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1. Resumen

La acumulacion arterial y miocardica de lipidos provoca alteraciones cardiovasculares,
pero a pesar de ello estos procesos no estan siendo clinicamente tratados. La
acumulacién de lipidos se produce principalmente por la captacién de lipoproteinas
aterogénicas mediante el receptor LRP1. Nuestro grupo ha identificado un péptido en el
receptor LRP1, el péptido P3 del dominio CR9, que solo interacciona con lipoproteinas
aterogénicas. Nuestra hipotesis es que el bloqueo del dominio CR9 mediante los
anticuerpos anti-P3 (Anti-P3 Abs) o el secuestro de las lipoproteinas aterogénicas
mediante los péptidos basados en la secuencia P3, inhiben especificamente la
acumulacién arterial y miocardica de lipidos. La acumulacion de lipidos promueve la
liberacion de una forma soluble del receptor LRP1, el sLRP1. Los niveles circulantes de
sLRP1 podrian reflejar la acumulacién vascular y miocardica de lipidos. Los objetivos de
este proyecto son determinar los efectos de los anticuerpos anti-P3 y los péptidos
derivados de P3 en las alteraciones cardiovasculares de un modelo animal, y evaluar el
valor diagnéstico y prondstico de los niveles circulantes de sLRP1 en poblaciones de
pacientes en los que se ha caracterizado el contenido de lipido vascular y miocardico.
Grupos de conejos inmunizados con P3, tratados con el péptido P3 estabilizado y
controles se alimentaran con una dieta alta en grasa. Se obtendran muestras de
sangre regularmente para determinar parametros lipidicos y metabdlicos. Las muestras
de aorta, corazon, higado y musculo esquelético se someteran a analisis molecular e
inmunohistoquimico. La aterosclerosis y la funcion ventricular se evaluaran a través de
analisis de imagen y ecocardiografia. Se utilizaran diferentes técnicas moleculares para
caracterizar los lipidos, la actividad procoagulante vascular y el manejo cardiaco del
calcio. Las concentraciones en plasma del receptor sLRP1 se determinaran mediante
ELISA. El valor diagndstico de los niveles de sLRP1 se evaluara en pacientes con placas
ateroscleréticas caracterizadas por tomografia computarizada y en pacientes con lipido
miocardico caracterizado por resonancia magnética nuclear. El valor prondstico del

receptor sLRP1 se evaluara con un seguimiento clinico de tres anos.

Esperamos desarrollar moléculas basadas en P3 con eficacia terapéutica probada en
modelo in vivo y validar el receptor sLRP1 como nuevo biomarcador diagndstico y

prondstico en enfermedad cardiovascular.



2. Resultados

Herramientas terapéuticas innovadoras basadas en el receptor LRP1

Los anticuerpos frente al péptido P3 (del dominio CR9 del receptor LRP1)
muestran una elevada eficacia para inhibir la aterosclerosis inducida por dieta

en el modelo de conejo

Resumen. En el modelo de conejo hemos mostrado una reduccién significativa de dos
marcadores subrogados: la captacion de ['8F]-FDG por las células vasculares en aorta y
el indice de resistencia arterial (IRA) de las cardtidas de aterosclerosis, en los conejos
inmunizados con el péptido P3. Los estudios inmunohistoquimicos, confocales y
moleculares demostraron que la inmunizacién con P3 inhibe la formacién de las
primeras fases de la arteriosclerosis (estrias grasas) debido a la gran eficiencia de los
anticuerpos anti-P3 para inhibir la formacion de células espumosas y la sefalizaciéon
proinflamatoria asociada. La senalizacion alterada en estas células esta involucrada en
el reclutamiento de monocitos y la induccion de la migracién de las células musculares

lisas de la media a la intima arterial.

Resultados especificos

La inmunizacion con el péptido P3 induce de forma eficiente la producciéon de

anticuerpos anti-P3 en los conejos. Los andalisis de ELISA mostraron que los

anticuerpos anti-P3 estan ausentes en el suero de los animales controles a lo largo de
todo el periodo de inmunizacién, mientras que aumentaron de forma intensa y

prolongada en el tiempo en el suero de los animales inmunizados con P3.

Los anticuerpos anti-P3 inhiben la aterosclerosis inducida por dieta grasa en conejos.

