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DESCRIPCIÓN

Biomarcadores de futuros eventos cardíacos 

Campo de la invención

La presente invención se refiere a la identificación de biomarcadores de quimiocina CCL3 y CCL5 predictivos de
futuros síndromes coronarios agudos que incluyen angina de pecho inestable (API). El ámbito de protección se 5
define por las reivindicaciones adjuntas.

Antecedentes a la invención

Los síndromes coronarios agudos, que incluyen angina de pecho inestable (API), están asociados a una alta
morbilidad y mortalidad. En general, la API resulta de la erosión o rotura de una placa aterosclerótica vulnerable 
superpuesta por formación oclusiva de trombo e isquemia distal 1. La aterosclerosis se considera cada vez más un10
trastorno dislipidémico con un fuerte carácter inflamatorio 2. Estos procesos inflamatorios están en parte orquestados
por quimiocinas, que participan en el proceso inflamatorio mediando en el reclutamiento de monocitos a sitios de 
lesión, proliferación celular de músculo liso vascular, neovascularización y activación de plaquetas 3-5. Además, 
parece que las quimiocinas también desempeñan una función en la isquemia cardíaca. De hecho, se informó que la
isquemia condujo a expresión inducida de quimiocinas en el miocardio o en la circulación, que se traduce en el15
reclutamiento de subconjuntos de leucocitos y células progenitoras a la zona de lesión para contribuir a la reparación 
de la lesión 6. Dado su diverso y profundo impacto en enfermedades cardiovasculares, las quimiocinas podrían no 
solo servir de biomarcadores de aterosclerosis, rotura de placas o isquemia, sino también representar atractivas
dianas terapéuticas 7.

Hasta la fecha se han caracterizado aproximadamente 50 quimiocinas y se observa que diversas están implicadas20
en aterosclerosis y aterotrombosis 5. De hecho, ya se ha mostrado en diversos estudios que los niveles en plasma 
de Regulada por la activación de linfocitos T normales expresados y secretados (RANTES o CCL5), fractalquina 
(CX3CL1) y proteína 1 quimiotáctica de monocitos (MCP-1 o CCL2) se alteran en API o infarto de miocardio 8-11. El 
documento EP 1 500 709 A1 desvela CCL3 como un biomarcador prospectivo para enfermedad cardiovascular.

Sin embargo, faltan datos prospectivos sobre los niveles en plasma de quimiocinas y/o la expresión de receptores de 25
quimiocinas por subconjuntos de leucocitos circulantes en síndromes coronarios agudos. Además, no se ha 
explotado el uso de tales quimiocinas como marcadores de futuros eventos coronarios.

Sumario de la invención

La presente invención se basa en un estudio para evaluar los niveles de 11 quimiocinas en angina de pecho 
inestable resistente. Los inventores examinaron los patrones en plasma de quimiocinas iniciales de una cohorte 30
prospectiva de pacientes con angina de pecho inestable por un ensayo múltiplex de alto rendimiento, que permite la
cuantificación simultánea de múltiples quimiocinas en una única muestra de plasma 12. Para el análisis prospectivo, 
se analizaron quimiocinas diferencialmente expresadas en el nivel inicial en muestras de seguimiento por ELISA. 
Además, se examinaron células mononucleares de sangre periférica (CMSP) para la expresión de receptores de
quimiocinas.35

En un primer aspecto, la presente divulgación proporciona el uso de la quimiocina CCL3 y/o CCL18 y opcionalmente 
CCL5 como un biomarcador para la identificación de si un sujeto de prueba está o no en riesgo elevado de un
síndrome o evento cardiovascular agudo.

CCL3 también se conoce como MIP-1α (proteína alfa inflamatoria de macrófagos) y LD78a/b; CCL18 también se 
conoce como PARC, DC-CK-1, AMAC-1 o MIP-4; y CCL-5 también se conoce como RANTES regulada por la40
activación de T normales expresados y secretados y SISd.

El síndrome o evento cardiovascular puede comprender enfermedad de las arterias coronarias, aterosclerosis, 
infarto agudo de miocardio, arteriosclerosis, angina de pecho inestable (API), embolia, trombosis venosa profunda, 
accidente cerebrovascular, insuficiencia cardíaca congestiva o arritmia.

Biomarcador como se usa en la presente divulgación significa que el nivel de CCL3 y/o CCL18, y opcionalmente 45
CCL5 como se determina (por ejemplo, detecta y/o cuantifica) en muestra de tejido o una muestra de un líquido 
corporal de un individuo, es un indicador predictivo para un futuro trastorno cardiovascular agudo como tal y/o para 
monitorizar el estado y/o progresión de un trastorno. La detección de tales biomarcadores también puede usarse 
para monitorizar pautas terapéuticas y/o ensayos clínicos con el fin de detectar si un tratamiento particular puede o 
no ser eficaz.50

Las citocinas anteriormente mencionadas pueden identificarse en una muestra de líquido corporal de un sujeto, o en 
células obtenidas de un sujeto, tales como, por ejemplo, de una placa aterosclerótica. La muestra de un líquido 
corporal de un individuo puede derivar de sangre, por ejemplo células mononucleares aisladas, o de una fracción de 
sangre, por ejemplo plasma o suero, especialmente plasma. Para los fines de los aspectos y realizaciones
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anteriores, el sujeto puede ser un animal humano o cualquier otro animal. En realizaciones particulares, el sujeto 
está seleccionado del grupo que consiste en primate humano, no humano, equino, bovino, ovino, caprino, leporino, 
aviar, felino o canino.

CCL18 y/o CCL5, como se usan en el presente documento, incluyen proteína de longitud completa, un fragmento de 
proteína, una proteína mutada, derivados y células secretoras (productoras), por ejemplo leucocitos y receptores de 5
los mismos. Fragmentos, mutantes y derivados de dichas quimiocinas son tales que se retiene la característica de
biomarcador de las quimiocinas.

El uso de las quimiocinas anteriormente mencionadas como biomarcadores según la presente divulgación significa
que una o más de dichas quimiocinas se determina en dicha muestra de un individuo, por ejemplo, con medios de
detección que incluyen aquellos que son convencionales en el campo de los ensayos, por ejemplo inmunoensayos, 10
las quimiocinas se detectan por un inmunoensayo tal como inmunoensayos asociados a enzimas (ELISA); ensayos 
basados en fluorescencia, tales como fluoroinmunoensayo de lantánidos potenciado por disociación (DELFIA), 
ensayos radiométricos, inmunoensayos múltiplex o ensayos de perlas citométricas (CBA); sensores. Los medios de 
detección incluyen, por ejemplo, una molécula que reconoce específicamente la quimiocina particular, por ejemplo 
una molécula que es directamente o indirectamente detectable. Medios de detección comprenden preferentemente 15
un anticuerpo, que incluye derivados de anticuerpo o fragmentos de los mismos, por ejemplo un anticuerpo que 
reconoce dicha(s) quimiocina(s), por ejemplo, un anticuerpo que reconoce quimiocina que lleva marca.

La marca puede ser una convencional, por ejemplo biotina o una enzima tal como fosfatasa alcalina (AP), 
peroxidasa de rábano picante (HRP) o peroxidasa (POD), o una molécula fluorescente, por ejemplo un colorante 
fluorescente, tal como, por ejemplo, isotiocianato de fluoresceína. La molécula que lleva la marca, por ejemplo el 20
anticuerpo que lleva la marca, puede detectarse según procedimientos convencionales, por ejemplo mediante 
mediciones de fluorescencia o procedimientos de detección de enzimas.

Pueden determinarse células secretoras de CCL3, CCL18 y/o CCL5 en una muestra de un líquido corporal de un 
individuo, por ejemplo sangre, usando procedimientos convencionales tales como, por ejemplo, como se describen a 
continuación. Pueden purificarse células, por ejemplo separarse por un gradiente de densidad, de la muestra, por 25
ejemplo sangre, y las células purificadas obtenidas se tiñen. Los anticuerpos anti-CCL 18/3/5, por ejemplo 
anticuerpos anti-CCL 18/3/5 marcados con fluorescencia, pueden añadirse a la preparación de células teñidas, 
opcionalmente después de la estimulación de las células, por ejemplo con interleucina-4, y determinarse el nivel de 
secreción de CCL 18/3/5 por las células o células que secretan CCL 18/3/5, o determinarse la expresión de
receptor(es) de CCL18 y/o 3 y opcionalmente CCL5.30

Opcionalmente, CCL18 y/o CCL3 y opcionalmente CCL5 comprendidos en la muestra o CCL 18/3/5 que reconoce,
por ejemplo, molécula detectable comprendida en los medios de detección, puede inmovilizarse en una fase sólida. 
Una fase sólida apropiada incluye, por ejemplo, una convencional, por ejemplo una placa de plástico como una placa 
de poliestireno o polivinilo, especialmente una placa de microtitulación. También pueden usarse microperlas como 
fase sólida, por ejemplo microperlas recubiertas. La fase sólida puede recubrirse con un material de recubrimiento 35
cuya naturaleza depende, por ejemplo, de la marca comprendida en los medios de detección. El material de
recubrimiento debe ser capaz de unirse a la marca, por ejemplo la marca puede ser biotina y el material de 
recubrimiento incluye estreptavidina, por ejemplo covalentemente unida a la fase sólida.

En otro aspecto, la presente divulgación proporciona un procedimiento para detectar y/o diagnosticar in vitro si un 
individuo está o no en riesgo elevado de un síndrome o trastorno cardiovascular agudo, procedimiento que 40
comprende:

a) proporcionar una muestra de un líquido corporal de un individuo;
b) determinar un nivel de CCL3 y/o CCL18 y opcionalmente CCL5 en la muestra;
c) comparar el nivel de CCL3 y/o CCL18 y opcionalmente CCL5 como se determinó en la etapa b) con un nivel 
de referencia de una muestra de un líquido corporal de un individuo sano de control; y45
d) detectar y/o diagnosticar in vitro si el nivel de dicha CCL3 y/o CCL18 y opcionalmente CCL5 como se 
determinó en la etapa b) es significativamente diferente de dicho nivel de referencia.

Como se ha mencionado anteriormente, también puede determinarse el receptor de quimiocinas apropiado, por 
ejemplo por análisis de FACS, usando un anticuerpo, preferentemente marcado, que reconoce específicamente el 
receptor.50

La determinación de CCL3 y/o CCL18 y opcionalmente CCL5 se lleva a cabo como se ha descrito anteriormente, por 
ejemplo usando una molécula que reconoce específicamente el biomarcador, por ejemplo un anticuerpo, un 
derivado de anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, tal como por ejemplo un anticuerpo anti-CCL3 o CCL18, por 
ejemplo un anticuerpo específico contra CCL3 o CCL18 comercialmente disponible, por ejemplo por un
procedimiento de ensayo inmunodiagnóstico.55

Con el fin de potenciar adicionalmente la sensibilidad y/o selectividad del potencial de diagnóstico de las quimiocinas 
anteriormente mencionadas como biomarcadores, pueden usarse los procedimientos descritos en el presente 
documento conjuntamente con la evaluación de síntomas clínicos y/o con la determinación del nivel de al menos otro 
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biomarcador en el sujeto, en el que la cantidad del al menos otro biomarcador también puede ser indicativo de 
enfermedad cardiovascular o una predisposición a la misma. El (Los) biomarcador(es) adicional(es) pueden
seleccionarse de otras quimiocinas o citocinas y factores de riesgo que han sido indicados como biomarcadores de 
enfermedad, tales como CXCL 10 (IP-10), proteína C reactiva, troponina 1, creatina cinasa, creatina cinasa MB, 
CD40L, HDL, ESR, número de plaquetas, sexo, un índice cardíaco, mioglobina y/o interleucina-6 (realización 5
preferida), o cualquier otro biomarcador más o menos predictivo de trastornos cardiovasculares.

En otro aspecto la presente divulgación proporciona un procedimiento de monitorización de la eficacia terapéutica 
del tratamiento de un individuo con una sustancia que se espera tenga un efecto sobre la reducción o cura de un 
trastorno de SCA o enfermedad, procedimiento que comprende determinar el nivel de CCL3 y/o CCL18 y 
opcionalmente CCL5 o receptor(es) de los mismos en una muestra de un líquido corporal de dicho individuo y 10
compararlo con el nivel de CCL3 y/o CCL18 y opcionalmente CCL5 antes de la administración de dicha sustancia.

En otro aspecto la presente divulgación proporciona un procedimiento de modulación de una respuesta de 
quimiocinas en un vertebrado que padece o predispuesto a padecer un síndrome cardiovascular agudo (SCA) que 
comprende la etapa de aumentar o disminuir, o alterar de otro modo, la actividad funcional de CCL3 y/o CCL18.

El término "modular una quimiocina" en el contexto de la presente invención también incluye dentro de su alcance 15
prevenir sustancialmente o inducir deliberadamente en un vertebrado la actividad funcional de quimiocinas.

El término "prevenir o inducir deliberadamente la actividad funcional de quimiocinas" en el contexto de la presente 
invención incluye dentro de su alcance aumentar o disminuir la expresión y/o distribución intracelular o extracelular 
y/o actividad de al menos una quimiocina como se describe en el presente documento.

El aumentar la expresión puede producirse como resultado de aumentar la expresión de ARNm, o aumentar la20
transcripción génica usando procedimientos conocidos para aquellos expertos en la materia. Aquellos expertos en la 
materia apreciarán que hay muchos procedimientos adecuados para aumentar o disminuir la expresión de una 
secuencia de ácidos nucleicos que codifica una quimiocina como se describe en el presente documento.

Un experto en la materia apreciará que la expresión o función de una o más quimiocinas puede aumentarse o 
disminuirse aumentando o disminuyendo los niveles de ARNm de quimiocina, respectivamente, por modulación 25
post-transcripcional. Por ejemplo, puede usarse ARN interferente como procedimiento para reducir los niveles de 
ARN de quimiocina.

El aumentar o disminuir la distribución intracelular puede producirse como resultado de la adición de proteínas de 
unión de quimiocina al entorno intracelular. Alternativamente, la distribución intracelular puede aumentarse, 
disminuirse o alterarse mediante la adición o eliminación de secuencias señal y/o secuencias conductoras a la30
quimiocina. Técnicas usadas en tales procedimientos serán familiares para aquellos expertos en la materia.

El aumentar o disminuir la actividad de las quimiocinas puede provocarse poniendo las quimiocinas en contacto con 
inhibidores de quimiocinas, o activadores de quimiocinas y/o moléculas de unión de quimiocina. Ejemplos incluyen
anticuerpo, fragmento de anticuerpo o nanocuerpo; quimiocina genéticamente/químicamente modificada o porción 
de quimiocina con actividad de agonista o antagonista; una entidad molecular pequeña sintética; o cualquier otra 35
proteína (de mamífero, viral o bacteriana) con capacidad de modificar la actividad de CCL3, CCL5 o CCL18. El 
término "contacto" en el contexto de la presente invención significa que no requiere un contacto físico. Es suficiente 
un contacto funcional, que es donde la presencia del inhibidor o activador o proteína de unión de quimiocina afecta 
la actividad de la quimiocina. Esto puede producirse cuando, por ejemplo, una tercera proteína media en la 
interacción/contacto entre la molécula de unión de quimiocina y la quimiocina. Es decir, la interacción es indirecta.40

Inhibidores y activadores adecuados incluyen, pero no se limitan a, inhibidores de receptores de quimiocina. Un 
experto en la materia conocerá inhibidores o activadores adecuados. Además, co-factores o moléculas de unión de 
quimiocina pueden afectar su actividad. Ejemplos incluyen anticuerpos y fragmentos de los mismos (por ejemplo 
Fab, F(Ab')2, Fv, Fv unido por disulfuro, scFv, diacuerpo). Se apreciará que esta lista no es ni mucho menos 
exhaustiva.45

En un aspecto adicional se proporciona un cribado para identificar un modulador de CCL3 y/o CCL18 para posible 
uso en el tratamiento de SCA, tal como API, comprendiendo el cribado las etapas de:

proporcionar in vitro una célula capaz de expresar CCL3 y/o CCL18;
poner en contacto una molécula de modulador de prueba con dicha célula;
someter dicha célula a condiciones por las que la célula normalmente expresaría CCL3 y/o CCL18 en ausencia 50
de la molécula de prueba y;
detectar si la molécula de prueba tiene o no un efecto modulador sobre la actividad de CCL3 y/o CCL18.

