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 I. INTRODUCCIÓN 

1. LA ENFERMEDAD PULMONAR INTERSTICIAL ASOCIADA A 

ENFERMEDADES AUTOINMUNES (EA-EPI+) 

Las enfermedades autoinmunes (EA) comprenden un conjunto de condiciones 

patológicas que afectan al 3-5% de la población. Se caracterizan por un desequilibrio del 

sistema inmunitario que conlleva a una pérdida de la tolerancia, reconociendo lo propio 

como ajeno y conduciendo, en última instancia, a la destrucción de los tejidos 1. Todo 

ello provoca una serie de trastornos inflamatorios inmunomediados que afectan a 

distintos órganos, desarrollando enfermedades sistémicas tales como la artritis 

reumatoide (AR), la esclerosis sistémica (ES) y el síndrome antisintetasa (SAS).  

Estos trastornos se manifiestan con un daño estructural y funcional de los 

órganos afectados, disminuyendo la expectativa y calidad de vida de los pacientes que 

los padecen 1. Además, una de las complicaciones más severas a las que se enfrentan 

estos pacientes es su susceptibilidad a una afectación respiratoria 2. En este sentido, la 

enfermedad pulmonar intersticial (EPI) es la patología pulmonar más común en las EA, 

constituyendo una de las principales causas de muerte en estos pacientes 3–7. 

La EPI engloba a un grupo variado de trastornos del parénquima pulmonar que 

comparten características funcionales, clínicas, radiológicas y anatomopatológicas y son 

causados por la fibrosis e inflamación de las paredes de los alvéolos y el engrosamiento 

del intersticio que los rodea. Dicha patología suele evolucionar hacia la pérdida 

progresiva de las unidades funcionales alvéolo-capilares que da lugar a la  insuficiencia 

respiratoria 8,9. Así, la EPI se puede clasificar en idiopática, siendo la fibrosis pulmonar 

idiopática (FPI) la más frecuente y severa, o de causa conocida, como la asociada a una 

EA subyacente (EA-EPI+) 2,7–9.  

 

1.1. Patogénesis de la EA-EPI+   

La etiología de la EA-EPI+ permanece aún desconocida 7,10–14. Las teorías actuales 

sugieren que el desarrollo de una EA requiere una predisposición genética y la 

exposición a factores ambientales que activan las vías inmunes que conducen a la 

inflamación 1,12,15,16. Dicho proceso inflamatorio sistémico podría estar provocando la 
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entrada de células inflamatorias en el espacio intersticial y alveolar generando un daño 

endotelial y epitelial. Todo ello promueve el reclutamiento, la activación y la 

proliferación de fibroblastos y miofibroblastos pulmonares. Además, los fibroblastos 

residentes en los tejidos, las células epiteliales y las células endoteliales (CE) adquieren 

un fenotipo de miofibroblastos. Dichos miofibroblastos activados constituyen un 

impulsor de la fibrosis ya que sintetizan una gran cantidad de colágeno fibrilar y 

proteínas no estructurales en la matriz extracelular dando lugar a una remodelación 

descontrolada de la matriz e invadiendo el pulmón con células que promueven la 

fibrosis. Consecuentemente, se desarrolla la fibrosis pulmonar caracterizada por 

cicatrización del tejido pulmonar e  insuficiencia orgánica (Figura 1) 10,11,13–17. 

 

Figura 1. Representación esquemática del proceso de fibrosis pulmonar. (a) Tejido pulmonar sano 

con una arquitectura pulmonar normal que permite el intercambio gaseoso a través de la barrera alveolo-

capilar; (b) Tejido pulmonar fibrótico originado por el daño endotelial y epitelial. Se representan regiones 

fibróticas y focos fibroblásticos formados por fibroblastos y miofibroblastos que impiden el intercambio 

gaseoso alveolo-capilar (Adaptada de Trends Mol Med. 2016 Apr;22(4):303-316). 
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Generalmente la EPI se manifiesta con posterioridad al diagnóstico de las EA. Sin 

embargo, en ocasiones la EPI constituye la presentación inicial de las mismas 3–6,10,12,13,15,16. 

En este sentido, se ha propuesto que el daño pulmonar puede llegar a desencadenar una 

inflamación local induciendo la expresión de autoantígenos que conduce a la generación 

de autoanticuerpos en el pulmón y, en último lugar, al desarrollo de una EA subyacente 

10,11,13–17. 

 

1.2. Diagnóstico y pronóstico de la EA-EPI+ 

A pesar de los avances en el conocimiento de la EA-EPI+ en los últimos años, su 

diagnóstico continúa constituyendo un desafío en la práctica clínica 2–7,10,18,19.  

Por un lado, la detección precoz de la afectación pulmonar en las EA es 

fundamental para el inicio de una terapia adecuada, dado que el daño pulmonar puede 

llegar a ser irreversible en el momento de la aparición de los síntomas respiratorios 3,7. 

