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Papel del receptor de la Lipoproteina de baja
densidad oxidado tipo lectina-1 como marcador
sérico de la aterosclerosis

Role of lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor-1 as a
serum marker of atherosclerosis

Lericia Fiaueira™ 2P, Junio CEsar QONZALEZ? €

Resumen

El receptor de lipoproteinas de baja densidad oxidado tipo lectina -1 (LOX-1) es una glicoproteina
transmembrana que constituye el principal receptor de las lipoproteinas de baja densidad oxidada (LDLoX),
que participa en la disfuncién endotelial, apoptosis y formacién de células espumosas, eventos claves
en la fisiopatologia de la aterosclerosis. En el presente estudio se evalué los niveles séricos de LOX-1,
LDLox y los productos de peroxidacion lipidica que reaccionan con el acido tiobarbitiirico (TBARS) y su
evolucion en el tiempo en conejos alimentados con dieta enriquecida con colesterol. Para ello, 42 conejos
machos Nueva Zelanda fueron divididos en dos grupos durante 12 semanas: Grupo 1 (control): Conejarina.
Grupo 2: Conejarina suplementada con 0,5% p/p de colesterol. Se realizaron determinaciones séricas de
colesterol y sus fracciones, LOX-1, LDLox y TBARS al inicio, 4ta, 8va y 12ma semana de experimentacion.
7 conejos de cada grupo fueron sacrificados a la 4ta, 8va y 12ma semana y se realizé estudio histolégico
de su aorta. Se encontr6 un aumento en los niveles séricos de LOX-1, LDLox y TBARS en el grupo 2
desde la 4ta semana de experimentaciéon con respecto al control (Grupo 1) (p<0,0050), lo cual se vio
acompanado de ateromas. En conclusion, el LOX-1, LDLox y TBARS son marcadores séricos no invasivos
de aterosclerosis; corroborando el papel del estrés oxidativo en la fisiopatologia de la aterosclerosis.

Palabras clave: Receptor de lipoproteinas de baja densidad oxidado tipo lectina -1, lipoproteina de baja densidad
oxidado, estrés oxidativo, aterosclerosis

Abstract

Lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor-1 (LOX-1) is a transmembrane glycoprotein that constitutes
the main receptor for oxidized low-density lipoproteins (0xLDL) and is involved in atherosclerosis and contributes
to endothelial dysfunction, apoptosis, and foam cell formation. We evaluated the serum levels of LOX-1, oxLDL,
and thiobarbituric acid-reactive lipid peroxidation products (TBARS) during the progression and evolution of
atherosclerosis and its evolution over time in rabbits fed with a cholesterol diet. 42 New Zealand white male rabbits
were randomly divided into two groups that received for 12 weeks: Group 1 (control): Standard diet (commercial
rabbit food). Group 2: Cholesterol diet (0.5% cholesterol). Blood samples of overnight-fasted rabbits were collected
on basal, fourth, eighth, and twelfth weeks, and concentration of lipid profile, LOX-1, oxLDL, and TBARS was
determined. Seven of the animals from each group were sacrificed on the fourth, eighth, and twelfth week, and the
aorta was dissected for histological studies. Our findings demonstrated that the LOX-1, oxLDL, and TBARS levels
were significantly higher in Group 2 than in Group 1 starting on 4th week (p<0.0050), which was accompanied
by atherosclerotic lesions. These results support that serum LOX-1, oxLDL, and TBARS levels are noninvasive
markers of atherosclerosis, supporting the role of oxidative stress in the physiopathology of atherosclerosis.

Keywords: Lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor-1, oxidized low-density lipoproteins, oxidative
stress, atherosclerosis
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LIPOPROTEINA DE BAJA DENSIDAD OXIDADO TIPO LECTINA-1 COMO MARCADOR SERICO DE LA ATEROSCLEROSIS

Introduccion

La aterosclerosis es una enfermedad
inmuno-inflamatoria crénica de los vasos
sanguineos que tiene como evento final
la formaciéon de la placa de ateroma. La
infiltracion de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) en el espacio subendotelial
y su posterior oxidacion constituye el
evento inicial en el proceso de formaciéon
de la placa de ateroma, la cual es seguida
por la infiltracién, activaciéon de células
inflamatorias y la formacion de las células
espumosas (Khosravi y col., 2019).

