Modificada de
Sheldon J. Riches P. inflamatory cytokines. J. Cardiovasc Risk Factors

La superfamilia TGF-B es compon de moltes citocines multifuncionals
incloent TGF-B 1-2-3, activines, inhibines, hormona anti-milleriana (AMH),
proteines morfogenétiques ossies (BMP) i la miostatina'’®. Algunes de la familia
TGF-B es secreten en forma de complexes inactius units al péptid associat a la
laténcia (LAP), una proteina derivada de la regi6 NH2-terminal del producte del
gen TGF-B. El LAP forma enllagos covalents amb les proteines latents d'unio a

TGF -B (LTBPs), de la qual existeixen proteines d'alt pes molecular amb quatre
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isoformes diferents'”’. Els grans complexes latents resultants son segrestats dins
de la matriu extracel-lular, on les proteases poden digerir LTBP, dissociant LAP de
TGF-B.

Poden actuar com a (Taula 4):

- Mediadores de la resposta immune innata (inflamacié, quimiotaxis,

activacioé de macrofags, cél-lules NK) i adquirida (humoral i cel-lular).
- Reguladores de I'activacid, proliferacio i diferenciacio dels limfocits.
- Estimuladores del creixement dels precursors hematopoétics.
Amb acci6:
- Autocrina, unint-se a la mateixa cél-lula que les secreta.
- Paracrina, actuant sobre la cél-lula veina.
- Endocrina, unint-se a cél-lules distants.
La regulacio de I'accio de les citocines es garanteix per mecanismes de:
- Regulacio de I'expressié dels receptors.
- Necessitat d'interaccio cél-lula a cel-lula.

- Duracio breu de produccio (mentre dura I'estimul) i curta vida mitja de
les citocines en sang i fluits. Els seus corresponents ARNm tenen una curta vida

mitja, i depenen de que les zones 3’ no traduibles siguin riques en A'i U.
- Unié de proteines especifiques al receptor.
- Acci6 de citocines antagoniques.

Les qualitats de les citocines son:
Pleiotropia, multiples efectes a I'actuar sobre diferents cél-lules.
Redundancia, diverses citocines poden exercir el mateix efecte.

Sinergisme, dos 0 més citocines produeixen un efecte que es poténcia
mutuament.

Antagonisme, inhibicié o bloqueig mutu dels efectes.
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Citocines inflamatories: cél-lules productores i principals funcions biologiques
Citocines cel-lules productores Principals funcions
biologiques
IL-1 Monocits i macrofags Estimula la proliferaci6 de
Neutrofils limfocits Ti B
limfocits Ti B Augmenta  l'expressié  del
Fibroblasts receptor IL-2
cel-lules muscular llises | Activa les cél-lules NK
cel-lules endotelials Activa les cel-lules endotelials
Indueix respostes de fase
aguda
Actua com a pirogen endogen
Té gran varietat d’efectes sobre
el sistema nervids central i el
sistema endocri
IL-4 Limfocits T (Th2) Modulacié de les funcions dels
Eosinofils macrofags
Basofils Diferenciacio de les cél-lules T
Induccio de la produccié de IgE
Regulacié de I'adhesio
endotelial
Inhibicié6 de la producci6 de
TNF-gamma, IL-1B, IL-6,
ICAM-1i NO
IL-6 Monacits Indueix el cicle de la cél-lules
Neutrofils progenitores primitives
Eosinofils hematopoetiques
limfocits Ti B Estimula la maduraci6 de
Fibroblasts megacariocits i la produccio de
Hepatocits plaquetes
cel-lules endotelials Estimula el creixement i
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maduracio de limfocits
Estimula la produccié hepatica
de proteines de fase aguda

Actua com pirogen endogen

IL-10

limfocits Ti B

Macrofags

Suprimeix l'activitat funcional
dels macrofags

Inhibeix la  produccié de
citocines pro inflamatories pels
monacits i els macrofags
Augmenta la proliferacié de
limfocits B i la secrecio

d'immunoglobulines

TNF alfa

Macrofags | monocits
limfocits Ti B
Neutrofils

cel-lules endotelials

Modula I'expressié genica de
diversos factors de creixement,
citocines, factors de
transcripcié i receptors de
superficie cel-lular

Modula les defenses de 'hoste
Modula el creixement tumoral
Estimula la produccié hepatica
de proteines de fase aguda
Pirogen endogen

INF-gamma

cel-lules NK

cél-lules T-CD8+ |
CD4+ (subgrups T2 1 i
T20)

INF-gamma i INF-beta tenen
propietats antivirals

Propietats antiproliferatives en
moltes linies cel-lulars
transformades i neoplasiques
Potent estimulador de les
cel-lules TNK i citocines
Regula l'activitat funcional de
monaocits i macrofags
Regulaci6 de la immunitat
humoral a través de les
cel-lules CDAT, influint en la

78




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ATEROSCLEROSI I CITOCINES: INFLUENCIA DE CCL2 I ELS SEUS RECEPTORS

Montserrat Fibla Simdb

produccié d’lg per les cél-lules
B

Regulacié de la producci6 de
diversos  components del
complement i d’'algunes
proteines de la fase aguda
directa o indirectament
Regulaci6 de la sintesi i
activitat d’altres citocines (IL-1,
IL-2 i TNF)

Permet que [I'endoteli pugui

presentar antigens

Taula 4- Citocines inflamatories. (http://www.cardioaragon.com/doc.php?op=revista3&id=43&id2= 7.
M odificada de Sheldon J. Riches P. inflamatory cytokines. J. Cardiovasc Risk Factors)

9.1. CITOCINES ASSOCIADES A LES VIES DE SENYALITZACIO EN
L’ATEROSCLEROSI

9.1.1. Factor nuclear kB (NF-kB)

La ruta de NF-kappa B és una de les principals vies de senyalitzacié
activades en resposta a citocines proinflamatories, incloent TNF-a, IL-1 i IL-18
(Figura 17), aixi com després de l'activacié dels receptors de tipus Toll (TLR) pel
reconeixement de patrons moleculars associats a patdgens (PAMPSs). L'activacio
d'aquesta via té un paper central en la inflamacio a través de la regulacié dels
gens que codifiquen les citocines pro-inflamatories, molécules d'adhesié,
qguimiocines, factors de creixement i enzims induibles com ara la ciclooxigenasa-2
(COX2) i I'dxid nitric sintasa induible (iNOS)""®.
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9.2. L'EXPRESSIO DE LES CITOCINES EN LES PLAQUES
ATEROSCLEROTIQUES

Alguns estudis van determinar el perfil d'expressié de citocines Thl i Th2
en les plaques aterosclerotiques avancades: la IL-2 era present en el 50% de les
plaques, i es va detectar IFN-y en algunes perd no totes les plaques IL-2-positives.
Pel contrari, I'expressié d’'IL-4 i IL-5, citocines Th2, i TNF-B (linfotoxina-a), era molt
escassa, i la IL-10 no es va detectar en absolut. No obstant aix0 altres estudis han
trobat que I'lL-10 es produeix en les lesions aterosclerotiques i es correlaciona

amb la disminucié de I'expressié de mediadors inflamatoris'®*

. TGF-B s’expressa
abundantment en totes les plaqueslss. L'equilibri  entre les citocines
proinflamatories i antiinflamatories és decisiva per al desenvolupament de

I'aterosclerosi i la seva progressio™®*%°.

9.3. FONTS CEL-LULARS DE LES CITOCINES
9.3.1. Ceél-lules vasculars

Les citocines son produides per diversos tipus de cel-lules, incloent les
cel-lules inflamatories, vasculars i adipocits. IL-12 i IL-18 produides pels macrofags
sén potents inductors d’'IFN-y i promouen la diferenciacié de cel-lules T verges en
cel-lules Thl proaterogéniques. Tant els macrofags com les citocines derivades de
macrofags també activen les cél-lules del muscul llis (SMC) i cel-lules endotelials
(CE) per a produir una gran varietat de mediadors proinflamatoris. D’'altra banda,
les citocines antiinflamatories IL-10 i TGF-beta, també produides pels macrofags,
promouen la diferenciacio de cel-lules Treg antiaterogeniques. Altres mediadors
antiinflamatoris amb propietats antiaterogéniques importants inclouen el receptor
antagonista de IL-1 (IL-1ra) i la proteina d'uni6 a IL-18 (IL-18BP).

Curiosament, IL-4, el prototip de les cél-lules Th2, té propietats

proinflamatories a les cél-lules endotelials. Els adipocits produeixen dos mediadors

pro i antiinflamatoris (Figura 20).
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Hi ha receptors de quimiocines associats a subpoblacions de cel-lules Th.
CCR5 i, en menor grau CXCR3, es troben preferentment en les cel-lules Thi,
mentre que CCR4 es troba preferentment sobre cél-lules Th2'®. | CCR4 i CCR8
s'expressen especificament per les cél-lules CD4 + CD25 + Treg*®.

9.3.3. Plaquetes

Les plaquetes tenen accions antiinflamatories i sén una font rica de
qguimiocines, citocines i factors de creixement que poden participar en

I'aterosclerosi.

A partir dels seus alfa-granuls, les plaquetes secreten quimiocines CXC,
com ara el factor plaquetari 4 (PF4 / CXCL4) el péptid epitelial activador de
neutrofils (ENA-78 / CXCLD5), aixi com quimiocines CC, com ara MIP-1 o RANTES.
La deposicié i la immobilitzaci6 de RANTES derivats de plaquetes desencadenen
un major reclutament de mondcits a I'endoteli activat. Les plaquetes activades
poden lliurar RANTES i PF4 al revestiment endotelial de les lesions
aterosclerotiques, aixi com a la superficie dels monocits a través d’'un mecanisme

gue implica la plaqueta P-selectina'®.

9.3.4. Mastocits

Els mastocits son cel-lules inflamatories presents a la paret arterial que
formen part de [linfiltrat de cél-lules inflamatories i poden contribuir a
laterosclerosi'®®. Els mastocits poden ser una font addicional de citocines
inflamatories dins de la placa, ja que s6n capacgos de produir grans quantitats de
TNF-a**".
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9.4. EFECTES BIOLOGICS DE LES CITOCINES
9.4.1. Efectes sobre la permeabilitat endotelial

L'alteraci6 de la permeabilitat endotelial és una caracteristica important
durant la inflamacié i s'associa amb la migracié de leucocits i I'acumulacio
transendotelial dins dels teixits. EI complex d'unié intercel-lular i les seves
interaccions amb el citoesquelet s6n importants per al manteniment de la
permeabilitat endotelial™®®. Una série de citocines proinflamatories, com ara TNF-a
i IFN-y, altera la distribuci6 dels receptors d'adhesié implicats en I'adhesio cel-lula-
cel-lula, donant lloc a la perdua de la permeabilitat endotelial i afavorint la

transmigracié de leucocits™®.

9.4.2. Activacio de molécules d’adhesio i I'expressio de quimiocines

Les citocines indueixen I'expressié d’ELAM i VCAM-1. Moltes citocines, IL-
1, TNF-q, i IFN-y estan implicades en la inducci6 d'una série de molécules i
quimiocines a la paret vascular. IL-1 i TNF-a estimulen I'expressio a la membrana
de molecules d'adhesidé leucocitaries com ara ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1, E-
selectina i P-selectina. Aquestes molécules interactuen amb lligands especifics
expressats pels neutrofils, limfocits i monocits circulants. VCAM-1 juga un paper
important en l'aterogénesi*®. Promou selectivament l'adhesié de cél-lules
mononuclears en l'endoteli vascular que constitutivament expressen VLA-4.
VCAM-1 esta present en les lesions aterosclerotiques coronaries avancades, pero

19 Les

s'expressa principalment i és més prevalent en l'intima i en els microvasos
citocines juguen també un paper important en la induccié de quimiocines per les
cel-lules vasculars, en particular, IL-8 i MCP-1, que estan implicades en I'adhesio
de monocits i la migracié a la paret del vas inflamat en 'aterosclerosi. Aquestes
quimiocines s'expressen en les plaques aterosclerotiques i poden tenir un paper

important en la infiltracié de limfocits T i 'activacio en I'aterosclerosi.

9.4.3. Modulacié de I'expressid del receptor scavenger(RS) i el

metabolisme dels lipids

Les citocines proinflamatories tenen efectes sobre I'expressio dels diferents

receptors scavenger (RS). El receptor de Lectina oxidada LDL (LOX)-1, expressat
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en CE, macrofags de l'intima i les SMC de plaques aterosclerotiques avangades,
pot ser induit per estimuls proinflamatoris (com ara TNF-a) per LDL oxidada i per

196

altres estimuls. TNF-a i IFN-y augmenten l'expressié del RS™. El receptor

scavenger de fosfatidilserina i LDLox esta implicat en I'absorcié de Ox-LDL"’

A més dels seus efectes sobre I'expressié del RS i el transport de lipids en
els macrofags, les citocines modulen la capacitat dels monocits/macrofags per
oxidar LDL. IFN-y inhibeix l'oxidacié de LDL induida per macr(‘)fagsl%, mentre que

TNF-q, IL-4 i IL-13 augmenten la capacitat d'oxidacié mediada per cel-lules.

9.4.4. Efecte de la migracio6 de les cél-lules del mascul llis (SMC) i la

proliferacié

A més dels factors de creixement com PDGF, les citocines també estan
implicades amb la migracié de les SMC i la seva proliferacié. IL-1 és una potent
mitogen per a les SMC. I'lFN-y provoca la proliferacio de SMC i la hiperplasia de
lintima. IFN-y no és directament mitogénic, perd potencia l'efecte proliferatiu de

PDGF-BB en condicions baixes en sérum**°.
9.4.5. Modulaci6 de la remodelaci6 de la matriu extracel-lular

Citocines pro- i antiinflamatories produides durant l'aterosclerosi afecten de
manera significativa I'expressié dels inhibidors de les metalopreoteinasses de
matriu (MMPs) i TIMPs que actuen de forma sinérgica amb altres citocines, factors
de creixement o lipids oxidats per induir la remodelacio de molts components de la
matriu extracel-lular. La producci6 de col-lagen tipus | i Ill per les SMC
s'incrementa lleugerament per l'efecte d'IL-1 i TNF-a, mentre que TGF-B és un
potent inductor de la sintesi de col-lagen. Per contra, IFN-y inhibeix la sintesi de

ol-lagen®®

. Les citocines antiinflamatories inhibeixen I'expressié de MMP. L'IL-10 i
TGF-B, les citocines antiinflamatoris més rellevants en l'aterosclerosi, inhibeixen

determinades MMPs, incloses MMP-9 i MMP-12.

Per tant, a les zones de la placa en qué l'expressio de citocines

proinflamatories preval sobre IL-10 i TGF-, un desequilibri entre la degradacio de
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la matriu i la sintesi podria comprometre l'estructura de la coberta fibrosa i

precipitar la seva ruptura.

9.4.6. Mobilitzacio6 de les ceél-lules progenitores vasculars

Les citocines juguen un paper critic en la mobilitzacié de cél-lules mare®®*.
Una de les moléecules més importants i clinicament rellevants per a la mobilitzacio
de les cél-lules CD34'" és G-CSF perqué indueix la produccié de proteinasa pels
leucocits, el que permet el desacoblament de les cél-lules mare de la medul-la
ossia a l'estroma. D'altra banda, SDF-1 s'allibera a la circulacié que conduieix a
latracci6 i la sortida de cél-lules CXCR4+ de la medul-la 0ssia®”. VEGF, SDF-1, i
el factor de creixement de placenta (PIGF) induits per la mobilitzacié de cél-lules
mare sén depenents de MMP-9, que es requereix per a l'escissié de lligant Kit

unida a la membrana®®

. La manca de la sintetasa de I'0xid nitric endotelial (eNOS)
en el microambient de I'estroma de la medul-la 0ssia condueix a la mobilitzacié

deficitaria.

9.4.7. Regulacié de la formacié de neovasos. Promocié de la

neovascularitzacio intraplaca

La CE, les SMC, aixi com les cel-lules inflamatories (monocits / macrofags i
limfocits T) participen en el procés angiogénic expressant o induint la produccié de
citocines, quimiocines i molécules d'adhesié que pot afectar a la capa endotelial,
en la proliferacio, la migracio i I'activacié. L'aterosclerosi, els reguladors positius i
negatius de la resposta inflamatoria afecten en gran mesura la neovascularitzacio.
Els mediadors més proinflamatoris i proaterogénics milloren la formacié dels
neovasos, i viceversa, en un entorn postisquémic. D'altra banda, la majoria de
mediadors antiinflamatoris i antiaterogénics inhibeixen el procés de
neovascularitzacié. Aquest equilibri s'ha denominat fenomen de Janus®* i pot tenir
importants implicacions cliniques donat el risc de comprometre la reparacié tissular
post-isquémica, mentre que la induccié d'estabilitzacié de la placa (mitjancant la
inhibicié dels mediadors de la inflamacié / angiogénics), o el risc d'afavorir el
desenvolupament de la placa / desestabilitzacio, mentre que la promocio del teixit
funcional es recupera després de la isquemia (per la promocié de vies

proaterogeniques proangiogeniques). Aixd podria ser el cas dels factors de
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creixement VEGF, PIGF, FGF-2, les citocines IL-1 i TNF-a, la CCL2 quimiocina i
CXCLS8, o fins i tot la leptina, que tots tenen proinflamatories, proaterogeniques i
les propietats proangiogeniques. D’altra banda, IL-10, CXCL9 (Mig), CXCL10 (IP-
10), o l'adiponectina sén anti-inflamatories, antiaterogéniques i mediadores
antiangiogéniques. No obstant aixd, CXCL9 i CXCL10 també poden reclutar un

nombre elevat de limfocits al teixit isquémic per promoure la neovascularitzacié®®”.

L'examen patologic de les lesions coronaries a revelat que 'hemorragia
intraplaca és un procés important en I'evolucié de les plaques d'un fenotip estable
a un fenotip inestable dalt risc. Les arees de neovascularitzacié intraplaca
s'infiltren amb els limfocits T, el que suggereix un paper important per les citocines

derivades de cél-lules T en l'angiogénesi.
9.4.8. Inducci6 de I'apoptosi

La mort cel-lular apoptotica es produeix durant el desenvolupament i la
progressié de la placa aterosclerotica. Tots els tipus de ceél-lules hi estan
implicades amb un clar predomini de macrofags apoptotics en el nucli lipidic.
L'apoptosi dels macrofags pot contribuir a I'ampliacié del nucli de lipids, mentre
gue la placa SMC pot induir a un aprimament de la capa fibrosa, el que afavoreix

la seva ruptura®®

. La distribucié de I'apoptosi dins de la placa és heterogénia, sent
més freqient a les regions riques en cél-lules inflamatories i citocines
proinflamatories, i menys abundant en regions caracteritzades per una produccio
significativa de citocines antiinflamatories. Es important destacar que, si bé
lapoptosi programada és essencialment un procés no inflamatori, I'apoptosi
induida durant condicions patologiques podria contribuir a la progressio de la

malaltia a través del seu potencial inflamatori.
9.4.9. Regulaci6 de la resposta immune

La immunitat adaptativa es desenvolupa quan els epitops moleculars
especifics dantigens s6n reconeguts pels receptors dantigens amb alta
especificitat i afinitat, com ara receptors de cél-lules T (TCR) i els receptors de
cel-lules B (BCR). El sistema immune adaptatiu afecta al desenvolupament de

I'aterosclerosi.
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9.5. LES CITOCINES | ELS RISCS CARDIOVASCULARS

Les citocines produides queden atrapades per les cel-lules veines a través
dels seus receptors d'alta afinitat. En consequéncia, la concentrcié de citocines
circulants no és un valor final que reflecteixi l'activitat real de la citocina. No
obstant aix0, una varietat de marcadors inflamatoris en plasma prediuen el RCV.
Els FRCV, incloent el colesterol LDL, la HTA, el tabaquisme i la DM poden instigar
l'alliberament de citocines proinflamatories vasculars i la posterior promocié de la
inflamacio. Aquestes citocines proinflamatories augmenten els nivells sérics de
PCR, donant suport al concepte que la PCR com un integrador per a molts
estimuls inflamatoris, que en associacié amb la concentracié de colesterol LDL en

plasma poden predir el RCV?"'.