El efecto modulador es preferentemente un efecto inhibidor sobre la actividad de CCL3 y/o CCL18 y puede, por 
ejemplo, referirse a niveles de expresión de ARNm que codifican dichas quimiocinas, o a niveles de proteína 
observados. Tales niveles pueden ser fácilmente determinados por el destinatario experto, usando técnicas muy 55
conocidas para el experto y como se describen en el presente documento. Normalmente, puede realizarse un
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control, comprendiendo el control una célula a la que la molécula de prueba no se ha añadido, con el fin de obtener 
un nivel de referencia de CCL3 y/o CCL18.

Células convenientes para su uso en un procedimiento tal incluyen leucocitos o neutrófilos.

Según los aspectos anteriores de la divulgación, la actividad funcional de CCL3 y/o CCL18 se modula 
ventajosamente usando uno cualquiera o más de los procedimientos seleccionados del grupo que consiste en: 5
administrar una cantidad farmacéuticamente eficaz de dicha/s quimiocina/s al vertebrado; administrar una cantidad 
farmacéuticamente eficaz de uno o más inhibidor/es de dicha(s) quimiocina(s) al vertebrado; modular la transcripción 
de dicha(s) quimiocina(s) en el vertebrado; modular la traducción de quimiocina(s) en el vertebrado; modular la 
modificación post-traduccional de quimiocina(s) en el vertebrado y modular la distribución intracelular o extracelular 
de dicha(s) quimiocina(s) en el vertebrado.10

En un ejemplo preferido, la actividad funcional de dicha(s) quimiocina(s) se modula administrando una cantidad 
farmacéuticamente eficaz de uno o más inhibidor/es de dicha(s) quimiocina(s) al vertebrado. Ventajosamente, los
uno o más inhibidor/es de quimiocinas están seleccionados del grupo que consiste en: inhibidores químicos de 
quimiocinas, anticuerpos anti-quimiocinas y mutantes negativos dominantes de aquellas una o más quimiocinas 
descritas en el presente documento.15

Puede modularse la actividad funcional de una o ambas quimiocinas. Un experto en la materia apreciará que estas 
quimiocinas pueden actuar en aislamiento o sinérgicamente. Además, puede haber redundancia funcional en la 
actividad de quimiocinas.

Descripción detallada de la invención

La presente invención se describirá ahora adicionalmente a modo de ejemplo y con referencia a las figuras que 20
muestran:

Figura 1: Niveles en plasma de CCL5 y CCL18 como se ha determinado por múltiplex en pacientes estabilizados 
y resistentes con angina de pecho inestable a t=0 (A). Se usó ELISA para la distribución temporal a t=0, t=2 y 
t=180 días. Los niveles de CCL5 disminuyeron significativamente a t=2 y estuvieron al mismo nivel a t=180 (B), 
mientras que los niveles de CCL18 siguieron elevados a t=2 y disminuyeron de nuevo a t=180 (C). Niveles de 25
CD40L soluble alcanzaron un máximo a t=0 y disminuyeron a t=2 y t=180 (D). Los niveles de CRP mostraron un 
pico a t=2, y disminuyeron a valores inferiores a los iniciales (t=0) a t=180 (E). Los valores representan 
media ± EEM, * P<0,05, ** P<0,001 y N. S. = no significativo.
Figura 2: Los niveles en plasma de cuartiles superiores de CCL5 y CCL18 estuvieron significativamente 
asociados a la aparición de síntomas isquémicos resistentes en angina de pecho inestable, mientras que los 30
niveles de cuartiles de sCD40L y CRP no mostraron ninguna correlación significativa (A). Los niveles de cuartiles 
superiores de CCL5 en el día 0 son predictivos de la necesidad de futuros procedimientos de revascularización 
(B), mientras que los niveles de cuartiles superiores de CCL18 fueron predictivos de síndromes coronarios 
agudos o síntomas recurrentes de angina de pecho inestable en el plazo de los siguientes 18 meses (C,D). * 
P=0,02, ** P=0,01, # P<0,01 y N.S. = no significativo.35
Figura 3: Análisis de PCR cuantitativa mostraron una expresión notablemente desregulada por disminución de 
CCL5 y CCL18 en CMSP no estimuladas de pacientes con síntomas isquémicos a t=0 en comparación con 
CMSP a t=180 (A). A diferencia de la expresión de proteínas superficiales del receptor de quimiocinas en CMSP, 
la expresión de ARNm de los receptores de CCL5 y CCL18 CCR1, CCR3, CCR4 y CCR5 también fue
aproximadamente al menos 2 veces desregulada por disminución en el nivel inicial (B). Los valores representan 40
media ± EEM, * P<0,05 y ** P<0,001.
Figura 4: La expresión de proteínas en CMSP de CCR3 y CCR5 mostró una clara regulación por incremento de 
ambos receptores en células CD14+ (A,B) y células CD3+ (C,D) en el nivel inicial. La triple modulación para
CD14, CD3 y CCR3/5 reveló la misma tendencia, aunque las células CD14+ presentaron regulación por 
incremento más prominente de la expresión de CCR3 y CCR5 que las células CD3+ (E,F). El análisis de la45
expresión superficial total de CCR3 y CCR5 en todas las CMSP también mostró una espectacular regulación por 
incremento de la expresión de CCR3 y CCR5, que indica que el aumento en la expresión de CCR3 y CCR5 es
solo parcialmente producido por células CD3+ y CD14+ positivas (G,H,I). * P<0,05, ** P<0,01 y #P<0,001.
Figura 5: La estimulación de CMSP durante 6 horas con rCCL5 y sCCL18 no mostró diferencias significativas en 
la expresión de ARNm de CCR1 (A), CCR4 (C) y CCR5 (D). La expresión de CCR3 fue notablemente 50
desregulada por disminución después de la estimulación con sCCL18, pero no con rCCL5 (B). Los valores 
representan media ± EEM, * P<0,01, N.S. = no significativo, rCCL5 = CCL5 recombinante, sCCL18 = CCL18
sintético.
Figura 6: Evaluación de la interacción heterófila entre CCL5 y CCL18 en PAGE (18 %). Los carriles 1 y 2 
muestran la movilidad de referencia de rCCL5 (7.851 kDa) y sCCL18 (7.855 kDa), ambas quimiocinas mostraron 55
una mala tendencia a formar homodímeros de 15,6 kDa. Los carriles 3 y 4 se cargaron con mezclas de rCCL5 y 
sCCL18 a una relación 1:1 y 1:5 (p:p), a la que los dímeros han sido reticulados por incubación durante 30 min a 
TA con paraformaldehído 25 mM. Obsérvese la movilidad electroforética ligeramente más alta y la tinción 
ligeramente más amarillenta del monómero y dímero de CCL18. No se alteró el grado de formación de dímero 
después de la co-incubación y posterior reticulación de CCL5 y CCL18, que indica que CCL5 y CCL18 no están60
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probablemente empleadas en ninguna interacción cruzada heterófila significativa incluso a concentraciones 
supra-fisiológicas. La carga de proteína total por carril fue constante (2 µg)(A).
Figura 7: Se corroboró el análisis de PAGE por análisis de EM MALDI-TOF: CCL5 y CCL18 (10 pmol/µl) dieron 
picos de masa a aproximadamente 7.860 Da (M+; masa teórica de CCL5 y CCL18 7.851 y 7.855 Da, 
respectivamente), con solo picos menores a aproximadamente 15.730 Da, que ilustran la baja tendencia para 5
formar homodímeros (M2

+) (A,B). La espectrometría de masas MALDI-TOF de CCL18 que había sido pre-
incubada con CCL5 a una relación 1:1 y 1:5 p:p (concentración total 10 pmol/µl) en HEPES 50 mM / EDTA 
0,1 mM con paraformaldehído dio un patrón esencialmente similar y la formación de dímeros fue igualmente 
mínima a ambas relaciones (C,D).
Figura 8: Los niveles totales de células CD14+ (monocitos y neutrófilos) no se diferenciaron entre t=0 y t=180,10
mientras que células CD3+ mostraron una disminución pequeña (11,8 %), aunque significativa, en el nivel inicial 
(A). Al nivel de ARNm, se observó un aumento de neutrófilos HNP-3+, que sugiere la liberación potenciada de 
neutrófilos post-isquémica. Sin embargo, la relación de expresión de CCR2:CX3CR1, una medida del perfil de
subconjunto de monocitos, no estuvo diferencialmente regulada (B). Los valores representan media ± EEM, * 
P=0,01, ** P<0,001 y N.S.= no significativo.15
Figura 9: Demuestra que una exposición transitoria de ratones a niveles elevados de CCL18 en la circulación 
(como se efectúa por la administración repetida de proteína CCL18 recombinante) agravará el desarrollo de 
aterosclerosis y así potenciará el riesgo de enfermedad cardiovascular.
Figura 10: Demuestra que el desarrollo de placas ateroscleróticas en el seno aórtico de ratones hiperlipidémicos 
(LDLr-/-) con una deficiencia de CCL3 es bruscamente reducida.20
Figura 11: Niveles de CCL3 circulantes en APRAIS fueron comparables a aquellos observados en pacientes de 
la cohorte MISSION! (A). La monitorización de CCL3 temporal muestra claramente el aumento transitorio de 
CCL3 durante la isquemia, ya que los niveles fueron significativamente reducidos a t=180 en comparación con 
t=0 (B). * P=0,03 y ** P<0,001.
Figura 12: Niveles de cuartiles superiores de CCL3 en el nivel inicial son predictivos de la aparición de síndromes 25
coronarios agudos durante el seguimiento (A). Además, los niveles de cuartiles superiores también fueron 
indicativos de síntomas isquémicos recurrentes durante o directamente después de la hospitalización (B). * 
P=0,01 y ** P<0,01.
Figura 13: Niveles en plasma de CCL3 (A), CCL5 (B) y CXCL8 (C) fueron significativamente elevados en 
pacientes con IAM (●) frente a controles (○), mientras que CXCL10 (D) mostraron el patrón opuesto. * P=0,025,30
** P=0,006, *** P=0,02 y # P=0,004.
Figura 14: Evaluación de los niveles de IL-6, CCL3 y CXCL10 en ratones ligados en LAD o con operación 
simulada. La isquemia cardíaca indujo niveles significativamente elevados de IL-6, y CCL3, (A,B). Por otra parte, 
CXCL10 presentó un patrón invertido (C). * P=0,007, ** P=0,02, y *** P=0,03.
Figura 15: Ratones ligados presentaron un aumento significativo en el porcentaje de linfocitos T circulantes con 35
un enriquecimiento concomitante en los subconjuntos CCR5+ y CXCR3+ (A-C). El aumento en linfocitos T 
circulantes estuvo acompañado de una disminución en los linfocitos T esplénicos CCR5+, mientras que no fueron 
evidentes efectos sobre linfocitos T esplénicos totales o CXCR3+ (D-F). * P=0,04, ** P=0,02, *** P=0,04 y 
P=0,004.
La Figura 16 muestra que la distribución temporal de la expresión de CCL3 en placas de la arteria carótida 40
inducidas por collar mostró elevada producción de CCL3 2 semanas después de la colocación del collar (A). Se 
observó inducción rápida y estacionaria para el marcador de macrófagos CD68 (B), mientras que la inducción de 
CD36 fue algo retardada (C). **p<0,01 en comparación con el nivel inicial (t=0).
La Figura 17 muestra que la expresión de CCL3 en macrófagos está fuertemente regulada por incremento tras la 
estimulación con LPS (50 ng/ml) (A) pero no ox-LDL (10 ug/ml) (B). La respuesta de CCL3 inducida por LPS in 45
vivo se suprime en quimeras CCL3-/- (C, barras negras) ***p<0,001.
La Figura 18 muestra que las lesiones ateroscleróticas fueron significativamente más pequeñas en quimeras 
CCL3-/- en comparación con controles WT (A con imágenes representativas). El contenido de macrófagos (B), 
colágeno (C) y linfocitos T (D) fue similar entre WT y quimeras CCL3-/-. Se atenuó significativamente la entrada 
de neutrófilos (E) y la adhesión (F) en quimeras CCL3-/-. Las barras negras representan controles WT y las 50
barras blancas quimeras CCL3-/-. *p<0,05, **p<0,01.
La Figura 19 muestra que el número total de glóbulos blancos (A) y monocitos (B) no era diferente en ratones 
CCL3-/-, mientras que los números de neutrófilos (C) fueron significativamente reducidos. Barras negras 
representan WT y barras blancas quimeras CCL3-/-. **p<0,01, ***p<0,001.
La Figura 20 muestra la cinética de la leucopenia transitoria inducida por ciclofosfamida (A) y neutropenia (B) en 55
ratones de control (barras blancas) y CCL3-/- (barras negras). La eliminación de neutrófilos es acelerada en las 
quimeras CCL3-/- (C), mientras que la repoblación es similar (D). Las barras negras representan ratones WT y las 
barras blancas representan ratones CCL3-/-. *p<0,05. **p<0,01.
La Figura 21 muestra que la inyección intraperitoneal de KC no afectó los números de neutrófilos CD11b+ CD71-

Gr1alto circulantes en ratones WT y CCL3-/- (A). KC provocó que la inducción de la entrada de neutrófilos a la 60
cavidad peritoneal fuera ≈2,5 veces más baja en ratones CCL3-/- en comparación con ratones WT (B). Las barras 
negras representan ratones WT y las barras blancas representan ratones CCL3-/-. **p=0,003,

Ejemplo 1: CCL5 (RANTES) y CCL18 (PARC) son marcadores específicos de angina de pecho inestable resistente
y aumentan transitoriamente durante síntomas isquémicos graves.
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Procedimientos

Población del estudio

Se determinaron todas las quimiocinas y parámetros inflamatorios en muestras de plasma de una cohorte de 
pacientes, derivada del estudio bien definido APRAIS (Reacción de fase aguda y síndromes isquémicos)13. En 
resumen, se incluyeron 54 pacientes que fueron ingresados en el servicio de urgencias del Centro médico de la 5
Universidad de Leiden entre marzo y septiembre de 1995 con angina de pecho inestable Braunwald clase IIIB y 
fueron seguidos durante hasta 18 meses. Se obtuvieron muestras de sangre venosa al ingreso (t=0), después de 2 
(t=2) y 180 días después del ingreso (t=180), se centrifugaron y se almacenaron alícuotas de plasma a -80 ºC hasta 
el posterior análisis. Todos los pacientes habían recibido terapia médica convencional, es decir, aspirina 300 mg por 
vía oral, nitroglicerina por vía intravenosa e infusión de heparina basada ajustada al tiempo de tromboplastina parcial 10
activado. Un punto final clínico del estudio APRAIS fue la aparición de angina de pecho inestable resistente durante
la hospitalización. La angina de pecho inestable se consideró resistente si la angina en reposo, a pesar del
tratamiento médico, siguió o volvió a aparecer, provocando evaluación coronaria invasiva y posterior terapia de
revascularización. Aunque la cohorte de estudio fue relativamente pequeña, constituyó una población bien 
documentada claramente definida con un punto de partida similar. Todos los sujetos dieron el consentimiento 15
informado por escrito y el protocolo del estudio fue autorizado por el Comité ético del Centro médico de la 
Universidad de Leiden.