La dieta grasa provoca que una gran parte de la superficie de la aorta esté ocupada por
lesiones aterosclerdticas. Sin embargo, esto no sucede en el grupo de animales
inmunizados con el péptido P3 a pesar de haber sido alimentados con dieta grasa. La
reduccion en la extension de aterosclerosis por los anticuerpos anti-P3 va acompafiada
de una disminucidn de la acumulacién de lipidos, macréfagos y células musculares lisas

en la intima arterial de la pared vascular.



Los anticuerpos anti-P3 reducen la acumulacion de colesterol v la induccion de sefiales

proinflamatorias en la aorta de los conejos inmunizados con el péptido P3 sin disminuir

los niveles de lipidos en sangre o mejorar el perfil de lipoproteinas. Los analisis

bioquimicos del suero evidenciaron que la inmunizacién con P3 no altera los niveles
plasmaticos de lipidos o el perfil de lipoproteinas y que, en el suero de este modelo
animal, el colesterol se transporta mayoritariamente en las lipoproteinas VLDL y LDL,
tal como sucede en los seres humanos. La dieta grasa produjo un gran incremento en
los niveles de colesterol transportados por estas lipoproteinas, lo que causé un gran
impacto a su vez en la acumulacion de colesterol en la aorta. Sin embargo, en los
conejos inmunizados con P3, aunque la dieta grasa causé el mismo incremento de
colesterol en las lipoproteinas VLDL y LDL, los anticuerpos anti-P3 bloquearon casi por
completo el impacto de dichas lipoproteinas sobre los niveles de colesterol de la aorta.
Asimismo los estudios moleculares combinados con estudios de microscopia confocal
evidenciaron que la inmunizacion con P3 frena el efecto proinflamatorio de la dieta
sobre la pared vascular, tal y como indica el descenso en la activacién de los
marcadores de inflamacion TNFR1 (del inglés tumor necrosis factor receptor) y NF-kB
(del inglés nuclear factor kappa beta) (p65). Nuestros resultados demuestran que la
ruptura de la interaccidn de las lipoproteinas aterogénicas (VLDL y LDL) con el receptor
LRP1 celular por los anticuerpos anti-P3 frenan la aterosclerosis al interrumpir la

acumulacién intracelular de colesterol y la sefializacién proinflamatoria asociada.

El suero de los conejos inmunizados con P3, a pesar de contener la misma cantidad de

lipoproteinas aterogénicas que el suero control, no produce acumulacion intracelular de

colesterol esterificado ni tampoco activacion de sefales proinflamatorias en células

vasculares humanas (macrofagos o células musculares lisas de la pared vascular). La

exposicion de células vasculares a suero procedente de conejos alimentados con dieta
grasa (1%, 2 horas) causa una elevada acumulacion intracelular de colesterol
esterificado, asi como la activacion de vias de sefnalizacion proinflamatoria en
macrofagos humanos (hM®) y células musculares lisas de coronaria humana
(hcVSMCQC). Sin embargo, los sueros que contienen anticuerpos anti-P3, a pesar de
tener el mismo perfil de lipoproteinas VLDL y LDL, no causan estos efectos
proaterogénicos en las células vasculares humanas. Estos resultados indican que los
anticuerpos anti-P3 son altamente efectivos en el bloqueo de la interaccion de estas

lipoproteinas con los receptores LRP1 celulares, bloqueando la formacién de células



espumosas Yy la sefalizacién intracelular proinflamatoria, tanto en células de conejo

como humanas.

Los estudios de imagen PET/CT demuestran que los anticuerpos anti-P3 reducen la

captacion de [*8F]-FDG por la aorta de conejos alimentados con dieta grasa. Las

imagenes metabdlicas de tomografia de emision de positrones y tomografia
computarizada (PET-CT) realizadas en la plataforma preclinica del Hospital Vall
d’Hebron mostraron que la dieta grasa aumentd significativamente el indice de
captacién de glucosa estandar SUV (del inglés standardized uptake value) en las
regiones superior y media de la aorta de los conejos controles. En cambio, en los
conejos inmunizados con P3, |la dieta grasa solo indujo levemente los valores SUV en
estas regiones aodrticas. El alto impacto de los anticuerpos anti-P3 en la captacion de
glucosa en los estudios de imagen confirman el resto de resultados moleculares,
confocales e inmunohistoquimicos, validando la gran eficacia antiinflamatoria de los
anticuerpos anti-P3 en macréfagos y células musculares lisas de la pared vascular

expuestas a altas concentraciones de lipoproteinas proinflamatorias.

