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RESUMEN

La oxidacién de las lipoproteinas de baja densidad (LDLox) es un evento importante
en el desarrollo y progresion de la aterosclerosis y la respuesta inmune contra estas
moléculas puede modular la aterogénesis. La relacion entre los autoanticuerpos
anti-LDLox y la cardiopatia isquémica (CI) es aun controversial. En el presente
estudio se determinaron los valores de las IgM e IgG anti-LDLox, en 20 pacientes a
quienes se les indicdé una coronariografia por alguna razoén en la consulta de
cardiologia. Se tomé como grupo control a 10 voluntarios jovenes sanos
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trabajadores del Centro de Inmunologia Molecular. Los niveles de anticuerpos de
tipo IgM contra las LDLox no fueron diferentes entre los pacientes sin evidencia de
CI y los sujetos jévenes sanos. En cambio, los niveles de IgM anti-LDLox de estos
grupos fueron estadisticamente superiores a los del grupo de pacientes con
evidencia de CI. Nuestros resultados, aunque preliminares, sustentan la hipotesis
de que este tipo de autoanticuerpos pudiera estar inversamente asociado con la
presencia de aterosclerosis.

Palabras clave: LDL oxidadas, autoanticuerpos, cardiopatia isquémica,
aterosclerosis.

ABSTRACT

Low-density lipoprotein (LDL) oxidation is an important event in atherosclerosis
development. The relationship between oxidized LDL (oxLDL) autoantibodies and
coronary artery disease (CAD) remains controversial. IgM and IgG autoantibodies
to oxLDL were measured in twenty patients undergoing clinically indicated coronary
angiography, and in ten young healthy volunteers from the Center of Molecular
Immunology. The levels of IgM autoantibodies to oxLDL did not differ between no
CAD patients and healthy subjects, but the levels of IgM autoantibodies to oxLDL of
these two groups were higher compared with the one of CAD patient group. Our
results, although preliminary, supports the hypothesis that this kind of Abs might
be inversely associated with the presence of atherosclerosis.

Key words: Oxidized LDL, auto antibodies, ischemic heart disease, atherosclerosis.

INTRODUCCION

La aterosclerosis constituye la primera causa de muerte y morbilidad, tanto en los
paises desarrollados como en aquellos en vias de desarrollo.! Estd considerada una
respuesta inflamatoria cronica que causa lesiones en la pared arterial y que puede
producir isquemia en el corazon, cerebro y extremidades, lo que puede causar
infarto del miocardio y cerebral, y trombosis con amputacién de algin miembro
inferior.? Una de las causas que favorece la aterosclerosis es la hipercolesterolemia.
Las lipoproteinas de baja densidad (LDL) en su transito a través de la pared arterial
son atrapadas en la matriz extracelular de la intima, debido a la interaccién con los
proteoglicanos, lo que favorece las modificaciones oxidativas.> Las LDL oxidadas
(LDLox) son internalizadas por los macréfagos por medio de los receptores
basureros presentes en la superficie de estas células, esto contribuye al acimulo de
colesterol intracelular con la subsiguiente formacién de células espumosas.® Estos
son los eventos que inician la respuesta inflamatoria con la intervenciéon de
monocitos, macréfagos, mastocitos, células dendriticas, linfocitos Ty células T
asesinas naturales. En cambio, no se han encontrado linfocitos B infiltrando la
lesién, pero si en la adventicia de los vasos y en los nddulos linfaticos.>

En los Ultimos afios se han mostrado evidencias del importante papel desempenado
por la inmunidad innata en la aterogénesis, especialmente de los anticuerpos contra
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los epitopos presentes en las LDLox, lo que sugiere un papel ateroprotectivo de los
primeros.®

No esta clara aun la relacion entre las LDLox y los autoanticuerpos circulantes con
la severidad de la aterosclerosis, medida esta ultima por el grosor de la capa media
de la intima de la arteria carétida o por coronariografia.’

Los resultados de recientes estudios que detectaron autoanticuerpos de tipo IgM e
IgG contra LDLox no han encontrado asociacion entre la lesién aterosclerética y la
presencia de anticuerpos IgM contra LDLox.%®

El propdsito de nuestro estudio fue determinar si existen diferentes patrones de
autoanticuerpos anti-LDLox en el suero de pacientes con y sin evidencias de
cardiopatia isquémica (CI), y si estas diferencias se relacionan con los resultados de
la coronariografia.