10. LES QUIMIOCINES

Les quimiocines son petits polipéptids, compostos d’aproximadament 70-

125 aminoacids amb una massa molecular d’entre 8-14 kDa*%®?%

. S6n un gran
grup de citocines proinﬂamat(‘)ries210 mediadores de la quimiotaxis, que regulen el

transit i activacié cel-lular.

S’han identificat aproximadament 40 quimiocines en els éssers humans.
Es classifiquen en quatre subfamilies principaI52”, la seva estructura i el nombre
d'aminoacids que es troben entre els primers residus de cisteina en el lloc N-

terminal (Figura 22)°%%%*

. La familia més gran es divideix en CXC (o quimiocines
alfa) i CC (o quimiocines beta). Tots dos grups difereixen en la seva funcié, la

seqliéncia i la localitzacié cromosomica.

Les quimiocines CXC (alfa) tenen dues cisteines separades per un
aminoacid. Estan situats en el cromosoma 4q13 i la seva acci6 es porta a terme en
els neutrofils, monocits i cél-lules T. Les quimiocines beta tenen vinculades dues
cisteines juntes i es troben en els cromosomes 17q11 i 12. Per contra, hi ha
poques families de quimiocines C (y quimiocines) i CX3C (quimiocines delta), la
funci6 de les quals és estimular la quimiotaxi i actuar sobre les ceél-lules

endotelials®®?13214,
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quimiocines homeostatiques podrien ser reclutades durant la inflamacio

patogena®’ '

La funcié de les quimiocines és dirigir la migracié dels leucocits circulants
als llocs d'inflamacié. Exerceixen els seus efectes cel-lulars mitjangant I'activacio
de receptors especifics i iniciant una cascada de transduccié de senyal que

promou canvis en la forma i moviment de les cél-lules™*

Els efectes bioldgics de les quimiocines es produeixen mitjancant receptors
de transmembrana de la superfamilia de receptors acoblats a proteina G (Figura
23). La via de senyalitzacido convencional implica la mobilitzacié de calci dels
diposits intracel-lulars i les posteriors cascades de senyalitzacio que
desencadenen canvis conformacionals en les integrines i promouen l'adhesio

cel-lular i l'extravasacio de leucocits®*.

0 Extracel-lular
Ao VG EE .

T T
Jl §%§§H 488

G Proteln

T

Intracel-lular

Fig. 23- Receptor de quimiocines. (Wie wir die Welt um uns herum wahrnehmen — Membran-
Rezeptoren als biologische Sensoren. 05. Januar 2012)

A més d'aquests receptors de quimiocines, hi ha receptors de quimiocines
atipics com ara els receptors DARC, D6, CCX-CKR que s'uneixen al seu lligand
amb alta afinitat i especificitat, perd no transdueixen la senyal intracel-lular que

condueix a la resposta quimiotactica221 (Figura 24).
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Les quimiocines i els seus receptors tenen un paper important en la
fisiopatologia de diverses malalties. Les proteines quimiotactiques de monaocits,
també conegudes com CCLs, son part de la subfamilia 3, i estan implicades en el

reclutament de monocits als diferents llocs de la inflamacié®™*

. Es produeixen i
secreten per diversos tipus de ceél-lules incloent els leucdcits i les cel-lules
tumorals. En general, els principals inductors de I'expressié de CCLs sén citocines
pro-inflamatories com ara IL-1, TNF-a o IFN-y. Hi ha quatre CCL identificades
(CCL1 - CCL4)*****. La quimiocina CCL2 (de I'anglés chemokine (C-C motif)
lligand 2) (Veure capitol 9.2.) és una proteina quimioatraient de monadcits present
en la progressié de la placa aterosclerotica, ja que exerceix un paper fonamental
en la migracid de ceél-lules inflamatories. La seva funcié bioldgica és possible
gracies a la seva uni6 al receptor CCR2 (Veure capitol 9.3.), pero la seva funcid
guimiotactica pot ser atenuada pels receptors "silenciosos" o atipics (DARC i D6)

(Veure capitols 9.4.1.-9.4.2.)

Per aquesta rad, les quimiocines i els seus receptors (CCL2 i CCR2),
s’han convertit en un objectiu per a la recerca de nous biomarcadors i enfocaments

terapéutics especifics per a diverses malalties.

10.1. EL PAPER PATOGENIC DE LES QUIMIOCINES EN
L’ATEROSCLEROSI

Les quimiocines promouen el reclutament i la migracié de les cél-lules T i
monocits en la lesié ateroesclerodtica. Dins de la placa, les quimiocines indueixen a
lactivaci6 de cél-lules endotelials i leucodcits de diferents subconjunts (per
exemple, cél-lules T) amb el subsegiient alliberament de citocines i quimiocines
inflamatories, que al seu torn promouen encara més el reclutament i I'activacio
dels leucocits en la lesio. Per a I'activacio de cél-lules T, la interaccié entre CXCR3
i els seus lligants (MIG, IP-10, i I-TAC) sembla ser de particular importancia la
promocio d'un fenotip de cél-lules T inflamatories, que a la vegada promouen
lactivacid dels macrofags. Les quimiocines s6n també potents activadors de
macrofags en una forma més directa, induint no només un major alliberament de

citocines inflamatories, sind6 també una major produccié de factor tissular (TF),
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10.2. Quimiocina CCL2 (chemokine (C-C motif) ligand 2)

La quimiocina CCL2 (de I'angés (chemokine (C-C motif) ligand 2) , també
coneguda com a proteina quimioatraient de monocits 1 (MCP-1), és una molécula
guimiotactica que condueixen monocits/macrofags als llocs inflamatoris i és una

224

molécula clau en la iniciacié dels processos inflamatoris®”. CCL2 va ser descobert

el 1989 a I'Institut Internacional del Cancer a Maryland (EUA) i identificada a partir

de les vies de comunicacio de la linia cel-lular mielomonocitica®>?%°.

Aquesta proteina es sintetitza en dues formes principals depenent del tipus
de glicosilacio i esta codificada pel gen 8927bp situat al brac llarg del cromosoma
17911 o depenent si conté o no glicosilacié, presenta un pes molecular de 13 KDa
0 9. Una de les isoformes conté la glicosilacio galactosa-B-N-acetil-galactosamina,
mentre que l'altre no. La glicosilacio afecta a I'estabilitat de la molecula, perd no a

la seva funcio®’.

CCL2 és secretada per totes les cél-lules implicades en la lesié vascular

(macrofags, cél-lules del muscul llis i cél-lules de l'endoteli)®*. Aixdo indueix
l'adhesié dels mondcits a I'endoteli vascular i facilita i promou la diferenciacié dels

mondcits a macrofags?®.

Quant a la regulacié, nombrosos estudis demostren que la concentracié
sanguinia de CCL2 és modulada per diferents factors. CCL2 esta regulada a nivell
transcripcional per agents com el factor de necrosi tumoral alfa (TNF-a), interferé
gamma (IFN-y), factor de creixement derivat de plaquetes (PDGF) i els factors
d'estres estimulant. En contrast, I'estrogen, I'acid retinoic i els glucocorticoides han
demostrat inhibir I'expressié de CCL2. El factor de transcripcio nuclear kappa B
(NF-kB) pro-inflamatori és un mediador clau®"?* (Figura 26). CCL2 regula
lexpressio de la integrina B2 en les superficies cel-lulars de mondcits i activa
aquesta molécula d'adhesié dels mondcits a les proteines de la membrana.També
esta implicada en la inflamacié allergica **"**°, ja que totes aquestes
caracteristiques de regulacié estan connectades amb I'estructura i composicié de
la regié promotora del gen CCL2. La sobreexpressié de CCL2 esta implicada en la
patogénesi de molts processos, per exemple: l'aterosclerosi, I'angiogénesi i la

progressio del cancer, malalties autoimmunes i isquémia®’" %,
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Un cop activat I'eix de senyalitzaci6 de CCR2 es desencadena la sintesi
de trifosfat d'inositol, causant I'alliberament de calci intracel-lular i l'activacio de la
proteina C-quinasa. Aquesta Ultima activa NF-KB, factor de carrega que estimula

la transcripcié de molts gens relacionats amb la mobilitzacié de monocits®*’.

Els factors que afecten la disponibilitat o funcio sistemica de CCL2 podrien
ser mal interpretats en la clinica. Definim la CCI2 circulant com la diferéncia entre
serum i plasma en les mateixes condicions de mesura (ACCL2). Una possible
explicaci’d’aquestes diferéncies que es troben en els analisis de laboratori rauria
en els vagaments coneguts com a eceptors ACKRs i la disponibilitat funcional de
CCL2 estaria regulada de forma coordinada per modular | aesposta inflamatoria.
Recentment, un analisi del genoma (GWA) ha identificat una forta associacié entre
la concentraci6 de CCL2 serica i el cromosoma 1g22-g23, especialment al
marcador rs12075 del gen de DARC, un dels receptors ARCK. Aix0 encara no ha

estat confirmat en plasma.

10.3. CCR2 (chemokine (C-C motif) receptor 2): Receptor Funcional
de CCL2

El receptor cel-lular per CCL2 és CCR2%*

. Aquest receptor es troba
principalment en monocits, cél-lules T, cél-lules B i basofils. Es tracta d'un receptor
acoblat a proteina G (GPCRs) amb set dominis transmembrana. Esta codificat per

un gen localitzat en el brac¢ curt del cromosoma 3, que té dues isoformes: 2a i
2b227,232

La diferencia entre les isoformes rau en 'estructura primaria de la proteina.

Cada isoforma conté una sequiéncia d'aminoacids diferent a la regié citoplasmatica

originat pel procés de tall i entroncament alternatiu®>***

.. El canvi en la seqliéncia
altera la localitzacié de la proteina en la cél-lula, és per aixd que la isoforma
CCR2B es troba principalment en la superficie cel-lular, mentre que la isoforma

CCR2A es troba principalment en el citoplasma (Figura 27)235.
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Es creu que exercint el control sobre la quantitat de quimiocines presents
en un lloc en particular, s’optimitza la pro-resposta antiinflamatoria. D'aquesta
manera, aquests receptors poden regular les concentracions de les quimiocines

inflamatories i transport endotelial®™>?*,

Dins d'aquest grup, els receptors més coneguts son el receptor DARC
(Duffy antigen receptor for chemokines), la proteina d'unié de quimiocines 2 (D6 o
ACKR2)), CCX CKR-(CCR11) i CXCR7 (ACKR3). Els dos primers sén els més

estudiats®*?%8,

DARC i D6 soOn receptors de quimiocines amb alta afinitat d'unié pero
sense la funcié de senyalitzacid. Per tant, algunes quimiocines es sotmeten a la
modulacié de les seves concentracions per receptors als que s'uneixen sense cap

tipus de senyalitzacié®*®.
10.3.2. Receptor DARC (Duffy antigen receptor for chemokines)

El receptor DARC, també anomenat ACKR1 és un membre de la
subfamilia set tranmembrana del receptor atipic que s’'uneix una amplia gamma
de CC inflamatories i quimiocines CXC. DARC és una glicoproteina
transmembrana que s'expressa ampliament en ceél-lules endotelials venulars
postcapil-lars, que son el lloc principal de la transmigracié de leucocits en la
majoria dels teixits. A més, també s'expressa en els eritrocits de la sang i en les
cel-lules neuronals. Aquest receptor actua com un receptor de citocines,
especialment en CCL2, IL-8 i CCL5%%#4,

Poseeix major afinitat per les quimiocines motiu CXC, que sOn
quimioatraients de neutrofils i proangiogéniques. A diferencia de tots els altres
receptors de quimiocines DARC no esta acoblat a la proteina G i no té cap
mecanisme de senyalitzacid alaternatiu conegut. Actualment es creu que el

receptor DARC actua com un regulador de I'activitat de quimiocines®*

. Encara que
la seva funcié no esta completament dexifrada, se sap que esta involucrat en la
captacié de citocines que regulen el sistema circulatori i els nivells sanguinis

d'aquestes citocines®®.
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HIPOTESI | OBJECTIUS DE TREBALL
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HIPOTESI

D’entre les quimiocines, CCL2 pot tenir valor prondstic en I'aterosclerosi.
L'existéencia de receptors funcionals i no funcionals requereix valorar la seva

expressio en els teixits afectats.
OBJECTIUS

Per testar la hipotesi, es realitzen dos estudis amb pacients amb malaltia

arterial periférica (estudi 1) i pacients amb malaltia arterial coronaria (estudi 2).
Estudi 1: Malaltia arterial periférica

Identificar pacients amb aterosclerosi periférica d’entre els que son atesos

pel servei de cirurgia vascular.

Recollir dades cliniques i mostres tant de sang com de teixits durant les

intervencions quirdrgiques de revascularitzacio.

Determinar la concentraci6 de CCL2 en sérum i plasma aixi com la
concentracié de CCL2 circulant (ACCL2).

Comparar les variacions genetiques del receptor DARC amb ACCL2.

Comparar el patr6 d’expressio de CCL2, el seu receptor funcional (CCR2) i
els seus receptors atipics (DARC/ACKR1 i D6/ACRK2) entre artéries afectes i

artéries sanes.
Estudi 2: Malaltia arterial coronaria

Identificar pacients de necropsies amb mort per aterosclerosi coronaria i

pacients amb causa de decés no cardiovascular (controls).

Obtenir de dades cliniques i mostres d'artéries coronaries durant la

necropsia.

Realitzar técniques immunohistoquimiques i quantificar I'expressio de
CCL2, CCR2 i receptors ACKR en teixit arterial.

Comparar els diferents patrons d’expressio de CCL2 i els receptors entre

artéries sanes i malaltes.
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TREBALLS REALITZATS, METODES |
RESULTATS
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La descripcié dels pacients, la metodologia utilitzada aixi com els resultats
de les diferents investigacions realitzades, es troben detalladament explicades en
les seccions de “Materosclerosirials and methods” i “Results” de cadascun dels

articles que constitueixen el cos de la present tesi doctoral.

Els dos articles s'inclouen a continuacid, i en I'apartat de Materosclerosirial

Suplementari estan tal i com es troben a la literatura cientifica.
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RESUM

La funcio de la quimiocina CCL2 (de I'anglés, chemokine (C-C motif) ligand
2) en el procés de la malaltia arterial periférica no esta clara del tot.

Els receptors atipics o silenciosos (ACKR) en sang i teixits poden evitar
que CCL2 entri a la circulacié, i consequientment, poden modular la seva funcio
d’atraccio de monocits al lloc de la lesio.

Es va mesurar la diferencia de concentracié de CCL2 entre sérum i plasma
en pacients amb isquémia cronica de les extremitats inferiors (un dels estadis
extrems de la malaltia arterial periférica, MAP), comparant-la amb valors obtinguts
en individus control. Posteriorment, es va estudiar I'associacié amb el polimorfisme
de I'Asp42Gly (rs12075) del gen DARC, un dels receptors atipics de la quimiocina
CCL2. Mitjancant artéries sanes i afectades per MAP obtingudes en processos
quirargics es va avaluar la carrega de calci, aixi com I'expressié de CCL2 i de
receptors relacionats que indiquen I'estat inflamatori.

Les nostres troballes indiquen que la CCL2 circulant s’associa
significativament amb la preséncia de la malaltia i la seva severitat. CCL2 circulant
és dependent del genotip rs12075 (GG>AG>AA) del gen DARC el qual,
probablement, indica una major expressié del receptor de quimiocina en les
artéries dels subjectes AA.

Les associacions amb les variants genétiques i la sobrexpressié de
receptors atipics de quimiocina a les artéries afectes pot tenir implicacions
potencials i les nostres dades indiquen que la CCL2 pot representar un factor previ
Nno reconegut que necessita ser considerat en els processos de screening dels
pacients amb factors de risc per malaltia arterial periféerica.

114



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ATEROSCLEROSI I CITOCINES: INFLUENCIA DE CCL2 I ELS SEUS RECEPTORS
Montserrat Fibla Simdb

Understanding the role of circulating chemokine (C-C
motif) ligand 2 in patients with chronic ischemia
threaterosclerosining the lower extremities

Anna Rull, PhD1, Anna Hernandez-Aguilera, MScl, 2, Montserrat Fibla, MSc3,
Julio Sepulveda, MD2, Esther Rodriguez-Gallego, MScl, Marta Riera-Borrull,
MSc1, Juan J. Sirvent, MD, PhD3, Vicente Martin-Paredero, MD, PhD2, Javier A.
Menendez, PhD4, Jordi Camps, PhD1,*, Jorge Joven, MD, PhD1,*

lUnitat de Recerca Biomedica, Hospital Universitari de Sant Joan, Institut

d’Investigacié Sanitaria Pere Virgili, Universitat Rovira i Virgili, Reus, Spain

2Servei d’Angiologia, Cirurgia Vascular i Endovascular, Hospital Universitari Joan

XXIII, Tarragona, Spain
3Servei d’Anatomia Patoldgica, Hospital Universitari Joan XXIII, Tarragona, Spain

4Molecular Oncology Group, Girona Biomedical Research Institute (IDIBGI),
Girona, Spain

*Corresponding author(s):

Unitat de Recerca Biomedica,

Universitat Rovira i Virgili,

¢/ Sant Lloreng 21,

43201 Reus,

Spain

Tel.: +34 977310300; fax: +34 97759386.

E-mail: jorge.joven@urv.cat or jcamps@grupsagessa.cat

115



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ATEROSCLEROSI I CITOCINES: INFLUENCIA DE CCL2 I ELS SEUS RECEPTORS
Montserrat Fibla Simdb

Abstract

The role of chemokine (C-C maotif) ligand 2 (CCL2) in peripheral artery
disease is unclear. We measured the difference between serum and plasma levels
of CCL2 in patients with chronic ischemia threaterosclerosining the lower
extremities following the observation that atypical chemokine receptors in blood
and tissue cells may prevent CCL2 from entering the circulation and consequently
modulaterosclerosi its function of attracting monocytes to the site of lesion. To
identify the influence of CCL2, we compared the patients’ values to those in bio-
banked samples from a control population. Further, we explored the association
with the Asp42Gly polymorphism (rs12075) in Duffy antigen chemokine receptor;
one of these atypical chemokine receptors. When possible, we evaluaterosclerosid
in surgically excised normal and affected arteries the calcium burden as well as the
expression of CCL2 and relaterosclerosid receptors reflecting the inflammatory
status. Our findings indicaterosclerosi that circulating CCL2 was significantly
associaterosclerosid with the severity and presence of the disease (OR 0.966,
95%CI 0.944 to 0.988, P = 0.003). Circulating CCL2 was dependent on the
rs12075 genotype (AA>AG>GG), which, probably, indicaterosclerosis a higher
expression of chemokine receptor in the arteries of AA subjects. The associations
with genetic variants and the over-expression of atypical chemokine receptors in
diseased arteries may have potential implications and our data indicaterosclerosi
that CCL2 may represent a previously unrecognized factor that needs to be
considered in the screening of patients with risk factors for peripheral artery

disease.

Keywords: atherosclerosis, biological markers, cytokines, genetics, metabolism,

peripheral artery disease, risk factors.

Introduction

Lower extremity peripheral artery disease (PAD) is a major health concern
that may be associaterosclerosid with catastrophic events in different arterial

territories. The disease increases with age and, in people over the age of 55 years,
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the prevalence of PAD in the legs is approximaterosclerosily 20%. 1-4
Paradoxically, although preventive measures are effective in early stages, PAD is
under-diagnosed when asymptomatic and, consequently, prevention is either
applied too laterosclerosi or not at all.1-6 Therefore, the search for laboratory
surrogaterosclerosis is a relevant pursuit. We aimed to increase our understanding
of the chemokine (C-C motif) ligand 2 (CCL2) in the overall inflammatory response
observed in patients who develop chronic limb ischemia in order to identify
associaterosclerosid factors7-12 and to test the hypothesis that the expression of
this chemokine and its receptors is increased in diseased arteries. This is based on
our previous findings indicating that CCL2 and CCR2 (its cell surface receptor) are
widely distributed in mice.13 The effect in human tissues is unknown. We also
hypothesized that factors affecting the availability and/or systemic function of CCL2
may result in misinterpretation of clinical measurements.