La oxidacion de las LDL, es un evento
crucial para la aterogénesis; pues las LDL
oxidadas (LDLox) poseen propiedades
aterogénicas bien establecidas, ya que
inducen la expresion de moléculas de
adhesion celular, estimulan la activacion
de linfocitos, promueven la liberaciéon
de citoquinas inflamatorias, estimulan
a las células musculares lisas, alteran
la produccién de o6xido nitrico (NO),
promueven la agregacion plaquetaria y la
formacion de trombos y son quimiotacticas
para los monocitos y macrofagos (Zingg y
col., 2021).

Durante los ultimos anos, se ha
reconocido que la inflamacién juega un
papel muy importante en la iniciacion y
desarrollo de la aterosclerosis (Marchio y
col., 2019; Zingg y col., 2021); de hecho,
se ha descrito que las LDLox estimulan
la deposicion de lipidos y la respuesta
inflamatoria en la pared de los vasos
sanguineos, ademas de activar al receptor
de lipoproteina de baja densidad oxidado
tipo lectina-1 (LOX-1) (Kattoory col., 2019).

El LOX-1 es una glicoproteina
transmembrana que pertenece a la clase E
de receptores carroneros (SR) que media

la captacion e internalizacion de las LDLox
(Ogura y col., 2009; Xu y col., 2013; Tone
y col., 2019). Este receptor constituye el
principal receptor de las LDLox en las
células endoteliales y se expresa en los
macrofagos y células del musculo liso
(Takanabe-Mori y col., 2013); es inducido
por el estrés oxidativo y se asocia con
la formacion y desestabilizacion de la
placa aterosclerética; de hecho, el LOX-1
interacttia con la proteina C reactiva (PCR)
y desempena un papel prominente en las
enfermedades inflamatorias (Stancel y col.,
2016; Kattoor y col., 2019).

Existe evidencia de la estrecha relacion
entre el LOX-1 y la aterosclerosis, pues
es responsable de mediar la mayoria de
los efectos toxicos de la LDLox; de hecho,
se ha descrito que el LOX-1 se encuentra
expresado en las lesiones ateroscleroticas,
lo cual sugiere que podria desempenar
un papel importante desde las primeras
etapas de la aterosclerosis, ya que funciona
como una molécula de adhesion celular
y esta implicada en la inflamacion (Kuge
y col., 2008; Gorga y col., 2013; Pirillo y
col., 2013); de igual manera se ha sugerido
que el LOX-1 induce disfunciéon endotelial
y contribuye en la formacién y progresion
de la placa aterosclerética (Kattoor y col.,
2019; Tone y col., 2019).

A pesar de la creciente evidencia de que
el LOX-1 esta implicado en la aterogénesis;
su participacion en la desestabilizacion
de la placa, ruptura y la formacion de
trombos in vivo, no esta clara. Se ha
descrito un aumento en la expresion de esta
proteina en la placa vulnerable y en eventos
apoptoéticos (Kuge y col., 2008), por lo
tanto, el LOX-1 esta implicado en procesos
moleculares aterogénicos, y su capacidad
de unirse a diversos ligandos hace que este
receptor sea un biomarcador probable de
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enfermedad vascular, asi como un posible
blanco farmacolégico en el manejo de
las enfermedades cardiovasculares (Reiss
y col., 2009). A pesar de que esta bien
documentado que el LOX-1 participa en la
fisiopatologia de la aterosclerosis, no esta
clara su evolucion a lo largo del proceso
aterogénico. Es por lo que, en el presente
estudio se evalud los niveles séricos de
LOX-1 como un posible biomarcador
de aterosclerosis y su evolucién en el
tiempo en conejos alimentados con dieta
enriquecida con colesterol.

Materiales y métodos

ANIMALES DE EXPERIMENTACION Y DISENO
EXPERIMENTAL

Se emplearon 42 conejos machos de la
raza Nueva Zelanda de 12 semanas de edad
con un peso entre 1.200 a 1.300 gramos,
provenientes del Bioterio del Instituto
de Higiene “"Rafael Rangel” (Caracas,
Venezuela). Los animales fueron mantenidos
en jaulas a temperatura ambiente (25 +1°C)
con ciclos de 12 horas luz/oscuridad.
Después de una semana de ambientacion
en el Bioterio Experimental de la Universidad
de Carabobo (Valencia, Venezuela), los
congjos fueron divididos aleatoriamente
en dos grupos de 21 conejos cada uno,
ordganizados de la siguiente manera: Grupo
1 (Control): Los cuales fueron alimentados
diariamente con conejarina comercial
(Protinal, Venezuela). Grupo 2 (Colesterol):
Alimentados diariamente con conejarina
comercial suplementada con 0,5% p/p de
colesterol.

