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Introduccién y objetivo. Entre el 30 y el 50% de
los sujetos con diagnéstico genético de
hipercolesterolemia familiar (HF) heterocigota
presentan xantomas tendinosos (XT), pero el
mecanismo por el cual unos sujetos HF desarrollan
XT y otros no se desconoce. Previamente, nuestro
grupo de investigacién ha demostrado que los
macréfagos de sujetos HF con y sin XT desarrollan
una respuesta inflamatoria diferente frente a
lipoproteinas de baja densidad oxidadas (LDLox).
Por ello, el objetivo de este trabajo fue analizar la
expresion génica de diversas moléculas
inflamatorias que podrian estar involucradas en la
aparicion y desarrollo de XT.

Material y métodos. Se seleccion6 a 10 pacientes
con diagnostico genético de HF, en los que se midio
el didmetro anteroposterior del tend6n de Aquiles
mediante ecografia de alta resolucién. Se aislaron
sus monocitos a partir de 40 ml de sangre
periférica. Una vez diferenciados a macréfagos, se
suplementaron con 50 pg/ml de LDLox durante 1,
3, 6 y 18 h. Mediante RT-PCR en tiempo real, se
analizo la expresion de los genes PPARY, IL-8, IL-1p,
CXCL3, triptasa, NF-xBIA y TNF-o.
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Resultados y conclusion. Los sujetos HF con XT
(HF XT+) mostraron una tendencia a
sobreexpresar el gen IL-8 tras 18 h de incubacién
con LDLox, mientras que el grupo de sujetos HF
sin XT (HF XT-) tendi6 a sobreexpresar el gen
TNF-a tras 1 h de incubacién con LDLox. El gen
CXCL3 se sobreexpresé significativamente en todos
los tiempos de incubacién en el grupo HF XT+.
Ademas, se hall una correlacién positiva entre la
expresion de CXCL3 y el tamaio del tend6n de
Aquiles, que fue méaxima a 3 h del tratamiento con
LDLox (R = 0,782; p = 0,008). Estos resultados
sugieren que CXCL3 podria desempefiar un papel
importante en la etiologia de los xantomas, y se
puede considerar como un posible marcador
predictor de estos depdsitos lipidicos.
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PROINFLAMMATORY CYTOKINE GENE
OVEREXPRESSION IN MACROPHAGES

OF PATIENTS WITH FAMILIAL
HYPERCHOLESTEROLEMIA AND TENDON
XANTHOMAS

Introduction and objective. Approximately
30%-50% of patients with genetic diagnosis of
heterozygous familial hypercholesterolemia (FH)
present tendon xanthomas (TX), but the mechanism
by which some subjects develop TX and others do
not is unknown. Previously, we have shown that
macrophages of FH subjects with and without TX
develop a different inflammatory response to
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oxidized LDL (oxLDL). Therefore, the objective of
this work was to analyze the gene expression of
several inflammatory molecules that could be
involved in the onset and development of TX.

Material and methods. Ten FH patients were
selected, and the antero-posterior Achilles tendon
diameter was measured with high resolution
sonography. Their monocytes were isolated from
40 ml of peripheral blood. When they were
differentiated to macrophages, were supplemented
with 50 ug/ml of oxLDL for 1, 3, 6 and 18 hours.
The gene expression of PPARy, IL-8, IL-1p, CXCL3,
tryptase, NF-kBIA and TNF-a was analyzed with
real time RT-PCR.

Results and conclusion. The FH subjects with TX
(FH TX+) showed a tendency to over-express IL-8
gene after 18 h of incubation with oxLDL, while
FH subjects without TX (FH TX-) tended to over-
express TNF-a gene after 1 h of incubation. CXCL3
gene was significantly over-expressed at all
incubation times with oxLDL in FH TX+ group.
Furthermore, a positive correlation was found
between CXCL3 gene expression and Achilles
tendon size, being maximum at 3h of treatment
with oxLDL (R = 0.782; p = 0.008). These results
would suggest that CXCL3 could play an important
role in the ethiology of xanthomas and could be
considered as a possible predictor marker of these
lipid deposits.

