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Introduccién. La proteina C-reactiva (PCR) es un
marcador de inflamacién y de pronéstico de la
enfermedad cardiovascular. Ademas, esta proteina
parece realizar funciones mediadoras de esta
enfermedad, dado sus multiples efectos
proaterogénicos y su presencia en las lesiones
ateroscleréticas.

Material y métodos. En este estudio, se analiz6
la expresion de la PCR, mediante la reacciéon en
cadena de la polimerasa a tiempo real, en las
lesiones avanzadas de carétida obtenidas mediante
endarterectomia. Ademads, mediante
inmunohistoquimica, se analiz6 la expresion de
esta proteina en estas lesiones aterosclerdticas
avanzadas y en muestras de arteria cardtida que se
encontraban en diferentes estadios de progresion.

Resultados. Los valores de dcido ribonucleico
mensajero de PCR fueron significativamente mas
elevados en las lesiones ulceradas no complicadas,
comparado con las lesiones ulceradas complicadas
(p=0,001) y fibrosas (p = 0,01). Mediante inmuno-
histoquimica, se observé marcaje para PCR en las
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lesiones méas avanzadas, principalmente en las
células inflamatorias infiltradas y en vasos de
nueva formacién. En cambio, en lesiones mas
tempranas y en las arterias carétidas sanas no se
encontré tincién para la PCR.

Conclusién. La expresion de la PCR en las
lesiones ateroscleréticas de cardtida se induce en
estadios medios y avanzados de la progresion, y
puede estar implicada en la inflamacién y la
neovascularizacién que aparece en estos estadios,
lo que conlleva riesgo de complicaciones
hemorréagicas.
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EXPRESSION OF C-REACTIVE PROTEIN
IN ATHEROSCLEROTIC CAROTID PLAQUES

Background. C-reactive protein (CRP) is an
inflammatory and powerful marker of future
vascular events. Recently, it has been proposed as a
mediator molecule of atherosclerotic disease due
to its multiple proatherogenic effects and its
presence in atherosclerotic plaques.

Material and methods. CRP expression was
analyzed by real time polymerase chain reaction
(PCR) in advanced carotid plaques. Furthermore,
protein expression was analyzed by
immunohistochemistry in carotid atherosclerotic
lesions obtained by endarterectomy and in carotid
samples in different phases of progression.

Results. Analysis by real time PCR showed
significantly higher levels of CRP in ulcerated non-
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complicated lesions as compared to complicated
ulcerated lesions (p = 0.001) or fibrous lesions
(p = 0.01). An immunohistochemistry assay for
CRP showed that in advanced lesions, mainly
infiltrated inflammatory cells and new vessels were
stained. In contrast, no CRP staining was observed
in early lesions and carotid artery controls.
Conclusion. CRP expression in carotid
atherosclerotic lesions is induced in moderated
and advanced stages of plaque progression,
suggesting a possible role of this molecule in
inflammation and neovascularization and
triggering atherothrombotic complications.

Key words:
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Introduccion

La aterosclerosis es la causa principal de enfer-
medad cardiovascular!? y aparece como conse-
cuencia de un proceso inflamatorio local y sistémi-
co’. La progresion de las lesiones ateroscleréticas
en la arteria cardtida desencadena la aparicion de
placas inestables que puede finalizar en complica-
ciones trombdticas y, como consecuencia, pueden
producirse episodios clinicos. La proteina C reacti-
va (PCR) es un marcador de fase aguda cuyos valo-
res de expresion circulantes y en tejido aumentan
en pacientes con enfermedades inflamatorias*’.
Ademas, se ha descrito que hay una asociacién en-
tre los valores de PCR depositados en la intima y el
desarrollo de las lesiones aterosclerdticas'®. La PCR
es un pentdmero compuesto por 5 monémeros glo-
bulares idénticos de 23 KDa, unidos mediante enla-
ces no covalentes, dispuestos alrededor de un poro
central. Su sintesis se produce principalmente en el
higado con el control de la interleucina (IL) 6'"'2.
El marcador de inflamacién PCR es una proteina
evolutivamente conservada que se encuentra con
valores inferiores a 1 mg/l en personas sanas.
Como respuesta a estimulos de fase aguda, la con-
centracion de los valores circulantes de PCR puede
aumentar unas 100 veces de forma rapida y consi-
derable!®. En pacientes con riesgo de presentar en-
fermedad aterosclerdtica, los valores de PCR au-
mentan por encima de 3 mg/l y permanecen
elevados durante meses o afios'*.