La ecografia Doppler revela gue los anticuerpos anti-P3 bloguean el aumento del indice

de resistencia arterial (IRA) inducido por la dieta grasa en las carotidas de los conejos.

La dieta grasa aumenté el indice de resistencia arterial (IRA) en las arterias carétidas
externas e internas de los conejos controles. Sin embargo, la dieta grasa indujo
levemente el IRA, y solo en la arteria carétida interna, en los conejos inmunizados con
P3. Al igual que en la aorta, la dieta grasa también indujo drasticamente la
acumulacién de colesterol en las carétidas de los conejos controles y los anticuerpos

anti-P3 redujeron eficientemente dicha acumulacion en la arteria carétida externa.

Los péptidos estabilizados derivados de P3 (DP3) inhiben eficientemente el
proceso de agregacion de las LDL por las enzimas lipoliticas presentes en la

intima arterial

Resumen. Utilizando una gran variedad de experimentos bioquimicos, biofisicos y
moleculares, hemos demostrado que la versién original de los péptidos P3 (LP3) y su
version retroenantiomérica (DP3), pero no un péptido irrelevante (IP321), bloquean
eficientemente la agregacion de LDL inducida por las enzimas lipoliticas

esfingomielinasa (SMase) y fosfolipasa A2 (PLA;), presentes en la intima arterial.



Aunque los péptidos LP3 y DP3 inhiben eficientemente las alteraciones en el tamafio de
las particulas de LDL, la carga y la pérdida de esfingomielina (SM) en las LDL inducidas
por SMase, no pueden impedir las alteraciones inducidas en los mismos parametros de
la LDL por la enzima PLA,. Sin embargo, ambos péptidos son capaces de proteger la
apolipoproteina B-100 (ApoB-100) frente a las alteraciones conformacionales inducidas
por estas enzimas. Los estudios protedmicos, de modelado ab initio y los de dindmica
molecular han mostrado que estos péptidos son capaces de establecer interacciones
electrostaticas estables con secuencias basicas de la ApoB-100, estabilizando asi la
conformacién de la ApoB-100, incluso en condiciones de fosfolipolisis extrema. La
preservacion conformacional de la ApoB-100 garantiza una alta proteccion de la LDL

frente a la agregacioén inducida por fosfolipolisis.

Resultados especificos

El péptido DP3, la versidon retroenantiomérica de P3, muestra una mayor estabilidad

que el péptido original P3 (LP3) en suero humano. La version retroenantiomérica del

péptido se sintetizdé usando D-aminoacidos y por ello la secuencia no es reconocida por
las proteasas séricas, haciendo que la vida media del péptido se alargue de forma

considerable.

Los péptidos LP3 y DP3 bloguean el incremento de la turbidimetria de la LDL inducido

por las enzimas SMase vy PLA, de manera dosis y tiempo dependiente. La turbidimetria

de LDL inducida por SMase y PLA; reflejé el grado de agregacién de las LDL y se inhibid

casi por completo (mas de un 80%) en presencia de estos péptidos.

Los péptidos LP3 vy DP3 disminuyen el porcentaje de particulas LDL agregadas

inducidas por las enzimas SMase y PLA,. Los experimentos de microscopia electrénica

revelaron una reduccion en el porcentaje de particulas de LDL agregadas cuando LDL

se modificé en presencia de los péptidos LP3 y DP3.

Los péptidos LP3 vy DP3 bloguean las alteraciones en la composicion de los fosfolipidos

de la LDL inducidas por la enzima SMase pero no las inducidas por PLA,. La

cromatografia HPTLC se utilizd para separar los fosfolipidos (PL) que componen las
LDL. Este procedimiento revelé que los fosfolipidos (PL) principales en las LDL eran L-
a-fosfatidilcolina (L-a-PC) y esfingomielina (SM). La SM se degradd por completo de las

LDL tratadas con SMase. Por el contrario, en presencia de LP3 y DP3, la SM no se



degrado por SMase. La PLA; elimind por completo la fosfatidilcolina (L-a-PC) de las
LDL, conduciendo a un fuerte aumento en el contenido de L-a-LysoPC en las LDL. Los

péptidos no fueron eficientes para inhibir los efectos de la PLA, sobre la LDL.