METODOS
Sujetos

El estudio fue realizado en el Centro de Investigaciones Médico Quirurgicas (CIMEQ)
y el Centro de Inmunologia Molecular (CIM). De los pacientes remitidos al
laboratorio de hemodinamica del CIMEQ para realizarse coronariografia, fueron
incluidos 8 con angina inestable clase II o III de la clasificacién de Braunwald,® 4
con angina estable clase III o IV,'! 5 pacientes asintomaticos, pero con alguna
prueba de isquemia no invasiva positiva y 3 con valvulopatia reumatica pendiente
de cirugia cardiaca. De cada paciente se anotaron los antecedentes de hipertensién
arterial, diabetes mellitus y habito de fumar.

En el momento de la coronariografia se extrajeron aproximadamente 10 mL de
sangre de las arterias coronarias colectadas en tubos sin EDTA. Las muestras
fueron incubadas durante 30 minutos a 37 °C vy luego 1 hora a 4 °C.
Posteriormente, los sueros fueron separados por centrifugacién a 2000 rpm durante
10 minutos y se mantuvieron a -20 °C hasta el momento de ser analizados para
determinar colesterol total, triglicéridos y autoanticuerpos contra LDLox.

Los niveles de colesterol y triglicéridos fueron determinados por procedimientos
enzimaticos automatizados (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania), con el
empleo de un analizador Roche-Hitachi 912. Los autoanticuerpos anti-LDLox fueron
medidos como se describird posteriormente.

Como grupo control se utilizaron los sueros de 10 jovenes voluntarios sanos
trabajadores del CIM.

Evaluacion de la angiografia coronaria

La coronariografia fue realizada con un angiégrafo Philips Integris H3000. La
evaluacion se realizd por cardidlogos intervencionistas del CIMEQ; la severidad de
la enfermedad coronaria fue determinada por el nimero y nivel de estenosis de las
arterias coronarias,’® lo que permitio clasificar a los pacientes en pacientes con
coronarias normales, con obstruccion menor o mayor del 50 % y, segun el numero
de arterias afectadas, en enfermedad de uno, dos o tres vasos.
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Preparacion de las lipoproteinas

Las LDL nativas (LDLn) fueron aisladas del plasma de voluntarios sanos por
ultracentrifugacion en presencia de 2,7 mM Na,-EDTA, 25 uM BHT y 1 mM PMSF.
Posteriormente, fueron dializadas en solucion salina tamponada con fosfato (SSTF)
gue contenia 2,7 mM Na,-EDTA, 25 uM BHT, pH 7,4. Antes del tratamiento con
sulfato cuprico (SO4Cu), las LDLn fueron dializadas a 4 °C durante 18 horas en
SSTF, pH 7,4.

Las LDLox se obtuvieron a partir de la oxidacion de las LDLn a 100 pg/mL en
presencia de 10 ymol/L CuSO4durante 20 h a 37 °C.'* El grado de oxidacidén fue
verificado mediante la determinacion de los nmol equivalentes de malondialdehido
por mg de proteina, medido en un ensayo de sustancias reactivas al acido
tiobarbittrico (TBARs);'* y por el reconocimiento del anticuerpo monoclonal IA/CB
VLDL-1 MAb por ELISA.'® Este anticuerpo reconoce modificaciones quimicas en la
apolipoproteina B-100 (Apo B-100) en estadios tempranos del proceso oxidativo.

Deteccion de autoanticuerpos contra las LDLox

La deteccion de anticuerpos dirigidos contra las LDLox se realiz6 a través de una
técnica de ELISA. Placas de 96 pozos (MaxiSorp, Nunc) se recubrieron con 50
iL/pozo de las LDL nativas y oxidadas a una concentracién de 10 ug/mL en solucion
tampdn de carbonato-bicarbonato, pH 9,6, y se incubd toda la noche a 4 °C.
Después de lavar las placas tres veces con SSTF-Tween 20 al 0,05 %, se bloqued
con 200 iL de seroalbimina bovina (SAB) al 1 % en SSTF. Posteriormente, se
incubaron durante 1h a 37 °C con los sueros de los pacientes y jovenes sanos
(dilucion 1/80 en la solucion de bloqueo). Se lavo tres veces con SSTF-Tween 20 al
0,05 % y se incubd 1h a 37 °C con 50 iL de sueros de cabra anti-IgM e -IgG
humana-biotinilados (Jackson ImmunoResearch Laboratory), a una dilucién
1/10000. Seguidamente, se realizaron tres lavados de igual forma que en los pasos
anteriores y se anadié un complejo de estreptavidina conjugada a peroxidasa
(Jackson ImmunoResearch Laboratory), diluido 1/20000 y se incubd en iguales
condiciones. Las placas se lavaron tres veces nuevamente y finalmente se
anadieron 100 iL/pozo de la solucién de sustrato consistente en 0,4 mg/mL de
ortofenilendiamina (Sigma) en solucion tampon citrato-fosfato 80 mM, pH 5,0, que
contenia 0,12 % de perdxido de hidrogeno (Merck). La reaccion se detuvo con 50
iL/pozo de acido sulflrico al 10 % y la absorbancia del producto de reaccién se
midio, luego de 10 minutos de incubacion a temperatura ambiente, en un lector de
ELISA (Organon Teknica) a 492 nm.