Aunque originalmente la PCR se mostr6 como
un marcador de la enfermedad aterosclerética, en
estudios posteriores se ha observado que esta pro-
teina puede considerarse mediadora de esta enfer-
medad®. La PCR produce una gran cantidad de
efectos en la biologia de la pared vascular que favo-
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recen el fenotipo aterosclerético, como la atracciéon
de monocitos hacia el interior de la pared arterial,
la captacién de lipoproteinas de baja densidad
(LDL) modificadas mediante macréfagos'®!’, la
disminucién de la liberacion de 6xido nitrico en cé-
lulas endoteliales humanas!'”!¥, la sobreexpresién
de moléculas de expresion', la estimulacién de la
proliferacién y migracién de células musculares li-
sas?, el aumento de los valores de expresion de las
metaloproteasas de matriz (MMP) por células en-
doteliales y macréfagos* %, lo que activa el siste-
ma del complemento? e induce la expresién y la
actividad del inhibidor 1 del activador del plasmi-
nogeno (PAI-1) en células endoteliales de aorta hu-
mana®,

Se ha observado la expresion de PCR en tejidos
extrahepaticos, macréfagos alveolares, neuronas,
linfocitos y en células vasculares®?°. En lesiones
aterosclerdticas, se ha observado colocalizacion de
PCR y células musculares lisas (CML) y macrofa-
gos mediante andlisis inmunohistoquimicos'3*,
mediante reaccion en cadena de la polimerasa ana-
lizada a tiempo real e hibridacién in situ. Estos da-
tos indican que la PCR podria estar sintetizandose
en las lesiones aterosclerdticas y no infiltrandose
en este tejido desde la sangre circulante. Con el fin
de esclarecer esta hipétesis, con este estudio se qui-
so examinar la presencia de PCR en lesiones ate-
rosclerdticas de carétida y, ademas, analizar la ex-
presion end6gena de la PCR en estas lesiones.

Material y métodos

Pacientes y muestras de tejido

En este estudio, se incluy6 a 38 pacientes sometidos a en-
darterectomia por mostrar estenosis carotidea sintomatica
(> 70%), confirmada mediante resonancia magnética o arterio-
grafia convencional, o ataque isquémico transitorio. Se anali-
z6 la posible presencia de enfermedad bilateral (> 50% esteno-
sis) mediante imagen de ecografia Doppler. Se recogieron los
datos clinicos de los pacientes, como la presencia de factores
de riesgo vascular y los tratamientos con estatinas o farmacos
antiplaquetarios (tabla 1). No se incluy6 en el estudio a los pa-
cientes anticoagulados. Ademas, también se han estudiado 15
muestras de lesiones ateroscleréticas de carétida con estenosis
baja 0 moderada, obtenidas de pacientes post mértem y de do-
nantes de 6rganos. Como controles de ARN mensajero e inmu-
nohistoquimica, se utilizaron arterias carétidas sanas obteni-
das de trasplantes vasculares. El comité ético aprob6 el
estudio segtin las normas institucionales del Hospital Universi-
tario de Bellvitge (Barcelona).