Los péptidos LP3 vy DP3 bloguean las alteraciones en el perfil electroforético de LDL

inducidas por SMase, pero no las inducidas por PLA,. Los analisis de electroforesis en

gel de gradiente (GGE) mostraron que la SMase causé una fuerte pérdida de la banda
correspondiente a la LDL. Esto se debe a que el tamafio de poro de los geles GGE
impide la entrada de los agregados de LDL mas grandes. La pérdida de banda inducida
por SMase fue contrarrestada eficientemente por LP3 y DP3. En contraste, estos
péptidos no tuvieron ningun efecto sobre el patron GGE inducido por el tratamiento de
LDL con PLA:.

El péptido DP3 bloquea los cambios conformacionales de la ApoB-100 inducidos por las

enzimas SMase y PLA,. Los andlisis de la apolipoproteina presente en la LDL, la ApoB-

100, por Western blot permitieron determinar las modificaciones conformacionales de
la ApoB-100 producidas por el tratamiento fosfolipolitico. Tanto la SMase como la PLA:
aumentaron la exposicion de los epitopos reactivos de ApoB-100 a los anticuerpos anti-
ApoB-100 y los péptidos LP3 y DP3 protegieron a la ApoB-100 de los cambios

conformacionales inducidos por estas enzimas.

Los péptidos LP3 y DP3 interaccionan electrostaticamente con secuencias especificas de

la ApoB-100 enriquecidas en lisinas. La protedlisis limitada de la apolipoproteina ApoB-

100 combinada con la protedmica basada en espectrometria de masas (LC-MS/MS)
evidencid que el péptido DP3 protege secuencias especificas de la ApoB-100, ya sea
por interaccién directa o por remodelado de la estructura proteica. La alta coincidencia
entre las secuencias protegidas por DP3 y las protegidas por agregacion indica que la
mayoria de las secuencias protegidas por DP3 participan en la agregacion de LDL, lo
gue explica la alta eficiencia de los péptidos derivados de LRP1 para prevenir la
agregacion de LDL. Se realizd un experimento de acoplamiento de cuerpo rigido basado
en energia entre la proteina ApoB-100 y las estructuras de péptido DP3 previamente
modeladas por métodos ab initio. Curiosamente, descubrimos que una de las
posiciones de menor energia de las simulaciones de acoplamiento acomodaba DP3 en

una orientacion tal que los residuos Lys3228, Lys3231 y Lys3233 (pero no Lys3226 ni



Lys3236) de la ApoB-100 quedaron profundamente enterrados tras la unién del

péptido.

La preservacion de bajos niveles del receptor LRP1 en los cardiomiocitos
favorece una mejora de la sensibilidad a la insulina y una menor tendencia a

la obesidad

Resumen. Nuestro grupo ha desarrollado un modelo de ratén con induccion
condicional y especifica de deficiencia del receptor LRP1 en los cardiomiocitos que ha
sido esencial para demostrar que LRP1 es capaz de regular los niveles circulantes del
péptido natriurético ANP y que, a través de este mecanismo, modula la senalizacion del
receptor del ANP, NPRA, y la oxidacidn de los acidos grasos en el higado. En este
modelo también hemos demostrado que esta via sefalizacion de NPRA esta acoplada a
la activacion de la enzima AMPK, clave para una adecuada integracion del metabolismo

lipidico y glucidico.

La deficiencia del receptor LRP1 en los cardiomiocitos favorece una mayor sensibilidad

a la insulina y una menor tendencia a la obesidad al favorecer una mayor oxidacién de

acidos grasos en el higado y un mayor gasto energético. Nuestros estudios

evidenciaron que el peso corporal de los ratones cm-Lrp1-/- fue menor que el de los
controles en todos los tiempos de crecimiento testados. Si bien el contenido de
triglicéridos (TG) y acidos grasos (FA) fue inferior en el higado de los ratones cm-Lrp1-
/-, no se hallaron diferencias en el contenido de lipido del corazén o del musculo
esquelético entre los grupos. También se observd que en comparacion con los ratones
controles, los ratones cm-Lrp1-/- tenian menor intolerancia a la glucosa y menor area
bajo la curva (AUC) en el test de tolerancia a la glucosa. El indice de glucosa, insulina y
resistencia a la insulina (IR) (HOMA-IR) también se redujo en cm-Lrp1-/- en
comparaciéon con los ratones controles. Los experimentos realizados en el Sistema de
Monitorizacién de Animales de Laboratorio (CLAMS) evidenciaron que los ratones cm-
Lrp1-/- tenian un mayor consumo de Oz y un mayor gasto energético que los ratones

controles durante las fases de luz y oscuridad.