Aislamiento de células

Se aislaron CMSP de pacientes (t=0 y t=180), además de 6 voluntarios sanos de la misma edad de muestras de 
sangre venosa con EDTA mediante centrifugación de densidad en Histopaque (Sigma, St. Louis, MO). Las CMSP se 20
recogieron de la interfase y se lavaron dos veces con medio de cultivo, que consistía en medio Dulbecco modificado 
con Iscove que contenía Glutamax (Gibco, Paisly, RU) y complementado con 10 % de FCS. Las CMSP se 
crioconservaron en medio de cultivo que contenía 20 % de FCS y 10 % de sulfóxido de dimetilo hasta uso adicional.

Ensayo múltiplex de quimiocinas

Se determinaron los niveles circulantes de las quimiocinas CCL2, CCL3, CCL5, CCL11, CCL17, CCL18, CCL22, 25
CXCL8, CXCL9, CXCL10 y el factor de tipo quimiocina MIF, las citocinas OSM, IFN-γ y OPG y moléculas de 
adhesión sRankl, sVCAM y sICAM en muestras a t=0 con un bioensayo múltiplex hecho a medida usando el sistema 
Bio-Plex Suspension Array (Bio-Rad laboratories, Hercules, CA). Se filtraron muestras de plasma y posteriormente 
se diluyeron con 10 % de suero de rata y ratón normal (Rockland, Gilvertsville, PA) para bloquear la unión de 
anticuerpo no específico residual. Se añadieron 1000 microesferas por quimiocina (10 µl/pocillo) en un volumen total 30
de 60 µl, junto con muestras estándar y de blanco, y la suspensión se incubó durante 1 hora en una placa filtrante de 
96 pocillos a temperatura ambiente (TA). Entonces, se añadieron 10 µl de mezcla de anticuerpo biotinilado
(16,5 µg/ml) y se incubó durante 1 hora a TA. Después de lavar con PBS-1 % de BSA-0,5 % de Tween 20, se 
incubaron perlas con 50 ng/pocillo de estreptavidina R-ficoeritrina (BD Biosciences, San Diego, CA) durante 10 
minutos. Finalmente, las perlas se lavaron otra vez con PBS-1 % de BSA-0,5 % de Tween 20, y la intensidad de 35
fluorescencia se midió en un volumen final de 100 µl de tampón de ELISA de alto rendimiento (Sanquin, Ámsterdam, 
Los Países Bajos). Las mediciones y análisis de datos se realizaron con el sistema Bio-Plex Suspension Array en 
combinación con el software Bio-Plex Manager versión 3.0 (Bio-Rad laboratories, Hercules, CA) (véase también la
ref. N.º: 14)

ELISA y otros ensayos40

Para el análisis temporal de niveles de CCL5 y CCL18 humana en plasma durante el seguimiento, se ensayaron las 
muestras a t=0, t=2 y t=180 por un kit de ELISA instantáneo de CCL5 (Bender MedSystems, Viena, Austria) y un 
ELISA de CCL18 (RayBiotech, Norcross, GA), respectivamente, según el protocolo del fabricante. Se determinaron 
parámetros inflamatorios del nivel inicial tales como proteína C reactiva, fibrinógeno, tasa de sedimentación 
eritrocítica (ESR) e inhibidor 1 del activador de plasminógeno (PAI-1) como se ha descrito en detalle previamente 13. 45
Se determinaron ligando CD40 soluble (sCD40L) e interleucina 6 (IL-6) mediante un inmunoensayo altamente 
sensible (Quantakine HS, R&D Systems, Minneapolis, MN), muestras de CRP a t=180 mediante un ensayo
turbidimétrico en una unidad Modular P800 completamente automática (Roche, Almere, Los Países Bajos).

Evaluación de la interacción heterófila de CCL5 y CCL18 

Se usó electroforesis en gel de dodecilsulfato de sodio-poliacrilamida (SDS-PAGE) para evaluar si CCL5 50
recombinante (7,8 kDa) y CCL18 sintético (7,8 kDa) interaccionaban en interacciones heterófilas. Se incubaron 
proteínas (rCCL5, sCC118, rCCL5/sCCL18 a una relación de peso 1:1 y a 1:5 (p:p); 2 µg de proteína total por carril) 
durante una hora a TA en tampón HEPES 50 mM / EDTA 0,1 mM (pH=7,4), después de que se añadieran 25 mM de 
paraformaldehído para reticular cualquier homo- o heterodímero formado. Después de 30 minutos, se 
desnaturalizaron mezclas de proteína en tampón de carga y se sometieron a SDS-PAGE (18 %; 2 µg de proteína por 55
carril, una hora a 70 mV y 30 minutos a 150 mV), las proteínas se visualizaron por tinción con plata. También se 
analizaron mezclas de proteína en un espectrómetro de masas MALDI-TOF Voyager-DE Pro (PerSeptive 
Biosystems, Framingham, MA).
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Análisis de RT-PCR

Para evaluar la expresión de CCL5, CCL18, CCR1, CCR2, CCR3, CCR4, CCR5, CX3CR1 y péptido-3 de neutrófilo
humano (HNP-3) en CMSP, se aisló ARNm y se analizó. Se usó tiocianato de guanidio-fenol para extraer ARN total 
de CMSP, las muestras se sometieron a tratamiento con DNasa I (Promega, Madison, WS) después de que el ADNc 
se generara usando transcriptasa inversa RevertAid M-MuLV (Fermentas, Burlington, Canadá) según el protocolo 5
del fabricante 2. Se realizó expresión génica semicuantitativa usando el procedimiento de SYBR-Green (Eurogentec, 
Lieja, Bélgica) en una máquina ABI PRISM 7700 (Applied Biosystems, Foster City, CA) con cebadores para CCL5, 
CCL18, CCR1, CCR2, CCR3, CCR4, CCR5, CX3CR1, CD11b y péptido-3 de neutrófilo humano (HNP-3). Se usaron 
ciclofilina e hipoxantina guanina fosforribosil transferasa (HPRT) como genes de mantenimiento (véase la Tabla 1 
para secuencias de cebadores).10

Tabla 1. Secuencias de cebadores usadas para el análisis por RT-PCR.

Nombre de gen Directo Inverso
HPRT ACAATCCGCCCAAAGGGAAC

Ciclofilina

CCR1 GTGCCCGCAAGGCAAAC

CCR2 TGAGTCATCCCAAGAGTCTCTGTC

CCR3 CTGCTGCATGAACCCGGT GGAAGAAGTGGCGAGGTACT
CCR4 TCCATGGTGGACTGCGTG

CCR5

CX3CR1

HNP-3 TTTCCTTGAGCCTGGATGCT

CCL5 TCTGCGCTCCTGCATCTG CAGTGGGCGGGCAATG
CCL18

Se calculó la expresión génica relativa restando el número de ciclos umbral (Ct) del gen diana del Ct promedio de 
ciclofilina y HPRT y elevando dos a la potencia de esta diferencia.

Citometría de flujo15

Se evaluó la expresión superficial de CCR3 y CCR5 sobre CMSP CD3+ y CD14+ por citometría de flujo. Se 
descongelaron CMSP crioconservadas, se lavaron tres veces en RPMI 1640 que contenía 20 % de FCS y 
posteriormente se tiñeron usando anticuerpos anti-CD3 y anti-CD14 conjugados con APC (BD Biosciences, San 
Jose, CA), además de anticuerpos anti-CCR3 y anti-CCR5 conjugados con FITC (R&D Systems). Se usaron
anticuerpos IgG2a de rata conjugada con FITC e IgG2b de ratón conjugados con FITC de isotipos no específicos20
(eBiosciences, San Diego, CA) como controles negativos. Las muestras se analizaron con un citómetro de flujo 
activado por fluorescencia (FACSCalibur) y posteriormente se analizaron usando el software CELLQuest (BD 
Biosciences), se contaron 50.000 células para cada muestra.

Ensayo de estimulación de CMSP

Se descongelaron especímenes de CMSP crioconservados, obtenidos de seis voluntarios sanos, como se ha 25
descrito anteriormente, se sembraron en una placa de 96 pocillos de fondo redondo en forma de U (Greiner Bio-one) 
y se estimularon durante 6 horas a 37 ºC con medio puro (control) o medio complementado con 50 ng/ml de CCL5 
recombinante (Peprotech, Rocky Hill, NJ), 50 ng/ml del péptido de CCL18 sintético SM-1 (sCCL18), o una 
combinación de rCCL5 y sCCL18 (25 ng/ml por péptido) 3. Después de la incubación, se aisló ARN total de las 
células, se preparó ADNc y se determinó la expresión de receptores de quimiocinas.30
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Análisis estadístico

Se examinaron diferencias entre las poblaciones de estudio de los presentes inventores y la cohorte original por la 
prueba exacta de Fisher y la prueba de la t de Student para datos independientes. Se probaron los niveles en 
plasma de quimiocinas y marcadores inflamatorios para distribución gaussiana normal y los valores se transformaron 
logarítmicamente en el caso de una distribución sesgada cuando conviniera. Con respecto a lo último, se dan 5
medias geométricas en lugar de aritméticas. Las medias se compararon por la prueba de la t de Student bilateral 
para datos independientes o la prueba de la U de Mann-Whitney cuando conviniera. Con el fin de evaluar el valor 
predictivo de CCL5 y CCL18 para la aparición de síntomas resistentes, independientes de factores posiblemente
confusos, se realizó un análisis multivariante, que corregía para la edad, niveles de HDL y ESR, además de para 
otros factores de riesgo cardiovascular establecidos (por ejemplo, hipertensión, hipercolesterolemia, uso de lípido y 10
medicación hipotensora, diabetes mellitus, comportamiento de fumar, IMC e historia de enfermedad cardiovascular) 
y biomarcadores sCD40L y CRP. Se evaluó la distribución de cuartiles y se usó para el coeficiente de correlación de
Spearman y la prueba de la chi-cuadrado de Pearson para determinar la asociación de niveles en plasma de 
quimiocinas, además de niveles de sCD40L y CRP para la aparición de API resistente. Se generaron curvas de 
rendimiento diagnóstico para evaluar valores de quimiocinas predictivos para síntomas isquémicos resistentes. Se 15
realizaron análisis de correlación entre valores de múltiplex y ELISA y entre quimiocinas y parámetros inflamatorios 
por la prueba de correlación ordinal de Spearman. Los resultados se analizaron por FACS mediante la prueba de la t 
para datos emparejados, el ensayo de estimulación se analizó mediante ANOVA. Se consideró significativo un valor 
de P bilateral < 0,05. Todos los análisis se realizaron usando el software SPSS versión 14.0 (SPSS, Chicago, IL).

Resultados20

Población del estudio

Se realizaron análisis de plasma en quimiocinas en una subcohorte de muestras de plasma previamente no 
congeladas de 54 pacientes consecutivos, excluyendo el sesgo de selección. Esta subcohorte, que consiste en 31 
pacientes con síntomas isquémicos establecidos y 23 con resistentes, se correspondió con la cohorte original en 
factores de riesgo cardiovascular, historia de infarto de miocardio o PTCA/CABG y parámetros de laboratorio (Tablas 25
2A y B).

Tabla 2A. Características de pacientes iniciales y parámetros de laboratorio.

Cohorte de quimiocinas (N=54) APRAIS (N=211) Valor de P

Edad, años 65,4 ± 11,0 62,7 ± 10,2 0,08

Resistentes (%) 43 36 0,43

Sexo masculino (%) 73,8 71,1 0,75

Fumador actual (%) 24,6 30,5 0,45

IMC (kg/m2) 25,2 ± 6,0 25,9 ± 3,36 0,23

Diabetes (%) 16,4 14,6 0,98

Hipertensión (%) 23 23,5 0,99

Uso de estatinas (%) 8,2 12,2 0,48

Historia de:

Infarto de miocardio (%) 45 43,2 0,88

PTCA (%) 26 29,1 0,75

CABG (%) 23 21,6 0,86

Parámetros de laboratorio:

Colesterol total, mmol/l 6,00 ± 1,5 6,18 ± 1,2 0,38

HDL, mmol/l 1,14 ± 0,4 1,14 ± 0,3 0,97

CRP, mg/l * 2,36 2,66 0,50

ESR, mm/h * 16,44 14,88 0,30

Fibrinógeno, g/l * 3,56 3,42 0,34
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Tabla 2B. Características de pacientes iniciales de la cohorte de quimiocinas y parámetros de laboratorio 

Estabilizados (N=31) Resistentes (N=23) Valor de P

Edad, años 67,3 ± 10,2 64,5 ± 11,4 0,30

Sexo masculino (%) 87 63 0,05

Fumador actual (%) 22 25 0,69

IMC (kg/m2) 24,9 26,7 0,78

Diabetes (%) 9 19 0,16

Hipertensión (%) 17 38 0,39

Historia de:

Infarto de miocardio (%) 48 47 0,89

PTCA (%) 30 25 0,57

CABG (%) 35 16 0,19

Parámetros de laboratorio: 8,27 ± 2,1 8,51 ± 0,8 0,61

Hemoglobina, mmol/l

Hematocrito (%) 47 41 0,26

Leucocitos, 109/l 7,49 ± 2,9 7,68 ± 2,2 0,79

Número de plaquetas, 106/l 186,5 ± 66 223,9 ± 75 0,07

Glucosa, mmol/l 7,37 ± 2,7 6,49 ± 1,4 0,15

Creatinina, µmol/l 99,2 ± 52,3 108,7 ± 32,1 0,44

Colesterol, mmol/l 5,92 ± 1,8 6,16 ± 1,0 0,56

HDL, mmol/l 1,23 ± 0,4 0,99 ± 0,2 0,02

ESR, mm/h * 14,15 20,70 0,03

Fibrinógeno, g/l * 3,42 3,78 0,26

CRP, mg/l * 2,14 2,77 0,47

sCD40L, pg/ml 23,6 20,3 0,32

Como no todos los 54 pacientes respondieron a donar sangre después de 180 días, el análisis de ELISA en este 
momento se realizó para 47 pacientes (29 estabilizados frente a 18 resistentes), pero las características iniciales de 
esta subcohorte se correspondieron con las de la cohorte original (datos no mostrados). La comparación para los 5
datos demográficos iniciales en la cohorte de quimiocinas no mostró diferencias notables entre pacientes resistentes
frente a estabilizados, excepto por una pequeña diferencia, pero significativa, en la composición del sexo (87 %
frente a 67 % masculino; P=0,05); la edad media de todos los pacientes fue 65 años (41 a 85 años). Con respecto a 
los parámetros clínicos y de lípidos en plasma en el nivel inicial, no se diferenciaron niveles de colesterol total en 
pacientes estabilizados y resistentes (5,92 frente a 6,16 mmol/l; P=0,56), mientras que los niveles de HDL fueron 10
más bajos (1,23 frente a 0,99 mmol/l; P=0,02) en la última población. Este grupo también presentó una elevada 
tendencia hacia un mayor estado inflamatorio, como se ilustra por niveles elevados de ESR (14,15 frente a 
20,7 mm/h; P=0,03), a pesar que los niveles de fibrinógeno y CRP fueron esencialmente similares. No se observaron 
diferencias en los niveles de sCD40L iniciales entre grupos.

Análisis múltiplex: Regulación por incremento de CCL5 y CCL1815

Todos los datos de quimiocinas y citocinas como se han determinado por análisis múltiplex (muestras a t=0) fueron 
logarítmicamente transformados antes del análisis estadístico adicional debido a sus perfiles de distribución
sesgada, excepto por OPG. Los niveles en plasma de la mayoría de las quimiocinas y citocinas no se diferenciaron
entre pacientes estabilizados y resistentes. Los niveles de CCL5 (23,1 frente a 32,7 ng/ml; P=0,018) y CCL18 (53,7 
frente a 104,4 ng/ml; P=0,011), sin embargo, parecieron ser significativamente elevados en pacientes resistentes, 20
mientras que hubo un aumento significativo limítrofe en aquellos de CCL3 (53,6 frente a 73,7 pg/ml; P=0,09) (Tabla 3 
y Figura 1A).
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Tabla 3. Concentraciones plasmáticas de quimiocinas analizadas mediante la técnica múltiplex.