Andlisis bioquimicos de los pacientes

Las muestras de plasma se recogieron después de un perio-
do de ayuno nocturno, inmediatamente antes de la interven-
ci6n quirdrgica y se congelaron directamente en nitr6geno li-
quido a -80 °C para su posterior procesado. La PCR de alta
sensibilidad (hsPCR) se cuantificé en las muestras de plasma
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Tabla 1. Datos clinicos de los pacientes

Parametros Ulceradas Fibrosas Ulceradas-complicadas p
Ntmero 19 12 7 0,8
Mujeres/varones 16/3 715 710 0,1
Edad 74 + 6 65+9 69 +8 0,7
Sintomatologia 16 9 4 0,6
Hipertension 13 8 4 0,8
Diabetes mellitus 8 6 1 0,2
Hipercolesterolemia 10 5 2 0,5
Fumador 13 8 7 0,4
EAC 10 4 1 0,1
Vasculopatia periférica 5 5 2 0,7
Placa hipoecogénica 6 2 2 0,9
Enfermedad carotidea bilateral 3b 7 3b 0,02
Antiplaquetados® 9 8 3 0,4
Estatinas? 7 4 2 0,8

2Al menos en el mes anterior a la cirugia.
bLa progresion de la placa solo se estudié en individuos asintométicos.
EAC: enfermedad arterial coronaria.

con acido etilendiaminotetraacético (EDTA) mediante inmu-
nofelometria, usando BN Systems (Dade Behring). Se excluy6
del estudio a los pacientes con historial arterial agudo o trom-
boembolia aguda, con condiciones de infeccién o inflamacién
activas, fallo renal, enfermedad hepatica, neoplasmas, trauma-
tismos recientes o sometidos a cirugia. Ademas, todos los
demas analisis hematoldgicos y bioquimicos se realizaron de
forma sistematica.

Conservacion y caracterizacion de las muestras

de cardtida

Las placas ateroscleréticas de carétida se extirparon me-
diante cirugia, sin dafar la superficie luminar de la arteria. In-
mediatamente después de la cirugia, se analizaron la morfolo-
gia y las caracteristicas anatomopatoldgicas de estas placas.
Las muestras se lavaron en bufer fosfato salino, y se cortaron
longitudinalmente en 2 porciones. Una de las secciones se con-
gel6 en nitrégeno liquido y se almacené a -80 °C, y la otra por-
cioén se fij6 durante 24 h en paraformaldehido al 4% y se cort6
en secciones para realizar técnicas histolégicas de hematoxili-
na-eosina (HE). Las placas aterosclerdticas avanzadas se clasi-
ficaron como ulceradas no complicadas (UNC), ulceradas
complicadas (UC), las que exhibian trasformaciones hemorra-
gicas o fibrosas (F). Las lesiones UC muestran un bajo conte-
nido celular y un elevado componente necrético, por lo que las
clasificamos como lesiones no activas. En cambio, las lesiones
UNC muestran un elevado componente celular, principalmen-
te de células inflamatorias. Las lesiones ateroscleréticas de ca-
rétida con estenosis baja o moderada, obtenidas de pacientes
post mértem y de donantes de 6rganos, se asociaron a un esta-
dio de la progresién aterosclerética segtin la clasificacién de la
American Heart Association (AHA), determinada mediante la
observacion microscopica de secciones tefiidas con HE.

Inmunohistoquimica

Se realizaron secciones seriadas de 8 pm de grosor median-
te un criostato. El método usado para observar la tincién in-
munohistoquimica fue la peroxidasa (Vectastain kit; Vector).
Después de bloquear la peroxidasa endégena, las secciones se
incubaron con suero normal mas el anticuerpo (clon PCR-8;
Sigma; 1:100) durante 1 h. Seguidamente, se realizaron lava-

dos y las secciones se incubaron 1 h con anticuerpo secunda-
rio (1:200) a temperatura ambiente. La reaccién peroxidasa se
visualizé con 0,05% de diaminobenzidina’'. También se inclu-
y6 en el estudio inmunohistoquimico un control negativo in-
cubado con suero sin anticuerpo.

Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

El ARN total se aisl6 de las placas ateroscleréticas de caré-
tida avanzadas mediante el uso del kit Tripure Isolation
Reagent (Roche Molecular Biochemical), de acuerdo con las
instrucciones de la casa comercial. La integridad y la concen-
tracion del ARN obtenido se midieron usando el Bioanalyzer
(Agilent). Posteriormente, el ARN total se convirtié a una tni-
ca cadena de 4cido desoxirribonucleico complementario
(ADNc) usando el kit High-Capacity cDNA archive kit (Applied
Biosystems).