Key words:
Familial hypercholesterolemia. Tendon xanthomas.
Inflammation. Macrophages. Gene expression.

Introduccion

La hipercolesterolemia familiar (HF) es una en-
fermedad monogénica causada por mutaciones en
el gen del receptor de lipoproteinas de baja densi-
dad (LDLR)'. Se caracteriza por elevadas concen-
traciones en plasma del colesterol unido a lipopro-
teinas de baja densidad (cLDL), depdsitos de
colesterol en tejido extravascular, como xantomas
tendinosos (XT) y arco corneal, y mayor riesgo de
enfermedad cardiovascular prematura’. En pacien-
tes HF heterocigotos, la expresién clinica de la en-
fermedad es muy variable en términos de severi-
dad, presencia de XT y edad de aparicién de
enfermedad cardiovascular, incluso compartiendo
la misma mutacién en el gen del LDLR3*,

Los XT son depésitos de lipidos en los tendones
que producen engrosamientos y tumoraciones. Es-
tan formados por células espumosas cargadas de li-

pidos, debido a la acumulacién de LDL oxidada
(LDLox) y tejido conectivo®®. Son altamente especi-
ficos de HF en sujetos con altas concentraciones de
cLDL, por lo que es recomendable incluirlos como
un importante criterio diagndstico clinico’. Aproxi-
madamente del 30 al 50% de sujetos con diagndsti-
co genético de HF heterocigota presentan XT343, El
mecanismo por el cual algunos sujetos HF desarro-
llan XT y otros no, incluso con concentraciones de
cLDL similares y compartiendo la misma mutacién
en el gen LDLR, se desconoce®, pero suponen un
mayor riesgo cardiovascular’. Aunque trabajos an-
teriores han sugerido que la presencia de XT po-
dria estar controlada por un gen diferente del
LDLR, éste atin no ha sido identificado!.

Nuestro grupo ha demostrado previamente que
los macréfagos de sujetos HF con y sin XT desarro-
llan una respuesta inflamatoria diferencial frente a
LDLox in vitro'!. Por ello, la hipétesis de este tra-
bajo fue que la sobreexpresion de ciertas quimioci-
nas y citocinas proinflamatorias frente a LDLox
podria estar involucrada en la aparicion y desarro-
llo de XT. Para evaluar nuestra hipétesis, se analizé
el perfil de expresion de los genes PPARy, NF-kBIA,
IL-8, IL-1p, CXCL3, triptasa (TPS) y TNF-a en ma-
créfagos de pacientes HF con y sin XT estimulados
con LDLox durante diferentes tiempos.

Material y métodos

Sujetos

Se seleccionaron 10 pacientes (6 varones y 4 mujeres) con
diagnéstico genético de heterocigosidad para HF causada por
mutaciones funcionales en el gen del LDLR y, por tanto, diag-
nostico seguro de HF de acuerdo con los criterios establecidos
en el programa internacional MEDPED. De ellos, 5 (3 varones
y 2 mujeres) presentaron XT detectados antes de los 50 afios,
constituyendo el grupo HF XT+, y 5 (3 varones y 2 mujeres) ca-
recfan de XT, constituyendo el grupo HF XT-. El diagnéstico
genético se llevo a cabo mediante la identificacién de la muta-
cién en el gen LDLR con la plataforma Lipochip®'?. Ninguno
de los pacientes estaba en tratamiento hipolipemiante en el
momento de ser reclutado para el estudio. Todos los sujetos
participantes firmaron un consentimiento informado y el estu-
dio fue aprobado por el Comité de Etica del Instituto Aragonés
de Ciencias de la Salud (I+CS), de acuerdo con la declaracién
de Helsinki de 1975, y con la revisién de octubre de 2000.