Los cardiomiocitos con deficiencia de LRP1 muestran una mayor actividad de la enzima

corina, que favorece una mayor liberacion cardiaca del péptido natriurético ANP (del

inglés atrial natriuretic peptide) al torrente sanguineo. Para identificar las proteinas




cardiacas potencialmente involucradas en el fenotipo metabdlico favorable de los
ratones cm-Lrp1-/-, realizamos un analisis protedmico diferencial entre los corazones
procedentes del grupo deficiente respecto al grupo control. La disminucién en los
niveles de ANP del corazén de los ratones cm-Lrp1-/- se validd por Western blot,
sugiriendo una mayor liberacién de ANP al torrente sanguineo. Los estudios de
inmunoprecipitacion evidenciaron que en el corazén, corina (enzima responsable del
procesado y liberacion de ANP) forma complejos con inhibidores de proteasas, tales
como las serpinas. El nimero de complejos corina/serpina fue superior en el corazén
de los ratones cm-Lrp1-/-. La unidn de serpina a corina crea impedimentos estéricos a
la unién de inhibidores efectivos y ello permite prolongados tiempos de activacién de
corina. Este mecanismo conlleva que los niveles circulantes de ANP sean superiores en

los ratones cm-Lrp1-/-.

La activacion de la senalizacion de ANP-NPRA esta vinculada a la activacion de AMPK y

al aumento de la oxidacidon de FA en el higado de los ratones cm-Lrp1-/-. Se analizaron

los niveles de mediadores cruciales para la senalizacion del receptor de ANP, el NPRA
(del inglés natriuretic peptide receptor A), tales como cGMP (del inglés cyclic
Guanosine MonoPhosphate) y VASP (del inglés VAsodilator-Stimulated Phosphoprotein)
en tejidos periféricos, incluidos el higado, el musculo esquelético y el corazén. Se
observaron niveles aumentados de cGMP y pVASP en el higado y el musculo
esquelético de ratones cm-Lrp1-/- respecto a controles. Este incremento en los
mediadores de sefalizacién del NPRA se anulé cuando los ratones cm-Lrp1-/- fueron
tratados con un inhibidor de la sefalizacion del NPRA, el A71915. La senalizacién
incrementada de cGMP/pVASP se asocid a un aumento de la fosforilacion de AMPK (del
inglés AMP-induced Kinase) en el higado, pero no en el musculo esquelético. La
activacion hepatica de AMPK se confirmd por el aumento de la fosforilacién de ACC (del
inglés Acetil-CoA Carboxilase), |la enzima downstream de la via que es fosforilada por
pAMPK. Para explorar el impacto potencial de la activacién de pAMPK en la oxidacion
de acidos grasos, se estudiaron los niveles de la enzima CPT1 (del inglés Carnitine
PalmitoylTransferase I), una enzima mitocondrial clave para la oxidacién de acidos
grasos, y de los componentes principales del sistema de fosforilacion oxidativa
(OXPHQOS), responsable de la respiracién mitocondrial, ademas de los niveles de UCP3
(del inglés mitocondrial UnCoupling Protein), un indicador de la respuesta mitocondrial
a un mayor aporte de acidos grasos; todos ellos fueron analizados mediante la técnica

de Western blot. Se hallaron niveles aumentados de estos mediadores de la oxidacion



de los acidos grasos en el higado de los ratones cm-Lrp1-/-. El tratamiento de los
ratones cm-Lrp1-/- con el antagonista de NPRA inhibié el incremento estos
mediadores, indicando que esta via de oxidacidon es dependiente de la activacion del
receptor NPRA por el ANP.