Reaccién en cadena de la polimerasa a tiempo real

Los valores de ARN mensajero de la PCR se analizaron me-
diante la reaccién en cadena de la polimerasa a tiempo real.
Los primers y la sonda se obtuvieron de Applied Biosystems
(Assay Hs00357041) y como control endégeno se us6 GUS (B-
glucoranidasa) (Assay Hs99999908). La reaccién en cadena de
la polimerasa se corri6 en el equipo ABI Prism 7900 Ht se-
quence Detection System (Applied Biosystems). Las condicio-
nes térmicas ciclicas fueron las siguientes: 2 min a 50 °C, 10
min a 95 °C, 40 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C durante 15
s, v la extensién y anillamiento se produjo a 60 °C durante
1 min.

Andlisis estadistico

Los datos clinicos, histolégicos y los obtenidos mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa se compararon mediante
el uso de analisis estadisticos no paramétricos (debido a que
los datos no estén distribuidos de una forma normal), usando
el test Spearman rank para muestras pares, y el test U de
Mann-Whitney para muestras impares. Los andlisis fueron de
2 colas. Para andlisis correlativos, el coeficiente se calculd del
rango de correlacién de Spearman. Los valores se considera-
ron significativos a p < 0,05, y los valores de grupos individua-
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les se expresaron como media + desviacién estandar. El andli-
sis estadistico lo llevé a cabo un médico profesional especialis-
ta en estadistica mediante el uso del programa StatView.

Resultados

Caracteristicas de los pacientes

Las caracteristicas de los pacientes estédn detalla-
das en la tabla 1. Los pacientes incluidos en el estu-
dio se dividieron en 3 grupos, segin las caracteris-
ticas anatomopatoldgicas de las placas carotideas:
placas UNC, placas UC y placas F. No habia dife-
rencias significativas entre los grupos estudiados
en cuanto al sexo, enfermedad carotidea sintomati-
ca, factores de riesgo individuales o combinados,
tratamientos, o coexistencia de otra enfermedad
vascular. Los pacientes con placas UNC mostraron
lesiones carotideas unilaterales comparado con los
otros 2 grupos (p = 0,02). No se observaron dife-
rencias significativas en los pardmetros bioquimi-
cos entre los 3 grupos estudiados. Las muestras de
arteria carétida, obtenidas de pacientes post mor-
tem y de donantes de drganos, se clasificaron se-
gtn los diferentes estadios de la progresion ateros-
clerética. Siete de estas lesiones se clasificaron
como lesiones tipo I/II (lesiones leves) seguin la cla-
sificacion de la AHA, y las restantes 8 lesiones se
clasificaron como lesiones de tipo IV-V (lesiones
moderadas). La media de edad de los pacientes que
mostraban lesiones leves fue de 53 afios y, en cam-
bio, los pacientes con lesiones moderadas tenfan
una media de edad de 74 afios.

Expresién de PCR en placas ateroscleréticas
de cardtida

Los valores de ARN mensajero de PCR, analiza-
dos mediante la reaccién en cadena de la polimera-
sa a tiempo real, fueron significativamente mas
elevados en las lesiones UNC, comparado con las
lesiones UC (p = 0,001) y F (p = 0,01). El aumento
de expresién de la PCR en las lesiones UNC no se
asoci6 con ningun factor de riesgo cardiovascular o
tratamiento (tabla 1). Ademas, los pardmetros bio-
quimicos medidos en sangre, asi como los valores
de fibrin6geno, HsCRP, ntiimero de leucocitos o va-
lores de colesterol plasmatico, fueron comparables
entre los 3 grupos de estudio.