Todos los conejos consumieron agua
a libre demanda. El periodo experimental
tuvo una duraciéon de doce semanas. Los
conejos fueron pesados antes, durante

y después de la experimentacion. Los
experimentos fueron aprobados por el
Comité de Bioética, y siguieron las buenas
practicas para el manejo de animales de
laboratorio del National Institute of Health
(NIH Publications No. 8023,1978).

ANALISIS QUIMICO DE LOS ALIMENTOS

Conejarina comercial (Protinal,
Venezuela)

Maiz, sorgo, afrechillo de trigo, harinas
de maiz, ajonjoli, algodén, girasol y soya,
concha de arroz, bagacillo de cana, pasto
deshidratado, melaza, grasa estabilizada,
carbonato y fosfato de calcio, sal, minerales
“trazas” (cobalto, cobre, hierro, manganeso,
yodo y zinc), suplementos de las vitaminas
A, B2, B12, C, D3, E, acido pantoténico
y niacina, antioxidante, suplemento
antibiotico y anticoccidial. Proteina cruda
12%, grasa cruda 1%, fibra cruda 20%,
extracto libre de nitrogeno 42%.

DIETA HIPERCOLESTEROLEMICA

La administracion de colesterol mediante
el enriquecimiento de una dieta estandar se
realiz6 de acuerdo con el método descrito
en los modelos animales de aterosclerosis
inducida por la dieta (Rasmusen y col.,
2007); la cual se prepar6 disolviendo el
colesterol en etil-éter y etanol absoluto, y
cubriendo con esta mezcla los granos de
la conejarina en una relacion de 0,5 g de
colesterol por cada 100 g de alimento y se
dejo secar hasta la evaporacion completa
de los solventes por 24 horas.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.
DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

Las muestras de sangre fueron extraidas
por puncion intracardiaca a todos los
conejos previo ayuno de 14 horas en
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las semanas 0, 4%, 8% y 12™a, utilizando
tubos sin anticoagulante. Posteriormente,
las muestras previamente mantenidas
en frio se centrifugaron a 3.000 rpm
durante 15 minutosy el suero obtenido fue
conservado en congelacion a -70°C hasta el
momento del procesamiento. Se realizaron
determinaciones séricas de colesterol
total (CT) por método enzimaticos (Wiener
Lab, Argentina). La determinacion del
colesterol asociado a las lipoproteinas
de alta densidad (c-HDL) y asociado a las
lipoproteinas de baja densidad (c-LDL) se
realizaron por precipitacion y posterior
determinacién enzimatica (Wiener Lab,
Argentina). Las concentraciones séricas
de LDLox y LOX-1 fueron determinadas
por ensayo inmunoenzimatico (NeoBiolab,
Cambridge, Massachusetts, USA). Los
TBARS fueron cuantificados mediante un
método colorimétrico, el cual consistié en
evaluar el efecto de las especies reactivas de
oxigeno (ROS) sobre los lipidos, que resulta
en la produccion de varias sustancias que
reaccionan con el acido tiobarbittrico y que
pueden ser medidas por espectrofotometria
(Ohkawa y col., 1979). Para ello, las
muestras de suero fueron tratadas con acido
tricloroacético al 10% Yy centrifugadas a 1.600
g durante 15 min a 4°C. Seguidamente,
el sobrenadante fue incubado con acido
tiobarbitarico 0,67% durante 10 min a
100°C. Paralelamente se construyé una
curva patron con malonildialdehido. Se
determiné la densidad optica a 532 nm
y la concentracion de los productos de
peroxidacion lipidica fueron calculados
y expresados como malonildialdehido
formado. Los resultados de los TBARS
fueron expresados en uM.