Perfil lipidico

Se obtuvo una muestra de sangre de cada paciente tras 12 h
de ayuno para realizar las medidas de colesterol total en plas-
ma, colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad (cHDL) y
triglicéridos. Las medidas se realizaron con kits de diagnéstico
comerciales (Boehringer-Mannheim, Indianapolis, IN, EE.UU.).
El cLDL en plasma se calculé mediante la formula de Friede-
wald.

La lipoproteina(a) se determiné mediante inmunonefelome-
tria con anticuerpos monoclonales (Beckman Coulter Inc.,
Miami, FL, EE.UU.).
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Determinacién del didmetro anteroposterior
del tendon de Aquiles

Se determiné el didmetro anteroposterior del tendén de
Aquiles (didmetro medio del tendén de Aquiles [DMTA]) me-
diante ecografia de alta resolucién con un ecégrafo Acousting
Imaging 5200S (Dornier, Phoenix, EE.UU.) y con una sonda
LA 7,5/38 de 7,5 MHz, con el procedimiento descrito previa-
mente por nuestro grupo'?. Para este estudio se considerd la
presencia de xantoma cuando el DMTA fue mayor que la me-
dia + 10 desviaciones estandar (DE) de la poblacién normoli-
pémica espafiola (varones: 10,12 mm; mujeres: 9,61 mm)"3,

Aislamiento y oxidacion de LDL

Se aislé LDL mediante ultracentrifugacion secuencial a par-
tir del plasma de un paciente HF homocigoto y se dializé a
4 °C durante 24 h con tampdn fosfato salino (PBS). El conteni-
do en proteina de LDL se determiné por el método de Brad-
ford usando albiimina sérica bovina como calibrador. La LDL
se diluy6 en PBS a una concentracién de 200 mg/l para evitar
su agregacion y se oxidé mediante incubacién con 8 pmol/l de
CuCl, durante 24 h a 37 °C. La reaccién se detuvo anadiendo
1 mmol/l de EDTA y posterior almacenamiento a 4 °C. La oxi-
dacién de LDL se confirmé mediante tincién con negro de Su-
dan y electroforesis en gel de agarosa al 1% en tamp6n barbi-
tal y también por medida de dienos conjugados mediante
espectrofotometria a una longitud de onda de 234 nm.

Aislamiento y cultivo de monocitos/macréfagos

humanos

A cada sujeto seleccionado se le extrajeron 40 ml de sangre
periférica sobre heparina de litio (10 U/ml) como antico-
agulante. Las células mononucleares se aislaron mediante cen-
trifugacién en gradiente de Ficoll-Paque (Amersham Bioscience
Corp. Piscataway, NJ, EE.UU.), se lavaron 2 veces con RPMI-
1640, sin L-glutamina y suplementado con antibidticos (100
U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina) y se resus-
pendieron en RPMI-1640 completo (con GlutaMAX Iy 25 mM
de tamp6n Hepes) suplementado con antibidticos (100 U/ml de
penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina), 1% de aminoécidos
no esenciales, 2% de piruvato sédico y 1% de suero humano au-
t6logo decomplementado. La decomplementacion del plasma se
llevé a cabo por incubacién en bafio himedo a 56 °C durante 30
min y posterior centrifugacién a 3.000 rpm durante 20 min a 18
°C. La viabilidad celular fue > 95% en todos los experimentos, lo
que se comprobd mediante tincién con azul trypan. Las células
se distribuyeron en 5 frascos de cultivo de 25 cm? a una densi-
dad de 1,8 X 10° células/ml y se seleccionaron los monocitos
mediante adhesion a los frascos durante 2 h a 37 °C y 5% de
CO,. Tras este periodo de adhesion, se eliminaron las células no
adheridas mediante varios lavados con PBS (sin calcio ni mag-
nesio, pH = 7,4). Los monocitos se incubaron durante 24 h con
medio de cultivo RPMI-1640 completo con 10% de suero huma-
no autdlogo decomplementado. Después de este tiempo, los mo-
nocitos se lavaron con PBS y se diferenciaron a macréfagos en
un medio libre de suero (Macrophage-Serum Free medium [Invi-
trogen Corp., Carlsbad, CA, EE.UU.]), incubando las células a 37
°C durante 9 dias en una atmdésfera himeda con un 5% de CO,.