Inmunohistoquimica

Los valores de PCR en las placas avanzadas de
carétida, observados mediante inmunohistoquimi-
ca, mostraron el mismo comportamiento que los
valores de ARN mensajero analizados mediante re-
accion en cadena de la polimerasa a tiempo real.
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Se demostré un aumento de tincién mediante el
uso de anticuerpos contra PCR en las lesiones
UNC, comparado con las lesiones UC o F, donde la
tincién observada fue mucho mas débil e, incluso,
ausente en algunas lesiones. En las placas UNC, se
observé tincion de PCR en areas con un elevado
contenido en células inflamatorias infiltradas.
También se encontr6 tincién de PCR en areas an-
giogénicas, en las que se observa un elevado ntime-
ro de microvasos de nueva formacién. También se
analizo la presencia de PCR mediante inmunohis-
toquimica en lesiones moderadas de carétida (le-
siones tipo III-V) y se observé un marcaje intenso
en la zona de la cubierta fibrosa fina, propensa a la
rotura (fig. 1A), tifiéndose los vasos de nueva for-
macioén (fig. 1B) y las células inflamatorias infiltra-
das (fig. 1C) que se encuentran en esta zona. Las
células endoteliales luminales también mostraron
tincién. En cambio, en las lesiones leves (tipo I-II)
y en las arterias carétidas sanas usadas como gru-
po control, no se encontré tincién para PCR, o la
tincion observada fue muy tenue (figs. 1D-1F).

Discusion

En este estudio se ha demostrado, mediante re-
accion en cadena de la polimerasa a tiempo real e
inmunohistoquimica, que las placas de cardtida
UNC contienen unos valores de ARN mensajero y
proteina de PCR mucho mas elevados que las lesio-
nes UC o las lesiones F. Ademds, este estudio de-
muestra que la expresién de PCR esté ligada a la
progresion de las lesiones ateroscleréticas de caré-
tida, ya que la deteccién de esta proteina en estas
lesiones aparece en estados moderados y avanza-
dos de aterosclerosis y, en cambio, es ausente en
los estadios mas tempranos de aterosclerosis caro-
tidea y en arteria sana.

La PCR se localiza frecuentemente en lesiones
ateroscleréticas de humanos y de modelos anima-
les, aunque su origen y el significado que esto com-
porta en la enfermedad no estdan completamente
elucidados. En humanos, se conoce poco acerca de
la expresién de PCR en el tejido vascular?®?7323,
Yasojima et al?® describieron por primera vez la ex-
presién de PCR en tejido vascular humano, en la
intima engrosada de lesiones de aorta media, colo-
calizada con CML y macréfagos. Otros estudios
han encontrado expresiéon de PCR en arterias coro-
narias humanas®, arterias femorales’ y en areas
activas de lesiones ateroscleréticas (tipos IV y V)
de arterias coronarias medias, principalmente en
CML que se encontraban en la intima de estas arte-
rias?’. Sattler et al** describieron una expresion im-
portante de marcadores de inflamacion, incluidos
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* Figura 1. Tmnunohistoquimica de protefna C reactiva (PCR).
A. En las placas avanzadas, se observé tincion especifica de PCR
cerca del nucleo lipidico y en la zona de la cubierta fibrosa fina,
propensa a la rotura. B. La PCR en estas lesiones se observo en
areas angiogénicas donde se ve un elevado nimero de microvasos
. de nueva formacion. C. Presencia de PCR en 4reas con un elevado
contenido en células inflamatorias infiltradas. D, E, F. Las lesio-
nes mas tempranas (tipo I-IT) no mostraron tincién para PCR.