SACRIFICIO DE LOS ANIMALES. PREPARACION
DE TEJIDOS Y TIPIFICACION HISTOLOGICA DE LAS
LESIONES ATEROSCLEROTICAS

Se sacrifico por dislocacion cervical 7
congjos de cada grupo a la 42, 8** semana
y al final del estudio. Se procedio a realizar
la autopsia de dichos animales, extrayendo
la arteria aorta para ser examinada. Las
muestras de tejido extraidas fueron fijadas
en formaldehido al 10 % en PBS durante
24 horas y procesadas segun la técnica
de rutina y posteriormente tenidas con
hematoxilina — eosina, para luego ser
observados por microscopia de luz. Las
lesiones fueron tipificadas de acuerdo
con la clasificacion de la American Heart
Association, la cual considera como lesiones
tipo I, aquellas iniciales constituidas
por células espumosas sub-endoteliales
aisladas; las lesiones tipo Il constituidas
principalmente por un cimulo de lipidos
intracelulares; las lesiones tipo III son
intermedias o pre-ateromas, caracterizadas
por cumulos de lipidos intracelulares y
dispersos lipidos extracelulares; las lesiones
tipo IV son los ateromas, representan
lesiones avanzadas, y estan constituidas
por lipidos intracelulares y por una gran
cantidad de lipidos extracelulares; las
lesiones tipo V contienen tejido conectivo
fibroso y en ocasiones se encuentran
calcificaciones y las lesiones tipo VI son
las placas complicadas (fisura, trombos,
hematomas) (Stary y col., 1995).

ANALISIS DE LOS DATOS

Se calculo el promedio y la desviacion
estandar para las variables estudiadas.
Se realiz6é las pruebas de normalidad
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de Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnov,
Jarque-Bera. Se empleo6 el analisis de
Kruskall-Wallis con analisis post hoc
mediante la prueba de U- de Mann-Whitney
sobre cada par de grupos. Se empleod la
correlacion de Spearman para relacionar
el LOX-1 con las variables del estudio. Se
considero significativo p<0,05. Se utilizo el
programa GraphPad Prism version 5.

Resultados
PERFIL LIPIDICO DE LOS CONEJOS

Como se puede observar en la Tabla I,
no se observo diferencias estadisticamente
significativas en las concentraciones séricas
basales de los lipidos séricos entre los
grupos de conejos sujetos a estudio. El
colesterol total (CT) y sus fracciones en
el grupo 1 permanecieron sin cambios
significativos a lo largo del estudio. Sin
embargo, en la 42, 8y 12™ semana de
experimentacion se observé un aumento
significativo en la concentracion de CT,
c-HDL y c-LDL en el grupo 2 con respecto
al grupo 1 (p<0,0001). Para el grupo
2 las concentraciones de los lipidos
variaron desde el inicio hasta el final del
experimento, observandose un incremento
estadisticamente significativo (p<0,0001)
(Tabla I).

CONCENTRACIONES SERICAS DE LOS
MARCADORES DE OXIDACION

Como se puede apreciar en las Figuras
1, 2 y 3, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en las
concentraciones séricas basales de LOX-1,
LDLox y TBARS entre los grupos de conejos
sujetos a estudio. De igual manera los
marcadores de oxidacion en el grupo 1
permanecieron sin cambios a lo largo del

Tabla I.
Lipidos séricos de los conejos sujetos a estudio

CT c-LDL c-HDL
(mg/dL) | (mg/dL) (mg/dL)
Basal
Grupo 1 71+16 37 +10 33+11
Grupo 2 69 + 18 42 +11 35+11
42 semana
Grupo 1 74 +18 40 +12 36+9
Grupo 2 286 +81° 231 + 48 62 +18*
8'* semana
Grupo 1 79 +19 48+9 37+12
Grupo 2 751 + 151 629 + 84 88 +29
12™2 semana
Grupo 1 85+18 51+11 32+11
Grupo 2 1008 + 247" | 847 +102° 96 +37
Valores p
Grupo 1 0,9807 0,9458 09317
Grupo 2 0,0001 0,0001 0,0001
100+
3 Grupo 1 Il Grupo 2
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Figura 1. Concentraciones séricas de LOX-1 en los conejos
sujetos a experimentacion en la semana O, 4%, 8'2y 12™, Los
resultados fueron expresados como la media + desviacién
estandar de la media (n=42 basal y 4 semana; n=28 en la 8"
semana; n=14 en la 12™ semana). *p<0,0050 vs. grupo control
(Grupo 1). #p<0,0001 vs. su respectivo valor basal
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Figura 2. Concentraciones séricas de LDLox en los conejos
sujetos a experimentacion en la semana 0, 4%, 82y 12™, Los
resultados fueron expresados como la media + desviacién
estdndar de la media (n=42 basal y 4 semana; n=28 en la 8"
semana; n=14 en la 12™ semana). *p<0,0050 vs. grupo control
(Grupo 1). #p<0,0001 vs. su respectivo valor basal