Variable Estabilizados Resistentes Valor de P

CCL5, pg/ml 23158 32704 0,018

CCL18, pg/ml 53678 104399 0,011

CCL2, pg/ml 154 146 0,77

CCL3, pg/ml 53,6 73,7 0,09

CCL11, pg/ml 63,7 65,8 0,88

CCL17, pg/ml 40,3 51,2 0,34

CCL22, pg/ml 527 546 0,79

CXCL8, pg/ml 12,4 13,4 0,84

CXCL9, pg/ml 158 156 0,96

CXCL10, pg/ml 221 157 0,12

MIF, pg/ml 330 439 0,45

OPG, pg/ml * 937 1096 0,25

OSM, pg/ml 456 690 0,25

sRankL, pg/ml 5,0 5,7 0,83

sVCAM, pg/ml 681082 735190 0,45

sICAM, pg/ml 106340 117625 0,28

Los valores son medias geométricas

* indica media aritmética

Además, las diferencias observadas en los niveles de CCL5 siguieron siendo significativas después del análisis
multivariante ajustando para los factores de riesgo de cardiovascular y niveles de sCD40L y CRP (P=0,023), 
mientras que los niveles de CCL18 fueron limítrofes significativos (P=0,06). Sin embargo, diferencias en los niveles 5
de CCL18 alcanzaron significancia después del análisis multivariante para todos los factores confusos, excepto HDL 
(P=0,021). Por tanto, CCL5, además de CCL18, parecen ser factores pronósticos independientes de la aparición de 
síntomas isquémicos resistentes, incluso cuando se ajusta para niveles de sCD40L y CRP. Además, los niveles de 
CCL5 y CCL18 no mostraron correlación mutua (R=0,05; P=0,7), reflejando que estas quimiocinas están reguladas u 
operan de una manera independiente. Todavía, aunque no se observaron interacciones heterófilas significativas 10
entre CCL5 y CCL18, es concebible que ambas quimiocinas, que comparten CCR3 como receptor de diana común, 
interaccionarán funcionalmente (Figuras 6 y 7). CXCL10 tuvo una tendencia a aumentar en pacientes estabilizados, 
aunque no fue bastante significativa (221,6 frente a 157,5 pg/ml; P=0,12), que podría indicar hacia un efecto 
protector de esta quimiocina específica. Los niveles de IFN-γ fueron simplemente indetectables y, por tanto, no se 
muestran.15

A continuación, los presentes inventores buscaron evaluar si los niveles de CCL5 y CCL18 tenían potencial de
diagnóstico. Dado el tamaño de la cohorte, los niveles de CCL5 y CCL18 se clasificaron en cuartiles y se analizaron 
para la correlación con la aparición de futuros síntomas isquémicos resistentes (Tabla 4A).

Tabla 4A. Niveles de cuartiles de CCL5 y CCL18 en el nivel inicial como se ha determinado por análisis múltiplex 

Cuartiles CCL5 CCL18

1 < 15,1 < 39,3

2 > 15,1 y < 25,5 > 39,3 y < 66,0

3 > 25,5 y < 40,3 > 66,0 y < 130,0

4 > 40,3 > 130,0

Todos los valores son en ng/ml

20

Se observó que aumentó el riesgo de síntomas isquémicos resistentes en los cuartiles superiores de CCL5 (R=0,32; 
P=0,017; chi-cuadrado de asociación lineal por lineal 5,53; P=0,019), mientras que esta tendencia fue incluso más 
pronunciada para CCL18 (R=0,392; P=0,003; chi-cuadrado de asociación lineal por lineal 8,105; P=0,004) (Figura 
2A). Niveles de CCL18 elevados fueron ligeramente más predictivos que aquellos de CCL5 como se indica por la
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curva de rendimiento diagnóstico (área bajo la curva 0,71 frente a 0,69). Los valores de corte de > 40 ng/ml para
CCL5 y > 130 ng/ml para CCL18 dieron una sensibilidad del 73,9 % y 65,2 %, respectivamente, además de una 
especificidad del 67,7 % y 61,3 %. El análisis combinado de los dos cuartiles superiores de CCL5 y CCL18 para la 
aparición de síntomas isquémicos resistentes revelaron una relación muy significativa (χ2 con corrección de 
continuidad 8,12; P<0,01). Aunque la sensibilidad alcanzó el 47,8 %, la especificidad del análisis combinado fue un 5
90,3 % sorprendentemente alto. El valor predictivo positivo de análisis combinado para los niveles de CCL5 y CCL18 
fue del 78,5 % con un valor predictivo negativo concomitante del 70,0 %. Añadir sCD40L o niveles de CRP al 
análisis no dio ningún aumento adicional en la sensibilidad, especificidad o valor predictivo (datos no mostrados).

Análisis de verificación y seguimiento de ELISA de CCL5 y CCL18

Se correspondieron excelentemente el ELISA medio e individual y los niveles de CCL5 múltiplex (P<0,001). Además, 10
también se observaron que aumentaron los niveles en plasma de CCL5 en pacientes resistentes en comparación 
con estabilizados en el día 0 cuando se evaluaron por ELISA (36,4 frente a 26,5 ng/ml). De forma interesante, ya
después de dos días, se observó una marcada disminución en los niveles de CCL5 en plasma en la cohorte 
completa (12,1 frente a 30,3 ng/ml; P<0,001) y también se observaron niveles de CCL5 reducidos a t=180, que 
muestra que CCL5 aumenta transitoriamente durante un evento de angina de pecho inestable (Figura 1B). Los 15
presentes inventores no observaron ninguna diferencia entre los grupos estabilizados y resistentes 2 y 180 días 
después de la inclusión. Los niveles en plasma de CCL18 mostraron un patrón temporal diferente después de los 
síntomas isquémicos. El análisis de ELISA confirma la expresión diferencial de CCL18 en el día 0 entre pacientes 
resistentes y estabilizados (56,2 frente a 41,1 ng/ml; P=0,02). Aunque valores absolutos fueron ligeramente más 
bajos en el ELISA en comparación con el ensayo múltiplex, los análisis estadísticos revelaron una excelente20
correlación entre los dos ensayos (prueba de Spearman; P<0,001). De forma interesante, los niveles de CCL18 de la 
cohorte total en el día 2 no se diferenciaron de los niveles iniciales (día 0), sugiriendo que los niveles de CCL18 y 
CCL5 podrían ser regulados mediante mecanismos separados. A los 180 días, los niveles de CCL18 estuvieron
significativamente desregulados por disminución en comparación con los valores del día 2 (48,4 frente a 34,5 ng/ml; 
P<0,001), que sugiere una función de CCL18 en los procedimientos relacionados con la isquemia-reperfusión 25
cardíaca (Figura 1C).

Ligando CD40 soluble y CRP

Los niveles de tanto sCD40L, además de CRP, fueron significativamente elevados a t=0 en comparación con t=180
(sCD40L 2,04 frente a 0,69 ng/ml; P<0,001, CRP 2,36 frente a 0,96 mg/l; P<0,001) (Figura 1D,E). Sin embargo, los 
niveles de sCD40L empezaron a disminuir ya a t=2 (1,35 ng/ml; P<0,05), que indica que los niveles elevados en el 30
nivel inicial reflejan una respuesta de fase aguda relacionada con la activación de plaquetas. Como los niveles de
CD40L soluble a t=0 y t=2 se correlacionaron significativamente con los niveles de CCL5 a t=0 y t=2 (t=0 R=0,40; 
P<0,01, t=2 R=0,35; P=0,01), niveles de CCL5 elevados también pueden ser principalmente causados por activación 
de plaquetas. Sin embargo, sCD40L mostró una correlación negativa significativa con niveles de CCL18 a t=0 (R=-
0,36; P=0,01), sugiriendo que lo último representa una respuesta de retroalimentación a la activación de plaquetas. 35
Los niveles de CRP fueron incluso adicionalmente elevados a t=2 (6,43 mg/l; P<0,001), que está de acuerdo con 
informes previos 15,16, y es supuestamente indicativo de un estado inflamatorio sistémico post-isquémico potenciado
en estos pacientes dos días después de la isquemia y/o intervención coronaria. Niveles de CRP no mostraron 
correlaciones con niveles de CCL5 o CCL18. Los niveles de cuartiles de sCD40L, además de CRP, no tuvieron 
ningún potencial para predecir síntomas isquémicos resistentes (R=0,043 y R=-0,034; N.S) (Figura 2A: para la 40
distribución de cuartiles, véase la Tabla 4B).

Tabla 2B. Niveles de cuartiles de CRP y sCD40L en el nivel inicial.

Cuartiles CRP mg/l sCD40L ng/ml

1 < 1,2 < 14,2

2 > 1,2 y < 2,6 > 14,2 y < 26,4

3 > 2,6 y < 6,5 > 26,4 y < 33,7

4 > 6,5 > 33,7

Todos los valores son en ng/ml

Inflamación y seguimiento clínico

El análisis de correlación para las quimiocinas con los parámetros inflamatorios sistémicos fibrinógeno, IL-6, PAI-1 y 45
ESR no reveló asociación, excepto por una débil correlación entre los niveles de CXCL10 e IL-6 (R=0,29; P=0,02, 
otros datos no mostrados). Y, lo que es más importante, se observó que los niveles de cuartiles superiores iniciales 
de CCL5 como se han determinado por múltiplex se correlacionaron con la necesidad de procedimientos de 
revascularización en el plazo de los siguientes 18 meses (R=0,35; P=0,01). Además, niveles de cuartiles superiores 
iniciales de CCL18 se correlacionaron con la re-manifestación de angina de pecho inestable (API) durante la 50
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hospitalización (R=0,36; P=0,007), además de con la aparición de un síndrome coronario agudo (SCA) durante el 
periodo de seguimiento de 18 meses (R=0,31; P=0,02) (Figuras 2B-D). Niveles iniciales de sCD40L y CRP no se 
correlacionaron con ninguno de los parámetros de seguimiento (datos no mostrados).

Análisis de expresión de quimiocinas de CMSP y receptores de quimiocinas

Aunque la interacción de CCL5 con CCR1, CCR3, CCR4 y CCR5 está bien descrita, el actual receptor para CCL18 5
es hasta ahora desconocido, que hace de CCL18 actualmente un ligando huérfano 17. Sin embargo, se ha informado 
que CCL18 es un inhibidor competitivo de unión de CCL11 (eotaxina) a CCR3 18. Por tanto, los presentes inventores 
examinaron la expresión de ARNm de receptores de quimiocinas CCR1, CCR3, CCR4 y CCR5, además de la de
CCL5 y CCL18 en CMSP. Los presentes inventores observaron una sorprendente regulación por disminución 
altamente significativa de los cuatro receptores de quimiocinas implicados en el nivel inicial (t=0) en comparación 10
con CMSP a t=180 (Figura 3B). Se observó un patrón temporal similar para CCL5 y CCL18, siendo CCL5 
abundantemente expresado en CMSP y CCL18 a solo niveles menores (Figura 3A). El posterior análisis de FACS 
para detectar la expresión de CCR3 y CCR5 en linfocitos T CD3+ y monocitos CD14+ reveló, para sorpresa de los 
presentes inventores, una elevada expresión significativa de proteínas de CCR3 y CCR5 en tanto células CD3+

como CD14+ a t=0 en comparación con t=180 (Figura 4A-D) (véase el comentario p. 28). La tinción triple para CD3 o 15
CD14 con CCR3 y CCR5 mostró una elevada expresión de receptores de quimiocinas en la población CD3+ (3,1 %
triple de células positivas a t=0 frente a 2,3 % a t=180; P=0,007) e incluso más prominentemente en las células 
CD14+ (32,1 % frente al 5,1 % a t=0 y t=180, respectivamente; P<0,001). Se observó un patrón idéntico para el 
porcentaje de células CCR3+ y CCR5+, además de las células CCR3+/CCR5+ combinadas en la población de CMSP 
total (Figura 4G-I).20

Para evaluar si el patrón de expresión génica reducido en el nivel inicial fue producido por desplazamientos 
transitorios en el perfil de distribución de leucocitos, los presentes inventores han monitorizado el porcentaje total de 
células CD14+ (monocitos) y CD3+ (linfocitos T) en CMSP. Los números de monocitos no fueron diferentes entre los
dos momentos de tiempo, mientras que las células CD3+ disminuyeron ligeramente a t=0 (54,2 frente a 66,6%; 
P=0,01) (Figura 8A) véase p. 28. Un estudio adicional no reveló diferencias en la relación de expresión de 25
CCR2:CX3CR1, una medida de la distribución del subconjunto de monocitos 19, en CMSP también. Los presentes 
inventores observaron, sin embargo, niveles de expresión significativamente elevados de HNP-3, un marcador de 
neutrófilos selectivo, a t=0, que indica una liberación potenciada de neutrófilos durante API (Figura 8B) véase p. 28. 
Posiblemente, los cambios observados en la expresión de receptores de quimiocinas a t=0 pueden atribuirse al 
menos parcialmente a los elevados números de neutrófilos. A diferencia de los niveles en plasma de quimiocinas, no 30
se observaron diferencias en el nivel de expresión para los receptores de quimiocinas entre pacientes estabilizados 
y resistentes a t=0 (datos no mostrados).

Ensayo de estimulación de CMSP

En parte, sin embargo, la regulación por disminución de receptores de quimiocinas puede reflejar una respuesta de 
retroalimentación al estallido inmunomodulador después de API. Para verificar si la regulación de expresión 35
observada de CCR1, CCR3, CCR4 y CCR5 en CMSP está relacionada con los elevados niveles de CCL5 y CCL18 
durante los eventos isquémicos, los presentes inventores estimularon CMSP con rCCL5 y/o sCCL18. Después de 6 
horas de estimulación, los presentes inventores no observaron efecto diferencial sobre la expresión de ARNm de 
CCR1, CCR4 y CCR5. A diferencia, sin embargo, sCCL18 causó una espectacular regulación por disminución en la 
expresión de CCR3, y este efecto se amplificó adicionalmente por la co-incubación con rCCL5 (P<0,01, Figura 5A-40
D). Por tanto, la regulación por disminución de ARNm de CCR3 en CMSP observadas in vivo podría producirse por 
los elevados niveles de CCL18. La regulación por disminución de CCR1, CCR4 y CCR5 in vivo podría ser bien 
regulada por ligandos distintos de CCL5 y CCL18.

Discusión

A conocimiento de los presentes inventores, este es el primer estudio para describir el perfilado de un amplio panel 45
de quimiocinas por ensayo múltiplex en plasma de pacientes con API de una manera prospectiva. De todas las
quimiocinas probadas, se observó que solo los niveles de CCL5 y CCL18, independientes de otros marcadores 
inflamatorios y sCD40L, fueron transitoriamente elevados en pacientes resistentes frente a estabilizados en el nivel 
inicial y que disminuyeron en el plazo de 6 meses después de la aparición de los síntomas de API. Estos fenómenos
fueron acompañados de una disminución brusca, probablemente inducida por CCL18, en la expresión de ARNm de 50
los receptores de quimiocinas relacionados CCR3 y CCR5 en CMSP en el día 0 frente al día 180.
Concomitantemente, se encontró que la expresión superficial de CCR3 y CCR5 aumentaba en el nivel inicial, 
reflejando posiblemente una rápida exposición del receptor por CMSP durante síntomas isquémicos. Tanto CCL5 
como CCL18 también muestran características predictivas referentes al desenlace clínico.