We propose a plausible clinical impact of CCL2 in PAD because: firstly, the
biological function of the CCL2/CCR2 pathway is its ability to induce cell migration;
secondly, arteries with moderaterosclerosi atherosclerosis accumulaterosclerosi
CCL2 in response to a variety of pro-inflammatory stimuli: and thirdly, CCL2 may
represent a potential therapeutic target.7, 14-18 We have already shown that
serum CCL2 levels are consistently higher than plasma CCL2 levels and that
analytical variability is significantly higher in serum.18 This finding may alter the
relevance of the observed clinical associations.19 Consequently, we reasoned that
measurement of CCL2 should be performed in both types of biological samples
and we arbitrarily defined circulating CCL2 as the difference between serum and
plasma under identical conditions (ACCL2). A possible explanation for differences
during laboratory analyses may lie in poorly understood chemokine receptors
collectively known as “atypical”, “silent”, or “decoy”. These are G-protein coupled
receptors that do not activaterosclerosi conventional signalling events (mainly,
Duffy blood group chemokine receptor (DARC), D6, CCX-CKR1 and CXCR7).20
Conversely, they may internalize, degrade or transport ligands (i.e. they have the
potential to createrosclerosi clinically-relevant chemokine patterns in tissues). Their
levels of expression have not been explored previously in diseased arteries.

A recent genome-wide-analysis study identified a strong association
between serum CCL2 levels and chromosome 1g22-g23, especially at the rs12075

marker in DARC.17 This was not confirmed in plasma, and a recent study revealed
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complex associations that may be relevant in the study of atherosclerosis.21 Here
we present, for the first time in patients with PAD, the association between the
Asp42Gly polymorphism (rs12075) in the DARC gene and circulating CCL2 levels,
in relation to the relative expression of selected ligand and receptors in damaged
arteries. Despite the apparent complexity in the interpretation, taken together, our
data suggest that circulating chemokines may play an important role in the

pathogenesis of PAD.

Methods

Study Population

This is an observational, cross-sectional study with a pre-set duration of 3
years (from January 2009 to December 2012). It involves data prospectively
collected from selected patients referred to the vascular disease department of our
hospital for the assessment of intermittent claudication. Diagnosis was with
standard clinical assessments that included measurement of the ankle: brachial
index (ABI), non-invasive imaging, and angiography when indicaterosclerosid. Our
hospital’s ethics committee and institutional review board approved the procedures
of the study protocol, and written informed consent was obtained from the
participants prior to entry into the study (10-04-29/4proj3; 11-10-27/10projl). We
recruited 174 patients aged between 55 and 85 years, in whom chronic limb
ischemia was diagnosed (> 2 weeks of resting pain or ulcers attributed to arterial
occlusion disease). Staging Ill or IV was according to Fontaine, but the patients
were only included if ulcers healed through medical therapy, irrespective of
whether revascularization was further indicaterosclerosid to improve quality-of-life
and to increase survival. These criteria were to exclude other factors such as
infection, repeaterosclerosid trauma or significant neuropathy, and to ensure that
the inclusion of diabetic patients does not constitute bias.22 We did not find
significant difficulties in recalling past events and main exclusion criteria were
acute ischemia, signs of infection, renal failure, liver disease, cancer, or
autoimmune diseases. The number of patients recruited within our fixed term of 3

years (n=174) was higher than the minimal sample size required to analyse
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biological markers with this design, and taking into account the incidence and
laboratory variability6-8 (a=0.02; p=0.85; n=125). Diabetes, hypertension and
dyslipidaemia were defined according to established criteria.23-25 The comparison
group was composed of bio-banked samples (n=154) representing the same
general population from which the cohort of patients was selected. The controls
were known to be unaffected (i.e., normal ABI values) and aged > 50 years. To
preserve the characteristics of the general population and to avoid population
stratification, no other matching procedure was performed26 and, consequently,
there was a difference in age and gender distribution. However, these did not affect

genetic studies and, presumably, did not skew the results of other comparisons.7

Laboratory measurements

At the time of recruitment, fasting blood samples were drawn and serum
and plasma obtained. Blood cell counts were performed immediaterosclerosily in
an automatic cell counter (Coulter LH 750 Analyser, Beckman Coulter, Brea, CA,
USA). Plasma concentrations of interleukin-8 (IL-8), soluble CD40 ligand (sCD40L)
and soluble P-Selectin (sP-Selectin) were also measured immediaterosclerosily
using a Bender MedSystems FlowCytomix detection on flow cytometry (Izasa,
Barcelona, Spain). The remaining samples were frozen in aliquots at -80 °C within
2h of collection and stored until batched analysed. Standard measurements were
performed using enzymatic assays or chemiluminescent immunoassays.27, 28 The
updaterosclerosid homeostasis model assessment (HOMA2) estimaterosclerosis
for insulin resistance were calculaterosclerosid.14 Plasma b-2-microglobulin and C-
reactive protein were measured using turbidimetric reagents obtained from Biokit
(Barcelona, Spain). Plasma and serum CCL2 were measured with an ELISA-based
assay (PeproTech, London, UK) as described.19 The difference between serum
and plasma was expressed as ACCL2, or as percentage [(serum — plasma) x (100
/ serum)]. The calculaterosclerosid value was considered a measurement of
circulating CCL2, and used to investigaterosclerosi cell-cell interactions during
laboratory handling. DNA was extracted from EDTA blood using a column-based
method from Qiagen (lzasa, Barcelona, Spain) and samples genotyped for

rs12075 using the TagMan 5allelic discrimination genotyping assay
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C_2493442 10 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) according to the
manufacturer's recommendations.18

Immunohistochemical analyses

Portions of femoral and/or popliteal arteries from patients were obtained
during surgical procedures for infra-inguinal limb revascularisation (n = 30). The
same approved procedures had been used to generaterosclerosi non-affected
donor tissue samples for banking (n=10) according to our Blood and Tissue Bank
(http://'www.bancsang.net/es/donants/donacio_teixits.html). After harvesting, the
tissues were rinsed in phosphaterosclerosi buffer to remove residual blood and
placed in at least 10 volumes of buffered formalin using a standard protocol for
paraffin embedded tissue samples. Three sections per slide were obtained and
immunohistochemical studies were performed in batches essentially as previously
described.29 Due to differing manufacturing characteristics, and to ensure specific
immunoreactivity, it is usual to test different antibodies from different suppliers
before making the choice based on results obtained. A pre-requisite for an
antibody is that it can be used for Western blot (WB) as well as immunochemical
analyses, in order that the antibody can be checked against commercially supplied
antigens. The optimal dilution and exposure time for each antibody were optimised
for all subsequent analyses. In this particular study we used: D6, Abcam 1656,
1/1000; DARC, Abcam 58965, 1/500; CD68, Dako KP1, ready to use; CCR2,
Abcam 21667, 1/50, and CCL2, Abcam (c-17) sc 1304, 1/500. The
appropriaterosclerosi secondary antibodies (Vector Laboratories Inc., Burlingame,
CA, USA) were used at a dilution of 1:200. Detection was performed with the ABC
peroxidase system (Vector Laboratories Inc.). For all the immunohistochemical
measurements, negative controls were treaterosclerosid the same as test samples,
but omitting the primary antibodies in the incubation. Also, arteries were routinely
stained for calcium deposits with alizarin red S (Sigma, Madrid, Spain).
Immunoreactivity was quantified automatically for each antibody using an image

analysis system (AnaliSYS, Munster, Germany).29

Statistical methods

Kolmogorov-Smirnov test was used to check for normality of distribution of

the variables. Values are presented either as mean (SEM) or median (inter-quartile
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range; the 1st quartile subtracted from the 3rd quartile). Comparisons between
groups were made with Student's unpaired t test or Kruskal-Wallis one-way
analysis. Allelic frequency description and Hardy-Weinberg equilibrium test were
performed using SNPStats. The crude odds ratio (OR) and their 95% confidence
intervals (95%CIl) for genotype associations were calculaterosclerosid using the
inheritance model selected by the Akaike Information Criterion.30 Logarithmic
transformations were used in some cases to model nonlinear relationships.
Multiple regression models were used to analyse the association between
variables and results are provided only when the model fits the data (i.e. relatively
low residuals). We included all variables in multivariable analyses as on theoretical
grounds all have shown to be either risk factors or potential confounders. The
number of variables was reduced, however, according to the explanatory or
predictive purpose of the model. We routinely used the forward stepwise selection
as the variable selection method in each analysis and at an arbitrarily specified
significance level of p<0.05. Data were analysed with SPSS version 18.0 (SPSS
Inc., Chicago lIl, USA).

Results

Study population

We evaluaterosclerosid 174 patients (348 limbs) and identified 195 limbs
with the diagnosis of chronic limb ischemia, as described above. Decreased, or
absent, pulse was recorded in all patients and, in most, dry skin and coolness to
palpation. Ulcers (Fontaine stage V) were found in 120 limbs (61.5%) and pain at
rest (Fontaine stage Ill) in 75 limbs (38.5%). The ankle systolic pressure ranged
between 27 and 58 mmHg (41+9 mmHg) and the ABI values between 0.3 and 0.5
(0.39£0.17). Among the remaining limbs, the ABI was <0.9 in 143 and >0.9 in 10.
Overall, there was no difference between right and left limbs with respect to ABI
values (0.59+0.04 and 0.61+0.04, respectively). Other selected characteristics and
descriptive variables of the patient cohort and population group are depicted in
Table 1.

121



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ATEROSCLEROSI I CITOCINES: INFLUENCIA DE CCL2 I ELS SEUS RECEPTORS
Montserrat Fibla Simdb

Control Patients P

N =154 N=174 value
Clinical
characteristics
Age, years 68.03 (0.56) 71.26 (0.76) 0.01
Male, % 44.8 85.1 <0.001
Medication, %
ACEIls or ARBs 13.2 35.0 <0.001
;)sziis anti-hypertensive 19 44.9 <0.001
Beta-blockers 0.6 11.6 <0.001
Statins 18.5 26.0 0.315
Fibraterosclerosis - 12.4 -
Insulin - 5.7 -
Metformin 21 36.2 <0.001
Aspirin 11 50 <0.001
Clopidogrel - 18 -
Conine . -
Complete blood count
ii%lzlL)B'OOd Cells | 450 0.02) 4.09 (0.07) <0.01
Hemoglobin (g/dL) 14.04 (0.08) 12.28 (0.20) <0.01
Leukocytes (x10°/L) 6.64 (0.09) 8.83(0.32) <0.001
Platerosclerosilets 213.06 (3.39) 280.97 (10.55) <0.01
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(x10°/L)
Biochemical variables
Total cholesterol, | ¢ 57 (0.06) 3.98 (0.09) <0.001
mmol/L
HDL-cholesterol, 1.33 (0.02) 1.08 (0.03) <0.001
mmol/L
LDL-cholesterol, mmol/L | 3.40 (0.05) 2.30(0.08) <0.001
Triglycerides, mmol/L 1.42 (0.06) 2.94(0.10) <0.001
Glucose, mmol/L 6.15 (0.13) 6.61 (0.25) 0.115
Insulin, pmol/L 79.34 (9.45) 144.48 (20.34)° 0.004
HOMA2 IR 1.69 (0.21) 2.68 (0.34)° 0.015
Inflammation-relaterosclerosid variables
ACCL2, % <

38.8 (1.8) 18.1(2.2) 0.0001

. - " -

[, microglobulin, mg/L 2.45 (0.71 4.98 (1.9-5.2) <0.01

2.96)
Fibrinogen, mg/dL* 285 (126-312) 676 (431-825) <0.01
Hs-CRP, mg/L* s | <

2.7 (1.2-5.8) 19.6 (6.2-24.7) 0.0001
IL-8, ng/L* 2.14 (0.81-

2.52) 3.46 (1.12-5.12) | <0.05
Soluble - CD40 ligand, | | /g 51 198) | 248 (107-310) | <0.05
pg/mL*
Soluble P-Selectin. | 44 (22-60) 208 (132-354) | <0.001
ng/mL*

* Median (interquartile range); ACEls, Angiotensin converting enzyme inhibitors;
ARBs: Angiotensin receptor blockers; Hs-CRP, high sensitivity C-reactive protein;
IL, Interleukin, ®n=164.

Table 1 Selected descriptive characteristics and
participants.

laboratory variables in
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Prescriptions are commonly obtained from the attending general
practitioners. Medication use was recalled from questionnaires applied to the
patients, but these probably indicaterosclerosi adherence rather than actual
prescriptions. There was clinical evidence of concomitant cerebrovascular or
coronary artery disease in 82 patients (47.1%). Most patients (n =141, 81.0%) were
current or former smokers (27.3% in the population control group) and other co-
morbidities were significantly higher (p<0.001) in patients than in the population
control, including hypertension (66% vs. 13.2%) and dyslipidaemia (31.6% vs.
10.0%). Of note, 15 patients were diabetic (n=1 in the population control) that were
managed with either insulin (n=3) or metformin and, as mentioned above, the

possibility of bias was considered negligible.

Biological significance of CCL2 in peripheral artery disease

Plasma and serum CCL2 concentrations were higher in patients than in
controls and measurements in both samples were significantly correlaterosclerosid
(Figure 1).
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95%Cl: 0.944 to 0.988; P = 0.003) were associaterosclerosid with the presence of
the disease. This is probably a useful diagnostic and prognostic information. This
association was not observed for any other inflammation-relaterosclerosid variable.
Exploration of associations with other biological determinants showed that there
were no significant associations with monocyte count, age, and smoking. However,
diabetes mellitus affected the interpretation of serum and plasma CCL2. These
measurements were associaterosclerosid with plasma insulin concentration and
insulin resistance (data not shown). Because our method detects exogenous
insulin, the association was calculaterosclerosid excluding patients taking insulin.
Intriguingly, serum CCL2 concentrations were significantly lower in patients with
diabetes mellitus than in those without diabetes [550.51 (40.07) vs. 642.51 (69.31)
pg/mL; p<0.001] and this difference disappeared when CCL2 was measured in
plasma [441.26 (26.27) vs. 435.46 (29.72) pg/mL]. These results reinforce the
concept that ACCL2 is considerably more informative in these patients. To explore
the effect of genetic variants with a potential impact on CCL2 we determined the
relationships between the Asp42Gly polymorphism (rs12075) in the DARC gene
and the circulating CCL2 levels in patients with PAD. The raterosclerosi of
successful genotyping was 96%. Genotype frequencies did not deviaterosclerosi
from the Hardy-Weinberg equilibrium, either in patients or in controls. The A allele
was more frequent (61%) than the G allele (35%) and there were no differences in
distribution between patients and controls (Figure 2A). However, circulating CCL2
was clearly associaterosclerosid with the genotype (AA>AG>GG) in both in
population controls and in patients (Figure 2B). Following adjustment for clinical,
laboratory and genetic variables and using the over-dominant model of inheritance,
ACCL2 remained significantly associaterosclerosid with the presence of PAD (OR:
0.965; 95%CI: 0.942 to 0.989; P = 0.004). As such, these genotypes appear to play
a role in CCL2 function in the tissue in PAD. A preliminary assessment of the

expression of CCL2 and receptors in arteries is justified.
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Histology observations

Representative results in affected arteries are summarised in
Supplementary Figure 1 in which the same artery stained with each described
marker is depicted. Calcium deposition, found exclusively in the media, was a
distinct finding in affected arteries, compared to controls. The circumferential
distribution of calcium as a dark stripe in haematoxylin and eosin stained samples
was a relatively frequent observation (Figure 3A). There was no correlation
between alizarin staining (Figure 3B) and the expression of other markers. The
CD68-positive cells (macrophages) are not observed in normal or minimally
affected arteries (Supplementary Figure 2A, 2B) but are predominant in newly
formed intima and in the adventitia of diseased arteries (Supplementary Figure 2C,
2D). In non-diseased arteries, the CCL2-stained cells were observed only in the
adventitia endothelium of the vessels (Figure 4A, B). In affected arteries, the
expression of CCL2 was intense in the adventitia and the distribution was not
homogeneous in the intima and media (Figure 4C, 4D). Although there were some
trends regarding this expression and circulating CCL2 or DARC genotypes, the low
number of specimens available for analysis precluded further inferences. The
expression of CCR2-stained cells was strong and limited to the media in normal
arteries. The expression in affected arteries was uniform throughout, including
intima and adventitia (Figure 5). The increased presence of these functional
receptors (i.e. CCR2) indicaterosclerosis that, probably, most cells are receptive to
the presence of circulating CCL2 and, consequently, may be more reactive in the
case of disease progression. DARC-stained cells were not found in normal
arteries. The expression in the intima of affected arteries appears relaterosclerosid,
albeit non-significantly, to the genotypes investigaterosclerosid; in most cases,
staining was intense in media and adventitia. Curiously, the expression of DARC is
more intense in atheroma, which is in contrast with the expression of other
chemokine receptors. It was also evident that the expression of DARC in arteries
with higher deposition of calcium is limited to endothelial cells in contact with the
lumen (Supplementary Figure 3). The expression of D6-stained cells was
practically absent in normal arteries, but intense and widely distributed throughout
affected arteries. The expression of D6 in the intima was also limited, usually, to

cells in contact with the lumen (Supplementary Figure 4).
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CCL2 increased the progression of atherosclerosis, deficiency of CCL2 reduced
atherosclerosis, and plasma levels of CCL2 promote recruitment of monocytes and
other immune cells to the vessel wall.32 The value of CCL2 as cardiovascular risk
marker has been assessed, mainly, in coronary heart disease33-36. Although the
findings are often contradictory, 16 there is no reason to exclude the relevance of
lower extremities in atherosclerosis since there are limited, but consistent and

suggestive, data to the contrary.37, 38

We identified a few factors limiting the interpretation of our findings. For
example, CCL2 concentration in plasma is consistently lower than in serum, and
interpretation differs depending on which measurement is used.17-19 Our data
show that this is not an anecdotal finding. Interpretation is not simple, especially if
there are other possible biological determinants (e.g. diabetes mellitus). Therefore,
we propose the use of the difference between serum and plasma values (ACCL2)
as a classifier of severity. There are at least two advantages: 1) a decrease in the
influence of laboratory mishandling; and 2) that chemokines bound to blood and
endothelial cells are taken into account. Using this approach, the alternative
measure of the total amount of circulating CCL2 (i.e. ACCL2) is strongly
associaterosclerosid with critical limb ischemia, and remains a powerful predictor
when adjusted for other confounding factors. Of note is that we observed that
severe and extensive lesions are consistently associaterosclerosid with
significantly decreased ACCL2 values. We interpret our data as being the result of
a high burden of damaged tissue. Plasma CCL2 concentrations may vary but do
not reflect CCL2 bound to blood cells such as platerosclerosilets.39 Serum CCL2
could represent a measurement of CCL2 post-coagulation. The combination of
both measurements would indirectly represent the amount of CCL2 expressed, or
transported, into the artery during protracted inflammatory stimuli (i.e. a
measurement of chemokine availability and function in tissues). 40 More
importantly, ACCL2 was not, in our study, associaterosclerosid with other
inflammation-relaterosclerosid variables. Further, preliminary results in an on-going
prospective study (data not shown) suggest that these measurements may be
useful for the stratification of the extent of peripheral artery disease. The availability
of CCL2 may be complicaterosclerosid by potential effects induced by differential

expression of functional receptors (CCR2) and the presence of atypical chemokine
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receptors of unknown function in the regulatory network which enables the
organism to modulaterosclerosi leukocyte migration.40 For the first time in the
current literature, we observed that a genetic polymorphism of DARC may be a
contributing factor. Genotype frequencies in patients and in unaffected members of
the same population are similar, but ACCL2 values are higher in genotype AA and
lower in GG. Differences in ACCL2 between cases and controls were significant,
and suggest a higher expression of these receptors in patients with AA. It is
consequently a candidaterosclerosi genetic marker that warrants further
investigation. Our histologic observations failed to show significant associations,
but we found that the expression of CCR2, DARC and D6 was increased in
diseased arteries, and that the distributions in the arteries are not uniform. A
pathogenic role is likely, and data suggest that atypical chemokine receptors
modify chemokine availability in peripheral artery disease. Although these
receptors have no involvement in cell migration, a modulation of the inflammatory
response is likely. It should be mentioned that our finding of a significant calcium
burden in the arterial tissue could be clinically important since paterosclerosincy
raterosclerosis with surgical interventions are low in cases of very calcified
arteries. This high calcium load may represent an unrecognized confounding

factor.