25+

-+ Grupo 1
& Grupo 2

204
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T T T T
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Figura 3. Concentraciones séricas de TBARS en los conejos
sujetos a experimentacién en la semana 0, 4%, 82y 12™, Los
resultados fueron expresados como la media + desviacién
estdndar de la media (n=42 basal y 4 semana; n=28 en la 8
semana; n=14 en la 12™ semana). *p<0,0050 vs. grupo control
(Grupo 1). ®p<0,0001 vs. su respectivo valor basal

experimento; por su parte, en el grupo 2
variaron a lo largo del estudio (p<0,0001).
En la cuarta, octava semana y al final del
experimento las concentraciones séricas
de LOX-1, LDLox y TBARS aumentaron
significativamente en el grupo 2 si se
comparan con el grupo 1y con respecto a
sus valores basales (p<0,005).

En la Tabla I se muestra el analisis de
Spearman de las correlaciones entre la
concentracion de LOX-1, LDLox, TBARS y
los lipidos séricos, evidenciando correlacion
positiva significativa entre la LOX-1 con
LDLox, TBARS y con el perfil lipidico
(p<0,0001).

ANALISIS HISTOLOGICO DE LA AORTA

En la Tabla III se presenta la distribucion
de los conejos segun el maximo grado de
ateroma encontrado en los cortes de aorta,
evidenciando que ningun conejo del grupo
1 presento lesiones ateroscleréticas a lo
largo del estudio. Por su parte, los conejos
del grupo 2 presentaron lesiones de grado
intermedio y avanzado al finalizar el estudio
(Figura 4).

Discusion

La oxidacion de las LDL es un factor
crucial para la aterosclerosis pues
contribuye con la disfuncién endotelial,
la cual esta caracterizada por alteraciones
en las propiedades anticoagulantes
y antinflamatorias del endotelio y su
incapacidad de regular el tono vascular
(Pirillo y col., 2013; Marchio y col., 2019).
El estrés oxidativo esta caracterizado por
un desbalance entre la producciéon de ROS,
y los sistemas de defensa antioxidantes.
El incremento de las ROS conlleva la
oxidacion de las LDL, formando las LDLoX,
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Andlisis de la correlacion de Spearman entre las concentraciones

Tabla II.

de LOX-1, LDLox, TBARS y los lipidos séricos

r P
LOX-1 & CT 0,3594 0,0001
LOX-1 & c-LDL 0,2795 0,0001
LOX-1 & c-HDL 0,1979 0,0001
LOX-1 & LDLox 0,5176 0,0001
LOX-1 & TBARS 0,2459 0,0001

¢-HDL: Colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad, c-LDL:
Colesterol asociado a lipoproteinas de baja densidad, CT: Colesterol
total, LDLox: Lipoproteinas de baja densidad oxidada, LOX-1:
Receptor de lipoproteina de baja densidad oxidado tipo lectina -1,
TBARS: Productos de peroxidacion lipidica que reaccionan con el
&cido tiobarbiturico.

las cuales juegan un papel importante en la
aterogénesis, pues egjerce efecto sobre las
células endoteliales, plaquetas, macrofagos,
fibroblastosy cé€lulas de musculo liso, a través
del receptor glicoproteina transmembrana
LOX-1. Adicionalmente, otros SR tales
como CD-36 y SR-A, pueden contribuir a la
internalizacion de las LDLox y a la formacion
del ateroma (Mehta y col., 2002; Kattoor y
col., 2019).

Diversos SR han sido identificados en
base a su capacidad de eliminar a lipidos
modificados. Se ha reportado que todos
los SR unen LDL modificadas, excepto
el SCARA-5 (Clase A) y LAMP (Clase D)
(Pluiddemann y col., 2007). Por su parte,
el SR-A tipo 1 y II, CD-36 y LOX-1 estan
involucrados en la formacion de las células
espumosa mediante la internalizacién de
LDL modificadas; de hecho, estudios in vitro
sugieren que el SR-A y CD-36 contribuyen
hasta con el 75% — 90% de la captacion de
las LDLox (Kunjathoor, 2002).

El LOX-1, es una proteina de membrana
tipo II, de 50 KDa, miembro de los SR de
clase E, que tiene un dominio extracelular,
transmembrana y citoplasmatico; constituye
el principal receptor para las LDLoOX en
las células endoteliales, y puede mediar
la unién, internalizaciéon y degradacion
proteolitica de las LDLox (Mehta y col.,
2002). El LOX-1 se expresa en una amplia
variedad de células como las endoteliales,
macrofagos, células de misculo liso
vascular, cardiomiocitos, plaquetas y

Tabla III.