El panel múltiplex contuvo diversas quimiocinas, que han sido previamente asociadas a la aterosclerosis o 55
enfermedad cardiovascular, tales como CCL2, CCL5, CCL11, CXCL8 y CXCL10 5. CCL5 y CCL18 fueron las dos 
únicas quimiocinas que fueron diferencialmente reguladas al nivel inicial entre pacientes resistentes y estabilizados. 
Pacientes resistentes tuvieron graves quejas isquémicas sostenidas a pesar de la medicación antianginosa que 
garantizaba angiografía coronaria con o sin intervención coronaria percutánea. Por tanto, mientras que los niveles de 

E17202931
30-01-2020ES 2 770 154 T3

 



14

otras quimiocinas que participan en CVD fueron relativamente inalterados y mientras que pacientes resistentes
generalmente no se diferencian de estabilizados en el grado de inflamación sistémica general, CCL5 y CCL18 
podrían ser marcadores de quimiocina exclusivos de la gravedad de la isquemia en pacientes con API.

Se seleccionaron CCL5 y CCL18 para análisis temporal adicional para un seguimiento de 180 días. Como se 
menciona previamente, la función de CCL5 como mediador inflamatorio en la enfermedad cardiovascular es5
ampliamente reconocida, y, de hecho, se observaron niveles de CCL5 que estaban elevados en pacientes con 
síndromes coronarios agudos 9,20. Sin embargo, estos estudios examinaron niveles de CCL5 en la hospitalización y, 
con una única excepción, no incluyeron un diseño prospectivo del estudio. Solo Nomura y col. mostraron una 
disminución en los niveles de CCL5 a los 30 días en pacientes con API después de PCI, a niveles comparables a los 
niveles de 180 días en el estudio de los presentes inventores 9. Los datos de los presentes inventores extienden esta10
observación, ya que demuestran que la disminución en los niveles de CCL5 no es una consecuencia de PCI, sino 
una característica intrínseca de pacientes con API estabilizados. Aunque todavía faltan datos sobre los niveles de 
referencia de CCL5, CCL5 2 y 180 días después de la inclusión, fueron muy comparables a valores informados en 
controles sanos por Parissis y col., sugiriendo que los niveles de CCL5 habían vuelto al nivel inicial en el plazo de 2 
días después de la aparición de los síntomas isquémicos 21.15

Para conocer más sobre la contribución de plaquetas activadas a los niveles pico de CCL5, los presentes inventores 
realizaron una evaluación temporal de sCD40L 22. Los presentes inventores observaron niveles significativamente 
elevados de sCD40L en el nivel inicial, que está en concordancia con estudios previos y refleja el potenciado estado 
de activación de plaquetas en API 23,24. Sin embargo, la progresiva disminución observada en los niveles de sCD40L 
a t=2 y t=180 después de API nunca ha sido documentada en pacientes con API y puede ilustrar la rápida 20
restauración de la homeostasis de sCD40L después de API. Además, los niveles de t=0 y t=2 se correlacionaron con 
niveles de CCL5, sugiriendo que plaquetas activadas pueden, directamente o indirectamente, ser una fuente
importante de CCL5. Aparte de su secreción masiva por plaquetas activadas, también pueden surgir niveles
elevados de CCL5 durante API de linfocitos T activados y como resultado de homeostasis alterada en el tejido distal 
isquémico a la oclusión 25,26. Como Rothenbacher y col. observaron reducidos niveles de CCL5 en pacientes con 25
enfermedad cardíaca coronaria estable en comparación con controles, es poco probable que la inflamación aguda 
en sí pueda ser responsabilizada del aumento transitorio en CCL5 durante API 27. Esto es enfatizado por los 
hallazgos de los inventores, ya que los presentes inventores observaron una regulación por disminución de la 
expresión de ARNm de CCL5 en CMSP en el nivel inicial en comparación con 180 días después de la aparición de 
la isquemia. Queda por determinar si la elevada respuesta en pacientes resistentes refleja una activación más 30
amplia de plaquetas (o linfocitos T) o una mayor capacidad de las plaquetas y linfocitos T para elaborar CCL5.

De forma interesante, CCL18 todavía no ha sido asociado a trastornos cardiovasculares en cohortes de pacientes. 
CCL18 está presente a altos niveles en sangre y es producido por células presentadoras de antígenos y por
eosinófilos. Se cree que actúa en el funcionamiento de la respuesta inmunitaria primaria como atrayente para
linfocitos T, linfocitos B y monocitos 17. Como se ha mencionado previamente, sin embargo, su receptor no ha sido 35
identificado, a pesar de que se informó que CCL18 funcionaba como antagonista de CCR3 neutro 18. Evidencia 
sobre una función directa de CCL18 en la enfermedad cardiovascular no es concluyente y está limitada a dos 
estudios descriptivos que documentan la expresión de CCL18 en placas ateroscleróticas y en particular en sitios de 
estabilidad reducida 28,29. Los presentes inventores muestran ahora que los niveles de CCL18 en plasma son 
elevados en pacientes con API e incluso más en pacientes con síntomas resistentes. La elevación de CCL18 es40
transitoria sostenida, pero los niveles son reducidos después de 180 días. La fuente actual del aumento de CCL18 
persistente después de API es menos clara. La expresión de CCL18 se reguló por disminución en CMSP en el nivel 
inicial, descalificando la abundante producción por estas células como la principal fuente de CCL18 de plasma. 
Posiblemente, los niveles en plasma pueden reflejar una liberación de CCL18 que contiene placas vulnerables 28. 
Los niveles de CCL18 estuvieron negativamente correlacionados con los niveles de sCD40L, indicando 45
posiblemente a una respuesta de retroalimentación negativa tras la activación de plaquetas. Investigación adicional
tendrá que aclarar su función en los síndromes coronarios agudos.

Se ha sugerido que varias quimiocinas pueden actuar en la patogénesis de la cardiomiopatía isquémica no infartada, 
ya que la generación de oxígeno reactivo predominante e hipoxia en el tejido isquémico inducirán una respuesta de 
quimiocinas 30. Ilustrativamente, se observó que MCP-1 se regulaba por incremento en el miocardio al menos 7 días 50
después de la isquemia en ratones y se asoció a fibrosis intersticial y disfuncción ventricular izquierda en ausencia 
de infarto de miocardio 6. Los niveles de CCL18 persistieron a un alto nivel durante al menos dos días también, y 
dada su capacidad para activar los fibroblastos y aumentar la producción de colágeno, es tentador proponer una
función similar de CCL18 en la curación de lesiones 31. Puede no solo modular la atracción de subconjuntos de 
leucocitos sino, como se muestra por Wimmer y col., CCL18 también puede desempeñar una función facilitadora en 55
la función de células madre hematopoyéticas de médula ósea 32. Por tanto, elevados niveles de CCL18 podrían
contribuir en la respuesta inflamatoria, pero también en la movilización de células progenitoras hacia áreas de 
isquemia miocárdica en anticipación del procedimiento de reparación miocárdica.

Para enfatizar además la función de CCL5 y CCL18 en la patofisiología de la isquemia miocárdica, los presentes 
inventores observaron un aumento significativo en la exposición superficial de CCR3 y CCR5 por linfocitos T CD3+ y 60
monocitos CD14+ y una regulación por disminución paradójica de ARNm de CCR1, CCR3, CCR4 y CCR5 en el nivel 
inicial. Esto es una observación interesante y contradictoria, a pesar de que los presentes inventores no son los 
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primeros en observar una discrepancia tal entre la expresión de proteína y de receptores de quimiocinas de ARNm 
en CMSP de pacientes con API. De hecho, Damas y col. han informado de un efecto similar, pero opuesto, para
CXCR4, es decir, regulación por disminución en la proteína, pero regulación por incremento al nivel de ARNm en 
API en comparación con sujetos sanos de control, mientras que los niveles de su ligando CXCL12 fueron reducidos 
en pacientes con API en comparación con controles 33. El rápido aumento en la exposición de proteína superficial5
puede resultar de la movilización aguda de receptores intracelulares en respuesta a potenciados niveles en plasma 
de los ligando relacionados o de otros actores que son liberados en angina inestable. La relativa regulación por 
disminución de ARNm de receptores de quimiocinas en CMSP puede reflejar parcialmente un perfil de leucocitos 
desplazados en API con una rápida movilización de neutrófilos HNP-3+ como se juzga a partir de la expresión de 
HNP-3 potenciada en ARNm de CMSP a t=0 34, y una disminución menor en células CD3+, mientras que los niveles 10
de CD14+ totales siguieron sin afectar. Parcialmente, sin embargo, también puede ser atribuible a una respuesta de 
retroalimentación negativa para normalizar los niveles de receptor expuestos como se muestra de nuevos estudios 
de regulación de CCL18 in vitro (Figura 5). La retroalimentación transcripcional puede efectuarse en respuesta 
directa a la exposición de los receptores superficiales a CCL18, ya que los niveles de ARNm de CCR3 fueron
espectacularmente reducidos después de la exposición a sCCL18, identificando así una nueva función moduladora 15
de CCL18 en isquemia cardíaca.

El examen de la distribución de cuartiles de CCL5 y CCL18 muestra una clara relación con la aparición de síntomas
resistentes. Además, los niveles de cuartiles superiores también se correlacionaron con futuros eventos 
cardiovasculares y procedimientos de revascularización, mientras que sCD40L y CRP, que se ha mostrado que 
tienen una fuerte potencia pronóstica en otros estudios 35-37, no hicieron esto a este tamaño de cohorte. Dadas las 20
principales fuentes celulares de CCL5 y CCL18, plaquetas activadas y tejido isquémico, el aumento de niveles en 
API resistente puede reflejar una trombosis más pronunciada e inducción relacionada con la isquemia en estos 
pacientes. Todavía queda por aclarar si es o no causal en la progresión de la enfermedad resistente. Con respecto a 
las capacidades de pronóstico de CCL5 y CCL18, la sensibilidad y especificidad de los niveles de cuartiles 
superiores de las quimiocinas por separado no superaron el 80 %. La combinación de los dos cuartiles superiores de 25
ambas quimiocinas dio una especificidad viable del 90,3 %, que así descarta bastante eficazmente síntomas 
resistentes para bajos niveles de CCL5 y CCL18. Sin embargo, aunque CCL5 y CCL18 pueden tener potencial como 
biomarcadores prospectivos independientes para enfermedad, las correlaciones que los presentes inventores 
observaron entre estas quimiocinas y la gravedad clínica de los síntomas, además de diversos parámetros de 
seguimiento, a pesar de ser muy significativos, no son actualmente lo suficientemente fuertes por sí mismos. Por 30
tanto, la determinación de niveles de CCL5 y CCL18 en plasma, en combinación con otros parámetros de
diagnóstico clínico, podría añadir características de pronóstico a la evaluación de pacientes con API. Esta cuestión 
necesita ser tratada en el futuro de estudios a mayor escala.

Deben observarse algunos problemas y limitaciones de este estudio. Primero, la configuración de los presentes 
inventores descartó principalmente estudiar los niveles de control de estas quimiocinas antes de API. Sin embargo,35
los presentes inventores creen que, como los análisis prospectivos se realizaron en los mismos pacientes, están 
justificadas las conclusiones sobre el perfil temporal de CCL5 y CCL18. Como todos los pacientes están en gran 
medida libres de síntomas a los 180 días después de API, los presentes inventores pueden suponer de forma 
segura que los últimos valores se aproximarán a los niveles pre-API de pacientes de CAD. Segundo, se ha mostrado
recientemente que las estatinas pueden influir en los niveles en suero de quimiocinas, además de la expresión de 40
receptores de quimiocinas en CMSP 8,38. Como los presentes inventores estuvieron en la afortunada circunstancia 
de que el muestreo de cohortes había tenido lugar cuando acababa de empezar a aparecer la terapia con estatinas,
solo el 8,2 % de los pacientes de la cohorte de los presentes inventores estuvieron en terapia con estatinas. Como 
los datos de los presentes inventores se corrigieron para este uso minoritario de estatinas, los presentes inventores 
creen que sus resultados no están sesgados por la terapia con estatinas. Finalmente, el panel múltiplex también 45
comprendió quimiocinas que habían sido previamente asociadas a aterosclerosis o isquemia miocárdica, que 
incluyen CCL2, CCL3, CXCL8 y CXCL10 21,39,40. En el estudio de los presentes inventores, pacientes con angina 
inestable resistente no mostraron diferencias significativas para estas quimiocinas ni para los otros
inmunomoduladores que habían sido ensayados. Así, estas citocinas no han sido seleccionadas para análisis 
temporal adicional, sino que los presentes inventores no pueden descartar a priori que estas citocinas puedan50
afectar la angina de pecho inestable y la isquemia miocárdica.

Además, datos preliminares en ratones ApoE-/- propensos a aterosclerosis que ya habían desarrollado placas de la 
arteria carótida inducidas por collar mostraron que una pauta de administración intraperitoneal de 3 semanas de 
CCL18 recombinante agravó la progresión de la lesión un significativo 50 % (Figura 9), sugiriendo que CCL18 puede 
no solo ser un prometedor marcador de enfermedad cardiovascular, sino también un candidato válido para55
intervención terapéutica en enfermedad cardiovascular.

Para finalizar, los presentes inventores identificaron CCL5 y particularmente CCL18 como quimiocinas relevantes en 
API. Si desempeñan una función causante en la patogénesis o están más indirectamente implicadas mediante otros
mecanismos, si estos marcadores alojan cualquier potencial de diagnóstico adicional y si son dianas terapéuticas 
adecuadas, necesita ser tratados en futuros estudios.60
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Ejemplo 2: Los niveles de CCL3 (MIP-1α) son elevados durante síndromes coronarios agudos y muestran fuerte
potencia de pronóstico para futuros eventos isquémicos.

Procedimientos 40

Cohortes de pacientes

MISSION

Se reunieron poblaciones de estudio del estudio de intervención MISSION! 12. El grupo de pacientes con IAM
consistió en 44 pacientes (54,5 % hombres; edad media 61,8 ± 11,6 años) diagnosticados con IAM basándose en 
ECG y parámetros químicos clínicos (elevados niveles de troponina y creatina cinasa). El grupo de control 45
representó 22 sujetos de la misma edad y sexo no sintomáticos (54,5 % hombres; edad media 61,7 ± 12,8), que no 
padecían la manifestación de la enfermedad de las arterias coronarias (Tabla 5). Se tomaron muestras de sangre 
iniciales de pacientes con IAM en el plazo de 2 horas después de la hospitalización y en el plazo de 6 horas tras la
aparición de IAM. Pacientes que padecen enfermedad autoinmunitaria, tumores malignos, enfermedades 
inflamatorias crónicas como artritis reumatoide o que recibieron inmunosupresor o quimioterapia se excluyeron del 50
estudio. Este estudio fue autorizado por el comité ético local y todos los pacientes y voluntarios sanos dieron el
consentimiento informado antes de ser reclutados. La investigación se adaptó a los principios resumidos en la
Declaración de Helsinki.

APRAIS

Se usaron muestras de plasma de pacientes con angina inestable, derivadas del estudio bien definido APRAIS 55
(Reacción de fase aguda y síndromes isquémicos), para determinar los niveles de CCL3 circulantes 13. En resumen, 
se incluyeron 54 pacientes que fueron ingresados en el servicio de urgencias del Centro médico de la Universidad 
de Leiden entre marzo y septiembre de 1995 con angina de pecho inestable Braunwald clase IIIB y fueron seguidos 
durante hasta 18 meses. Se obtuvieron muestras de sangre venosa al ingreso (t=0) después de 2 (t=2) y 180 días 
después del ingreso (t=180), se centrifugaron y se almacenaron alícuotas de plasma a -80 ºC hasta el posterior 60
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análisis. Todos los pacientes habían recibido terapia médica convencional, es decir, aspirina 300 mg por vía oral, 
nitroglicerina por vía intravenosa e infusión de heparina basada ajustada al tiempo de tromboplastina parcial 
activado. Todos los sujetos dieron el consentimiento informado por escrito y el protocolo del estudio fue autorizado
por el Comité ético del Centro médico de la Universidad de Leiden.