el factor nuclear-kB y la PCR, en éreas ricas en Mediante este estudio, hemos observado un au-
contenido celular de placas ateroscleréticas de ca-  mento de tincién mediante el uso de anticuerpos
rétida, especialmente en los codos de lesiones ate-  contra PCR en las lesiones UNC, comparado con
roscleréticas. las lesiones UC o F, donde la tincién observada fue
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mucho mas débil, e incluso ausente en algunas le-
siones. Ademads, en las arterias carétidas sanas usa-
das como £rupo control, no se encontrd tincién
para la PCR. En nuestras lesiones ateroscleréticas
de cardtida, observamos que la PCR hallada en la
placa UNC se localizé principalmente en la capa
neointima en areas enriquecidas con un elevado
componente en células inflamatorias. Ademas, se
observé tincion de la PCR en areas de angiogenia
que mostraban un ntimero elevado de microvasos
de nueva formacion, tanto en células endoteliales
como en las células inflamatorias que se han infil-
trado en estas areas. Los valores de ARN mensajero
analizados mediante reaccién en cadena de la poli-
merasa a tiempo real mostraron el mismo patrén
de expresién que los valores de PCR en placa, ob-
servados mediante inmunohistoquimica. De esta
forma, las lesiones UNC que contienen un niimero
elevado de regiones ricas en componente celular,
ya que muestran un elevado ntimero de células in-
flamatorias y células endoteliales que se encuen-
tran formando nuevos vasos en zonas angiogéni-
cas, contenian un aumento significativo de los
valores de ARN mensajero, comparado con las le-
siones UC o F. Por otro lado, el analisis de la pre-
sencia de PCR en lesiones de tipo III-V también de-
mostré localizacion de esta proteina en areas de
inflamacién y angiogenia cercanas al nicleo lipidi-
co y en la cubierta fibrosa fina, propensa a la rotu-
ra. En cambio, en las lesiones ateroscleréticas mas
tempranas (tipo I-II), y en las arterias carétidas sa-
nas usadas como grupo control, no se observo tin-
ci6n para PCR o la tincién fue muy tenue. Por lo
tanto, la expresion de esta proteina aparece en le-
siones que se encuentran en estados mas vulnera-
bles, préximas a la rotura de la cubierta fibrosa.
Este aumento de la expresion de PCR en la etapa
de vulnerabilidad de la lesién carotidea respecto a
las lesiones tempranas o arteria carétida sana, in-
dica la posible implicacién de esta proteina en la
progresion de la placa aterosclerética hacia estados
mas avanzados, con un riesgo elevado de producir
episodios cerebrovasculares. La PCR que se en-
cuentra en estas lesiones podria contribuir a su de-
sestabilizacion, ya que varios estudios han demos-
trado un papel proaterogénico de esta proteina.
Estos resultados concuerdan con los resultados de
otro grupo, que demuestran una asociacién entre
los valores de expresion de PCR en lesiones coro-
narias y las caracteristicas histol6gicas que descri-
ben a las lesiones vulnerables®. Ademas, se ha de-
mostrado que la PCR induce la produccién de
metaloproteinasa-1 en monocitos®, y estas metalo-
proteasas estan implicadas en la rotura de la cu-
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bierta fibrosa, con lo que puede desencadenarse un
proceso sintomatoldgico.

Nuestro estudio indica que la PCR no esta rela-
cionada sélo con el proceso inflamatorio, sino que
también parece ejercer un papel en el mecanismo
de angiogenia. Se ha descrito que la PCR induce la
proliferacién de CML y de células endoteliales®.
Por lo tanto, la PCR producida por las células infla-
matorias infiltradas (monocitos y linfocitos), que
se encuentran en lesiones aterosclerdticas activas,
podrian contribuir al aumento del nimero de neo-
vasos observados en nuestras lesiones, y podrian
asociarse con un aumento del riesgo de hemorra-
gia intraplaca.

En resumen, la expresion de la PCR en las lesio-
nes ateroscleréticas de cardtida aparece en esta-
dios medios y avanzados de la progresion. El papel
que ejerce la PCR en las lesiones ateroscleréticas
no esta relacionado sélo con la modulacién del
proceso inflamatorio, sino que también podria re-
gular el desarrollo y el remodelado de las lesiones
aterosclerdticas que finaliza en la rotura de la pla-
ca®. Aunque la medicién de los valores de ARN
mensajero podria ser importante en la identifica-
cién de pacientes con lesiones vulnerables, las téc-
nicas actuales no permiten la determinacion in situ
de la PCR. Por lo tanto, se requieren nuevos estu-
dios que permitan confirmar que la respuesta de
inflamacién local y las transformaciones hemorra-
gicas van seguidas de complicaciones vasculares de
los pacientes.
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