A number of limitations should be recognized in this study. Firstly, despite our
efforts to minimize the effect of diabetes mellitus (including neuropathy and
difficulty in healing ulcers) it is not clear whether these patients should be included,
according to the initial definition of critical limb ischemia. 22 Secondly, results
obtained in a cross-sectional study do not quantify any improvement in clinical
performance that can be gained from the addition of a biomarker to data on risk
factors. Thirdly, the genetic findings have, as yet, not been replicaterosclerosid in
other studies and, as such, should be considered exploratory and requiring further
validation. Fourthly, the effects of suboptimal medical treatment the patients may
have been receiving at the time of study, and the specific mechanisms of action of
several drugs being administered, cannot be discarded as possible confounding

factors.
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Finally, PAD should be considered a clear example of a condition in which
metabolism confronts inflammation. Recently, we developed a mouse model that
over-expresses CCL2 and highlights an intriguing relationship between
mitochondrial dysfunction, energy intake, and inflammation.41 Patients with PAD
appear to have abnormal mitochondrial function in diseased arteries, independent
of tissue perfusion. 42 This would imply that, in PAD and other diseases of aging, a
regulatory role of metabolic reprogramming in affected cells might be pivotal in

determining the relationship with inflammation.43

In conclusion, CCL2 is involved in the progression of peripheral artery
disease. Overall, our findings indicaterosclerosi that the availability of chemokines
might represent a previously unrecognized factor in the development of chronic
critical limb ischemia. To therapeutically influence ACCL2 to improve patient care

is attractive.
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RESUM

La quimiocina CCL2 (de I'anglés chemokine (C-C motif) ligand 2)
controla la migracié de leucocits a la paret de l'artéria. La funcio de CCL2
esta mediada per la seva unid a receptors funcionals i una posterior
senyalitzacio pero CCL2 també s'uneix a receptors atipics de quimiocines
(ACKRs) que tenen la capacitat deliminar o segrestar a aquestes

quimiocines.

La nostra pregunta era on i en quina mesura CCL2 i tots dos tipus
de receptors s’expressen en les artéries coronaries humanes com a resultat
de l'aterosclerosi. En un estudi de necropsies, es va comparar I'expressio de
CCL2 i dels receptors relacionats entre les artéries coronaries afectades i les
arteries coronaries control. L'expressio immunohistoquimica de macrofags,
CCL2 i els receptors associats va ser significativament major en les artéries
afectades per aterosclerosi. Els majors augments relatius van ser els de
CCL2 i ACKR1 (DARC). Malgrat algunes similituds en la distribucié dels
receptors associats, no hi va haver correlacions amb I'expressié de CCL2,
gue va ser l'Gnica variable amb exactitud predictiva de I'aterosclerosi.
L’expressié de CCL2 era marginal en les artéries normals i majoritariament

restringida a les cél-lules musculars llises.

Alguns estudis suggereixen que l'associacid entre la disponibilitat
de CCL2 i la resposta cel-lular és complexa. Per entendre completament
aquesta relacio, haurem d'explorar l'activitat i especificitat dels receptors
associats i el paper confluent d'altres quimiocines. Les nostres troballes
indiqguen que CCL2 és potencialment Gtil com a marcador de diagnostic de
l'aterosclerosi i proporcionen dades que indiquen que els receptors
convencionals i atipics per aquestes quimiocines estan sobreexpressats en

les arteries ateroscleradtiques.

142



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ATEROSCLEROSI I CITOCINES: INFLUENCIA DE CCL2 I ELS SEUS RECEPTORS
Montserrat Fibla Simdb

Connecting chemokine (C-C motif) ligand 2 to
coronary artery disease

Anna Hernandez-Aguilera™, Montserrat Fibla®*, Noemi Cabré', Fedra
Luciano-Materosclerosio®, Jordi Campsl, Salvador Fernéndez-Arroyol,
Vicente Martin-Paredero®, Javier A. Menendez®, Juan J. Sirvent’, Jorge

Joven®".

'Unitat de Recerca Biomédica, Hospital Universitari Sant Joan, Institut

d’'Investigacié Sanitaria Pere Virgili, Universitat Rovira i Virgili, Reus, Spain.

> Department of Pathology, Hospital Universitari Joan XXIIl, Tarragona,
Spain.

3 Department of Vascular Surgery, Hospital Universitari Joan XXIlI,
Tarragona, Spain.

* Molecular Oncology Group, Girona Biomedical Research Institute (IDIBGI),

Girona, Spain

*these authors contributed equally
Word-character count: 2,638

*Correspondence: jorge.joven@urv.cat

Unitat de Recerca Biomeédica, Hospital Universitari Sant Joan, Institut
d’Investigacié Sanitaria Pere Virgili, Universitat Rovira i Virgili, Reus, Spain.

Carrer Sant Lloreng 21, 43201, Reus, Spain.

143



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ATEROSCLEROSI I CITOCINES: INFLUENCIA DE CCL2 I ELS SEUS RECEPTORS
Montserrat Fibla Simdb

Abstract

Background: Chemokine (C-C- motif) ligand 2 (CCL2) controls
leukocyte migration into the wall of the artery. The function of CCL2 in
regulating the flow of cells is mediaterosclerosid by signaling through
functional receptors (CCR2) but CCL2 is also bound to promiscuous atypical
chemokine receptors (ACKRs) with the ability to scavenge, or sequester, this
chemokine. Our question was where and to what extent CCL2 and both types
of receptors are expressed in human coronary arteries as a result of

atherosclerosis.

Materosclerosirials and methods: In a necropsy study, we
compared the detection of CCL2 and relaterosclerosid receptors in occluded

coronary arteries with that in unaffected arteries.

Results: The immunohistochemical expression of macrophages,
CCL2 and the associaterosclerosid receptors was significantly higher in
diseased arteries. The highest relative increases were those of CCL2 and
ACKRL1. Despite some similarities in the distribution of associaterosclerosid
receptors, there were no correlations with the expression of CCL2, which was
the only variable with predictive accuracy of atherosclerosis. CCL2 expression
was marginal in normal arteries and mostly restricted to smooth muscle cells.
Functional networks suggest that the association between the availability of
CCL2 and the cellular response is complex. To fully understand this
relationship, we will need to explore the activity and specificity of

associaterosclerosid receptors and the confluent role of other chemokines.

Conclusions: Our findings points CCL2 as a marker potentially
useful in atherosclerosis diagnosis and provide data indicating that
conventional and atypical receptors for this chemokine are overexpressed in

atherosclerotic arteries.

Keywords: Atherosclerosis, ACKRs, CCR2, DARC, D6, Inflammation
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INTRODUCTION

Inflammation in atherosclerosis entails numerous signals governing
the passage of cells and blood molecules into the wall of the artery [1-4].
Chemokines transform monocytes into macrophages, promote the response
of immune cells and maintain the continuous release of chemokines in a self-
maintaining progressive cycle —apparently mediating in all stages of
atherosclerosis [4-6]. In order to interfere with this vicious cycle and improve
our current risk factor modification straterosclerosigy, we need to fully
understand the control of chemokine function in arteries. In particular,
chemokine (C-C motif) ligand 2 (CCL2) has been shown to be critical for the
development of atherosclerosis and its function is mediaterosclerosid by
receptors [5]. Our question was where and to what extent the expression of
CCL2 and associaterosclerosid receptors may change in diseased arteries
that have been responsible for the death of patients with coronary artery
disease (CAD) as compared to healthy arteries. We reasoned that analyzing
data in this final stage of chronic, low-grade inflammation might support
emergent therapies targeting the relationship between metabolic energy and
the inflammatory process, reducing the plasticity of macrophages or
facilitating immunotherapy [7-10].

The binding of CCL2 to its functional receptor (CCR2) is fostering
seminal research but the lack of detail regarding what CCL2 controls and
which is the underlying mechanism restricts the interpretation of results [9-16].
Evidence suggest that CCL2 regulaterosclerosis pleiotropic signaling
pathways influencing numerous cellular processes. For example, the injection
of mesenchymal stem cells in mice reduces atherosclerosis development and
decreases CCL2 levels [10]; CCL2 also induces migration of adventitial
fibroblasts and mesenchymal stem cells into the intima [13]. It is also
important to consider atypical chemokine receptors (ACKRs) because they
bind to CCL2 without eliciting a defined response but forming active
chemokine gradients [17, 18]. The best-known ACKRs are ACKR1 (Duffy
antigen receptor for chemokines; DARC) and ACKR2 (chemokine binding
protein 2; CCBP2 or D6). Both are promiscuous and can bind to a range of C-

C chemokines [19, 20]. In cells, CCL2 rapidly dissociaterosclerosis from
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ACKR2, which is recycled back to the cell surface for further chemokine
capture; ACKR1 does not mediaterosclerosi chemokine internalization [21,
22]. The role of ACKRs regulating acute inflammation seems supported [23].
The role of ACKRs in chronic, low-grade inflammatory diseases has been less
studied but recent findings indicaterosclerosi that the genetic deletion of Ackrl
in ApoE"' mice impairs atherosclerosis development following a marked
reduction in Ccl2 levels [24].

It may be argued that the expression of ACKRs and the availability of
functional CCL2 could be coordinaterosclerosily regulaterosclerosid to
modulaterosclerosi the inflammatory response. To study this relationship we
have measured for the first time, the expression of CCL2 and
relaterosclerosid receptors in human coronary arteries and we found a higher

expression in arteries with advanced atherosclerosis.

MATERIALS AND METHODS
Research design

We designed a pre-set duration, observational, cross-sectional study
in consecutive male decedents who underwent autopsy between December
2012 and November 2014 at our settings and in which CAD was firmly
established as the cause of death. The local Ethics Committee, which acts as
the Institutional Review Board, approved the study protocol and procedures
(EPINOLS/12-03-29/3proj6). Written informed consents were obtained from
next of kin of the deceased for autopsy and access to clinical records and
tissues. Accordingly, we excluded decedents with sudden, out of Hospital,
death. Because CCL2 has been associaterosclerosid with complex diseases
[5], we also excluded decedents with evidences of recent infection, diabetes,
major metabolic disturbances, liver disturbances or neoplasms. In each
corpse we obtained at least one major coronary artery narrowed >80% in
cross sectional area by atherosclerotic plague or associaterosclerosid
thrombus. For comparisons, we obtained coronary arteries from 19 men dead
as a result of road traffic accidents during the same period of time. For other

associations, we arbitrarily selected specimens with mild (less than 20%),
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moderaterosclerosi (between 21% and 50%) or severe (more than 50%)

narrowing. We examined a total of 123 specimens from 87 donors.

Histological examination

The specimens were immediaterosclerosily fixed in 10% neutral-
buffered formalin and embedded in paraffin. Serial sections of 4um were
placed on a 45°C waterosclerosir bath to expand to its original size before
staining procedures with hematoxylin and eosin, Alizarin Red and Masson’s
Trichrome reagents in order to assess the structure and extent of fibrosis in
the arteries and to visualize the localization of calcium phosphaterosclerosi.
The intima and media thickness (IMT) was measured in these sections.

Slides were loaded in an automaterosclerosid slide stainer
Autostainer  Universal™ (Dako, Denmark) including sections (in
triplicaterosclerosi) for immunohistochemical analyses after standard
procedures for manual de-waxing and heat-induced epitope retrieval. We
added a blocking step for 25 minutes at room temperature prior to incubation
with the primary antibody. Macrophages were detected by the presence of the
CD68 antigen with reagents provided by Dako. Primary antibodies,
validaterosclerosid by the suppliers, against CCL2 (ab9669), CCR2 (ab21667)
and ACKR2 (ab1658) were obtained from Abcam (Cambridge, UK) and used
at dilutions of 1:200, 1:100, and 1:500 respectively. ACKR1 (PAB13254)
antibody was from Abnova (Taipei, Taiwan) and used at a dilution of 1:200.
Biotinylaterosclerosid secondary antibodies (Vector Laboratories Inc,
Burlingame, CA) were used at a dilution of 1:200. Detection was performed
with the ABC peroxidase system (Vector) and DAB peroxidase
substraterosclerosi (Dako). The slides were counterstained with Mayer’s
hematoxylin. The choice of CCL2 and CCR2 antibodies was based on
previous results [25]. The ACKR1 and ACKR2 antibodies required further
comparison with other available antibodies (HPA013819 and HPA016421,
from Sigma; PA1-21614, from Affinity Bioreagents; and NB100-2421 from
Novus Biologicals). We then compared the pattern of immunostaining
previously described for breast cancer tissue as described [26] and we found
no significant differences among antibodies. Accordingly, selected sections

from breast tissue were used as positive controls (Figure S1). Sections from
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specimens not expressing ACKR1 or ACKR2 were used as negative tissue
control to confirm the absence of background staining. Similarly, we used
negative controls from study samples by omitting the primary antibodies from
the incubations. The evaluation of staining with arbitrary scores based on
proportion of stained cells and intensity correlaterosclerosid with
automaterosclerosid calculations of stained area using the image analysis
system (AnalySIS™, AnalySIS, Munster, Germany) and we used these values
for analysis as described [27]. Since diseased arteries were greaterosclerosir
than the histological field used for analyses, several pictures were combined
to calculaterosclerosi the percentage of stained area with respect to the total

area of the artery. Pictures include a size bar for assessment of magnification.

Statistical analyses

Inter-observer agreement was assessed and discrepancies (<5%)
were resolved. The Student’'s t-test or Mann-Whitney's test were used to
assess the difference between groups according to the distribution of
variables and the chi-squared test to compare caterosclerosigorical variables.
Spearman correlation coefficients were used to evaluaterosclerosi the degree
of association between variables. To correct for multiple testing we used the
False Discovery Raterosclerosi estimaterosclerosid using the Q-value. The
true and false positive raterosclerosis at various threshold settings were used
to plot receiver operating characteristic (ROC) curves to assess variables as
predictors. The Statistical Package for the Social Sciences, version 19.0
(SPSS Inc, IBM Corp, Chicago, IL, USA) and MetaboAnalyst 3.0°, were used
for analyses. STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting
Genes/Proteins) was used as a biological database and web resource of

known and predicted protein-protein interactions (http://string-db.org).

RESULTS

In CAD patients, compared to controls, hypertension was more
prevalent and the incidence of affected valves, age, serum triglyceride

concentration, heart weight and ventricular thickness were significantly
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increased (Table 1). The proportion of daily smokers was similar to that found
in controls and there were no differences in body mass index relating weight
to height — in mean (SD) kg/m?, 25.7 (4.1) for controls and 24.8 (4.0) for CAD
patients. The modified tissue architecture of diseased arteries and the
significantly higher (p<0.001) IMT values, in median (IQR), of diseased
arteries [586 um (452.7-865.1)] as compared with controls [379 pym (265.8-
467.8)] were confirmed by histologic examination. Macrophages (CD68
staining) were scarcely observed in most normal or minimally affected arteries
but there were frequent in the newly formed intima and adventitia of affected

arteries (Figures 1 and 2).
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displayed significant differences (see Table 1 for quantitative analysis).
Although there was not a quantitative correlation, CCL2 and CCR2
expressions were apparent in the same layers of the artery wall. Conversely,
the expression of ACKR1 (DARC) and ACKR2 (D6) diferred in intensity and
distribution (L is Lumen, | is Intima, M is Media and A is Adventitia).

The immunohistochemical expression of the assayed proteins was
significantly higher in diseased arteries than in controls. Quantitative
measurements are summarized in Table 1 and illustraterosclerosid in Figures
2, S2 and S3. The highest relative increases were those of CCL2 and ACKR1
(i.e., both were equally responsive to induction). CCL2 expression was
marginally evident (26%) in normal arteries and mostly restricted to smooth
muscle cells. In affected arteries, CCL2 expression was increased in all layers
and all specimens, especially in macrophages and adventitial tissue, but
remained more evident in the tunica media; the staining of endothelial cells
was faint. Contrarily, CCR2 was expressed in all healthy and affected
specimens. In controls, CCR2 was predominant in smooth muscle cells but
widely distributed in all layers. In affected arteries, the relative expression was
higher and included both endothelial cells and macrophages but the
difference was only significant in the adventitial tissue indicating a likely higher
response in this tunica. The expression of CCR2 was observed in more cells
and with higher intensity but the distribution of both CCL2 and CCR2 was
qualitatively similar in smooth muscle cells. The expression of ACKR1 was not
detected in all specimens (63% in controls and 81% in affected arteries). It
was also relatively weak in control arteries and more evident in smooth
muscle cells. Of note, the expression was increased over 10-fold in those
affected arteries that were positively stained. Similar to CCL2, there was a
significant increase in the proportion of stained cells in all layers. Conversely,
the expression of ACKR2 was more intense and widely distributed than that of
ACKRL1. The quantitative expression of ACKR2 was similar to that observed
for CCR2 but undetectable in 16% of control arteries. It was detected in
endothelial cells, smooth muscle cells and more importantly in the adventitia
and cells surrounding adipocytes. In affected arteries, ACKR2 was present in

all specimens but the expression was quantitatively not different in the intima
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and the media with respect to controls. Interestingly, however, the increased

expression in adventitia was statistically significant.

We also explored whether the expression of CCL2 and the
associaterosclerosid receptors could represent a potential marker of both the
presence and severity of atherosclerosis. We found no dependence between
measured variables using a Spearman-based correlation matrix and the
model of predictions was constructed using Random Forest — a non-
parametric and bias-free method— that pointed CCL2 as the most important
variable to indicaterosclerosi atherosclerosis (Figure 3). This finding was
further confirmed via ROC curves using the combined variables (Figure 4).
Collectively, the data suggest that the increased expression of CCL2 is likely
the initial event and that the predictive value of CCL2 expression is not strictly
associaterosclerosid with occlusion of the arteries. Values for the expression
of the associaterosclerosid receptors showed no predictive value but CCR2

expression discriminaterosclerosid CAD samples from controls (Figure 4).
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We next explored the predicted protein-protein interactions and we
found no evidence of associations between ACKR1 and ACKR2. Therefore,
the interactions between each receptor and CCL2 were examined
separaterosclerosily (Figure S4). The functional networks were similar for
each receptor. Predicted partners were derived from analyzing information of
sequenced genes and included additional chemokine receptors and ligands,
suggesting a high level of complexity in interpreting data. There was no
evidence in database of co-expression among these proteins in humans but
the evidence for co-expression in other species, although weak, combined

with our results, suggest that this possibility cannot be discarded.

DISCUSSION

The expression of CCL2 and associaterosclerosid receptors is
increased in arteries with atherosclerosis. Our study uncovers complexities in
the interpretation of chemokine function but favor CCL2 as a potentially useful
marker in atherosclerosis diagnosis. We also provide prospects for further
studies to clarify the causal roles of CCL2 signaling and upstream
inflammation in atherosclerosis and to promote CCL2 as an attractive target

since it exerts effects via cell surface receptors that are readily druggable.