Ensayo múltiplex de quimiocinas5

Se determinaron niveles de quimiocinas circulantes de CCL2, CCL3, CCL5, CCL11, CCL17, CCL18, CCL22, 
CXCL8, CXCL9 y CXCL10, además de cuatro citocinas de referencia en la cohorte MISSION!, además de niveles de 
CCL3 en la cohorte APRAIS, usando una lectura basada en microesferas fluorescentes altamente sensibles como 
se describe después 14,15. Brevemente, se filtraron muestras de plasma y posteriormente se diluyeron con 10 % de 
suero de rata y ratón normal (Rockland, Gilvertsville, PA) para bloquear la unión de anticuerpo no específico 10
residual. Se añadieron 1000 microesferas por quimiocina (10 µl/pocillo) en un volumen total de 60 µl, junto con 
muestras estándar y de blanco, y la suspensión se incubó durante 1 hora en una placa filtrante de 96 pocillos a 
temperatura ambiente (TA). Entonces, se añadieron 10 µl de mezcla de anticuerpo biotinilado (16,5 µg/ml) y se 
incubó durante 1 hora a TA. Después de lavar con PBS-1 % de BSA-0,5 % de Tween 20, se incubaron perlas con 50 
ng/pocillo de estreptavidina R-ficoeritrina (BD Biosciences, San Diego, CA) durante 10 minutos. Finalmente, las 15
perlas se lavaron otra vez con PBS-1 % de BSA-0,5 % de Tween 20, y la intensidad de fluorescencia se midió en un 
volumen final de 100 µl de tampón de ELISA de alto rendimiento (Sanquin, Ámsterdam, Los Países Bajos). Las 
mediciones y análisis de datos se realizaron con el sistema Bio-Plex Suspension Array en combinación con el 
software Bio-Plex Manager versión 3.0 (Bio-Rad laboratories, Hercules, CA).

Infarto de miocardio murino20

Se anestesiaron ratones y se ventilaron artificialmente con una mezcla de oxígeno y N2O [1:2 (vol/vol)] usando un
respirador para roedores (Harvard Apparatus, Holliston, MA) al que se añadió 2-2,5 % de isoflurano (Abbott 
Laboratories, Hoofddorp, Los Países Bajos) para anestesia. Se indujo infarto de miocardio por ligadura permanente 
de la arteria coronaria descendente anterior izquierda proximal con una sutura de seda 7/0 estéril (Ethicon, Johnson 
& Johnson, Amersfoort, Los Países Bajos). Tres horas después de la ligadura, los ratones se sacrificaron, se 25
aislaron CMSP y bazos para el análisis de citometría de flujo y se recogió plasma para la detección de quimiocinas. 
Todos los procedimientos en animales fueron autorizados por el animal Comité ético de la Universidad de Leiden.

ELISA y otros ensayos

Se determinaron niveles de CCL3 humanas, además de murinas (Biosource, Carlsbad, CA), CXCL10 murina (R&D 
Systems, Minneapolis, MN) e IL-6 murina (eBioscience, San Diego, CA) por ensayos de ELISA de sándwich como 30
se describe por el protocolo del fabricante. Se determinaron parámetros inflamatorios iniciales en la cohorte de
APRAIS, tales como proteína C reactiva, fibrinógeno y tasa de sedimentación eritrocítica (ESR), como se ha descrito
previamente 13. Se determinó ligando CD40 soluble (sCD40L) mediante un inmunoensayo altamente sensible
(Quantakine HS, R&D Systems, Minneapolis, MN).

Citometría de flujo35

Se aislaron CMSP de sangre completa por destrucción de los eritrocitos. Se aislaron esplenocitos triturando bazos a 
través de un filtro de células de 70 µm (BD falcon, BD Biosciences, San Jose, CA). Después de la recogida, se 
incubaron glóbulos sanguíneos totales y esplenocitos con tampón de lisis de eritrocitos durante 5 minutos sobre 
hielo. Las células se centrifugaron durante 5 minutos y se resuspendieron en tampón de lisis. Se lisaron eritrocitos 
residuales por incubación de 5 minutos sobre hielo. Las células se lavaron dos veces con PBS y se contaron. Por 40
consiguiente, las células se tiñeron para marcadores superficiales CD4, CCR3, CCR5 (BD Biosciences), CD8, F4/80 
(eBioscience) y CXCR3 (US biological, Swampscott, MA) añadiendo 0,25 µg de anticuerpo por muestra. Después de 
45 minutos de incubación sobre hielo, las células se lavaron con PBS y posteriormente se analizaron por citometría 
de flujo (FACScalibur, BD biosciences).

Procedimientos estadísticos45

Se realizó el análisis estadístico usando SPSS versión 13.0 (SPSS, Chicago, IL). Todos los valores se expresan 
como media ± error estándar de la media. Se analizaron diferencias en la distribución de factores de riesgo entre los 
grupos de control y de IAM con una prueba de probabilidad exacta de Fisher. Se probaron los datos de quimiocinas
para distribución normal por el uso de un análisis de Kolmogorov-Smirnov. Se analizaron datos distribuidos no 
gaussianos por una prueba de la U de Mann-Whitney, mientras que variables normalmente distribuidas se 50
analizaron por la prueba de la t de Student. Se realizó el análisis de correlación con parámetros inflamatorios por la 
prueba de correlación de rangos de Spearman. Se realizó el ajuste de covariables para factores de riesgo por una 
prueba de regresión lineal univariante. Se evaluó la distribución de cuartiles de CCL3 y se usó para la prueba de la 
chi-cuadrado para asociar niveles elevados de CCL3 con futuros eventos cardiovasculares. Se consideró
significativo un valor de P < 0,05.55

Resultados
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Estadística de pacientes de MISSION

Se compilaron dos sub-cohortes a una relación 2:1, ya que un estudio piloto reveló que la desviación estándar en 
niveles de citocina en la población de IAM era en promedio 1,5 veces superior a la de los sujetos de control. Se
correspondieron sub-cohortes de IAM y de control para sexo, edad y factores de riesgo conocidos por asociarse al 
estado inflamatorio (diabetes de tipo 2 mellitus, hipertensión e hiperlipidemia). La cohorte de IAM englobó una 5
fracción más alta de fumadores y ex-fumadores que la cohorte de control (56,8 % en IAM en comparación con 
22,7 % en controles; P=0,01; tabla 5). Por tanto, todos los valores de quimiocinas se ajustaron para fumar por 
análisis univariante. Todas las proteínas estuvieron perfectamente dentro del intervalo detectable del ensayo usado.

Tabla 5. Características de los pacientes de MISSION! 

Controles Infarto agudo de miocardio Valor de P

Edad (años) 61,7 ± 2,6 61,8 ± 1,8 0,96

Hombres / mujeres 12/10 24/20 1,00

Diabetes mellitus 3 (13,6 %) 6 (13,6 %) 1,00

Hipertensión 8 (36,3 %) 11 (25 %) 0,39

Colesterol total 5,6 ± 0,3 mmol/l 6,0 ± 0,1 mmol/l 0,14

Tabaquismo 5 (22,7 %) 25 (56,8 %)*; 0,01

4 (18,1 %) ex-fumadores 4 (9,1 %) ex-fumadores

10

Panel de referencia

Como control para la validez del ensayo múltiplex se incluyó un panel de citocinas de referencia y marcadores de 
adhesión celular en el análisis. En cumplimiento con hallazgos previos, niveles en plasma de IL-2 (0,07 ± 0,06 pg/ml 
en controles frente a 0,65 ± 0,28 en IAM; P=0,003), TNF-α (1,05 ± 0,32 pg/ml en controles frente a 2,4 ± 0,72 en 
IAM; P=0,03), sICAM-1 (476,1 ± 80,7 ng/ml en controles frente a 713,0 ± 49,9 en IAM; P=0,04) e IL-6 (9,8 ± 4,1 en 15
controles en comparación con 23,7 ± 8,0 pg/ml en IAM; P=0,04) fueron significativamente elevados en pacientes con 
IAM (Tabla 6). Otros marcadores de inflamación general como IL-1α, IFN-γ y sVCAM-1 siguieron invariables (datos 
no mostrados), así que muestran que la cohorte de pacientes con IAM no se enriqueció en sujetos con un estado
hiperinflamatorio general.

Tabla 6. Niveles de cuartiles a t=0 de CCL3 de APRAIS como se ha determinado por múltiplex20

Cuartiles CCL3 (pg/ml)

1 <41

2 > 41 y < 53

3 > 53 y < 83

4 > 83

Quimiocinas

Niveles en plasma de la quimiocina CC CCL3 (39,8 pg/ml, 21,3-50,3 IQR en controles en comparación con 47,8 
pg/ml, 39,6-67,2 IQR en IAM; P=0,01: Figura 13A) y CCL5 (13,4 ng/ml, 6,4 -29,2 IQR en controles en comparación 
con 33,3 ng/ml, 19,1-45,3 en IAM; P=0,001: Figura 14B) estuvieron significativamente regulados por incremento en 25
IAM en comparación con pacientes de control (Tabla 7). Después de la corrección para factores de riesgo 
cardiovascular, CCL3 y CCL5 siguieron significativamente elevados durante IAM (P=0,025 y P=0,006,
respectivamente). De las quimiocinas CXC solo CXCL8 (4,2 ± 0,50 pg/ml en controles en comparación con 
6,8 ± 0,56 en IAM; P=0,01; Figura 13C) estuvo significativamente regulado por incremento, mientras que CXCL10 
(255,1 ± 47,2 pg/ml en control frente a 162,6 ± 20,3 en IAM; P=0,002: Figura 13D) se reguló por disminución en IAM30
en comparación con los controles. Después del ajuste covariable, tanto CXCL8 como CXCL10 siguieron
significativamente cambiados (P=0,02 y P=0,04 respectivamente). Todas las otras quimiocinas medidas no fueron
diferencialmente reguladas durante IAM (Tabla 7).
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Tabla 7. Valores medios de citocinas y quimiocinas

Control IAM P P*

IL-2 0,07 ± 0,06 pg/ml 0,65 ± 0,28 pg/ml ↑ 0,003 0,047

IL-6 9,8 ± 4,1 pg/ml 23,8 ± 8,0 pg/ml ↑ 0,04 0,07

TNFα 0,6 pg/ml, (0-1,6) 1,4 pg/ml, (0,5-2,4) ↑ 0,03 0,01

sICAM-1 476 ± 80,7 ng/ml 714 ± 50,0 ng/ml ↑ 0,045 <0,001

CCL2 305 ± 81 pg/ml 522 ± 77 pg/ml = 0,08 0,14

CCL3 49,8 pg/ml (21,3-50,6) 47,7 pg/ml, (39,6-67,2) ↑ 0,02 0,025

CCL5 13,4 ng/ml (6,4-29,2) 33,3 ng/ml, (19,8-45,3) ↑ 0,001 0,006

CCL11 15,9 pg/ml, (12,7-22,0) 21,2 pg/ml, (13,6-29,8) = 0,27 0,33

CCL17 16,4 pg/ml, (10,5-21,4) 16,6 pg/ml, (8,6-28,9) = 0,46 0,26

CCL18 555 ± 186 ng/ml 681 ± 160 ng/ml = 0,18 0,85

CCL22 356 pg/ml, (264-409) 371 pg/ml, (296-549) = 0,11 0,08

CXCL8 3,5 pg/ml, (1,9-4,3) 5,1 pg/ml, (3,5-7,4) ↑ 0,004 0,02

CXCL9 163 ± 51 pg/ml 155 ± 25 pg/ml = 0,16 0,87

CXCL10 255 ± 47,4 pg/ml 120 ± 20,3 pg/ml ↓ 0,001 0,004

Panel de referencia (IL-2, IL-6, TNF-α y sICAM-1) y de quimiocinas de parámetros medidos que contienen valor de P
y valor de P corregido (P*) después del ajuste para tabaquismo. Los valores se expresan como media ± EEM o 
mediana con IQR cuando convenga.5

APRAIS

Para verificar esta observación, los presentes inventores compararon los niveles de CCL3 de la cohorte de
MISSION! con los de la cohorte de APRAIS como se ha descrito antes, refiérase al Ejemplo 1. El análisis entre 
estudios mostró que los pacientes con API también presentaron niveles en plasma de CCL3 elevados similares en 
comparación con los pacientes con IAM de MISSION! (Figura 11A). A continuación, los presentes inventores 10
realizaron un análisis temporal de niveles de CCL3 circulantes en la cohorte APRAIS de pacientes con angina de 
pecho inestable. Muestras de plasma desde el nivel inicial (t=0), t=2 y t=180, como se analizaron por ELISA, 
revelaron una disminución significativa de los niveles de CCL3 a t=180 en comparación con t=0, además de t=2 (t=0
7,57 pg/ml; t=26,49 pg/ml; t=180 4,31 pg/ml, P<0,001) (Figura 11B). Aunque niveles de CCL3 absolutos en plasma 
detectados por ELISA fueron más bajos, la comparación de ambas técnicas reveló una correlación altamente 15
significativa (R=0,92, P<0,001). A continuación, los presentes inventores buscaron evaluar si los niveles en plasma 
de CCL3 tenían algún potencial para predecir el desenlace clínico. Dado el tamaño de la cohorte, los niveles en 
plasma a t=0 de CCL3 múltiplex fueron, por tanto, clasificados en cuartiles y analizados para la correlación con la 
aparición de síntomas isquémicos durante o inmediatamente después de la hospitalización y/o síndromes coronarios 
agudos (para la distribución de cuartiles, véase la Tabla 6). Los niveles de cuartiles superiores de CCL3 fueron20
altamente predictivos de la aparición de síndromes coronarios agudos durante el seguimiento (cociente de 
verosimilitudes 11,52; P<0,01) y angina de pecho inestable recurrente durante la hospitalización (cociente de 
verosimilitudes 14,63; P<0,01) (Figura 12A,B). La muerte cardíaca durante el seguimiento también mostró una
asociación significativa, aunque menos fuerte (cociente de verosimilitudes 7,92; P<0,05) (datos no mostrados). 
Finalmente, CCL3 no se correlacionó con ninguno de los parámetros inflamatorios (datos no mostrados). Sin 25
embargo, los niveles de sCD40L revelaron una correlación negativa significativa con niveles de CCL3 (R=-0,44; 
P=0,001), que sugiere una respuesta de retroalimentación tras la activación de plaquetas.