Incubacién con LDL oxidada

En el dia 9 se anadieron 50 pg/ml de LDLox a 4 de los 5
frascos de cultivo durante 1, 3, 6 y 18 h de incubacién a 37 °C.
En el frasco restante se afiadié PBS en lugar de LDLox, y se
utilizé como control.
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Aislamiento de ARN total

Después de 10 dias se retir6 el medio de cultivo, se hicieron
varios lavados de los macréfagos con PBS y se procedio a la ex-
traccién del ARN total mediante el kit RNeasy (Qiagen Inc., Va-
lencia, CA, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante.
El ARN total se cuantificé mediante espectrofotometria a 260
nm y se comprobé su pureza mediante la razén A260nm/
A280nm. La integridad del ARN se verificé mediante electrofo-
resis en gel de agarosa al 1% y tincién con bromuro de etidio.

Sintesis de cADN

Dos pg de cada muestra de ARN total se trataron con 1 U de
DNasa I (Ambion Corp., Austin, TX, EE.UU.), en tamp6n 20 mM
Tris-HCl, 50 mM KCl, 2 mM MgCl, a 37 °C durante 45 min, se-
guido de la inactivacién de la enzima a 65 °C durante 10 min,
para eliminar el ADN genémico que pudiera quedar tras la ex-
traccion de ARN. Para sintetizar la primera hebra de cADN, se
mezclaron 2 pg del ARN tratado con DNAsa I con 150 ng de he-
xameros al azar (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, EE.UU.) e incu-
bando a 65 °C durante 5 min para desnaturalizar las estructuras
secundarias del ARN. Posteriormente, se afiadié una mezcla de
0,5 mM de cada ANTP, 50 mM Tris-HCI (pH = 8,3), 75 mM KCI,
3 mM MgCl,, 10 mM DTT, 40 U RNasa OUT y 200 U Super-
Script ITI-RNasa H- (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, EE.UU.).
La reaccion, en un volumen final de 20 pl, se mantuvo 10 min a
25 °C para facilitar la hibridacién de los hexameros al ARN y
posteriormente se incubé durante 1 h a 50 °C, finalizando la re-
accion con la inactivacion de la enzima a 70 °C durante 15 min.

RT-PCR en tiempo real

La PCR en tiempo real se llevo a cabo utilizando TagMan
Universal PCR Master Mix (ANTPs, tampén de reaccién y Am-
pliTaq Gold DNA polimerasa) (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA), cebadores sin marcar y sondas TagMan-MGB mar-
cadas con el fluoréforo FAM: Assay on Demand para IL-1§,
Hs00174097_m1; CXCL3, Hs00171061_m1; PPARy, Hs00234592_ml;
IL-8, Hs00174103_m1; TNF-c, Hs00174128_m1; NF-kBIA, Hs00153283_ml;
18srRNA, Hs099999901_s1; RPLP0, Hs99999902_m1 y HPRTI,
Hs99999909_m1; y Assay by Design para triptasa a2, basado en
la secuencia AF206665 (posiciéon 320-653 pb), en un aparato
ABI Prism 7000 HT Sequence Detection System.

El anélisis de los resultados se realizé con el Sequence De-
tector Software (SDS) (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EE.UU.). Cada reaccién se llevé a cabo por triplicado. El
cambio de expresion génica se calcul6 por cuantificacion re-
lativa utilizando el método ACt. La expresion se normalizé
con los genes constitutivos /8srRNA, RPLP0 y HPRT usando
el método geNorm'+13,

Andlisis estadistico

Los datos se presentan como media + DE y como mediana
(rango intercuartil). Se comprobé que las variables cuantitati-
vas segufan una distribucién normal mediante el test Shapiro-
Wilks. El anélisis de los datos lipidicos entre los grupos estu-
diados se realiz6 mediante el test ANOVA de un factor, y el
andlisis de la expresién génica mediante el test de la t de Stu-
dent o el test de la U de Mann-Whitney, segtin correspondiese.
La correlacién entre el tamafio del tendén de Aquiles y la ex-
presion génica se llevo a cabo mediante el test de Spearman.
El analisis estadistico se realizé con el software Statistical Pac-
kage for the Social Sciences (SPSS Inc.) version 11.0, y se con-
siderd significacion estadistica para todos los andlisis un valor
de p=0,05.