The notion that CCL2 may represent an important cardiovascular risk
factor is mostly based on its inflammatory function as chemo-attractant but the
complexity of CCL2 bhiology suggests additional roles [5, 6, 21, 26, 28].
However, there are possible intricacies in the interpretation of data concerning
the value of plasma CCL2 for risk stratification after acute coronary
syndromes and to predict the risk of atherosclerosis [28-30]. The CCL2-CCR2
pairing appears to be the prevalent interaction but confirmation is challenging
because CCL2 and CCR2 bind other receptors and ligands respectively,
suggesting redundant effects [12]. Here we establish that a wide range of
cells in the artery wall including endothelial and smooth muscle cells
expresses CCL2 and CCR2. The expression is apparently constitutive and
induced, although such induction is limited to adventitial tissue in the case of
CCR2. Of note, we only detect CCR2B — one of the two isoforms of CCR2

due to alternative splicing. This is the predominant form (>90%) but it might
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represent a limitation. The expression of ACKR2 is also mainly constitutive
and induction is weak and limited to the adventitia. Contrarily, the induction in
the expression of ACKRL1 is quantitatively significant in a wide range of cells.
The expression of ACKRs in the vessel wall with the ability to scavenge, or
sequester, CCL2 is important because their different expression profiles in
particular cell types and layers of the artery wall complicaterosclerosi the
availability of circulating CCL2 for other cellular response [12, 31].
Interestingly, genome-wide association studies
(www.genome.gov/gwastudies) have identified variants at loci 1923.2 (rs
12075) of ACKR1 gene and 3p22.1 (rs 2228467) of ACKR2 gene

associaterosclerosid with circulating CCL2 levels suggesting a possible

connection between CCL2 and disease. It is possible that these variants alter
the binding of CCL2 to these receptors but our results suggest that altered
receptor expression is probably a more important factor than altered binding
properties. Moreover, the imprecision of the CCL2 assay and differences in

blood sample processing also contribute [12, 30].

Although the inherent limitations prevent potential speculations and
some drugs targeting CCL2 or CCL2-associaterosclerosid receptors have
reached the phase of clinical trials with contradictory success [32], our results
support the key role of CCL2 in the pathogenesis of CAD. For example, a
clinicopathologic correlation found at necropsy with those reported earlier — or
elsewhere — is probably meaningless [33] but this selected sample shows
associations between inflammation, vascular calcification and remodeling in
atherosclerosis [34]. Specifically, CCL2 expression, despite the lack of
correlation with the expression of associaterosclerosid receptors, was the only
value with sufficient predictive accuracy of atherosclerosis and apparently
independent of the degree of occlusion. The association between CCL2 and
macrophages also support our previous findings indicating that the CCL2-
CCR2 axis regulaterosclerosis macrophage polarization by upregulating the
additional production of CCL2 [35] and the high and combined expression of
CCL2 and CCR2 in the media, associaterosclerosid with calcium deposits,
may also suggest that their binding may contribute to modifications in smooth

muscle cells [36]. Finally, the increased expression of ACKR1 and ACKR2 in
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affected coronary arteries should not be considered coincidental but strongly
suggestive of the perceived function of ACKRs in the regulation of
inflammation. Namely, the higher complexity derived from considering
simultaneously the formation of passive CCL2 gradients and active CCL2
gradients formed by ACKRs that scavenge chemokines locally [37-40]. The
measurement of expression, however, does not provide insight into receptor
specificity or activity. Human studies directed to understand mechanisms
regulating chemokine activity and availability and to assess efficacious drugs
would require novel assays to measure in vivo the functional properties of

CCL2 and its associations with cellular receptors.

We conclude that our data reinforce a model in which the continuous
production of CCL2 in chronic inflammation activaterosclerosis promiscuous
mechanisms with a potential predictive value of atherosclerosis. To fully
understand the pathogenesis of CAD, further studies should consider how
and to what extent the binding of CCL2 to associaterosclerosid receptors

transduce signals, and/or mediaterosclerosi scavenging.
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En els uUltims anys, els canvis en l'estil de vida i les modificacions dels
habits alimentaris han provocat un augment de malalties com l'obesitat, la
dislipémia, la hipertensio i la diabetis mellitus. Entre elles, destaca també
l'aterosclerosi, una malaltia cronica amb una alta morbiditat i mortalitat a tot el
mon, segons I'Organitzacié6 Mundial de la Salut (OMS). Es tracta d'una
malaltia amb fases asimptomatiques, i per tant, la recerca de biomarcadors
per millorar la seva deteccio és essencial. En ambdds estudis realitzats en
aquesta tesi, la poblaci6é afectada presentava un o diversos factors de riscs

cardiovasculars®#?*

. L'aterosclerosi sol afectar majoritariament a la poblacio
masculina amb tendéncia a ser fumadora i patir hipertensié, factors
caracteristics de persones que desenvolupen Iaterosclerosi, i en

consequiéncia persones amb un alt risc cardiovascular®®

Com que es tracta
d'una malaltia relacionada amb I'envelliment, a major edat, pitjor pronostic.
Els pacients amb malaltia arterial coronaria (MAC) moren principalment a

causa de la propia malaltia, aproximadament a la sexta decada de la vida.

La formacié de la placa aterosclerdtica i la seva progressio es
caracteritza per una disfuncié de les cél-lules endotelials, I'acumulacié
d’'agregats de les lipoproteines en la capa intima del vas i la migracié de
monocits a través de I'endoteli i la seva diferenciacio a macrofags. La
peroxidacid dels lipids esta relacionada amb la progressié de la malaltia de
I'estria grassa a la placa aterosclerotica avangada. Els pacients amb malaltia
arterial periférica (MAP) simptomatica representen una condicié en la qual
I'extensi6 dels vasos afectats (vasos de gran calibre) podria garantir una alta
carrega d'aterosclerosi comparada amb els pacients amb MAC, on 'afectacid
es produeix en vasos de petit calibre. Per aix0 era probable esperar que hi
hagués diferéncies qualitatives i quantitatives en els factors moleculars

implicats en la progressio de la malaltia.

En 'aterosclerosi, la inflamacio i I'estrés oxidatiu hi juguen un paper
clau. La inflamaci6 cronica de la paret del vas és continua degut a la migracio
constant de cel-lules a dins de la lesio aterosclerotica. Les quimiocines i els
receptors de quimiocines, juntament amb altres molécules quimioatraients i
d'adhesié, sén els principals mediadors per facilitar aquest procés. Moltes

quimiocines i receptors (CC, CX3C i CXC) aixi com altres factors
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quimiotactics (per exemple els leucotriens) han estat implicats en
I'aterogénesi, perd només uns pocs s’han validat com patdgens. No obstant
aixo, degut al coneixement limitat del sistema de les quimiocines i I'eix
quimiocina/receptor, la translacié de la investigacié a la poblaci6 humana és
complexa, i les limitacions de les tecniques actuals dificulten I'explotacio

terapéutica del sistema de les quimiocines a I'aterosclerosi.

Una de les quimiocines més estudiades és la CCL2 (de I'angles
chemokine (C-C motif) ligand 2), també coneguda com a proteina
quimioatraient de mondcits 1, que esta fortament relacionada amb
laterosclerosi en diversos estudis en animals i humans®“. En animals
modificats genéticament, s’ha vist que com més s'expressa CCL2 o el seu
receptor funcional CCR2, més gran és la probabilitat de desenvolupar
aterosclerosi**?*®. Per contra, la disminucié de CCL2 o CCR2 s’ha relacionat
amb una disminucié significativa en el desenvolupament de plaques
aterosclerotiques®®. Els estudis en éssers humans tenen resultats
controvertits. En l'actualitat, no existeixen eines analitiques adequades per
arribar a conclusions fermes respecte al valor de la concentracié de CCL2 en
plasma com un biomarcador de l'aterosclerosi, pero I'evidéncia experimental
suggereix que CCL2/CCR2 s’ha d’estudiar com un objectiu de diagnostic,

pronostic i terapéultic.

En realitzar el primer estudi, ens vam adonar que la prevalenca
de malaltia arterial periférica, una condicid6 complexa, multifactorial i
parcialment incompresa, probablement augmentara en els proxims anys.
Aquesta malaltia comporta importants despeses al sistema de salut,
especialment en el cas dels pacients que desenvolupen isquémia critica de
les extremitats. Aquesta malaltia es manifesta en forma d’ulceracions

247,248

persistents, dolor i amputacions en individus diabétics En el nostre

estudi, vam observar que la modificacié dels factors de risc té una minima

aplicacio en aquesta condicié i la gestid clinica disponible per a aquests

249-251

pacients és pobra i amb un prondstic pessimista . Actualment, la millor

prova diagnostica és I'arteriografia, que pot realitzar-se mitjancant el TAC o

252

ressonancia magnetica®™. En ser una técnica invasiva, cada vegada esta
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meés en desus per al diagnadstic, i per aix0 se sol utilitzar I'index turmell-brag,
que amb uns resultats inferiors a 0.90 ofereix una sensibilitat del 95% i una

especificitat del 99.9%°%°.

L'aterosclerosi es considera una malaltia inflamatoria i en
l'actualitat s'accepta que CCL2 esta implicada en la seva patogeénesi, ja que
esta present en les plaques aterosclerotiques juntament amb els
macr(‘)fa95254. En models animals en els quals CCL2 s’ha eliminat
genéticament, s’evidencia que aquesta deficiéncia redueix I'aterosclerosi,

mentre que la sobreexpressié n‘augmenta la seva progressié®>>*>°

. Daltra
banda, la supressié de CCL2 en ratolins deficients també en apolipoproteina
E (ApoE) i alimentats amb una dieta de rica en greix impedia I'acumulacié de

macrofags i la formacié de lesions aterosclerotiques®’.

Els nivells plasmatics de CCL2 promouen el reclutament de
monocits i altres cél-lules immunitaries cap a la paret arterial®>®. Només tres
estudis proporcionen dades per avaluar CCL2 en plasma com a biomarcador

%9 yan mesurar la concentracio sérica de

per l'aterosclerosi. McDermott et al.
CCL2 en la cohort de Framingham, hi va haver una correlacié significativa
amb l'edat, el tabaquisme, triglicérids, index de massa corporal i la relacio
cintura-maluc. No obstant aix0, aquestes covariables expliquen només el 6%
de la variabilitat de CCL2 en sérum, que a la vegada, no es van associar amb
la prevalenca d'infart de miocardi en models multivariants. De la mateixa

manera, lwai et al.”®

va informar que la concentraci6 CCL2 esta altament
correlacionada amb la malaltia aterosclerdtica de la carotida, perd aquesta
associacid no tenia importancia en el model multivariant. En aquest estudi,
perd, no hi havia dades sobre la concentraci6 de CCL2 en plasma en
pacients amb infart de miocardi. Finalment, Mosedale et al.?®* van avaluar el
paper de la concentraci6 de CCL2 en plasma en la prediccié de la carrega
aterosclerotica i la correlacio amb la puntuacié de risc de Framingham pero

no van trobar cap relacié significativa.

Actualment, el valor de CCL2 com a marcador de risc

262-265

cardiovascular s’ha avaluat sobretot en la malaltia coronaria . Encara
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que no hi ha cap rad per excloure la seva rellevancia en I'aterosclerosi de les

200267 a5 resultats sén sovint contradictoris®.

extremitats inferiors

En el nostre estudi, els pacients amb malaltia arterial periférica
mostraven concentracié de CCL2 tant sérica com plasmatica més elevada
gue els individus control. Tot i aix0, es van identificar alguns factors que
limiten la interpretacio dels nostres resultats. Per exemple, la concentracié de
CCL2 en plasma és considerablement més baixa que en el sérum i la

228268269 ) o5 nostres

interpretacié varia en funcié de la mesura utilitzada
dades mostren que aix0 no és una troballa anecddtica, ja que la interpretacié
no és senzilla, sobretot si hi ha altres possibles determinants biologics (per
exemple, la diabetis mellitus). A més, també s’ha de tenir en compte I'efecte
del tractament médic que reben els pacients en el moment de I'estudi, ja que
la interaccié amb aquests farmacs i la mitjana de vida d’aquesta molécula ens
dona variacions en la implicaci6 d'aquesta quimiocina en les lesions
aterosclerotiques. Hi ha diversos farmacs que poden modular tant I'expressié
com la concentracié de CCL2, com les estatines, que mitjancant la inhibicié
de la HMGCOoA reductasa, actuen com a potents inhibidores de I'expressié de
CCL2%"°. Estudis en humans han confirmat una influéncia beneficiosa de la
terapia hipolipemiant, amb estatines i/o fibrats, en la reduccid6 de la

concentraci6 de CCL2 en plasma27l_276.

Aquesta reduccidé s'incrementa
encara més quan els pacients amb hipercolesteroléemia i hipertensié van ser
tractats amb una combinacié d'estatines i un antagonista del receptor de

langiotensina [1°""?"

. També ha estat estudiada la resposta de CCL2 a les
tiazolidinediones en diferents grups de pacients. En pacients diabétics amb
malaltia de l'artéria coronaria, el tractament amb rosiglitazona va ser efectiu

reduint la concentracié plasmatica de CCL2*"

. Altres farmacs ampliament
utilitzats en pacients afectats per l'aterosclerosi també influeixen en la
concentracié de CCL2. L'aspirina, per exemple, redueix I'expressio de CCL2
en les cél-lules endotelials humanes®, encara gue aquestes dades no han

estat confirmades en estudis clinics.

Tenint tot aixd en compte, vam proposar I'is de la diferéncia entre

els valors de serum i plasma (ACCL2) com un classificador de gravetat.
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Existeixen almenys dos avantatges: 1) una disminucié de la influéncia de mal
maneig de laboratori; i 2) que les quimiocines unides a les cél-lules
sanguinies i endotelials es tenen en compte. Amb aquest enfocament, la
mesura alternativa de la quantitat total de CCL2 circulant (és a dir, ACCL2)
esta fortament associada amb la isquémia critica de les extremitats, i segueix
sent un poderés predictor davant altres factors de confusié. Vam observar
gue les lesions greus i extenses s'associen considerablement a la disminucié
significativa dels valors de ACCL2. Interpretem les nostres dades com el
resultat d'una alta carrega de teixit danyat. Les concentracions plasmatiques
de CCL2 poden variar, pero no reflecteixen la CCL2 unida a les cél-lules de la
sang com ara a les plaquetes®'. La combinacié d'ambdues mesures
representaria indirectament la quantitat de CCL2 expressada, o transportada
a l'artéria durant estimuls inflamatoris perllongats (és a dir, una mesura de la
disponibilitat de quimiocines i la funcié en els teixits)zgz. Més important
encara, en aquest estudi ACCL2 no estava associada a altres variables
relacionades amb la inflamacié. A més, els resultats preliminars en un estudi
prospectiu en curs (dades no mostrades) suggereixen que aquestes mesures

poden ser Utils per a I'estratificacio de la malaltia arterial periférica per fases.

Per primera vegada en el literatura actual, es va observar que un
polimorfisme genétic de DARC (rs12075) pot ser un factor important. Les
frequéncies genotipiques en els pacients i en els individus no afectats de la
mateixa poblacié son similars, pero els valors de ACCL2 s6n majors en
genotip AA i menors en GG. Les diferéncies en ACCL2 entre els casos i els
controls van ser significatives, i suggereixen una major expressié d'aquest
receptor en poblaci6 AA. Es tractaria d'un marcador genétic candidat
mereixedor d'investigacid addicional. Altres polimorfismes promotors de
CCL2 (la substitucio de G per A en la posici6 -2518) ja han estat investigats i

283

s’han associat amb I'augment de la transcripcié del gen CCL2°"". Pacients

que eren homozigots per al polimorfisme tenien major risc de patir malaltia de

284

l'artéria coronaria que els pacients que eren heterozigots® . També s’ha

relacionat CXCR271 amb la malaltia de I'artéria coronaria®®>?®® i s’ha implicat

287

CX3CR172 en la formacié primerenca d'ateroma”™' . També s’ha estudiat el

polimorfisme en CX3CR1, receptor de CX3CL1, que confereix proteccio
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28528 | es nostres observacions

contra la lesié aterosclerotica calcificada
histologiques no van mostrar associacions significatives pero es va trobar que
'expressio6 de CCR2, DARC i D6 estava incrementada en les artéries

malaltes, i que les seves distribucions en les artéries no sén uniformes.

La disponibilitat de la CCL2 pot ser complicada pels efectes
potencials induits per I'expressio diferencial de receptors funcionals (CCR2) i
la presencia de receptors atipics de quimiocines (ACKRs) de funcié
desconeguda a la xarxa de regulacié que permet a I'organisme modular la
migracié de leucdcits. Probablement tenen un paper patogénic i les dades
suggereixen que els receptors atipics de quimiocines poden modificar la
disponibilitat de quimiocines en la malaltia arterial periférica: tot i que aquests
receptors no tenen cap participacié en la migracio de les cél-lules, es creu

gue modularien la resposta inflamatoria.

Sha desmentar també la troballa duna carrega de calci
significativa en el teixit arterial que podria ser clinicament important, ja que les
taxes d'éxit en les intervencions quirargiques sén baixes si les artéries estan
molt calcificades. La quantificacié del calci coronari permet una valoraci6 del
risc d'esdeveniments cardiovasculars adversos. L'any 1990 es va aconseguir
obtenir un score a través de la tomografia computada. Tanmateix, hi ha pocs
treballs que evidencien el nexe entre la quantitat d'aquest mineral a les
arteries coronaries i la preséncia d'estenosi significativa. En un estudi clinic,
la correlacié entre la puntuacioé de calci total i el tant per cent d'estenosi va

ser considerable®®.

Finalment, la malaltia arterial periféerica s’ha de considerar com un
clar exemple d'una condici6 en la qual el metabolisme s'enfronta a la
inflamacié. Recentment, hem desenvolupat un model de ratoli que
sobrexpressa CCL2 i posa de relleu una relacié interessant entre la disfuncio
mitocondrial, el consum d'energia i la inflamacié®®. Els pacients amb MAP
semblen tenir la funcié mitocondrial anormal en les artéries malaltes,
independentment de la perfusié tissular®'. Aixo implicaria que tant a la MAP

com a les altres malalties de l'envelliment, la reprogramacié metabdlica en
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cél-lules afectades podria ser crucial en la determinacié de la relacié amb la

inflamacio®*.

Per tal de demostrar que, tot i les complexitats que existeixen en la
interpretacié de la funcié de les quimiocines, CCL2 pot resultar un marcador
potencialment util en el diagnostic de l'aterosclerosi vam realitzar un segon
estudi en pacients amb malaltia arterial coronaria. CCL2 resulta una
molécula potencialment atractiva, ja que exerceix efectes a través de

receptors de superficie cel-lular que sén facilment modulables.

La idea que CCL2 pot representar un important factor de risc
cardiovascular es basa principalment en la seva funcié inflamatoria
guimioatraient, pero la complexitat que envolta aquesta molécula suggereix

funcions addicionals®4239.26%:293:294

. La manipulaci6 de la inflamacié, ja sigui a
nivell cel-lular o mitjancant I'Gs de molécules que estan implicades en la
regulacié dels processos, representa una altra via en particular per a factors

295,296

d'alt risc . No obstant aix0, hi ha algunes dificultats en la interpretacioé de

les dades relatives al valor de CCL2 en plasma per a I'estratificacié del risc de

les sindromes coronaries agudes i per predir el risc d’aterosclerosi®”*%.

L'eix CCL2-CCR2 sembla ser la interacci6 més frequent pero
confirmar-ho és un repte important, ja que CCL2 i CCR2 s'uneixen a altres
receptors i lligands respectivament, fet que suggereix efectes redundants®®.
En aquest estudi s'estableix que una amplia gamma de cél-lules de la paret
de l'artéria, incloent cél-lules musculars llises i endotelials, expressa CCL2 i
CCR2. L'expressio és aparentment constitutiva i induida, encara que, en el
cas de CCR2, aquesta induccid es limita histoldgicament a la capa adventicia

del vas.