La sefnalizacion activada del receptor NPRA estd asociada a un incremento en la

capacidad de captacién de acidos grasos en el higado. Los experimentos de

biodistribucién de acidos grasos (OFG, del inglés oral fat gavage) mostraron un
aumento en la absorcion de [3H]-TG y [3H]-FFA por el higado de los ratones cm-Lrp1-/-
gue se bloqued en el grupo de ratones tratados con el antagonista de NPRA, el A71915.
A diferencia del higado, se produjo una menor captacion de [3*H]-TG y [3H]-FFA por el
tejido adiposo blanco de los ratones cm-Lrp1-/-. El tratamiento con el inhibidor del
receptor NPRA iguald el peso y tamafio de los adipocitos de tejido adiposo blanco entre
ratones cm-Lrp1-/- y cm-Lrp1+/+. Los experimentos realizados en el Sistema de
Monitorizacién de Animales de Laboratorio (CLAMS) mostraron que el tratamiento de
ratones cm-Lrp1-/- con el antagonista A71915 inhibe el incremento de la oxidacion
lipidica observado durante el dia y el aumento de la oxidacion de glucosa observado
durante la noche. No hubo diferencias en el consumo de oxigeno y el gasto de energia
entre los ratones cm-Lrp1-/- y los ratones controles tratados con los antagonistas de
NPRA. Estos resultados evidenciaron claramente que la sefializacién del ANP subyace al
aumento de la capacidad del higado de los ratones cm-Lrp1-/- para captar y oxidar
acidos grasos y que, a través de este mecanismo, se puede controlar el metabolismo

general del organismo.

NUEVAS HERRAMIENTAS OMICAS DE DIAGNOSTICO EN ENFERMEDAD
CARDIOVASCULAR

El receptor LRP1 circulante (sLRP1) es un biomarcador de riesgo
cardiovascular. En colaboracién con el Grupo de Epidemiologia Cardiovascular y
Genética del IMIM (Dr. Marrugat y Dr. Elosua), nuestro grupo demostrd que los niveles
circulantes del receptor LRP1 (sLRP1) predicen futuros eventos cardiacos en la
poblacion REGICOR (Registro de Girona de Corazén). El aumento de una unidad en los
niveles circulantes del receptor sLRP1 se traduce en un aumento del 40% en el riesgo
cardiovascular. Los niveles circulantes del receptor sLRP1 se asocian con riesgo de

infarto agudo de miocardio de forma independiente de otros factores de riesgo
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cardiovascular. Esto se debe a que este biomarcador refleja mecanismos locales

dependientes de este receptor.

El receptor LRP1 circulante (sLRP1) es un biomarcador de extension de grasa
epicardica en poblacion general y en poblacion de diabéticos tipo 1. Los
estudios moleculares realizados con las muestras de plasma de los pacientes,
combinados con estudios de tomografia computarizada multideteccién en la Unidad de
Imagen Cardiaca del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (poblacién general), asi
como en pacientes tratados en la Unidad de Endocrinologia del mismo hospital
(diabéticos tipo 1), demostraron que el receptor sLRP1 refleja la extensién de la grasa

epicardica en distintas poblaciones de pacientes.

Los microRNA (miRNA) son nuevos biomarcadores de aterosclerosis subclinica
y extension de grasa epicardica. Los estudios moleculares realizados con muestras
del plasma de pacientes a los que se realizaron estudios de tomografia computarizada
multideteccién en la Unidad de Imagen Cardiaca del Hospital de la Santa Creu i Sant
Pau, nos permitio identificar nuevos biomarcadores dmicos en plasma que reflejan la

aterosclerosis subclinica y la extensién de grasa epicardica.

Los microRNA (miRNA) son nuevos biomarcadores de acumulacion
intramiocardica de lipidos. Los estudios moleculares realizados con muestras de
plasma de los pacientes a los que se realizé la determinacidn de lipidos
intramiocardicos y remodelado cardiaco mediante resonancia magnética en el contexto
del estudio internacional PIRAMID (Pioglitazone Influence on tRiglyceride Accumulation
in the Myocardium In Diabetes), nos permitié identificar nuevos biomarcadores
circulantes de acumulacién lipidica intramiocardica gracias a la colaboracion con el

grupo del Dr. Hildo Lamb (Leiden University Medical Center, Leiden, The Netherlands).
3. Relevancia y posibles implicaciones futuras

Gran parte de los resultados del presente proyecto han sido obtenidos a través de la
colaboracién entre nuestro grupo basico y grupos clinicos atraidos por el potencial
impacto clinico y traslacional de nuestra investigacidn. Cabe sefalar nuestra activa

colaboracién con el Dr. Bayes Genis, director del Instituto de Cardiologia y del
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Departamento de Cardiologia del Hospital Germans Trias i Pujol. También ha sido
altamente productiva nuestra estrecha colaboracién con la Unidad de Imagen Cardiaca
(Dr. Carreras, Dr. Leta y Dr. Vilades) y con la Unidad de Endocrinologia (Dr. Pérez y
Dr. Gil) del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Por ultimo, debemos destacar la
relevancia de los resultados obtenidos gracias a la colaboracion con el grupo de
Epidemiologia Cardiovascular del IMIM (Dr. Elosua y Dr. Marrugat) y con clinicos
especialistas en medicina nuclear (Dr. Castell) del Hospital Universitari Vall d'Hebron.
La activa participacién de los clinicos en este proyecto ha contribuido a la alta

traslacionalidad de los resultados obtenidos.