Distribucién de los conejos segtin el maximo grado de ateroma encontrado en los cortes de aorta.

Grupo | Sin ateroma | Tipo 1 | Tipo II | Tipo III | Tipo IV | Tipo V
Cuarta semana
1 7 0 0 0 0 (0]
(100%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
2 1 2 4 0 0 0]
(14%) (29%) (57%) (0%) (0%) (0%)
Octava semana
1 7 0 0 0 0 0
(100%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
2 0 0 2 2 3 0
(0%) (0%) (29%) (29%) (42%) (0%)
Duodécima semana
1 7 0 0 0 0 (0]
(100%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
2 0 0 0 2 5 0
(0%) (0%) (0%) (29%) (71%) (0%)

Datos presentados como n (%)
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(Panel A) de un conejo perteneciente al grupo 1 en la 4% semana. Se observa un ctimulo de lipidos
intracelulares. Lesién tipo IV (Panel B) de un conejo perteneciente al grupo 2 al final del estudio.
Se observa en la intima arterial lipidos intracelulares y extracelulares en mayor extensién. Tincién
hematoxilina — eosina. 50X.

fibroblastos (Kattoor y col., 2019; Tone y
col., 2019).

Se ha descrito que el LOX-1 contribuye
con la disfuncion endotelial y apoptosis,
y participa en la formacion de las células
espumosas en macrofagos y células de
musculo liso; asimismo, se ha postulado
que la expresion de LOX-1 puede ser
inducida por diversas condiciones y factores
pro-aterogénicos, tales como la diabetes,
hipertension y dislipidemias, el estrés de
rozamiento, productos de glicosilacion
avanzada, las LDLox, diversas citoquinas y
la angiotensina II a través del receptor tipo
1 (Kattoor y col., 2019). Por otra parte, se
ha descrito que el LOX-1-soluble (SLOX-
1) es un marcador sérico de diversas
enfermedades cardiovasculares. Este se
forma cuando la porcion extracelular del
receptor LOX-1 se escinde por accion de
metaloproteinasas, formando la sLOX-1;
de hecho, existen reportes que indican que
es un marcador temprano de disfuncion
endotelial en el sindrome metabdlico
(Civelek y col., 2015). Sus niveles elevados
han sido asociados con hipertension y
diabetes mellitus tipo 2 (Civelek y col.,

2015). Asimismo, Hayashida y col. (2005)
encontraron mayores niveles de sLOX-1 en
pacientes con sindrome coronario agudo
mostrando ademas ser un marcador mas
temprano que la troponina T, sugiriendo
que la sLOX-1 podria ser considerado un
marcador temprano de inestabilidad de la
placa.

En el presente estudio pudimos
apreciar que la administracion de una dieta
enriquecida con colesterol ocasioné un
incremento en las concentraciones séricas
de LOX-1, el cual se vio acompanado de un
aumento en los niveles de LDLoxy TBARS y
de la formacion de lesiones ateroscleroticas;
evidenciando ademas asociacion positiva
entre dichos marcadores de oxidacion. En
este sentido, se ha descrito que las LDLox
y las ROS juegan un papel importante en
la aterosclerosis, pues inhibe la expresion
de la sintasa de Oxido nitrico endotelial
(eNOS) y contribuye con la generacion de
ROS (Goyal y col., 2012), lo cual induce la
expresion de moléculas de adhesion celular,
proliferacién de macroéfagos, formacion de
colageno, migracion de células de musculo
liso y activacion plaquetaria, eventos

100



FIGUEIRA Y GONZALEZ

claves en la aterosclerosis (Kattoor y col.,
2019; Khatana y col., 2020; Zingg y col.,
2021). De hecho, en estudios previos
demostramos que la administracion de una
dieta enriquecida con colesterol increment6
los niveles séricos de LDLox y TBARS desde
la 6ta semana de experimentacion, siendo
esto revertido con la administracion oral de
antioxidantes, lo cual se vio acompanado de
una reduccion en la formacion y severidad
de lesiones ateroscleréticas (Figueira y
Gonzalez, 2008, 2022). Asimismo, Xu y col.
(2022), encontraron que la relacion LDLox/
LDL-c es un marcador para el diagnostico
temprano de aterosclerosis coronaria
en pacientes con diabetes. Por su parte,
Chen y col. (2022) demostraron mayores
niveles séricos de LDLox en pacientes con
enfermedad arterial coronaria, sugiriendo
que el mismo es un marcador sérico
de enfermedad cardiovascular, lo cual
corrobora la importancia del estrés oxidativo
en la etiopatogenia de la aterosclerosis y su
participacion desde las primeras fases de
esta enfermedad.