L'expressio d’ACKR2 (D6) també és principalment constitutiva,
feble i limitada a la capa adventicia de I'arteria. Per contra, la induccié de
I'expressio d’ACKR1 (DARC) és quantitativament significativa en una amplia
gamma de cél-lules. L'existéncia dels ACKRs és important pel fet que els

seus diferents perfils d’expressié en cél-lules i en les diferents capes de la
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paret arterial compliquen la disponibilitat de la CCL2 circulant per a la
resposta cel-lular’. L'augment d'expressié d’ACKR1 i d’ACKR2 en les
artéries coronaries afectades podria suggerir una funcié coordinada en la
regulacié de la inflamaci6. Es a dir, podriem considerar que es produeixen

gradients de CCL2 pels ACKRs, que netegen les quimiocines localment®®*

%3 |a mesura de 'expressio, pero, no proporciona una idea de I'especificitat
o l'activitat del receptor, i aix0 implicaria que els estudis futurs requeririen
mesurar in vivo les propietats funcionals de CCL2 i les seves associacions

amb els receptors cel-lulars.

Curiosament, els estudis d'associacio GWAS (de I'anglés, genome-
wide association studies) han identificat associacions entre en loci 1g23.2
(rs12075) del gen d’ACKR1 i el loci 3p22.1 (rs 2.228.467) del gen d’ACKR2
amb els nivells circulants de CCL2. Es possible que aquestes variants alterin
la unié de CCL2 a aquests receptors, pero els nostres resultats suggereixen
que l'expressié del receptor alterat és probablement un factor més important
que les propies unions alterades. A més, la imprecisioé de l'assaig de CCL2 i
les diferéncies en el processament de mostres de sang també hi

contribueixen®®,

Tot i que les limitacions inherents impedeixen especulacions
potencials, alguns farmacs dirigits a CCL2 o0 als seus receptors han assolit la
fase d'assajos clinics amb exits contradictoris®®. De fet, alguns d'ells, com els
farmacs antiinflamatoris (per exemple, el metotrexat) i terapies anti-citocines

2% També

(anticossos anti-IL-1), van progressant en la fase d’'assajos clinics
s’ha de tenir en compte que moltes terapies hipolipemiants com ara estatines
també tenen efectes pleiotropics i actuen d’'una manera antiinflamatoria®®. A
més, els agonistes de PPAR i LXRs no només modulen els lipids i
'homeostasi de la glucosa, sind que també atenuen la resposta

inflamatoria®®—3°®

. Els reguladors de I'aterosclerosi no es limiten només a les
proteines; les molecules d’ARN, en particular els microRNAs, estan emergint
com a moduladors clau de la inflamacié i 'homeostasi dels lipids en aquesta

malaltia i representen objectius futurs prometedors®®.
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Els nostres resultats donen suport al paper clau de CCL2 en la
patogénesi de malaltia arterial coronaria, ja que en la poblaci6é seleccionada
es mostren associacions entre inflamacid, calcificacié vascular i remodelacié
a l'aterosclerosi*'®. Tot i la manca de correlacié entre I'expressié de receptors,
'expressio de CCL2 era l'Unic valor amb suficient precisi6 per a predir
l'aterosclerosi i era aparentment independent del grau d'oclusio de I'artéria.
L'associacié entre CCL2 i macrofags també déna suport a troballes previes
gue indiquen que l'eix CCL2-CCR2 regula la polaritzacio dels macrofags i la

produccié addicional de més CcCL2*"*

. L'increment en I'expressié combinada
de CCL2-CCR2 en la capa media de I'arteria a nivell histologic, juntament
amb els diposits de calci, podria suggerir que la seva unié pot contribuir a

modificacions en les cél-lules musculars llises®*?

i per tant, la investigacié
d’alguns medicaments destinats a bloquejar CCL2 o CCR2 esta justificada.

Després de realitzar aquests dos estudis comprenem que les nostres dades
reforcen un model en el qual la produccio continua de CCL2 en la inflamacio
cronica activa mecanismes promiscus amb un valor predictiu potencial de
I'aterosclerosi. Sabem que CCL2 esta implicat en la progressié de la malaltia
arterial periférica i també amb la malaltia arterial coronaria. En general, els
nostres resultats indiquen que la disponibilitat de quimiocines podria
representar un factor no reconegut préviament en el desenvolupament de la
isquemia critica de les extremitats, de manera que ACCL2 resulta atractiu per
a possibles millores terapeutiques. Quant a la patogéenesi de la MAC, s’ha de
considerar com i en quina mesura la unié dels receptors associats a CCL2

intervenen en la transduccid de senyals.

El paper de la inflamaci6 en [Iaterosclerosi té implicacions
significatives per als enfocaments terapéutics actuals i futurs per a la
prevencid primaria i secundaria d’esdeveniments aterosclerotics. La resposta
inflamatoria en l'aterosclerosi esta regulada tant pel sistema immune innat
com per I'adaptatiu a través de l'accié de les citocines. La nostra comprensio
de les funcions d'aquestes citocines ha avancat considerablement
principalment pels estudis que utilitzen models animals. Atenuar la inflamacié
induida per citocines i la promoci6 de les accions de citocines

313-315

antiinflamatories representen possibles vies terapéutiques . De fet, les
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estatines i els agonistes atero-protectors dels receptors nuclears atenuen

I'expressié génica i la senyalitzacié mediada per certes citocines®®*'"3° A

318

més, aquests efectes atero-protectors s’han atribuit a TGF-8 Dosis baixes

de metotrexat han demostrat ser beneficioses per a la prevencié secundaria

319

de l'infart de miocardi*~. A més, un assaig clinic de fase Il de canakinumab,

un anticos neutralitzant d’'IL-1B, va reportar la reduccié dels marcadors
inflamatoris, podent aplicar aixi una prevencié secundaria 315320321 A escala
més petita, s’ha testat un anticos monoclonal (MLN1202) dirigit a la interaccio
de CCL2 amb el seu receptor i s’ha obtingut una reduccié en la concentracié

de la proteina C-reactiva, reactant de fase aguda®*.

Els enfocaments terapéutics no necessiten estar restringits a les
citocines mateixes. Molts estudis estan investigant el potencial dels
enfocaments que augmenten el nivell i/o I'accié de les cél-lules T reguladores
o catalitzadores de la tolerancia immunologica als antigens associats amb
laterosclerosi®*. La manipulacié de la senyalitzaci6 de citocines representa
un altre enfocament i podria incloure inhibidors de molécules petites que
atenuen l'accié dels components proinflamatoris o milloren les que estan
presents de forma natural per esmorteir la inflamacié (per exemple,

supressors de senyalitzacid de citocines (SOCS)m.

En conclusio, per determinar si la concentraci6 de CCL2 es pot
utilitzar com a biomarcador de l'aterosclerosi, caldria un uniforme analitic
detallat. El valor actual d’aquesta molécula com a marcador de la inflamacié
vascular afegeix informacié a I'entorn clinic i es pot considerar una evidéncia

important en la fisiopatologia de I'aterosclerosi, fet que justifica futurs estudis.
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CONCLUSIONS
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Les nostres dades confirmen un model en el qual hi hauria una
produccié continua de CCL2 que activaria mecanismes promiscus com ara

els receptors atipics (ACKRSs).

La disponibilitat de la CCL2 és un factor a tenir en compte en el
desenvolupament de I'aterosclerosi. Els receptors convencionals (CCR2) i
atipics (ACKR1 i ACKR2) de CCL2 es troben sobreexpressats en artéries
afectades per aterosclerosis i podrien modular la concentraci6 de CCL2
circulant (ACCL2).

Els nostres estudis indiquen que, d’entre les quimiocines, CCL2 té
valor com a potencial biomarcador d’aterosclerosi. Aquesta quimiocina esta
involucrada en la progressié de la malaltia arterial periférica (MAP) i també
pot usar-se com a valor predictiu per distingir entre aterosclerosis coronaria

lleu, moderada i severa.
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Supplementary Figure 1. Representative photomicrographs of results
obtained in immunochemical studies of arteries surgically excised from
patients during revascularisation procedures. The distribution of expression
was not uniform throughout the anatomy of the arteries (columns). For
illustrative purposes, images are presented from the same artery stained with
haematoxylin-eosin (A), antibody against CD68, specific for macrophages (B),
antibody against CCL2 (C), and antibodies against specific receptors (CCR2
(D), DARC (E) and D6 (F)). Complex crystals in the media are shown in black
via unspecific staining with haematoxylin. Calcium deposition in the media

was depicted using the alizarin red S method (G).

The orientation and magnification was chosen to appreciaterosclerosi better
the changes in intima, media and adventitia. (500um, mag. x20; 200pm, mag.
x40; 100pm, mag. x100; 50um, mag. x200). Information is extended in

subsequent figures.
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Understanding the role of circulating chemokine
(C-C motif) ligand 2 in patients with chronic
ischemia threatening the lower extremities

Anna Rull', Anna Hernandez-Aguilera'-2, Montserrat Fibla3, Julio
Sepulveda?, Esther Rodriguez-Gallego', Marta Riera-Borrull', Juan
) Sirvent?, Vicente Martin-Paredero?, Javier A Menendez*, Jordi
Camps' and Jorge Joven!

Abstract

The role of chemokine (C-C motif) ligand 2 (CCL2) in peripheral artery disease is unclear. We measured the difference
between serum and plasma levels of CCL2 in patients with chronic ischemia threatening the lower extremities following
the observation that atypical chemokine receptors in blood and tissue cells may prevent CCL2 from entering the
circulation and consequently modulate its function of attracting monocytes to the site of lesion. To identify the influence
of CCL2, we compared the patients’ values to those in bio-banked samples from a control population. Further, we
explored the association with the Asp42Gly polymorphism (rs12075) in Duffy antigen chemokine receptor; one of these
atypical chemokine receptors. When possible, we evaluated in surgically excised normal and affected arteries the calcium
burden as well as the expression of CCL2 and related receptors reflecting the inflammatory status. Our findings indicate
that circulating CCL2 was significantly associated with the severity and presence of the disease (OR 0.966, 95% CI
0.944 to 0.988, p = 0.003). Circulating CCL2 was dependent on the rs12075 genotype (AA>AG>GG), which, probably,
indicates a higher expression of chemokine receptor in the arteries of AA subjects. The associations with genetic
variants and the over-expression of atypical chemokine receptors in diseased arteries may have potential implications
and our data indicate that CCL2 may represent a previously unrecognized factor that needs to be considered in the
screening of patients with risk factors for peripheral artery disease.

Keywords
atherosclerosis, biological markers, cytokines, genetics, metabolism, peripheral artery disease, risk factors

Introduction

Lower extremity peripheral artery disease (PAD) is a major
health concern that may be associated with catastrophic
events in different arterial territories. The disease increases
with age and, in people over the age of 55 years, the preva-
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lence of PAD in the legs is approximately 20%.'*
Paradoxically, although preventive measures are effective in
early stages, PAD is under-diagnosed when asymptomatic
and, consequently, prevention is either applied too late or
not at all.'-¢ Therefore, the search for laboratory surrogates
is a relevant pursuit. We aimed to increase our understand-
ing of the chemokine (C-C motif) ligand 2 (CCL2) in the
overall inflammatory response observed in patients who
develop chronic limb ischemia in order to identify associ-
ated factors’ 12 and to test the hypothesis that the expression
of this chemokine and its receptors is increased in diseased
arteries. This is based on our previous findings indicating
that CCL2 and CCR2 (its cell surface receptor) are widely
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distributed in mice.”> The effect in human tissues is
unknown. We also hypothesized that factors affecting the
availability and/or systemic function of CCL2 may result in
misinterpretation of clinical measurements.

We propose a plausible clinical impact of CCL2 in PAD
because: first, the biological function of the CCL2/CCR2
pathway is its ability to induce cell migration; second,
arteries with moderate atherosclerosis accumulate CCL2 in
response to a variety of pro-inflammatory stimuli; and
third, CCL2 may represent a potential therapeutic tar-
get.71418 We have already shown that serum CCL2 levels
are consistently higher than plasma CCL2 levels and that
analytical variability is significantly higher in serum.'8 This
finding may alter the relevance of the observed clinical
associations.!® Consequently, we reasoned that measure-
ment of CCL2 should be performed in both types of bio-
logical samples and we arbitrarily defined circulating
CCL2 as the difference between serum and plasma under
identical conditions (ACCL2). A possible explanation for
differences during laboratory analyses may lie in poorly
understood chemokine receptors collectively known as
‘atypical’, ‘silent’, or ‘decoy’. These are G-protein coupled
receptors that do not activate conventional signaling events
(mainly, Duffy blood group chemokine receptor (DARC),
D6, CCX-CKR1 and CXCR7).2° Conversely, they may
internalize, degrade or transport ligands (i.e. they have the
potential to create clinically relevant chemokine patterns in
tissues). Their levels of expression have not been explored
previously in diseased arteries.

A recent genome-wide-analysis study identified a strong
association between serum CCL2 levels and chromosome
1922-q23, especially at the rs12075 marker in DARC.!
This was not confirmed in plasma, and a recent study
revealed complex associations that may be relevant in the
study of atherosclerosis.?! Here we present, for the first
time in patients with PAD, the association between the
Asp42Gly polymorphism (rs12075) in the DARC gene and
circulating CCL2 levels, in relation to the relative expres-
sion of selected ligand and receptors in damaged arteries.
Despite the apparent complexity in the interpretation, taken
together our data suggest that circulating chemokines may
play an important role in the pathogenesis of PAD.

Methods
Study population

This is an observational, cross-sectional study with a pre-
set duration of 3 years (from January 2009 to December
2012). It involves data prospectively collected from
selected patients referred to the vascular disease depart-
ment of our hospital for the assessment of intermittent clau-
dication. Diagnosis was with standard clinical assessments
that included measurement of the ankle—brachial index
(ABI), non-invasive imaging, and angiography when indi-
cated. Our hospital’s ethics committee and institutional
review board approved the procedures of the study proto-
col, and written informed consent was obtained from the
participants prior to entry into the study (10-04-29/4proj3;
11-10-27/10proj1).

We recruited 174 patients aged between 55 and 85 years,
in whom chronic limb ischemia was diagnosed (>2 weeks
of resting pain or ulcers attributed to arterial occlusion dis-
case). Staging III or IV was according to Fontaine, but the
patients were only included if ulcers healed through medi-
cal therapy, irrespective of whether revascularization was
further indicated to improve quality of life and to increase
survival. These criteria were to exclude other factors such
as infection, repeated trauma or significant neuropathy, and
to ensure that the inclusion of diabetic patients does not
constitute bias.??> We did not find significant difficulties in
recalling past events and main exclusion criteria were acute
ischemia, signs of infection, renal failure, liver disease,
cancer, or autoimmune diseases. The number of patients
recruited within our fixed term of 3 years (n=174) was
higher than the minimal sample size required to analyze
biological markers with this design, and taking into account
the incidence and laboratory variability®3 (¢=0.02, =0.85;
n=125). Diabetes, hypertension and dyslipidemia were
defined according to established criteria.?>-2> The compari-
son group was composed of bio-banked samples (n=154)
representing the same general population from which the
cohort of patients was selected. The controls were known to
be unaffected (i.e. normal ABI values) and aged >50 years.
To preserve the characteristics of the general population
and to avoid population stratification, no other matching
procedure was performed?¢ and, consequently, there was a
difference in age and gender distribution. However, these
did not affect genetic studies and, presumably, did not skew
the results of other comparisons.”

Laboratory measurements

At the time of recruitment, fasting blood samples were
drawn and serum and plasma obtained. Blood cell counts
were performed immediately in an automatic cell counter
(Coulter LH 750 Analyser; Beckman Coulter, Brea, CA,
USA). Plasma concentrations of interleukin-8 (IL-8), solu-
ble CD40 ligand (sCD40L) and soluble P-selectin (sP-selec-
tin) were also measured immediately using a Bender
MedSystems FlowCytomix detection on flow cytometry
(Izasa, Barcelona, Spain). The remaining samples were fro-
zen in aliquots at —80°C within 2 h of collection and stored
until batched analyzed. Standard measurements were per-
formed using enzymatic assays or chemiluminescent immu-
noassays.?’?8 The updated homeostasis model assessment
(HOMAZ?2) estimates for insulin resistance were calculated.!#
Plasma B,-microglobulin and C-reactive protein were meas-
ured using turbidimetric reagents obtained from Biokit
(Barcelona, Spain). Plasma and serum CCL2 were meas-
ured with an ELISA-based assay (PeproTech, London, UK)
as described.!” The difference between serum and plasma
was expressed as ACCL2, or as a percentage [(serum —
plasma) x (100 / serum)]. The calculated value was consid-
ered a measurement of circulating CCL2, and used to
investigate cell—cell interactions during laboratory handling.
DNA was extracted from EDTA blood using a column-
based method from Qiagen (Izasa) and samples genotyped
for rs12075 using the TagMan 5’ allelic discrimination
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genotyping assay C 2493442 10 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) according to the manufacturer’s
recommendations.!8

Immunohistochemical analyses

Portions of femoral and/or popliteal arteries from patients
were obtained during surgical procedures for infra-inguinal
limb revascularization (n=30). The same approved proce-
dures had been used to generate non-affected donor tissue
samples for banking (n=10) according to our Blood and
Tissue Bank (www.bancsang.net/es/donants/donacio_teix-
its.html). After harvesting, the tissues were rinsed in phos-
phate buffer to remove residual blood and placed in at least
10 volumes of buffered formalin using a standard protocol
for paraffin-embedded tissue samples. Three sections per
slide were obtained and immunohistochemical studies were
performed in batches, essentially as previously described.?’
Owing to differing manufacturing characteristics, and to
ensure specific immunoreactivity, it is usual to test different
antibodies from different suppliers before making the
choice based on results obtained. A pre-requisite for an
antibody is that it can be used for Western blot (WB) as
well as immunochemical analyses, in order that the anti-
body can be checked against commercially supplied anti-
gens. The optimal dilution and exposure time for each
antibody were optimized for all subsequent analyses. In
this particular study we used: D6, Abcam 1656, 1/1000;
DARC, Abcam 58965, 1/500; CD68, Dako KP1, ready to
use; CCR2, Abcam 21667, 1/50; and CCL2, Abcam (C-17)
sc-1304, 1/500. The appropriate secondary antibodies
(Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA) were
used at a dilution of 1:200. Detection was performed with
the ABC peroxidase system (Vector Laboratories, Inc.). For
all the immunohistochemical measurements, negative con-
trols were treated the same as test samples, but omitting the
primary antibodies in the incubation. Also, arteries were
routinely stained for calcium deposits with alizarin red S
(Sigma, Madrid, Spain). Immunoreactivity was quantified
automatically for each antibody using an image analysis
system (AnaliSYS, Munster, Germany).?’

Statistical methods

The Kolmogorov—Smirnov test was used to check for nor-
mality of distribution of the variables. Values are presented
either as mean (SEM) or median (interquartile range: the
Ist quartile subtracted from the 3rd quartile). Comparisons
between groups were made with Student’s unpaired #-test
or Kruskal-Wallis one-way analysis. An allelic frequency
description and Hardy—Weinberg equilibrium test were per-
formed using SNPStats. The crude odds ratio (OR) and
their 95% confidence intervals (95% ClIs) for genotype
associations were calculated using the inheritance model
selected by the Akaike Information Criterion.3° Logarithmic
transformations were used in some cases to model nonlin-
ear relationships. Multiple regression models were used to
analyze the association between variables and results are
provided only when the model fits the data (i.e. relatively

low residuals). We included all variables in multivariable
analyses as on theoretical grounds all have shown to be
either risk factors or potential confounders. The number of
variables was reduced, however, according to the explana-
tory or predictive purpose of the model. We routinely used
the forward stepwise selection as the variable selection
method in each analysis and at an arbitrarily specified sig-
nificance level of p<0.05. Data were analyzed with SPSS
version 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Results
Study population

We evaluated 174 patients (348 limbs) and identified 195
limbs with the diagnosis of chronic limb ischemia, as
described above. Decreased, or absent, pulse was recorded
in all patients and, in most, dry skin and coolness to palpa-
tion. Ulcers (Fontaine stage V) were found in 120 limbs
(61.5%) and pain at rest (Fontaine stage III) in 75 limbs
(38.5%). The ankle systolic pressure ranged between 27 and
58 mmHg (4149 mmHg) and the ABI values between 0.3
and 0.5 (0.39+0.17). Among the remaining limbs, the ABI
was <0.9 in 143 and >0.9 in 10. Overall, there was no differ-
ence between right and left limbs with respect to ABI values
(0.59+£0.04 and 0.61+0.04, respectively). Other selected
characteristics and descriptive variables of the patient cohort
and population group are depicted in Table 1. Prescriptions
are commonly obtained from the attending general practi-
tioners. Medication use was recalled from questionnaires
applied to the patients, but these probably indicate adher-
ence rather than actual prescriptions. There was clinical evi-
dence of concomitant cerebrovascular or coronary artery
disease in 82 patients (47.1%). Most patients (n=141,
81.0%) were current or former smokers (27.3% in the popu-
lation control group) and other co-morbidities were signifi-
cantly higher (p<0.001) in patients than in the population
control, including hypertension (66% vs 13.2%) and dys-
lipidemia (31.6% vs 10.0%). Of note, 15 patients were dia-
betic (n=1 in the population control) that were managed
with either insulin (#=3) or metformin and, as mentioned
above, the possibility of bias was considered negligible.