MARTIN-FUENTES P ET AL. SOBREEXPRESION GENICA DE CITOCINAS PROINFLAMATORIAS EN MACROFAGOS DE SUJETOS

CON HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR Y XANTOMAS TENDINOSOS

Resultados
Descripcién de los sujetos

Los datos lipidicos y antropométricos de los su-
jetos incluidos en este estudio se muestran en la ta-
bla 1. Los pacientes HF XT+ presentaron un DMTA
de 13,3 + 3,74 mm (media + DE) y los pacientes HF
XT- un DMTA de 5,66 + 0,97 mm (p = 0,002). No
se encontr6 ninguna diferencia estadistica entre el
grupo de sujetos HF XT+ y el grupo HF XT- con
respecto al sexo, colesterol total, cLDL, cHDL, tri-
glicéridos o lipoproteina(a).

Petfil de expresion génica frente a LDL oxidadas

Mediante la técnica de PCR en tiempo real se
analizé la expresion génica de diferentes molécu-
las inflamatorias en los macréfagos de los sujetos
seleccionados incubados con LDLox durante dife-
rentes tiempos de incubacién: 1, 3, 6 y 18 h. Los
genes analizados fueron: el receptor nuclear PPARY,
el inhibidor del factor de transcripcién NF-«kB
(NF-xBIA), las quimiocinas IL-8 y CXCL3, las cito-
cinas IL-1f y TNF-a y la proteasa triptasa (TPS).
Los genes analizados mostraron diferente patrén
de expresion en funcién de las horas de incuba-
ci6n con LDLox, como se muestra en la figura 1.
Los genes IL-1, CXCL3, TPS y TNF-a alcanzaron
su méxima expresion a tiempos cortos de incuba-
ci6n con LDLox (1 o 3 h), IL-8 es el tnico gen de
expresion tardfa, alcanzando su maxima expresion
a 18 h de incubacién con LDLox. No se encon-
tr6 cambio de expresién en los genes PPARy y
NF-kBIA, manteniendo su expresion constante a lo
largo del tratamiento con LDLox.

Expresion génica de los grupos HF XT+y HF XT-
Para evaluar si habia diferencias en la expresiéon
de los genes analizados entre los sujetos HF con

XT vy los sujetos HF sin XT, se compar6 dicha ex-
presién génica entre ambos grupos de sujetos (ta-
bla 2). Se encontré que el grupo de sujetos HF XT+
expres6 mas IL-8 tras 18 h de incubacién con
LDLox que el grupo de sujetos HF XT-, aunque las
diferencias no fueron significativas (87,8 [25,9-687]
frente a 78,5 [9,14-212]). Sin embargo, se encontr6
que el gen TNF-a estaba menos expresado en el
grupo HF XT+ tras 1 h de incubacién con LDLox
(rango intercuartil: 0,31-1,05) que en el grupo HF
XT- (rango intercuartil: 0,42-4,16), aunque estas
diferencias tampoco alcanzaron significacién esta-
distica. No se encontraron diferencias en la expre-
sion de los genes PPARy, TPS y NF-kBIA entre los
2 grupos estudiados.