A diferencia de CCL5 y CCL18, los niveles de CCL3 no fueron predictivos de una naturaleza resistente de API
(etapa temprana), sino altamente significativa de que más eventos a medio plazo se producen en el plazo de 180 
días después de API.30

Infarto de miocardio murino

Los resultados obtenidos en seres humanos sugieren una función importante para CCL3 en la lesión miocárdica 
isquémica. Para determinar si las quimiocinas potenciadas estuvieron relacionadas con la isquemia, los presentes 
inventores realizaron experimentos de infarto de miocardio en ratones. Como las quimiocinas CCL5 y CXCL8 han 
sido ampliamente estudiadas con respecto a la aterotrombosis e IAM, los presentes inventores dirigieron su interés a35
CCL3 y CXCL10. Para inducir infarto agudo de miocardio, se ligó la arteria coronaria descendente anterior izquierda
en ratones C57B16. Los niveles de CCL3 fueron, en coincidencia con los hallazgos anteriores de MISSION!, 
significativamente elevados después de IAM (33,2 ± 1,5 frente a 76,4 ± 37,4 pg/ml en animales ligados; P=0,02) 
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(Figura 14B). Como control para el modelo de IAM, se midieron niveles de la citocina IL-6 relacionada con isquemia
16,17. Los niveles de IL-6 estuvieron significativamente regulados por incremento después de la ligadura (0,67 ± 0,26 
en animales simulados frente a 1,34 ± 0,46 ng/ml en ligados; P=0,007, Figura 14A). Sorprendentemente, los niveles 
de CXCL10 estuvieron, a diferencia de los hallazgos MISSION!, significativamente potenciados después de IAM
(157,3 ± 64,8 en animales con operación simulada en comparación con 310,6 ± 86,6 pg/ml en ligados; P=0,03) 5
(Figura 14C). Además, se recogieron CMSP y se analizaron para la expresión de receptores de quimiocinas en
diferentes subconjuntos de células. Como era de esperar, se potenció la población de linfocitos T total en la 
circulación después de la ligadura (14,1 ± 3,8 % en controles frente a 32,8 ± 14,4 % en ratones ligados; P=0,038), 
aunque no se observaron efectos en linfocitos T esplénicos (P=0,9, Figura 15A y D, respectivamente). Además, el 
número de tanto macrófagos circulantes, además de esplénicos, no estuvo regulado por lesión isquémica (datos no 10
mostrados). Análisis más amplios de la población de linfocitos T reveló un enriquecimiento específico de linfocitos T 
CCR5+ (8,0 ± 2,0 % en controles en comparación con 11,4 ± 1,4 % en animales ligados; P=0,02) (Figura 15B). El 
enriquecimiento en linfocitos T CCR5+ circulatorios estuvo acompañado por una reducción en los linfocitos T CCR5+

esplénicos (19,95 ± 0,5 % frente a 14,1 ± 3,1 %; P=0,004) (Figura 15E). CCR3 es el receptor conocido para la 
quimiocina relacionada con CCL3 CCL4. Como CCL3 y CCL4 están normalmente co-regulados, los presentes 15
inventores también analizaron CMSP y esplenocitos para la expresión de CCR3. Los números de linfocitos T CCR3+

circulantes fueron muy bajos. Los análisis mostraron un aumento ligero, aunque no significativo (P=0,24), en los
linfocitos T CCR3+ circulantes (datos no mostrados). No fueron evidentes diferencias en los linfocitos T CCR3+

esplénicos (datos no mostrados). Tomados conjuntamente, estos datos sugieren una migración específica de CCL3 
de linfocitos T de los órganos linfoides secundarios hacia el sitio de lesión isquémica. Además, también se determinó 20
la expresión del receptor de quimiocinas CXC CXCR3 en los linfocitos T circulantes. En coincidencia con los 
potenciados niveles de CXCL10, el número de linfocitos T CXCR3+ circulantes fue significativamente elevado
después de la ligadura de LAD (29,1 ± 1,9 % frente a 43,5 ± 5,7 %; P=0,04) (Figura 15C). Sin embargo, no fueron 
evidentes efectos sobre los linfocitos T esplénicos CXCR3+ (P=0,78) (Figura 15F).

Datos preliminares sugieren que los niveles de CCL3 no son predictivos del riesgo de futuros eventos 25
cardiovasculares, pero también pueden estar causalmente implicados en el desarrollo de la enfermedad ya que el
crecimiento de placas ateroscleróticas en el seno aórtico de ratones inactivados en el receptor de LDL 
hiperlipidémicos con una deficiencia de leucocitos en CCL3 es significativamente más bajo (-60 %) que aquél en 
ratones con producción de leucocitos normal de CCL3 (Figura 10).
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Materiales y procedimientos40

Animales

Se obtuvieron ratones LDLr-/- de la instalación de cría de animales local. Los ratones se mantuvieron con pienso 
regular esterilizado (RM3; Special Diet Services, Essex, R.U.). Se suministró agua potable con antibióticos (83 mg/l 
de ciprofloxacino y 67 mg/l de sulfato de polimixina B) y 6,5 g/l de sacarosa y se proporcionó a voluntad. Se 
realizaron experimentos en animales en los animalarios de los laboratorios Gorlaeus de la Universidad de Leiden. 45
Todos los protocolos experimentales fueron autorizados por el comité ético para experimentos en animales de la
Universidad de Leiden.

Perfil de expresión temporal 

Se alimentaron ratones LDLr-/- macho con un dieta de tipo occidental que contenía 0,25 % de colesterol y 15 % de 
manteca de cacao (Special Diet Services, Sussex, RU) dos semanas antes de la cirugía y durante todo el 50
experimento. Para determinar los niveles de expresión génica en placas de ratón (n=20), se indujeron lesiones de la 
arteria carótida aterosclerótica por colocación de collar perivascular como se ha descrito previamente 1. Se 
anestesiaron ratones mediante inyección subcutánea de ketamina (60 mg/kg, Eurovet Animal Health, Bladel, Los 
Países Bajos), citrato de fentanilo y fluanisona (1,26 mg/kg y 2 mg/kg, respectivamente, Janssen Animal Health, 
Sauderton, RU). De 0 a 8 semanas después de la colocación del collar, cada dos semanas se sacrificó un 55
subconjunto de 4 ratones. Los animales fueron anestesiados como se ha descrito anteriormente y se perfundieron a 
través del ventrículo cardíaco izquierdo con PBS y se desangraron por transección de la arteria femoral. 
Posteriormente, se extirparon ambas arterias carótidas comunes y se ultracongelaron en nitrógeno líquido para la 
óptima conservación del ARN. Los especímenes se almacenaron a -80 ºC hasta uso adicional.

Aislamiento de ARN60
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Se reunieron dos o tres carótidas por muestra y se homogeneizaron triturando en nitrógeno líquido con un pistilo. Se 
extrajo ARN total del tejido usando reactivo Trizol según las instrucciones del fabricante (Invitrogen, Breda, Los 
Países Bajos). El ARN se transcribió de forma inversa usando transcriptasa inversa M-MuLV (RevertAid, MBI 
Fermentas, Leon-Roth) y se usó para el análisis cuantitativo de la expresión génica con un aparato ABI PRISM 7700 
Taqman (Applied Biosystems, Foster City, CA) como se ha descrito previamente 2, usando hipoxantina 5
fosforribosiltransferasa (HPRT) murina y ciclofilina A (CypA) como genes de mantenimiento estándar (Tabla 8).

Trasplante de médula ósea

Para inducir aplasia de la médula ósea, se expusieron ratones receptores LDLr-/- macho a una dosis única de 9 Gy 
(0,19 Gy/min, 200 kV, 4 mA) de irradiación de cuerpo total usando una fuente Andrex Smart 225 Röntgen (YXLON 
International) con un filtro de aluminio de 6 mm 1 día antes del trasplante. Se aisló la médula ósea de CCL3-/- macho 10
o compañeros de camada lavando los fémures y las tibias. Los receptores irradiados recibieron 0,5x107 células de la 
médula ósea mediante inyección en la vena de la cola y se dejaron recuperar durante 6 semanas. Los animales se 
pusieron en una dieta de tipo occidental que contenía dieta de 0,25 % de colesterol y 15 % de manteca de cacao 
(SDS) durante 12 semanas y posteriormente se sacrificaron. Veinticuatro horas antes del sacrificio, un subconjunto 
de animales se inyectó por vía intraperitoneal con lipopolisacárido (LPS) (Salmonella minnesota R595 (Re) (List 15
Biological Laboratories Inc., Campbell, CA)). Se determinaron los niveles en plasma por ELISA de sándwich 
(Biosource, Carlsbad, CA, según el protocolo del fabricante) para confirmar la producción de CCL3 alterada de
leucocitos.

Análisis histológico

Se recogieron secciones de criostato de la raíz aórtica (10 µm) y se tiñeron con Oil-red-O. Se determinó el tamaño 20
de lesión en 5 secciones del área de la valva de la válvula aórtica. Se tiñeron inmunohistoquímicamente secciones
correspondientes sobre portaobjetos separados con un anticuerpo dirigido contra un antígeno específico de 
macrófago (MOMA-2, IgG2b de rata monoclonal, dilución 1:50; Serotec, Oxford, RU). Se usó anti-IgG-AP de rata de 
cabra (dilución 1:100; Sigma, St. Louis, MO) como anticuerpo secundario y NBT-BCIP (Dako, Glostrup, Dinamarca) 
como sustratos de enzima. Se usó tinción con tricromo de Masson (Sigma, St. Louis, MO) para visualizar el25
colágeno (tinción azul). Se visualizaron neutrófilos por tinción con Naftol AS-D cloroacetato esterasa según el 
protocolo del fabricante (Sigma).

Estimulación de macrófagos

Se estimularon macrófagos RAW264.7 privados de suero con 10 µg/ml de ox-LDL o 1 ng/ml de LPS durante 24 
horas. Se aisló ARN total para PCR en tiempo real para evaluar la expresión de CCL3. Se estimularon macrófagos 30
RAW 264.7 privados de suero con CCL3 recombinante (10 o 100 ng/ml) durante 24 horas. Posteriormente se añadió 
[3H]-timidina (1 µCi/pocillo, actividad específica 24 Ci/mmol; Amersham Biosciences, Los Países Bajos) a cada 
pocillo y se dejó que las células proliferaran durante otras 24 horas. Las células se aclararon dos veces con PBS frío
y posteriormente se lisaron con NaOH 0,1 M. Se midió la cantidad de incorporación de [3H]-timidina usando un
analizador de centelleo líquido (Tri-Carb 2900R).35

Neutropenia inducida por ciclofosfamida

Ratones CCL3-/- hembra o control WT recibió una inyección intraperitoneal (i.p) de ciclofosfamida (6 mg/ratón) para 
agotar los neutrófilos de la sangre como se ha descrito previamente 3, 4. Se tomaron muestras de sangre mediante la 
vena de la cola regularmente y se determinó la diferenciación de células sanguíneas en un aparato de diferenciación 
de células Sysmex (Goffin Meyvis, Etten-Leur, Los Países Bajos).40

Quimiotaxia in vivo

Ratones CCL3-/- hembra o control WT recibieron una inyección i.p. de 500 ng de KC recombinante (Peprotech, 
Rocky Hill, NJ) o PBS. Dos horas después se aislaron sangre y células peritoneales y se analizaron para la 
composición de neutrófilos por citometría de flujo.

Citometría de flujo45

Se recogieron leucocitos peritoneales por lavado de la cavidad peritoneal con PBS. Se incubaron células 
mononucleares de sangre periférica (CMSP) en bruto y leucocitos peritoneales a 4 ºC con tampón de lisis de
eritrocitos (NH4Cl 155 mM en Tris 10 mM/HCl, pH 7,2) durante 5 minutos. Las células se centrifugaron durante 5 
minutos a 1500 rpm, se resuspendieron en tampón de lisis para eliminar los eritrocitos residuales. Las células se 
lavaron dos veces con PBS. Se incubaron suspensiones de células con 1 % de suero de ratón normal en PBS y se 50
tiñeron para los marcadores superficiales CD11b, GR1 y CD71 (eBioscience, San Diego, CA.) a una concentración 
de 0,25 µg de Ab/200.000 células. Posteriormente, las células se sometieron a análisis de citometría de flujo
(FACSCalibur, BD Biosciences, San Diego, CA). Se analizaron los datos FACS con el software CELLQuest (BD 
Biosciences).

Análisis estadístico55
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Los datos se expresan como media ± EEM. Se usó una prueba de la t de Student bilateral para comparar grupos 
individuales, mientras que se compararon múltiples grupos con un ANOVA unilateral y una prueba de 
comparaciones múltiples de Student-Newman-Keuls posterior. Se analizaron datos no paramétricos usando una 
prueba de la U de Mann-Whitney. Se consideró significativo un nivel de P<0,05.

Resultados5

El análisis de expresión temporal de lesiones ateroscleróticas en ratones LDLr-/- mostró una clara regulación por 
incremento transitoria de CCL3 en placas iniciales (2 semanas después de la colocación del collar). En etapas más 
avanzadas de progresión de la lesión, CCL3 está volviendo a su nivel original. Esta expresión va inicialmente 
acompañada de elevada expresión del marcador de macrófagos CD68 del cual sus niveles siguen altos en 
momentos de tiempo posteriores. La expresión de CD36 es algo retardada en comparación con CD68 y CCL3 10
(Figura 16). Los perfiles de expresión sugieren que CCL3 puede estar involucrado en el reclutamiento crítico de 
células inflamatorias para sitios de lesión aterosclerótica. La exposición in vitro de macrófagos RAW 264.7 a ox-LDL 
conduce a una inducción moderada de expresión de CCL3, mientras que el ligando de TLR4 LPS induce 
fuertemente MIP1α al nivel de ARNm (Figura 17).

Para evaluar los efectos de la deficiencia de CCL3 hematopoyéticos sobre la migración y activación de leucocitos,15
además de sobre la aterogénesis, los presentes inventores reconstituyeron ratones LDLr-/- con médula ósea CCL3-
/-. La deficiencia de CCL3 no influyó en el peso corporal o los niveles de colesterol totales durante el transcurso del 
experimento (datos no mostrados). Los niveles de MIP1α en plasma no fueron significativamente diferentes entre 
quimeras CCL3-/- y controles de compañeros de camada (2,4 ± 0,8 pg/ml en WT frente a 0,9 ± 0,6 pg/ml en 
quimeras CCL3-/-; p = 0,1, Figura 17C). El fenotipo deficiente en CCL3 fue mucho más pronunciado después del 20
tratamiento in vivo con LPS. Niveles de MIP1α circulante 24 h después del tratamiento con LPS fueron fuertemente 
elevados en WT pero no en quimeras CCL3-/- (14,7 ± 0,4 pg/ml en control en comparación con 2,1 ± 1,0 pg/ml en 
quimeras CCL3-/-; p=0,00005, Figura 18A).

Se redujo el desarrollo de lesiones en la raíz aórtica de quimeras CCL3-/- un significativo 31 % (135,1 ± 76,5x103 µm2

en CCL3-/- en comparación con 198,4 ± 51,4x103 µm2 en controles; P = 0,04, Figura 19A). El porcentaje de25
macrófagos MoMa-2+ de la íntima no fue diferente entre grupos (19,3 ± 2,6 % en controles frente a 22,9 ± 3,0 % en 
CCL3-/-, Figura 18B), sugiriendo que CCL3 solo puede no ser muy crítico en la acumulación de macrófagos y 
proliferación en la placa aterosclerótica. Los números de linfocitos T CD3 no estuvieron influidos por la deficiencia de 
CCL3 (2,9 ± 1,2 linfocitos T/mm2 de placa en controles y 2,6 ± 1,5 linfocitos T/mm2 de placa en CCL3-/-, Figura 18D). 
A diferencia, la cantidad de neutrófilos de placa (7,0 ± 0,7 en WT en comparación con 2,9 ± 0,8/mm2 de tejido de la 30
íntima en placas CCL3-/-; p=0,001, Figura 18E), además de la adhesión de neutrófilos, fueron significativamente 
reducidas en placas de CCL3-/- (Figura 18F). Como medida de la etapa de progresión de la lesión, se determinó la
deposición de colágeno de la íntima. El porcentaje de colágeno en placas de CCL3-/- no estuvo influido por la 
deficiencia de CCL3 (7,5 ± 1,4 en WT en comparación con 5,7 ± 1,0 % en quimeras de CCL3-/-, Figura 18C).

La deficiencia de CCL3 no influyó en el número total de glóbulos blancos circulantes en animales WT y trasplantados 35
con CCL3-/- (4,4 ± 0,7 en WT frente a 3,9 ± 0,6x106 células/ml en CCL3-/-, Figura 19A) y el número de monocitos 
circulantes no estuvo afectado por la deficiencia de CCL3 tampoco (7,7 ± 1,1 en WT frente a 8,9 ± 1,0 % en 
quimeras CCL3-/-, Figura 19B). De forma interesante, el porcentaje de neutrófilos circulantes fue significativamente 
reducido en quimeras CCL3-/- (35,3 ± 3,9 en WT frente a 23,6 ± 2,5 % en quimeras CCL3-/-; p=0,02, Figura 19C).