El papel del LOX-1 sobre la aterosclerosis
ha sido inequivoco; de hecho, se ha descrito
que la deleciéon del gen LOX-1 en ratones
que recibieron una dieta enriquecida con
colesterol durante 18 semanas estuvo
asociada con disminucién del estrés
oxidativo, de la respuesta inflamatoria,
degradacion del NO y aterosclerosis
(Mehta y col., 2007); y ademas disminuyo6
la formaciéon de colageno en regiones
ateroscleroéticas (Hu y col., 2008). Por ello,
el LOX-1 es considerado actualmente como
un potencial blanco terapéutico; de hecho
muchas de las terapias cardiovasculares
convencionales disponibles actualmente
tales como la aspirina, estatinas e
hipoglicemiantes orales ejercen efectos
indirectos sobre la expresion de LOX-1 y

sobre la aterosclerosis (Mehta y col., 2004).
Por otra parte, diversos antioxidantes
han demostrado modular la expresion
del LOX-1; en este sentido, el extracto
de Gingko biloba, la circuma y el acido
elagico disminuye la expresion de LOX-1.
Igualmente, el pycnogenol, la vitamina E
y C, el resveratrol y la quercetina reducen
la generacion de LDLox mediada por ROS
y la formacion y progresion de lesiones
aterosclerdticas (Figueira y Gonzalez, 2008;
Pothineni y col., 2017).

Es relevante senalar que la elevacion
de las concentraciones séricas de los
marcadores de oxidacion evaluados en
el presente estudio se evidenci6 desde
la cuarta semana de experimentacion,
lo cual sugiere que la LDLox, TBARS y
LOX-1 son marcadores tempranos de
aterosclerosis; pues intervienen en el inicio
y progresion de esta enfermedad. De hecho,
Chen y col. (2000) demostraron que la
expresion de ARN y la proteina del LOX-1
esta incrementada en la aorta de conejos
Watanabe, un modelo experimental de
aterosclerosis, evidenciando un incremento
en la expresion de esta molécula a nivel
de las células endoteliales de las arterias
afectadas con lesiones ateromatosas
de diferente grados, mostrando mayor
expresion en las lesiones avanzadas; e
inclusive demostraron expresion de LOX-1
en las células endoteliales de las arterias
que aun no estaban afectadas, sugiriendo
que el LOX-1 podria estar involucrado desde
las primeras fases de la aterosclerosis.
En este sentido, la evidencia indica que
la interaccion entre LDLox — LOX-1 juega
un papel relevante en la aterosclerosis,
promoviendo la disfuncién endotelial y
perpetuando un ambiente proinflamatorio
y oxidativo caracteristico desde las fases
iniciales de la aterosclerosis. En este sentido,
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se ha demostrado que la interrelacion entre
LDLox y LOX-1 conlleva la fosforilacion
de las proteinas activadas por mitdégenos
(MAPK) (Dandapat y col., 2007), resultando
en un aumento en la produccion de
moléculas de adhesiéon como la molécula
de adhesion vascular tipo 1 (VCAM-1) y
citocinas como la proteina quimiotactica
de monocitos tipo 1 (MCP-1) (Aoyama y
col., 1999), las cuales previamente hemos
demostrado se encuentran incrementadas
desde las primeras fases de la aterosclerosis
(Gonzalez y col., 2008; Figueira y Gonzalez,
2018; 2020). Este ambiente inflamatorio
incrementa la expresion de LOX-1 en las
células endoteliales perpetuando un circulo
vicioso de oxidacion e inflamacién entre
LDLoxy LOX-1 (Fengy col., 2014). De igual
manera, Stancel y col., (2016) propusieron
que la PCRy el LOX-1 forman un mecanismo
ciclico con las LDLox en la aterogénesis,
pues la PCR es un ligando del LOX-1 e
incrementa la permeabilidad vascular,
altera la vasodilatacion dependiente del
endotelio y juega un papel importante en
la adhesion de monocitos al endotelio. Por
otra parte, la induccién del LOX-1 reduce la
fosforilacion de la proteina quinasa B, la cual
esta involucrada en la activacion de la eNOS
mediante su fosforilacion, disminuyendo
la produccion de NO (Besler y col., 2011).
Ademas, la LDLox incrementa la produccion
de vasoconstrictores como la endotelina
-1, e incrementa la expresion de la enzima
convertidora de angiotensina (ACE) (Singh y
col., 2003), asi como la produccion de ROS
mediante el incremento en la expresion y
actividad de la NADPH oxidasa, lo cual se
acompana con una menor biodisponibilidad
del NO, conllevando la disfuncioén endotelial
(Kattoor y col., 2019).