La expresion génica de CXCL3 fue significativa-
mente mayor en el grupo de sujetos HF XT+ que en
el grupo HF XT- en todos los tiempos de incuba-
cién con LDLox. La mayor diferencia entre ambos
grupos se encontré en el tiempo de 18 h de incuba-
cién con LDLox, y la tasa de expresiéon de CXCL3
fue 4 veces mayor en el grupo HF XT+ que en el
grupo HF XT-. Para profundizar en la posible im-
plicacion de CXCL3 en la apariciéon de xantomas
tendinosos en la HF, se analizo la expresion génica
de CXCL3 en funcién del tamano del tendén de
Aquiles. Para ello, se dividieron los sujetos HF es-
tudiados en terciles segtin el DMTA, y se analizé la
expresion génica de CXCL3 en cada tercil y en cada
tiempo de incubacién con LDLox (fig. 2). El DMTA
en el primer tercil fue de 5,13 + 0,55 mm, en el se-
gundo tercil de 8,69 + 2,67 mm y en el tercer tercil
de 14,8 + 4,34 mm. La menor expresién de CXCL3
a cualquier tiempo de incubacién con LDLox tuvo
lugar en el primer tercil de DMTA (1 h: 6,16 + 1,07,
3h:2,79 +2,55; 6 h: 3,66 + 2,01; 18 h: 2,61 = 1,80),
aumentando progresivamente en el segundo tercil

Tabla 1. Datos lipidicos y antropométricos de los sujetos con hipercolesterolemia familiar del estudio,
en funcidn de la presencia o ausencia de xantomas tendinosos

HF XT- HF XT+ p
n 5 5
Edad (afos) 444 + 10,1 49,8 + 4,43 NS
Varén/mujer 32 32 NS
DMTA (mm) 5,66 + 0,97 13,3+ 3,74 0,002
IMC (kg/m?) 27,4 +474 27,0 +4,03 NS
Colesterol total (mg/dl) 393+ 15,5 448 + 88,6 NS
cLDL (mg/dl) 310 £ 25,9 367 + 85,9 NS
cHDL (mg/dl) 52,3+175 57,2 +17,3 NS
Triglicéridos (mg/dl) 115 (87,0-179) 93,0 (69,5-196) NS
Lipoproteina(a) (mg/dl) 66,3+ 37,8 55,8 + 46,8 NS

cLDL: colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; cHDL: colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad; DMTA: didmetro medio del tendén
de Aquiles; HF: hipercolesterolemia familiar; IMC: indice de masa corporal; NS: no significativo; XT+: presencia de xantomas tendinosos; XT-: au-

sencia de xantomas tendinosos.
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Tabla 2. Datos de expresion génica de macréfagos

de sujetos con hipercolesterolemia familiar

estimulados con lipoproteinas de baja densidad

oxidadas a diferentes tiempos de incubacién,

en funcion de la presencia o ausencia de xantomas

tendinosos
HF XT- HF XT+ p
5 5
PPARy
1h 0,69 (0,29-1,27) 0,70 (0,48-1,04) NS
3h 0,57 (0,31-1,10) 0,80 (0,45-1,35) NS
6h 0,70 (0,30-1,00) 0,44 (0,29-0,93) NS
18h 0,39 (0,14-1,08) 0,12 (0,09-0,72) NS
1L-8
1h 4,53 (2,58-10,2) 7,88 (4,40-11,2) NS
3h 5,95 (1,02-9,32) 7,06 (2,99-14,7) NS
6h 5,20 (1,24-19,4) 8,18 (3,40-11,4) NS
18h 78,5(9,14-212) 87,8 (25,9-687) NS
1L-1B
1h 3,72 (1,65-11,2) 4,93 (3,22-9,56) NS
3h 0,87 (0,49-7,17) 0,85 (0,52-3,37) NS
6h 0,29 (0,15-1,10) 0,21 (0,14-0,93) NS
18h 2,26 (0,61-15,0) 1,59 (0,75-8,92) NS
CXCL3
1h 5,49 (3,02-6,49) 12,6 (8,89-9,56) 0,016
3h 2,61 (1,33-5,50) 8,93 (6,83-19,8) 0,008
6h 4,25 (2,62-5,50) 8,41 (6,01-12,9) 0,024
18h 1,64 (1,33-3,58) 6,70 (2,95-13,9) 0,032
Triptasa
1h 0,76 (0,42-3,07) 0,80 (0,44-1,67) NS
3h 0,64 (0,44-0,85) 0,51 (0,25-0,99) NS
6h 0,37 (0,28-1,24) 0,48 (0,17-1,24) NS
18h 0,62 (0,35-0,68) 0,47 (0,27-1,34) NS
NF-xBIA
1h 0,62 (0,12-1,07) 0,85(0,47-1,57) NS
3h 0,53 (0,22-0,85) 1,20 (0,39-1,55) NS
6h 0,71 (0,37-1,04) 0,58 (0,34-1,38) NS
18 h 0,27 (0,22-0,82) 0,68 (0,27-1,19) NS
TNF-a
1h 1,33 (0,42-4,16) 1,05 (0,31-1,05) NS
3h 0,30 (0,19-2,81) 0,21 (0,11-1,39) NS
6h 0,09 (0,07-0,81) 0,42 (0,17-1,22) NS
18h 0,09 (0,05-1,16) 0,16 (0,09-0,57) NS