Biological significance of CCL2 in PAD

Plasma and serum CCL2 concentrations were higher in
patients than in controls and measurements in both samples
were significantly correlated (Figure 1). The difference
(ACCL2) between values in plasma and serum CCL2 was
significantly (»<0.0001) lower in patients. We interpret the
significant decrease in patients as an indication that CCL2
is either functioning or sequestered in affected arteries. A
substantial amount of CCL2 may be normally bound to
blood cells and, consequently, only fully detected in serum
(i.e. after coagulation). The platelet count was higher in
patients than in controls, and significantly correlated with
ACCL2 (p=0.214; p=0.015). The design of the study only
allows the computation of the odds ratio (OR). Despite
being less sensitive than relative risk, we found (once
adjusted for variables as outlined in Table 1) that plasma
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Table |. Selected descriptive characteristics and laboratory variables in participants.

Control Patients p-value

n=154 n=174
Clinical characteristics
Age, years 68.03 (0.56) 71.26 (0.76) 0.01
Male, % 44.8 85.1 <0.001
Medication, %
ACEls or ARBs 132 35.0 <0.001
Other anti-hypertensive agents 1.9 44.2 <0.001
Beta-blockers 0.6 1.6 <0.001
Statins 18.5 26.0 0.315
Fibrates - 12.4 -
Insulin - 5.7 -
Metformin 2.1 36.2 <0.001
Aspirin I 50 <0.001
Clopidogrel - 18 -
Pentoxifylline or cilostazol - 16.3 -
Complete blood count
Red blood cells, x1012/L 4.59 (0.02) 4.09 (0.07) <0.01
Hemoglobin, g/dL 14.04 (0.08) 12.28 (0.20) <0.01
Leukocytes, x109/L 6.64 (0.09) 8.83 (0.32) <0.001
Platelets, x109/L 213.06 (3.39) 280.97 (10.55) <0.01
Biochemical variables
Total cholesterol, mmol/L 5.37 (0.06) 3.98 (0.09) <0.001
HDL-cholesterol, mmol/L 1.33 (0.02) 1.08 (0.03) <0.001
LDL-cholesterol, mmol/L 3.40 (0.05) 2.30 (0.08) <0.001
Triglycerides, mmol/L 1.42 (0.06) 2.94 (0.10) <0.001
Glucose, mmol/L 6.15 (0.13) 6.61 (0.25) 0.115
Insulin, pmol/L 79.34 (9.45) 144.48 (20.34)a 0.004
HOMAZ2 IR 1.69 (0.21) 2.68 (0.34)a 0.015
Inflammation-related variables
ACCL2, % 38.8(1.8) 18.1 (2.2) <0.0001
f,-microglobulin, mg/Lb 2.45 (0.71-2.96) 4.98 (1.9-5.2) <0.01
Fibrinogen, mg/dLb 285 (126-312) 676 (431-825) <0.01
Hs-CRP, mg/Lb 2.7 (1.2-5.8) 19.6 (6.2-24.7)$ <0.0001
IL-8, ng/Lb 2.14 (0.81-2.52) 3.46 (1.12-5.12) <0.05
Soluble CD40 ligand, pg/mLb 149 (84-198) 248 (107-310) <0.05
Soluble P-selectin, ng/mLb 40 (22-60) 208 (132-354) <0.001

an=|64.

Values are provided as percentage, Mean (SEM) or Median (interquartile range).
ACElIs, angiotensin-converting enzyme inhibitors; ARBs, angiotensin receptor blockers; HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; HOMA2
IR, Homeostatic model assessment of insulin resistance; CCL2, chemokine (C-C motif) ligand 2; Hs-CRP, high-sensitivity C-reactive protein; IL, interleukin.

CCL2 values (OR 1.007, 95% CI 1.003 to 1.012; p=0.001)
and ACCL2 (OR 0.966, 95% CI 0.944 to 0.988; p = 0.003)
were associated with the presence of the disease. This is
probably useful diagnostic and prognostic information.
This association was not observed for any other inflamma-
tion-related variable. Exploration of associations with other
biological determinants showed that there were no signifi-
cant associations with monocyte count, age, and smoking.
However, diabetes mellitus affected the interpretation of
serum and plasma CCL2. These measurements were asso-
ciated with plasma insulin concentration and insulin resist-
ance (data not shown). Because our method detects
exogenous insulin, the association was calculated exclud-
ing patients taking insulin. Intriguingly, serum CCL2 con-
centrations were significantly lower in patients with
diabetes mellitus than in those without diabetes [550.51

(40.07) vs 642.51 (69.31) pg/mL; p<0.001] and this differ-
ence disappeared when CCL2 was measured in plasma
[441.26 (26.27) vs 435.46 (29.72) pg/mL]. These results
reinforce the concept that ACCL2 is considerably more
informative in these patients. To explore the effect of
genetic variants with a potential impact on CCL2 we deter-
mined the relationships between the Asp42Gly polymor-
phism (rs12075) in the DARC gene and the circulating
CCL2 levels in patients with PAD. The rate of successful
genotyping was 96%. Genotype frequencies did not deviate
from the Hardy—Weinberg equilibrium, either in patients or
in controls. The A allele was more frequent (61%) than the
G allele (35%) and there were no differences in distribution
between patients and controls (Figure 2A). However, circu-
lating CCL2 was clearly associated with the genotype
(AA>AG>GQ) both in population controls and in patients
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Figure 1. CCL2 concentrations (pg/mL) in serum (A) were uniformly higher than in plasma (B) in controls and patients.The
differences between serum and plasma CCL2 (ACCL2) were calculated, and arbitrarily defined as the total amount of circulating
CCL2 (C). Serum and plasma CCL2 concentrations maintained significant correlations in controls and patients (D).

(Figure 2B). Following adjustment for clinical, laboratory
and genetic variables and using the over-dominant model
of inheritance, ACCL2 remained significantly associated
with the presence of PAD (OR 0.965; 95% CI 0.942 to
0.989; p = 0.004). As such, these genotypes appear to play
arole in CCL2 function in the tissue in PAD. A preliminary
assessment of the expression of CCL2 and receptors in
arteries is justified.

Histology observations

Representative results in affected arteries are summarized in
Supplementary Figure 1 (all supplementary figures are
available online with this article) in which the same artery
stained with each described marker is depicted. Calcium
deposition, found exclusively in the media, was a distinct

finding in affected arteries, compared to controls. The cir-
cumferential distribution of calcium as a dark stripe in
hematoxylin and eosin stained samples was a relatively fre-
quent observation (Figure 3A). There was no correlation
between alizarin staining (Figure 3B) and the expression of
other markers. The CD68-positive cells (macrophages) are
not observed in normal or minimally affected arteries
(Supplementary Figure 2, A and B) but are predominant in
newly formed intima and in the adventitia of diseased
arteries (Supplementary Figure 2, C and D). In non-diseased
arteries, the CCL2-stained cells were observed only in the
adventitia endothelium of the vessels (Figures 4A and 4B).
In affected arteries, the expression of CCL2 was intense in
the adventitia and the distribution was not homogeneous in
the intima and media (Figures 4C and 4D). Although there
were some trends regarding this expression and circulating
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Figure 2. The rs12075 genotype distribution in patients compared to healthy participants from the same population (A).
Differences between circulating CCL2 (ACCL2) were related to the rs12075 (Asp42Gly) genotype (B).

CCL2 or DARC genotypes, the low number of specimens
available for analysis precluded further inferences. The
expression of CCR2-stained cells was strong and limited to
the media in normal arteries. The expression in affected
arteries was uniform throughout, including intima and
adventitia (Figure 5). The increased presence of these func-
tional receptors (i.e. CCR2) indicates that, probably, most
cells are receptive to the presence of circulating CCL2 and,
consequently, may be more reactive in the case of disease
progression. DARC-stained cells were not found in normal
arteries. The expression in the intima of affected arteries
appears related, albeit non-significantly, to the genotypes
investigated; in most cases, staining was intense in media
and adventitia. Curiously, the expression of DARC is more
intense in atheroma, which is in contrast with the expression
of other chemokine receptors. It was also evident that the
expression of DARC in arteries with higher deposition of
calcium is limited to endothelial cells in contact with the
lumen (Supplementary Figure 3). The expression of
D6-stained cells was practically absent in normal arteries,
but intense and widely distributed throughout

affected arteries. The expression of D6 in the intima was
also limited, usually to cells in contact with the lumen
(Supplementary Figure 4).

Discussion

The prevalence of PAD, a complex, multi-factorial and
incompletely understood condition, is expected to rise. It
carries significant morbidity and health care costs, espe-
cially in those developing critical limb ischemia. The avail-
able clinical management of these patients is poor, and
prognosis is pessimistic.'= In our study, as in others,! it is
distressing to note that risk factor modification is far from
what could be considered optimal for such a condition.
Atherosclerosis is increasingly being considered an inflam-
matory disease, and it is currently accepted that CCL2 is
involved in its pathogenesis. In mouse models, overexpres-
sion of CCL2 increased the progression of atherosclerosis,
deficiency of CCL2 reduced atherosclerosis, and plasma
levels of CCL2 promote recruitment of monocytes and other
immune cells to the vessel wall.3> The value of CCL2 as a
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Figure 3. The presence of calcium in affected arteries is limited to the media, and unambiguous interpretation requires specific
staining. Circumferential calcium deposition is observed as a dark stripe when stained with hematoxylin and eosin (A).Alizarin
staining readily detects calcium without the formation of crystals (B).To clarify these findings, we have highlighted the approximate

location of lumen (L), intima (1), media (M) and adventitia (A).

Figure 4. In normal or minimally affected arteries, CCL2 is only expressed in adventitia (A, B). Affected arteries depict widely
heterogeneous expression throughout the arterial sites but, usually, are more intense in the adventitia (C, D). To clarify the findings, we
have highlighted the approximate locations of lumen (L), intima (I), media (M) and adventitia (A). 200 um, magnification x40; 00 pm.

cardiovascular risk marker has been assessed, mainly in
coronary heart disease.’>3¢ Although the findings are often
contradictory,'¢ there is no reason to exclude the relevance
of lower extremities in atherosclerosis since there are lim-
ited, but consistent and suggestive, data to the contrary.’”-38

We identified a few factors limiting the interpretation of
our findings. For example, CCL2 concentration in plasma
is consistently lower than in serum, and interpretation dif-
fers depending on which measurement is used.!”-"" Our
data show that this is not an anecdotal finding. Interpretation
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Figure 5. The expression of CCR2-stained cells was strong and limited, in normal arteries, to the media (A, B). In affected arteries
the expression was uniform throughout the artery including intima and adventitia (C, D).To clarify findings, we have highlighted the
approximate locations of lumen (L), intima (l), media (M) and adventitia (A). 200 pm, magnification x40; 100 pm.

is not simple, especially if there are other possible biologi-
cal determinants (e.g. diabetes mellitus). Therefore, we
propose the use of the difference between serum and
plasma values (ACCL2) as a classifier of severity. There
are at least two advantages: (1) a decrease in the influence
of laboratory mishandling; and (2) that chemokines bound
to blood and endothelial cells are taken into account. Using
this approach, the alternative measure of the total amount
of circulating CCL2 (i.e. ACCL2) is strongly associated
with critical limb ischemia, and remains a powerful pre-
dictor when adjusted for other confounding factors. Of
note is that we observed that severe and extensive lesions
are consistently associated with significantly decreased
ACCL2 values. We interpret our data as being the result of
a high burden of damaged tissue. Plasma CCL2 concentra-
tions may vary but do not reflect CCL2 bound to blood
cells such as platelets.?® Serum CCL2 could represent a
measurement of CCL2 post-coagulation. The combination
of both measurements would indirectly represent the
amount of CCL2 expressed, or transported, into the artery
during protracted inflammatory stimuli (i.e. a measure-
ment of chemokine availability and function in tissues).*
More importantly, ACCL2 was not, in our study, associ-
ated with other inflammation-related variables. Further,
preliminary results in an on-going prospective study (data
not shown) suggest that these measurements may be useful
for the stratification of the extent of PAD. The availability
of CCL2 may be complicated by potential effects induced
by differential expression of functional receptors (CCR2)

and the presence of atypical chemokine receptors of
unknown function in the regulatory network which enables
the organism to modulate leukocyte migration.*® For the
first time in the current literature, we observed that a
genetic polymorphism of DARC may be a contributing
factor. Genotype frequencies in patients and in unaffected
members of the same population are similar, but ACCL2
values are higher in genotype AA and lower in GG.
Differences in ACCL2 between cases and controls were
significant, and suggest a higher expression of these recep-
tors in patients with AA. It is consequently a candidate
genetic marker that warrants further investigation. Our his-
tologic observations failed to show significant associa-
tions, but we found that the expression of CCR2, DARC
and D6 was increased in diseased arteries, and that the dis-
tributions in the arteries are not uniform. A pathogenic role
is likely, and data suggest that atypical chemokine recep-
tors modify chemokine availability in PAD. Although
these receptors have no involvement in cell migration, a
modulation of the inflammatory response is likely. It
should be mentioned that our finding of a significant cal-
cium burden in the arterial tissue could be clinically impor-
tant since patency rates with surgical interventions are low
in cases of very calcified arteries. This high calcium load
may represent an unrecognized confounding factor.

A number of limitations should be recognized in this study.
First, despite our efforts to minimize the effect of diabetes
mellitus (including neuropathy and difficulty in healing
ulcers) it is not clear whether these patients should be
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included, according to the initial definition of critical limb
ischemia.?? Second, results obtained in a cross-sectional study
do not quantify any improvement in clinical performance that
can be gained from the addition of a biomarker to data on risk
factors. Third, the genetic findings have, as yet, not been rep-
licated in other studies and, as such, should be considered
exploratory and requiring further validation. Fourth, the
effects of suboptimal medical treatment the patients may have
been receiving at the time of study, and the specific mecha-
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Abstract

Background: Chemokine (C-C- motif) ligand 2 (CCL2) controls leukocyte
migration into the wall of the artery. The function of CCL2 in regulating the
flow of cells is mediated by signaling through functional receptors (CCR2) but
CCL2 is also bound to promiscuous atypical chemokine receptors (ACKRs)
with the ability to scavenge, or sequester, this chemokine. Our question was
where and to what extent CCL2 and both types of receptors are expressed in
human coronary arteries as a result of atherosclerosis.

Materials and methods: In a necropsy study, we compared the detection of
CCL2 and related receptors in occluded coronary arteries with that in
unaffected arteries.

Results: The immunohistochemical expression of macrophages, CCL2 and
the associated receptors was significantly higher in diseased arteries. The
highest relative increases were those of CCL2 and ACKR1. Despite some
similarities in the distribution of associated receptors, there were no
correlations with the expression of CCL2, which was the only variable with
predictive accuracy of atherosclerosis. CCL2 expression was marginal in
normal arteries and mostly restricted to smooth muscle cells. Functional
networks suggest that the association between the availability of CCL2 and
the cellular response is complex. To fully understand this relationship, we will
need to explore the activity and specificity of associated receptors and the
confluent role of other chemokines.

Conclusions: Our findings points CCL2 as a marker potentially useful in
atherosclerosis diagnosis and provide data indicating that conventional and
atypical receptors for this chemokine are overexpressed in atherosclerotic

arteries.

Keywords: Atherosclerosis, ACKRs, CCR2, DARC, D6, Inflammation
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INTRODUCTION

Inflammation in atherosclerosis entails numerous signals governing
the passage of cells and blood molecules into the wall of the artery [1-4].
Chemokines transform monocytes into macrophages, promote the response
of immune cells and maintain the continuous release of chemokines in a self-
maintaining progressive cycle —apparently mediating in all stages of
atherosclerosis [4-6]. In order to interfere with this vicious cycle and improve
our current risk factor modification strategy, we need to fully understand the
control of chemokine function in arteries. In particular, chemokine (C-C motif)
ligand 2 (CCL2) has been shown to be critical for the development of
atherosclerosis and its function is mediated by receptors [5]. Our question
was where and to what extent the expression of CCL2 and associated
receptors may change in diseased arteries that have been responsible for the
death of patients with coronary artery disease (CAD) as compared to healthy
arteries. We reasoned that analyzing data in this final stage of chronic, low-
grade inflammation might support emergent therapies targeting the
relationship between metabolic energy and the inflammatory process,
reducing the plasticity of macrophages or facilitating immunotherapy [7-10].

The binding of CCL2 to its functional receptor (CCR2) is fostering
seminal research but the lack of detail regarding what CCL2 controls and
which is the underlying mechanism restricts the interpretation of results [9-16].
Evidence suggest that CCL2 regulates pleiotropic signaling pathways
influencing numerous cellular processes. For example, the injection of
mesenchymal stem cells in mice reduces atherosclerosis development and

decreases CCL2 levels [10]; CCL2 also induces migration of adventitial
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fibroblasts and mesenchymal stem cells into the intima [13]. It is also
important to consider atypical chemokine receptors (ACKRs) because they
bind to CCL2 without eliciting a defined response but forming active
chemokine gradients [17, 18]. The best-known ACKRs are ACKR1 (Duffy
antigen receptor for chemokines; DARC) and ACKR2 (chemokine binding
protein 2; CCBP2 or D6). Both are promiscuous and can bind to a range of C-
C chemokines [19, 20]. In cells, CCL2 rapidly dissociates from ACKR2, which
is recycled back to the cell surface for further chemokine capture; ACKR1
does not mediate chemokine internalization [21, 22]. The role of ACKRs
regulating acute inflammation seems supported [23]. The role of ACKRs in
chronic, low-grade inflammatory diseases has been less studied but recent
findings indicate that the genetic deletion of Ackr? in ApoE~~ mice impairs
atherosclerosis development following a marked reduction in Ccl2 levels [24].
It may be argued that the expression of ACKRs and the availability of
functional CCL2 could be coordinately regulated to modulate the inflammatory
response. To study this relationship we have measured for the first time, the
expression of CCL2 and related receptors in human coronary arteries and we

found a higher expression in arteries with advanced atherosclerosis.

MATERIALS AND METHODS
Research design

We designed a pre-set duration, observational, cross-sectional study in
consecutive male decedents who underwent autopsy between December
2012 and November 2014 at our settings and in which CAD was firmly

established as the cause of death. The local Ethics Committee, which acts as
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the Institutional Review Board, approved the study protocol and procedures
(EPINOLS/12-03-29/3proj6). Written informed consents were obtained from
next of kin of the deceased for autopsy and access to clinical records and
tissues. Accordingly, we excluded decedents with sudden, out of Hospital,
death. Because CCL2 has been associated with complex diseases [5], we
also excluded decedents with evidences of recent infection, diabetes, major
metabolic disturbances, liver disturbances or neoplasms. In each corpse we
obtained at least one major coronary artery narrowed >80% in cross sectional
area by atherosclerotic plaque or associated thrombus. For comparisons, we
obtained coronary arteries from 19 men dead as a result of road traffic
accidents during the same period of time. For other associations, we
arbitrarily selected specimens with mild (less than 20%), moderate (between
21% and 50%) or severe (more than 50%) narrowing. We examined a total of
123 specimens from 87 donors.
Histological examination

The specimens were immediately fixed in 10% neutral-buffered formalin
and embedded in paraffin. Serial sections of 4um were placed on a 45°C
water bath to expand to its original size before staining procedures with
hematoxylin and eosin, Alizarin Red and Masson’s Trichrome reagents in
order to assess the structure and extent of fibrosis in the arteries and to
visualize the localization of calcium phosphate. The intima and media
thickness (IMT) was measured in these sections.