El aumento de las concentraciones
séricas de LOX-1, LDLoxy ROS observados

en el presente estudio probablemente son
debidos al proceso inmunoinflamatorio y
oxidativo de la aterosclerosis inducido por
la dieta enriquecida con colesterol; pues
se ha descrito que la expresion de este
receptor es baja en condiciones normales.
Sin embargo, en presencia de un medio
inflamatorio y oxidativo, se incrementa la
expresion de LOX-1 (Xu y col., 2013). De
hecho, la evidencia indica que la LDLox es el
activador mas potente de la LOX-1, pues la
union del LDLox a su receptor LOX-1 activa
el factor nuclear kB (NF-xB), incrementando
la expresion de LOX-1 y de otras moléculas
proinflamatorias como el factor de necrosis
tumoral-a (TNF-a) y de moléculas de
adhesion celular en las células endoteliales
(Aoyamayy col., 1999; Kattoor y col., 2019).
Asimismo, moléculas pro-inflamatorias
tales como el TNF-a, la interleucina -1
(IL-1), interleucina -6 (IL-6) inducen la
expresion de LOX-1 en células de musculo
liso vascular. De igual manera, la activacion
de LOX-1, agrava el estrés oxidativo, lo
que ocasiona una mayor formacion de
LDLox, auto-amplificando el ciclo (Xu y
col., 2013), pues el LOX-1 incrementa
la produccion de ROS, al incrementar la
actividad de la NADPH oxidasa por una via
mediada MMP14 — Rac 1. En este sentido,
la inhibicion de la unién LOX-1 a MMP14
disminuiria el estrés oxidativo (Sugimoto
y col., 2009). Asimismo, se ha descrito
que la LDLox induce la formacion de ROS
mediante el incremento de la expresion de
NOX2, NOX4 y p47phox, y ademas activa la
NF-KB a través de LOX-1, lo cual activa vias
proinflamatorias y al LOX-1 ocasionando
un circulo vicioso de mayor captacion de
LDLox a través del LOX-1 activado, mayor
formacion de ROS y mayor expresion de
LOX-1 (Xuy col., 2013). Asi, la delecion de
LOX-1 en ratones alimentados con dieta
alta de colesterol ha demostrado disminuir
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la expresion de NOX2, NOX4, p22phox y
p47phox (Huy col., 2008; Lu y col. 2011).

Diversos eventos podrian explicar
el aumento en la formacién de placas
ateroscleréticas inducidas por la
administracion de una dieta enriquecida
con colesterol observado en el presente
estudio; en este sentido se ha descrito
que la expresion de LOX-1 en macroéfagos,
células musculares lisas y endoteliales se ve
incrementada en estados proinflamatorios
resultando en un aumento de la fagocitosis
de las LDLox por parte de los macréfagos
y células de musculo liso (Yang y col.,
2012), contribuyendo con la acumulacion
de lipidos y a la formacion de las células
espumosas. Asimismo, se ha descrito que la
LDLoxy LOX-1 pueden causar inestabilidad
de la placa mediante un aumento en la
produccion de metaloproteasas de matriz
extracelular (Yang y col., 2013; Kattoor y
col., 2019).

En conclusion, bajo nuestras condiciones
experimentales y de acuerdo con los
resultados obtenidos, el LOX-1, LDLox
y TBARS son marcadores tempranos no
invasivos de oxidacion y aterosclerosis;
pues se elevaron desde la 4ta semana de
estudio. Estos hallazgos sugieren que la
oxidacion juega un papel relevante en la
fisiopatologia de esta enfermedad, por
lo que su determinacion podria ayudar
en el diagnostico temprano, evaluacion y
estratificacion del riesgo cardiovascular.
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