HF: hipercolesterolemia familiar; NS: no significativo; XT+: presencia
de xantomas tendinosos; XT-: ausencia de xantomas tendinosos.
Datos expresados como mediana (rango intercuartilico).

Figura 1. Patrén de expresion génica de las moléculas inflama-
torias analizadas.

Los datos muestran las medias de expresion génica + DE a 1, 3,
6y 18 h de incubacién con LDLox. Panel A: IL-18, CXCL3, trip-
tasa (TPS), TNF-o. Panel B: IL-8. Panel C: PPAR-yy NF-kBIA.

(1 h: 597 £5,20; 3 h: 3,02 + 7,30; 6 h: 7,26 + 3,11;
18 h: 3,25 + 2,39) y alcanzando su maxima expre-
sién en el tercer tercil (1 h: 11,26 + 4,83; 3 h: 11,34
+7,81; 6 h: 8,96 +5,25; 18 h: 10,41 + 7,65). Se ana-
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lizé la correlacion entre la expresién génica de
CXCL3 y el DMTA, encontrandose para cada tiem-
po de incubacién con LDLox los siguientes coefi-
cientes de correlacién: 1 h: R = 0,467, p = 0,174; 3
h:R =0,782, p=0,008; 6 h: R = 0,612, p = 0,060; 18
h: R =0,552, p = 0,098.

Discusion

La HF es una enfermedad monogénica causada
por defectos en el gen del LDLR, cuya expresion cli-
nica es altamente variable en términos de severi-
dad, presencia de XT y aparicién de enfermedad
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Figura 2. Expresion génica de CXCL3 en funcién del tamano
del tendén de Aquiles.
Los datos muestran las medias de expresion génica de CXCL3
+DEal, 3, 6y 18 h de incubacién con lipoproteinas de baja
densidad oxidadas en funcién del tamafio del tendén de Aqui-
les dividido en terciles.

cardiovascular®. El mecanismo por el cual unos su-
jetos desarrollan XT y otros no, incluso compartien-
do las mismas concentraciones de cLDL y la misma
mutacion en el gen del LDLR, es desconocido?. Tra-
bajos previos de nuestro grupo de investigacién han
demostrado que los macroéfagos de sujetos HF con
XT tienen una respuesta inflamatoria diferente de
la de los macréfagos de sujetos HF sin XT. Por ello,
en el presente trabajo nos propusimos investigar la
expresion génica de ciertas moléculas inflamatorias
en relacion con la aparicién de los XT en la HF.
Nuestros resultados han demostrado que los ma-
crofagos de sujetos HF con XT sobreexpresan el gen
CXCL3 de manera significativa, asi como el gen
IL-8, aunque sin alcanzar significacién estadistica.
CXCL3 es una quimiocina perteneciente a la fami-
lia GRO (growth-regulated oncogen), a la que perte-
necen también otras 2 proteinas: CXCL1 y CXCL2.
Estas proteinas actiian como mediadores en la in-
flamacién, alergia e inmunidad'® y promueven la
adhesion de los monocitos al endotelio vascular a
través de la molécula VCAM-1". Trabajos previos
han demostrado que la estimulacién de monocitos
humanos con LDLox aumenta la expresién de estas
quimiocinas!®!?, CXCL3 desencadena estas respues-
tas mediante union al receptor CXCR2!¢%, proteina
que se expresa en condiciones normales en monoci-
tos circulantes y linfocitos T?"?2, promueve quimio-
taxis de monocitos, acumulaciéon de macréfagos en
la intima, aumento de la adhesién de monocitos a
células endoteliales”?*y esta implicada en la ateros-