Los reducidos números de neutrófilos pueden resultar de una reducida semivida o una diferenciación alterada y 40
salida del estroma de neutrófilos. Para investigar esto, se trataron animales con una única inyección de 
ciclofosfamida y se monitorizó la eliminación/cinética de repoblación de neutrófilos durante 10 días. El número de 
leucocitos basales y la composición celular no fue diferente entre controles WT y ratones CCL3-/-. Células deficientes 
en CCL3 fueron ligeramente más sensibles a tratamiento con ciclofosfamida (Figura 20A,B), ya que la semivida de 
los leucocitos estuvo significativamente potenciada en ratones CCL3-/- en comparación con WT (1,09 ± 0,07 días en 45
WT en comparación con 0,89 ± 0,06 días en CCL3-/-; p=0,04, Figura 20C) y pareció igualmente distribuida en el 
subconjunto de neutrófilos y linfocitos (Figura 20C). Así, ratones deficientes en CCL3 muestran una reducida 
semivida de neutrófilos que coincide con los reducidos números de neutrófilos circulantes y en placas en esta cepa. 
La repoblación de células se inició 5 días después de la inyección y fue similar entre CCL3-/- y controles WT (Figura 
20D)50

A continuación, los presentes inventores evaluaron la respuesta quimiotáctica de neutrófilos WT y CCL3-/- hacia un 
gradiente de la principal quimiocina en el reclutamiento de neutrófilos, KC. Dos horas después de la inyección i.p. de 
KC, se aislaron WBC y leucocitos peritoneales y se analizaron para el contenido de neutrófilos. Los números de 
neutrófilos circulantes fueron similares entre animales WT y CCL3-/- (6,1 ± 1,0 en WT en comparación con 5,3 ± 1,0 
en CCL3-/-, Figura 21A). Sorprendentemente, dados los reducidos números de neutrófilos circulantes, los animales 55
CCL3-/- tuvieron números de neutrófilos ligeramente potenciados en el peritoneo en condiciones normales
(0,6 ± 0,5 % en WT en comparación con 1,4 ± 0,07, p=0,2, datos no mostrados). Las inyecciones de KC indujeron
fuertemente la migración de neutrófilos hacia el peritoneo de animales de control. Los números de neutrófilos 
peritoneales después de las inyecciones de KC en animales CCL3-/- fueron solo marginalmente más bajos en 
comparación con animales WT (12,3 ± 0,4 en controles en comparación con 10,2 ± 1,9 en animales CCL3-/-, datos 60
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no mostrados). Sin embargo, la inducción de la entrada de neutrófilos se redujo en animales CCL3-/- (20x inducción 
en WT en comparación con 7,5x inducción en CCL3-/-, p=0,003; Figura 21C), que sugiere quimiotaxia alterada de 
neutrófilos CCL3-/- en condiciones de inflamación.

De forma interesante, se atenuó la formación de placas como resultado de la ausencia específica de leucocitos de 
CCL3, que puede ser debido a una reducida acumulación de neutrófilos en la placa. Conjuntamente, los datos de los 5
presentes inventores indican que la deficiencia de CCL3 se traducirá en una semivida de neutrófilos reducida y en 
una acumulación de neutrófilos dependiente de CXCR2 alterada en la placa, que posteriormente se traducirá en 
progresión de placas atenuada.

Discusión

La migración mediada por quimiocinas de leucocitos en la pared del recipiente es una etapa esencial en la formación10
y progresión de lesiones ateroscleróticas 5. La quimiocina CC CCL3 puede interaccionar con los receptores de 
quimiocinas CCR4, CCR1 y CCR5, de los que los dos últimos participan en la aterogénesis. Combinado con la 
expresión aórtica regulada por incremento durante la aterogénesis 6, y su potente efecto quimiotáctico sobre 
linfocitos T, macrófagos y neutrófilos TNF-α7, es concebible una función de esta quimiocina en la aterogénesis. Aquí, 
los presentes inventores muestran que los leucocitos son la principal fuente de CCL3 en condiciones de inflamación 15
y que la deficiencia de leucocitos CCL3 atenúa el desarrollo de placas, alterando la semivida de los neutrófilos y 
reduciendo la acumulación de neutrófilos.

Experimentos in vitro establecieron claramente que los macrófagos activados son una fuente rica de CCL3, que está 
en coincidencia con datos previos 8. Además, se observó que niveles de CCL3 iniciales en la circulación eran solo
parcialmente de origen de leucocito, pero producidos casi exclusivamente por leucocitos durante la respuesta 20
inflamatoria producida por LPS 2, 9. Los perfiles de expresión del desarrollo de lesiones ateroscleróticas reveló que
CCL3 está principalmente regulado por incremento durante la progresión temprana de lesiones, sugiriendo que 
CCL3 participa en la inflamación de placas 6. La aterogénesis en ratones CCL3-/- fue significativamente atenuada, 
pero no fueron evidentes efectos sobre el contenido de macrófagos o linfocitos T. De forma interesante, la 
deficiencia hematopoyética y sistémica de uno de los receptores de CCL3, CCR1, condujo a aterosclerosis25
acelerada 10, 11. Placas deficientes en CCR1 contuvieron más macrófagos y linfocitos T y linfocitos T CCR1-/-

produjeron más IFNγ 10. En cambio, se mostró que la deficiencia funcional de CCR5, ya fuera en el linaje 
hematopoyético o por vía sistémica, reducía el desarrollo de lesiones ateroscleróticas y las placas contuvieron 
menos macrófagos y linfocitos T11, 12. El antagonismo de CCR5 por el uso de Met-RANTES atenuó similarmente el 
desarrollo de aterosclerosis, contenido de macrófagos y de linfocito T. Además, el tratamiento con Met-Rantes 30
produjo niveles de expresión más bajos de CCR5, pero no de su ligando CCL3 13. Se mostró que CCL3 tenía una 
afinidad de unión más alta por CCR5 14,15, que sugiere que los efectos mediados por CCR5 son primarios durante
una inflamación de baja tasa crónica, mientras que la inflamación sustancial aguda podría corregir estos efectos 
mediante señalización de CCR1. El cambio fenotípico observado en la deficiencia de CCL3 hematopoyéticos parece 
estar más de acuerdo con el de función de CCR5 alterada, a pesar de que los presentes inventores no observaron 35
ningún efecto perceptible sobre el contenido de macrófagos en placas. Esto indica que, aunque CCL3 podría influir 
en la migración de células inflamatorias, no es crucial en la migración de monocitos o linfocitos T hacia la placa.

Los neutrófilos no estuvieron implicados, hasta recientemente, en la patogénesis de la aterosclerosis. Sin embargo, 
cada vez se están acumulando más datos que soportan una función activa de este subconjunto de glóbulos blancos 
en esta enfermedad. Naruka y col. mostraron que los infiltrados de neutrófilos en placas se asociaban a eventos 40
coronarios agudos 16. El soporte experimental vino de van Leeuwen y colaboradores que muestran la abundante
presencia de neutrófilos en placas de ratón avanzadas 17, y de una expansión colaboradora después del bloqueo de 
CXCR418. Los neutrófilos de placas son potentes células inflamatorias que actúan en un estrecho periodo de tiempo. 
Los neutrófilos están asociados a elevada apoptosis de la íntima y un fenotipo pro-inflamatorio 18. Posiblemente, la 
acumulación de neutrófilos en lesiones ateroscleróticas puede inducir la desestabilización de placas como resultado 45
de la potenciada inflamación, formación de núcleos necróticos como consecuencia de lesión oxidativa y degradación 
de matriz por liberación de elastasas de neutrófilos. Se ha informado que CCL3 es capaz de aumentar la quimiotaxia
de neutrófilos inducida por la citocina pro-inflamatoria INFRα de una manera dependiente de CCR5 7. En 
coincidencia con estos hallazgos, los presentes inventores muestran migración de neutrófilos atenuada a y 
diapédesis en la placa en deficiencia de CCL3 hematopoyéticos. Además, se redujo la migración de neutrófilos in 50
vivo hacia KC (análogo de IL8 murino) en ratones CCL3-/-. Esto indica que IL-8, similar a TNFα, puede inducir la 
migración de neutrófilos mediada por CCL3.

Otra opción interesante es que CCL3 afecta la homeostasis de neutrófilos. Durante la inflamación, los números de
neutrófilos circulantes fueron significativamente más bajos en ratones CCL3-/-, que coinciden bien con la noción de 
que la apoptosis de neutrófilos está considerada una medida protectora para amortiguar las respuestas inflamatorias 55
agudas y prevenir el daño tisular no deseado 19. Por tanto, neutrófilos terminalmente madurados muestran una 
semivida bruscamente reducida. Además, tienen migración alterada y desgranulación 20,21. Los presentes inventores 
observaron un claro efecto de CCL3-/- sobre la eliminación cinética de neutrófilos, ya que se redujo la semivida de 
neutrófilos deficientes en CCL3. Sin embargo, la repoblación de neutrófilos no estuvo influida por la deficiencia de 
CCL3, que muestra que la maduración de neutrófilos y la liberación del estroma no están en sí mismos influidos.60
Estos datos sugieren que los neutrófilos CCL3-/- son más sensibles a ciclofosfamida, y quizás a otras señales pro-
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apoptósicas que conducen a semivida reducida.

Tomados conjuntamente, los datos de los presentes inventores establecen claramente una función causal para
neutrófilos en el desarrollo de aterosclerosis. Además, los presentes inventores suponen que en condiciones de 
CCL3 derivados de leucocitos de inflamación pueden, posiblemente en concierto con TNFα, alterar la homeostasis 
de neutrófilos y potenciar la quimiotaxia de neutrófilos hacia la placa aterosclerótica para acelerar la formación de 5
lesiones.

Tabla 8: Secuencias de cebadores de RT-PCR y fuentes.

Gen cebador directo (5'-3') cebador inverso (5'-3')

CCL3 GATGGGGGTTGAGGAACGTG

CD36

CD68 CCTCCACCCTCGCCTAGTC TTGGGTATAGGATTCGGATTTGA

HPRT AGCAGGTCAGCAAAGAACTTATAG

CypA ATTTTGTCTTAACTGGTGGGTCTGT
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<210> 1
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial35

<220>
<223> Cebador

<400> 140
gaaatgtcag ttgctgcatt cct 23

<210> 2
<211 > 20
<212> ADN45
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

50
<400> 2
acaatccgcc caaagggaac 20

<210> 3
<211> 2155
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador60

<400>3
agtcttggca gtgcagatga a 21

<210> 465
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<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>5
<223> Cebador

<400> 4
gaagatgaga acttcatcct aaagcata 28

10
<210>5
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

15
<220>

<223> Cebador
<400> 5
tcctgctgac gattgacagg ta 2220

<210> 6
<211> 17
<212> ADN
<213> Artificial25

<220>
<223> Cebador

<400> 630
gtgcccgcaa ggcaaac 17

<210> 7
<211> 22
<212> ADN35
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

40
<400> 7
ttcggcctga gtaactgtga aa 22

<210> 8
<211> 2445
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador50

<400> 8
tgagtcatcc caagagtctc tgtc 24

<210> 955
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>60
<223> Cebador

<400> 9
ctgctgcatg aacccggt 18

65
<210> 10

E17202931
30-01-2020ES 2 770 154 T3

 



29

<211 > 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>5
<223> Cebador

<400> 10
ggaagaagtg gcgaggtact 20

10
<210> 11
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

15
<220>
<223> Cebador

<400> 11
actgtgggct cctccaaatt t 2120

<210> 12
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial25

<220>
<223> Cebador

<400> 1230
tccatggtgg actgcgtg 18

<210> 13
<211 > 23
<212> ADN35
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

40
<400> 13
agacatccgt tcccctacaa gaa 23

<210> 14
<211> 2545
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador50

<400> 14
cagggctccg atgtataata attga 25

<210> 1555
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>60
<223> Cebador

<400> 15
gtccacgttg atttctcctc atc 23

65
<210> 16

E17202931
30-01-2020ES 2 770 154 T3

 



30

<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>5
<223> Cebador

<400> 16
cgtgtggtaa gtaaaattgc tgct 24

10
<210> 17
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

15
<220>
<223> Cebador

<400> 17
cccagaagtg gttgtttccc t 2120

<210> 18
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial25

<220>
<223> Cebador

<400> 1830
tttccttgag cctggatgct 20

<210> 19
<211> 18
<212> ADN35
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

40
<400> 19
tctgcgctcc tgcatctg 18

<210> 20
<211> 1645
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador50

<400> 20
cagtgggcgg gcaatg 16

<210> 2155
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>60
<223> Cebador

<400> 21
cctggaggcc acctcttcta a 21

65
<210> 22
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<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>5
<223> Cebador

<400> 22
tgcagctcaa caatagaaat caatt 25

10
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REIVINDICACIONES

1. Uso in vitro de quimiocina CCL5 y CCL3 como biomarcador para la identificación de si un sujeto de prueba está o 
no en riesgo elevado de un futuro síndrome o evento cardiovascular agudo.

2. El uso según la reivindicación 1, en el que el síndrome o evento cardiovascular puede comprender enfermedad de 
las arterias coronarias, aterosclerosis, infarto agudo de miocardio, arteriosclerosis, angina de pecho inestable, 5
embolia, trombosis venosa profunda, accidente cerebrovascular, insuficiencia cardíaca congestiva o arritmia.

3. El uso según la reivindicación 1 o la reivindicación 2 para monitorizar el estado y/o progresión de dicho síndrome 
o evento.

4. El uso según la reivindicación 1 o la reivindicación 2 para monitorizar pautas terapéuticas y/o ensayos clínicos con 
el fin de detectar si un tratamiento particular puede ser o no eficaz en reducir un riesgo elevado de un síndrome o 10
evento cardiovascular agudo.

5. El uso según cualquier reivindicación precedente, en el que dichos biomarcadores se detectan en una célula 
tomada de un sujeto o una muestra de un líquido corporal de un individuo que puede derivar de sangre, por ejemplo,
células mononucleares aisladas, o de una fracción de sangre, por ejemplo, plasma o suero, especialmente plasma.

6. El uso según cualquier reivindicación precedente, en el que el sujeto está seleccionado del grupo que consiste en 15
ser humano, primate no humano, equino, bovino, ovino, caprino, leporino, aviar, felino o canino.

7. El uso según cualquier reivindicación precedente, en el que dichas una o más quimiocinas se detectan mediante 
un inmunoensayo tal como inmunoensayos asociados a enzima (ELISA); ensayos basados en fluorescencia, tales 
como fluoroinmunoensayo de lantánidos potenciado por disociación (DELFIA), ensayos radiométricos, 
inmunoensayos múltiplex o ensayos de perlas citométricas (CBA); sensores.20

8. El uso según cualquier reivindicación precedente, en el que dichas una o más quimiocinas se detectan mediante 
la medición del nivel de expresión del ARNm de las quimiocinas.

9. Un procedimiento in vitro de predicción de si un individuo está o no en riesgo elevado de un futuro síndrome o 
trastorno cardiovascular agudo, procedimiento que comprende:

a) proporcionar una muestra de un líquido corporal previamente obtenida de un individuo;25
b) determinar un nivel de CCL3 y CCL5 en la muestra;
c) comparar el nivel de CCL3 y CCL5 como se determinó en la etapa b) con un nivel de referencia de una 
muestra de un líquido corporal de un individuo sano de control; y
d) detectar si el nivel de dicho CCL3 y CCL5 determinado en la etapa b) es significativamente diferente de dicho 
nivel de referencia y, por lo tanto, si un individuo está o no en riesgo elevado de un síndrome o trastorno30
cardiovascular agudo.

10. El uso o procedimiento según cualquier reivindicación precedente, que comprende además la evaluación de 
síntomas clínicos y/o la determinación del nivel de al menos otro biomarcador en el sujeto seleccionado de CXCL 1 
(IP-10), proteína C reactiva, troponina 1, creatina cinasa, creatina cinasa MB, CD40L, HDL, ESR, número de 
plaquetas, sexo, un índice cardíaco, mioglobina y/o interleucina-6, en el que la cantidad del al menos otro35
biomarcador es indicativa de enfermedad cardiovascular o una predisposición a la misma.
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