Los niveles de anticuerpos se expresaron en unidades de densidad 6ptica (DO),
luego de sustraerles la media de los valores obtenidos en los pozos donde no se
adicionaron sueros de los pacientes. Todos los ensayos fueron realizados en
triplicado para cada una de las muestras y el coeficiente de variacion (CV) fue
menor del 15 %.

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizé el programa SPSS 11,5 de Windows. La
normalidad de la distribucién de las variables fue comprobada con la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. La prueba de Fisher se utilizd para comparar las variables
categoricas. Las diferencias entre los niveles de autoanticuerpos contra LDLn y
LDLox dentro de un grupo se determinaron mediante la prueba t de Student para
muestras independientes. Las diferencias en los niveles de autoanticuerpos
especificos contra LDLox, colesterol total y triglicéridos entre los grupos fueron
demostradas por la prueba de ANOVA de una via, seguida por la prueba de
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Bonferroni. Fue considerado estadisticamente significativo el valor de p<0,05. Los
valores presentados en el texto son el valor de la media + SD.

RESULTADOS

La tabla muestra las caracteristicas basicas de los grupos estudiados. Siete de los
pacientes estudiados tuvieron sus arterias coronarias angiograficamente normales y
13 pacientes presentaron obstruccién significativa de las arterias coronarias (e» 50
%). De estos ultimos, 6, 2 y 5 pacientes presentaron 1, 2 y 3 arterias afectadas,
respectivamente.

Los niveles de colesterol y triglicéridos no presentaron diferencias entre los grupos
con y sin CI. Aunque los porcentajes de hipertensién arterial (69 % vs. 29 %),
diabetes mellitus (23 % vs. 0 %) y fumadores (46 % vs. 29 %) fueron mayores en
el grupo con CI, estos no fueron estadisticamente significativos (prueba de Fisher,
p > 0,05). Los jévenes utilizados como controles sanos no eran diabéticos,
hipertensos ni fumadores.

Tabla. Caracteristicas de los grupos estudiados

Pacientes con CI

Yariable {z 50 % estenosis) | Pacientes sin CI | Jovenes sanos
n=13 n=7 n= 10
Edad, afios 59+ 10 E3x14 25+ 3
Hombre/ Mujer nsn 13/0 4./3 £/5
Hipertensian, n {%) 9 {69 %) 2 {29 %) 00 %)
Diabetes mellitus, n (%) 3 {23 %) O{0 %5 00 %)
Fumadores, n (%) B {46 %) 2 {29 %) 00 %)
Colesterol total, mol/l 4,46 + 0,88 4,45+ 1,82 4,07 £ 0,40
Trigliceridas, mmaol/L 1,48+ 1,26 1,26 +£0,71 0,97 +0,37

Yalores expresados como la media £ DS o ndmero (%) de sujetos
Fuente: Base de datos Angycor, CIMEQ

La figura 1A muestra que los niveles de autoanticuerpos contra LDLox y LDLn no
presentaron diferencias en el grupo de pacientes con CI (IgM anti-LDLox 0.658 +
0,290 vs IgM anti-LDLn 0,535 £+ 0.272, prueba t-Student, p = 0,273; IgG anti-
LDLox 0,493 + 0,249 vs 0,404 £+ 0,164, p = 0,292). Por el contrario, en el grupo
sin CI los niveles de IgM contra LDLox fueron mayores que contra las LDLn (IgM
anti-LDLox 0,891 + 0,194 vs. IgM anti-LDLn 0,455 + 0,097, p = 0,001). En este
grupo no se encontraron diferencias significativas con respecto a los niveles de I1gG
contra las LDL nativas y modificadas (IgG anti-LDLox 0,682 + 0,402 vs. IgG anti-
LDLn 0,403 £ 0,249, p = 0,149) (figura 1B).

Por otra parte, se observaron mayores niveles de autoanticuerpos contra las LDLox
que contra las LDLn, tanto del isotipo IgM como IgG, en el grupo de jovenes sanos
(IgM anti-LDLox 1,201 + 0,335 vs. IgM anti-LDLn 0,835 £+ 0,391, p = 0,037; IgG
anti-LDLox 1,032 + 0,414 vs. IgG anti-LDLn 0,520 £+ 0,023, p = 0,004) (figura 1C).
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Con el propésito de comparar los niveles de autoanticuerpos IgM e IgG especificos
para las LDLox entre los grupos, se sustrajo los valores de DO obtenidos a 492 nm
con las LDLn a los valores obtenidos con las LDLox, para cada muestra. Existieron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en los niveles de ambos
isotipos de autoanticuerpos contra las LDL modificadas (autoanticuerpos IgM anti-
LDLox p = 0.002; IgG anti-LDLox p<0,0001; ANOVA de una via).