clerosis avanzada®. Ademas, CXCR2 une otras qui-
miocinas del tipo C-X-C, como es el caso de IL-8%.
IL-8 comparte un 30-40% de homologia con las
3 protefnas GRO', es quimioatrayente para célu-
las T y células musculares lisas presentes en la pla-
ca de ateroma y fomenta la adhesién de monocitos
a células endoteliales?’. Ademas, se ha demostrado
que el contenido intracelular de colesterol aumenta
la expresién del gen IL-8 en macréfagos presentes
en placas aterosclerdticas humanas??.

El hecho de que los macréfagos de sujetos HF
con XT sobreexpresen los genes IL-8 y CXCL3 y, so-
bre todo, el hallazgo de que hay una fuerte correla-
cién entre la expresion génica de CXCL3 y el
DMTA, estaria de acuerdo con el papel de esta qui-
miocina en el reclutamiento, acumulacién y adhe-
sién de monocitos y macréfagos en el tendén para
dar lugar a los xantomas y, por extension, en la pla-
ca de ateroma. Por ello, IL-8 vy, sobre todo, CXCL3,
podrian tener un papel importante en la etiologia
de los xantomas mediante la activacién de su re-
ceptor comtin CXCR2.

Nuestros resultados también mostraron que los
macroéfagos de sujetos HF sin XT tienden a sobre-
expresar el gen TNF-a. La citocina TNF-a se en-
cuentra presente en placas ateroscleréticas huma-
nas y de ratén®3!, se produce por diversos tipos
celulares como macréfagos, monocitos o linfocitos
Ty es importante en la inmunidad innata y adapta-
tiva, proliferacién celular y procesos apoptdticos®.
No se conoce con exactitud el papel de TNF-a en la
aterosclerosis, algunos estudios le otorgan un papel
proaterogénico® y otros antiaterogénico®*¥’. Parece
que el tipo de respuesta desencadenada por TNF-a.
depende del tipo celular y de la activacién de re-
ceptores especificos; asi, las células endoteliales
desarrollarian una respuesta proaterogénica, mien-
tras que el resultado en macréfagos y células mus-
culares lisas serfa antiaterogénico®. Estos tltimos
estudios apoyarian nuestros resultados, ya que la
Unica citocina con mayor expresién en macréfagos
de sujetos HF sin XT que en los de sujetos HF con
XT fue TNF-a, lo que supondria para esta molécula
un posible efecto protector frente al desarrollo de
estos depdsitos lipidicos. El mecanismo por el cual
TNF-a ejerce su proteccion podria ser el propuesto
por Gerbod-Giannone et al*®, quienes demostraron
que TNF-a induce la expresion del transportador
ABCALI a través de la ruta de NF-xB en macréfagos,
aumentando el aclaramiento de colesterol hacia la
apolipoproteina A-I y, por tanto, impidiendo que
éste se deposite en las células espumosas.

En resumen, los macréfagos de sujetos HF con
XT estimulados con LDLox presentan una sobreex-
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presién génica de las quimiocinas IL-8 y CXCL3,
mientras que los macréfagos de sujetos HF sin XT
presentan una tendencia a sobreexpresar el gen
TNF-q. Estos resultados sugieren que las quimioci-
nas C-X-C podrian desempefiar un papel importan-
te en la etiologia de los xantomas, pudiendo ser
CXCL3 un posible marcador de la aparicién y desa-
rrollo de estos depositos lipidicos.
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