Slides were loaded in an automated slide stainer Autostainer

Universal™ (Dako, Denmark) including sections (in triplicate) for

immunohistochemical analyses after standard procedures for manual de-
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waxing and heat-induced epitope retrieval. We added a blocking step for 25
minutes at room temperature prior to incubation with the primary antibody.
Macrophages were detected by the presence of the CD68 antigen with
reagents provided by Dako. Primary antibodies, validated by the suppliers,
against CCL2 (ab9669), CCR2 (ab21667) and ACKR2 (ab1658) were
obtained from Abcam (Cambridge, UK) and used at dilutions of 1:200, 1:100,
and 1:500 respectively. ACKR1 (PAB13254) antibody was from Abnova
(Taipei, Taiwan) and used at a dilution of 1:200. Biotinylated secondary
antibodies (Vector Laboratories Inc, Burlingame, CA) were used at a dilution
of 1:200. Detection was performed with the ABC peroxidase system (Vector)
and DAB peroxidase substrate (Dako). The slides were counterstained with
Mayer’s hematoxylin. The choice of CCL2 and CCR2 antibodies was based
on previous results [25]. The ACKR1 and ACKR2 antibodies required further
comparison with other available antibodies (HPA013819 and HPA016421,
from Sigma; PA1-21614, from Affinity Bioreagents; and NB100-2421 from
Novus Biologicals). We then compared the pattern of immunostaining
previously described for breast cancer tissue as described [26] and we found
no significant differences among antibodies. Accordingly, selected sections
from breast tissue were used as positive controls (Figure S1). Sections from
specimens not expressing ACKR1 or ACKR2 were used as negative tissue
control to confirm the absence of background staining. Similarly, we used
negative controls from study samples by omitting the primary antibodies from
the incubations. The evaluation of staining with arbitrary scores based on
proportion of stained cells and intensity correlated with automated calculations

of stained area using the image analysis system (AnalySIS™, AnalySIS,
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Munster, Germany) and we used these values for analysis as described [27].
Since diseased arteries were greater than the histological field used for
analyses, several pictures were combined to calculate the percentage of
stained area with respect to the total area of the artery. Pictures include a size
bar for assessment of magnification.
Statistical analyses

Inter-observer agreement was assessed and discrepancies (<5%) were
resolved. The Student’s t-test or Mann-Whitney’s test were used to assess the
difference between groups according to the distribution of variables and the
chi-squared test to compare categorical variables. Spearman correlation
coefficients were used to evaluate the degree of association between
variables. To correct for multiple testing we used the False Discovery Rate
estimated using the Q-value. The true and false positive rates at various
threshold settings were used to plot receiver operating characteristic (ROC)
curves to assess variables as predictors. The Statistical Package for the
Social Sciences, version 19.0 (SPSS Inc, IBM Corp, Chicago, IL, USA) and
MetaboAnalyst 3.0%, were used for analyses. STRING (Search Tool for the
Retrieval of Interacting Genes/Proteins) was used as a biological database
and web resource of known and predicted protein-protein interactions

(http://string-db.org).

RESULTS
In CAD patients, compared to controls, hypertension was more prevalent
and the incidence of affected valves, age, serum triglyceride concentration,

heart weight and ventricular thickness were significantly increased (Table 1).
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The proportion of daily smokers was similar to that found in controls and there
were no differences in body mass index relating weight to height — in mean
(SD) kg/m?, 25.7 (4.1) for controls and 24.8 (4.0) for CAD patients. The
modified tissue architecture of diseased arteries and the significantly higher
(p<0.001) IMT values, in median (IQR), of diseased arteries [586 ym (452.7-
865.1)] as compared with controls [379 ym (265.8-467.8)] were confirmed by
histologic examination. Macrophages (CD68 staining) were scarcely observed
in most normal or minimally affected arteries but there were frequent in the
newly formed intima and adventitia of affected arteries (Figures 1 and 2).

The immunohistochemical expression of the assayed proteins was
significantly higher in diseased arteries than in controls. Quantitative
measurements are summarized in Table 1 and illustrated in Figures 2, S2 and
S3. The highest relative increases were those of CCL2 and ACKR1 (i.e., both
were equally responsive to induction). CCL2 expression was marginally
evident (26%) in normal arteries and mostly restricted to smooth muscle cells.
In affected arteries, CCL2 expression was increased in all layers and all
specimens, especially in macrophages and adventitial tissue, but remained
more evident in the tunica media; the staining of endothelial cells was faint.
Contrarily, CCR2 was expressed in all healthy and affected specimens. In
controls, CCR2 was predominant in smooth muscle cells but widely
distributed in all layers. In affected arteries, the relative expression was higher
and included both endothelial cells and macrophages but the difference was
only significant in the adventitial tissue indicating a likely higher response in
this tunica. The expression of CCR2 was observed in more cells and with

higher intensity but the distribution of both CCL2 and CCR2 was qualitatively
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similar in smooth muscle cells. The expression of ACKR1 was not detected in
all specimens (63% in controls and 81% in affected arteries). It was also
relatively weak in control arteries and more evident in smooth muscle cells. Of
note, the expression was increased over 10-fold in those affected arteries that
were positively stained. Similar to CCL2, there was a significant increase in
the proportion of stained cells in all layers. Conversely, the expression of
ACKR2 was more intense and widely distributed than that of ACKR1. The
quantitative expression of ACKR2 was similar to that observed for CCR2 but
undetectable in 16% of control arteries. It was detected in endothelial cells,
smooth muscle cells and more importantly in the adventitia and cells
surrounding adipocytes. In affected arteries, ACKR2 was present in all
specimens but the expression was quantitatively not different in the intima and
the media with respect to controls. Interestingly, however, the increased
expression in adventitia was statistically significant.

We also explored whether the expression of CCL2 and the associated
receptors could represent a potential marker of both the presence and
severity of atherosclerosis. We found no dependence between measured
variables using a Spearman-based correlation matrix and the model of
predictions was constructed using Random Forest — a non-parametric and
bias-free method- that pointed CCL2 as the most important variable to
indicate atherosclerosis (Figure 3). This finding was further confirmed via
ROC curves using the combined variables (Figure 4). Collectively, the data
suggest that the increased expression of CCL2 is likely the initial event and
that the predictive value of CCL2 expression is not strictly associated with

occlusion of the arteries. Values for the expression of the associated
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receptors showed no predictive value but CCR2 expression discriminated
CAD samples from controls (Figure 4).

We next explored the predicted protein-protein interactions and we found
no evidence of associations between ACKR1 and ACKR2. Therefore, the
interactions between each receptor and CCL2 were examined separately
(Figure S4). The functional networks were similar for each receptor. Predicted
partners were derived from analyzing information of sequenced genes and
included additional chemokine receptors and ligands, suggesting a high level
of complexity in interpreting data. There was no evidence in database of co-
expression among these proteins in humans but the evidence for co-
expression in other species, although weak, combined with our results,

suggest that this possibility cannot be discarded.

DISCUSSION

The expression of CCL2 and associated receptors is increased in
arteries with atherosclerosis. Our study uncovers complexities in the
interpretation of chemokine function but favor CCL2 as a potentially useful
marker in atherosclerosis diagnosis. We also provide prospects for further
studies to clarify the causal roles of CCL2 signaling and upstream
inflammation in atherosclerosis and to promote CCL2 as an attractive target
since it exerts effects via cell surface receptors that are readily druggable.

The notion that CCL2 may represent an important cardiovascular risk
factor is mostly based on its inflammatory function as chemo-attractant but the
complexity of CCL2 biology suggests additional roles [5, 6, 21, 26, 28].

However, there are possible intricacies in the interpretation of data concerning

10
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the value of plasma CCL2 for risk stratification after acute coronary
syndromes and to predict the risk of atherosclerosis [28-30]. The CCL2-CCR2
pairing appears to be the prevalent interaction but confirmation is challenging
because CCL2 and CCR2 bind other receptors and ligands respectively,
suggesting redundant effects [12]. Here we establish that a wide range of
cells in the artery wall including endothelial and smooth muscle cells
expresses CCL2 and CCR2. The expression is apparently constitutive and
induced, although such induction is limited to adventitial tissue in the case of
CCR2. Of note, we only detect CCR2B — one of the two isoforms of CCR2
due to alternative splicing. This is the predominant form (>90%) but it might
represent a limitation. The expression of ACKR2 is also mainly constitutive
and induction is weak and limited to the adventitia. Contrarily, the induction in
the expression of ACKR1 is quantitatively significant in a wide range of cells.
The expression of ACKRs in the vessel wall with the ability to scavenge, or
sequester, CCL2 is important because their different expression profiles in
particular cell types and layers of the artery wall complicate the availability of
circulating CCL2 for other cellular response [12, 31]. Interestingly, genome-

wide association studies (www.genome.gov/gwastudies) have identified

variants at loci 1923.2 (rs 12075) of ACKR1 gene and 3p22.1 (rs 2228467) of
ACKR2 gene associated with circulating CCL2 levels suggesting a possible
connection between CCL2 and disease. It is possible that these variants alter
the binding of CCL2 to these receptors but our results suggest that altered
receptor expression is probably a more important factor than altered binding
properties. Moreover, the imprecision of the CCL2 assay and differences in

blood sample processing also contribute [12, 30].

11
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Although the inherent limitations prevent potential speculations and
some drugs targeting CCL2 or CCL2-associated receptors have reached the
phase of clinical trials with contradictory success [32], our results support the
key role of CCL2 in the pathogenesis of CAD. For example, a
clinicopathologic correlation found at necropsy with those reported earlier — or
elsewhere — is probably meaningless [33] but this selected sample shows
associations between inflammation, vascular calcification and remodeling in
atherosclerosis [34]. Specifically, CCL2 expression, despite the lack of
correlation with the expression of associated receptors, was the only value
with sufficient predictive accuracy of atherosclerosis and apparently
independent of the degree of occlusion. The association between CCL2 and
macrophages also support our previous findings indicating that the CCL2-
CCR2 axis regulates macrophage polarization by upregulating the additional
production of CCL2 [35] and the high and combined expression of CCL2 and
CCR2 in the media, associated with calcium deposits, may also suggest that
their binding may contribute to modifications in smooth muscle cells [36].
Finally, the increased expression of ACKR1 and ACKR2 in affected coronary
arteries should not be considered coincidental but strongly suggestive of the
perceived function of ACKRs in the regulation of inflammation. Namely, the
higher complexity derived from considering simultaneously the formation of
passive CCL2 gradients and active CCL2 gradients formed by ACKRs that
scavenge chemokines locally [37-40]. The measurement of expression,
however, does not provide insight into receptor specificity or activity. Human
studies directed to understand mechanisms regulating chemokine activity and

availability and to assess efficacious drugs would require novel assays to

12
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measure in vivo the functional properties of CCL2 and its associations with
cellular receptors.

We conclude that our data reinforce a model in which the continuous
production of CCL2 in chronic inflammation activates promiscuous
mechanisms with a potential predictive value of atherosclerosis. To fully
understand the pathogenesis of CAD, further studies should consider how
and to what extent the binding of CCL2 to associated receptors transduce

signals, and/or mediate scavenging.
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Figure 1. Representative microphotographs of histologic changes in coronary
arteries. Lesions, especially the thickness of media and intima, were evident with
hematoxylin and eosin staining (A). Alizarin Red Staining was used to assess
calcium deposits (B) and Masson’s trichrome staining was mostly used to assess
variations in the overall structure and remodelling (L is Lumen, | is Intima, M is Media
and A is Adventitia).

Figure 2. Representative microphotographs of immunohistochemical staining
in coronary arteries. The expression in non-affected arteries and in those from
atherosclerotic arteries of CCL2, CD68-stained cells (macrophages), and functional
and putatively silent receptors for CCL2 displayed significant differences (see Table 1
for quantitative analysis). Although there was not a quantitative correlation, CCL2
and CCR2 expressions were apparent in the same layers of the artery wall.
Conversely, the expression of ACKR1 (DARC) and ACKR2 (D6) diferred in intensity
and distribution (L is Lumen, | is Intima, M is Media and A is Adventitia).

Figure 3. Correlation among histologic variables and random forests
classification. Correlation matrix (A) was used to investigate the dependence
between multiple variables at the same time and we found no significant association.
In particular, the correlation between CCL2 and CCR2 was not statistically significant
and only CCL2 expression could be considered a good predictor of atherosclerosis
(B). We used Random forests to rank the importance of variables in a likely
classification of predictors and CCL2 was significantly diferent (C).

Figure 4. A classification model of histologic variables to predict
atherosclerosis. Receiving operating characteristic curves were plotted using true
and false positive results. Most values were relatively good predictors of coronary
artery disease (CCL2, CD68 and atypical receptors) but CCL2 was the most
significant according to the area under the curve and specificity (A). Only the
predictive value of CCL2 remained significant to distinguish between mild, moderate
and severe occlusion (B).

Figure S1. Proteins in human breast carcinoma. Sections of breast tissue
expressing all the antigens were used as positive controls and treated exactly as
study samples. We also selected specimens of breast tissue without ACKR1 or
ACKR2 expression as a source of negative tissue controls to confirm the absence of
background staining.

Figure S2. Representative microphotographs of the expression of CCL2, CCR2,
ACKR1 and ACKR2 in control coronary arteries. Images with higher
magnifications are segregated by layer (rows) to identify the cells in which each
histological staining (columns) is predominant. The design was directed to describe
findings summarized in Table 1.

Figure S3. Representative microphotographs of the expression of CCL2, CCR2,
ACKR1 and ACKR2 in atherosclerotic coronary arteries. Images with higher
magnifications are segregated by layer (rows) to identify the cells in which each
histological staining (columns) is predominant. The design was directed to describe
findings summarized in Table 1.

Figure S4. Functional interaction networks. These networks were generated using
CCL2 and ACKR1 (A) or CCL2 and ACKR2 (B) as the respective inputs for
information on Homo sapiens. There was no information on possible interactions
between ACKR1 and ACKR2. The following predicted functional partners had a
probabilistically confidence score > 0.98 (i.e., a significant association with the
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classification of the KEEG database: CCR2, chemokine (C-C motif) receptor 2;
CCRS5, chemokine (C-C motif) receptor 5; CCL5, chemokine (C-C motif) ligand 5;
JUN, jun proto-oncogene; CCL25, chemokine (C-C motif) ligand 25; FOS, FBJ
murine osteosarcoma viral oncogene homolog; CCR1, chemokine (C-C motif)
receptor 1; CCL7, chemokine (C-C motif) ligand 7; CCL19, chemokine (C-C motif)
ligand 19; CCL21, chemokine (C-C motif) ligand 21; IL8, interleukin 8; CCRL1,
chemokine (C-C motif) receptor-like 1; CCL8, chemokine (C-C motif) ligand 8.

21



UNIVERSITAT ROVIRA T VIRGILI o o
ATEROSCLEROST I CITOCINES: INFLUENCIA pE c&Mrepganstedraadehdinical Investigation Page 22 of 26

Montserrat Fibla Simé

©CoO~NOUITA,WNPE

Non-affected CAD

o BT T

39 Figure 1. Representative microphotographs of histologic changes in coronary arteries. Lesions, especially the
40 thickness of media and intima, were evident with hematoxylin and eosin staining (A). Alizarin Red Staining
41 was used to assess calcium deposits (B) and Masson’s trichrome staining was mostly used to assess

42 variations in the overall structure and remodelling (L is Lumen, I is Intima, M is Media and A is Adventitia).
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49 Table 1 for quantitative analysis). Although there was not a quantitative correlation, CCL2 and CCR2
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47 Figure 3. Correlation among histologic variables and random forest classification. Correlation matrix (A) was
used to investigate the dependence between multiple variables at the same time and we found no significant
association. In particular, the correlation between CCL2 and CCR2 was not statistically significant and only

49 CCL2 expression could be considered a good predictor of atherosclerosis (B). We used Random forests to
50 rank the importance of variables in a likely classification of predictors and CCL2 was significantly diferent
51 (C).
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Table 1: Main clinical, biochemical and immunohistochemical variables.

Clinical characteristics
Age, years

No smokers, n (%)

Heart weight (g)
Ventricular thickness (mm)
Fibrosis, n (%)

Affected valves, n (%)
Hypertension, n (%)
Biochemical variables
Glucose (mmol/L)

Total cholesterol (mmol/L)
HDL - cholesterol (mmol/L)
LDL - cholesterol (mmol/L)
Triglycerides (mmol/L)

Control group
(N=19)

45 (33-69)
15 (78.4)
380 (300-450)
16 (14-18)

0
2 (10.5)

2 (10.5)

4.74 (4.19-5.29)
3.68 (2.98-4.38)
1.13 (0.82-1.32)
1.99 (1.83-2.46)
0.79 (0.56—-1.03)

Immunohistochemical variables*

CAD group
(N=68)

71 (61-77)
42 (61.8)
480 (400-600)
19 (15-20)
10 (15.9)
31 (45.6)
35 (51.5)

4.85 (4.55-6.09)
4.27 (3.18-5.51)
1.02 (0.54-1.63)
2.02 (1.71-3.37)
0.98 (0.81-1.84)

Positive staining expressed as a percentage (%) of the arterial area

CD68
CCL2
CCR2
ACKR1
ACKR2

0.75 (0-1.8)
2.4 (1.3-5.8)
24.4 (14.4-49.6)
6.8 (2.4-12.6)
21.9 (8.1-35.5)

3.8 (1.6-6.2)
17.2 (9.1-27.3)
40.1 (24.3-54.1)
13.3 (6-43.1)
34.8 (25.2-53.7)

Percentage (%) of stained cells in positive specimens

CCL2
Intima
Media
Adventitia
CCR2
Intima
Media
Adventitia
ACKR1
Intima
Media
Adventitia
ACKR2
Intima
Media
Adventitia

* Staining was measured using automated image analysis and expressed as median

(n =5; 26%)
41(24-5.3)
10.5 (3.5-19.1)
3.6 (2.7 -5.5)
(n=19; 100%)
24.5(19.2 — 29.3)
70.1 (64.3-74.2)
10.4 (7.5-14.1)
(n=12; 63%)
54(3.1-7.3)
15.8 (11.2 - 20.5)
3.9(2.1-4.9)
(n =16; 84%)
19.5(11.9 - 26.3)
249 (17.7 - 26.1)
50.7 (44.2 — 67.3)

and interquartile range (IQR, 25-75%).

(n = 68; 100%)
8.5(5.9 - 11.2)
35.5 (22.4 — 59.6)
21.5 (18.4 - 26.2)
(n = 68; 100%)
29.1 (24.4 — 33.3)
75.6 (70.7 — 84.6.6)
31.8 (27.2 - 34.7)
(n = 55; 81%)
74.1 (64.3 - 78.2)
82.7 (73.2 — 84.9)
65.8 (61.6 — 68.9)
(n = 68; 100%)
21.2 (17 - 24.4)
30.7 (22.9 — 40.3)
74.2 (61.2 — 85.1)

P-value

0.001
0.164
0.002
0.005
0.110
0.005
0.001

0.296
0.223
0.641
0.658
0.045

0.002
<0.001
0.037
0.001
0.020

<0.001
<0.001
<0.001

0.120
0.087
0.001

0.001
0.001
0.001

0.102
0.087
0.001
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