Los principales avances fruto de este proyecto son: 1) nuevas herramientas
terapéuticas (anticuerpos y péptidos) para modular especificamente la funcién
patoldgica de LRP1 sin alterar sus funciones esenciales, Utiles en arteriosclerosis y
probablemente en otras enfermedades en las que la acumulacién tisular de colesterol
es determinante en la progresion de la enfermedad; 2) nuevos modelos in vivo, tales
como un modelo murino de deficiencia especifica y condicional de LRP1 en
cardiomiocitos y un nuevo modelo de conejo con inmunizacién protectora frente a
arteriosclerosis; 3) evidencias in vivo de un nuevo eje corazén-higado controlado por
los niveles del receptor LRP1 en los cardiomiocitos que determina la sefializacion del
ANP en higado, favoreciendo una mayor captaciéon y oxidacion de los acidos grasos por
el higado; 4) nuevos biomarcadores de remodelado cardiaco, y 5) nuevos
biomarcadores édmicos y proteicos con valor predictivo de riesgo coronario en poblacion
general, y estrechamente asociados con aterosclerosis subclinica y extension de grasa

epicardica.

La alta productividad, calidad y traslacionalidad de las publicaciones obtenidas por la
investigacion desarrollada otorgan a este proyecto un papel clave en la evolucion de
nuestras lineas de investigacion hacia la clinica, ya que proporcionan nuevas
herramientas para intervenir en nuevos mecanismos cruciales subyacentes a la
aterosclerosis, las cardiopatias isquémicas, diabéticas y dilatadas, patologias de
prevalencia creciente en las sociedades occidentales. Cabe resefiar también que este
proyecto ha situado a nuestro grupo en una posicién favorable para generar nuevos

recursos econémicos, tanto de agencias publicas como privadas.
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Para seguir avanzando a partir de los resultados del proyecto 201521-10 de la
Fundacié La Maratdé de TV3, nos proponemos llevar a cabo los siguientes desarrollos
experimentales a corto-medio plazo: 1) purificar los anticuerpos anti-P3 y validar su
eficacia antiaterosclerética en modelos preclinicos (PCSK9 mini-pigs) de
arteriosclerosis; 2) utilizar los anticuerpos purificados como nueva herramienta para la
deteccidn de los péptidos terapéuticos en nuevos estudios de biodistribucién y eficacia
de los péptidos, previstos en modelos preclinicos; 3) comparar la eficacia de los
anticuerpos y péptidos desarrollados en el actual proyecto con los farmacos
hipolipemiantes normalmente utilizados en la practica clinica, asi como determinar si
nuestras nuevas herramientas terapéuticas funcionan de forma complementaria a las
habituales. Per progresar en el estudio de los biomarcadores de matriz extracelular
realizado en colaboracion con el grupo de la Dra. Samouillan (Tolouse University), se
ha previsto validar los nuevos biomarcadores identificados en modelo porcino en
ventriculos humanos obtenidos de autopsias y corazones explantados. Nuestra
colaboracién con los servicios de Anatomia Patoldgica y de Cardiologia del Hospital de
la Santa Creu i Sant Pau permite que estas muestras estén ya disponibles para analizar
el potencial de estos nuevos biomarcadores en muestras humanas. En colaboraciéon con
el Dr. Laurent Duca analizaremos el papel de la degradacion de la elastina y, en
particular, de los péptidos derivados de la elastina, en la generacion de células
espumosas en modelos in vitro e in vivo. Para validar los nuevos biomarcadores dmicos
y protedmicos identificados, hemos establecido nuevas colaboraciones con clinicos con
disponibilidad de muestras de pacientes muy bien caracterizados desde el punto de
vista cardiovascular y metabdlico. Ya hemos iniciado colaboraciones con el Dr.
Gonzalez Juanatey (Servicio de Cardiologia del Complejo Hospitalario Universitario de
Santiago), con el Dr. Masana (Facultat de Medicina i Ciéncies de la Salut de Reus) y
con el Dr. Guerra (Departamento de Cardiologia del Hospital de la Santa Creu i Sant
Pau).
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