Como se muestra en la figura 2A las reactividades de las IgM contra las LDLox no
difieren entre pacientes sin CI y los individuos sanos (0,436 = 0,162 vs. 0.366 =
0,211; Bonferroni p=0,152). Sin embargo, los niveles de autoanticuerpos de dicho
isotipo dirigidos contra las LDLox de estos dos grupos, fueron mayores comparados
con los detectados en el suero del grupo de pacientes con CI (0,137 £ 0,120; p =
0,018, adultos sanos vs. pacientes con CI; y p = 0,004, pacientes sin CI vs.
pacientes con CI). Por otro parte, los niveles de IgG contra LDLox solo difirieron
entre los grupos de adultos sanos (0,476 £ 0,283) y pacientes con CI (0,093 £
0,111) (p < 0,0001) (figura 2B).

DISCUSION

El principal resultado de este estudio exploratorio fue que los niveles de
autoanticuerpos circulantes de isotipo IgM anti- LDLox diferenciaron a los pacientes
sin CI de los pacientes con evidencia angiografica de CI.

La relacion entre los autoanticuerpos anti-LDLox y la presencia de aterosclerosis
sigue siendo controversial. Diferentes estudios han encontrado altos niveles de
autoanticuerpos anti-LDLox en sujetos con CI, con enfermedad arterial periférica,
con aterosclerosis carotidea y con infarto agudo del miocardio.!®*° Otros grupos
han demostrado que no existen evidencias que asocien los niveles de estos
autoanticuerpos con la CI o el infarto cerebral.?°?? Por otra parte, algunos grupos
que han estudiado la relacion entre la presencia de aterosclerosis y los niveles de
autoanticuerpos contra las LDLox en poblaciones supuestamente sanas,
encontraron que los niveles de autoanticuerpos contra LDLox, en particular los
anticuerpos de tipo IgM, estuvieron inversamente relacionados con la presencia de
aterosclerosis subclinica, determinada por la medicién del grosor de la capa media
de la intima de las arterias carotideas o femorales.’

Recientemente Tsimikas y colaboradores® reportaron que, en un analisis univariado,
los niveles de IgM contra las LDLox se asociaban de manera inversa con la
presencia de CI demostrada por angiografia coronaria, mientras que las IgG anti-
LDLox se asociaban positivamente, aunque estos autoanticuerpos no fueron
predictores independientes de CI.

Actualmente, las evidencias sostienen la idea de que los anticuerpos IgG contra
LDLox estan asociados con la aterosclerosis mientras que a los anticuerpos IgM se
les confiere un papel ateroprotectivo.??

En nuestro estudio, los niveles mas elevados de autoanticuerpos IgG anti-LDLox
detectados en el grupo de adultos jévenes (25 + 3 afios) en comparacion con los
encontrados en pacientes con CI (59 + 10 afos), pudieran ser explicados por la
diferencia en las edades entre ambos grupos. De hecho, se ha reportado que los
niveles de autoanticuerpos anti-LDLox en individuos jovenes sanos en edades entre
15 a 34 afios son significativamente mas altos en comparacion con los detectados
en personas mayores de 36 afios.?® Pero, las diferencias encontradas por nosotros
en los niveles de autoanticuerpos IgM anti-LDLox entre los pacientes con y sin CI
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no puede ser explicado por el factor edad. Ademas, es de destacar que no
existieron diferencias significativas en los niveles de autoanticuerpos IgM anti-
LDLox entre los grupos de pacientes sin evidencia de CI y los individuos jovenes
sanos, resultado que apoya la hipétesis de que altos niveles de autoanticuerpos
anti-LDLox de isotipo IgM pudieran estar inversamente asociados con la presencia
de aterosclerosis. Actualmente, estamos llevando a cabo un estudio con mayor
numero de pacientes para confirmar los presentes resultados.

Conclusiones

1. Los autoanticuerpos de tipo IgM distinguieron entre las LDLox y las LDLn en el
grupo de pacientes sin CI y de jévenes sanos.

2. Los niveles de IgM contra LDLox fueron mayores en el grupo de jévenes sanos y
de pacientes sin CI.
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Figura 2. Miveles de IgM ({A) e Igi (B) contra LOLox en los tres grupos de estudio, Las
barras indican los valaores de las medias. Los valores son expresados comao valares de 0D,
* p< 0,05, pruebas de ANOWA de una via vy de Bonferrani.
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