Entre las herramientas clínicas claves para su diagnóstico, destacan las pruebas 

funcionales respiratorias (PFR) y la tomografía computarizada de alta resolución 

(TCAR) de tórax 3,6,10. En cuanto a las PFR, los parámetros más utilizados son la 

capacidad vital forzada (CVF), el volumen espiratorio forzado en el primer segundo 

(VEF1) y la capacidad de difusión pulmonar del monóxido de carbono (DLCO). En 

relación con las imágenes obtenidas por TCAR, los pacientes con EA-EPI+ presentan 

predominantemente un patrón radiológico de neumonía intersticial no específica 

(NINE), aunque el patrón de neumonía intersticial usual (NIU) también es frecuente 3,6,10. 

Por otro lado, el diagnóstico de un trastorno autoinmune en el contexto de una 

EPI es igualmente importante, ya que afecta al manejo, tratamiento y pronóstico de la 

enfermedad. Para ello, es fundamental identificar los autoanticuerpos específicos de 

cada EA, entre los que se incluyen el factor reumatoide (FR), los anticuerpos antipéptidos 

cíclicos citrulinados (ACPA) y los anticuerpos antinucleares (ANA) 2,4,8. 

Actualmente, el diagnóstico de una EA-EPI+ precisa de un abordaje 

multidisciplinar en el que participan neumólogos, reumatólogos, radiólogos, patólogos 
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e inmunólogos, dada la dificultad de diferenciar la EA-EPI+ de la FPI, principalmente 2–

7,10,18,19. 

El pronóstico de los pacientes con EA-EPI+ está generalmente asociado con el 

patrón radiológico que presentan, siendo el patrón NIU el de peor pronóstico 4,6,7. Este 

patrón es el más frecuente en los pacientes con FPI 4–6,20. Sin embargo, se ha descrito que 

el patrón NIU asociado a una EA tiene un mejor pronóstico que en el contexto de una 

FPI 6.  

En base a lo anteriormente mencionado, resulta fundamental indagar en los 

mecanismos fisiopatológicos de la EA-EPI+.  

 

1.3. La enfermedad pulmonar intersticial asociada a la artritis reumatoide (AR-

EPI+) 

La AR es una EA de causa desconocida y de evolución crónica con una 

prevalencia de entre el 0,5-1% 5,11,21,22. Esta patología afecta fundamentalmente a las 

articulaciones provocando una sinovitis persistente, una inflamación sistémica y la 

generación de autoanticuerpos como el FR y ACPA que conducen finalmente a la 

destrucción progresiva del cartílago y el hueso 15,17,21,23. Esta enfermedad se ha asociado 

con aterosclerosis acelerada generalizada precedida por disfunción endotelial y rigidez 

arterial. Una de las mayores complicaciones de la AR son las manifestaciones 

extraarticulares que están presentes en casi el 50% de los pacientes 3,10,17,22.  

Las complicaciones pulmonares constituyen una de las manifestaciones más 

frecuentes desarrollándose en el 10-20% de los pacientes 3,5,6,10,11,15,21,24,25. Es tal la 

importancia de las mismas, que hay una clara evidencia de un impacto devastador de 

las complicaciones pulmonares en la supervivencia de los pacientes con AR siendo 

responsables del 18% de la mortalidad en estos pacientes y constituyendo, por lo tanto, 

una de las principales causas de muerte 5,15,21,24. La mayoría de las enfermedades 

pulmonares asociadas a la AR ocurren en los 5 primeros años desde el comienzo de la 

enfermedad, apareciendo en el 10-20% de los casos al inicio de la AR y en el 14% en 

menos de 2 años de evolución de la enfermedad 17,21. De hecho, en algunos casos se ha 



 

6 

 

 I. INTRODUCCIÓN 

visto que la enfermedad pulmonar puede preceder al desarrollo de la AR 3,6,11,15,20,22. Los 

síntomas respiratorios en la AR pueden deberse a una variedad de condiciones que 

afectan al parénquima, la pleura, las vías respiratorias o la vasculatura. No obstante, la 

EPI es la manifestación pulmonar predominante en estos pacientes impactando 

significativamente tanto en su calidad de vida como en su pronóstico general 

5,10,11,15,17,21,22,25–27.  Su desarrollo provoca que la supervivencia media de los pacientes con 

AR-EPI+ sea inferior al 40% a los 5 años, estando significativamente reducida en relación 

con aquellos pacientes con AR sin afectación pulmonar 5,11,15,17,19,21,22,25,27,28. 

Ciertos factores pueden contribuir al riesgo a desarrollar AR-EPI+, destacando la 

edad avanzada, el sexo masculino, el hábito tabáquico, la enfermedad articular grave y 

erosiva, títulos altos de FR y ACPA,  disminución de DLCO y presencia de otras 

manifestaciones clínicas 10,11,15,17,19,21,22,24–27. 

En relación a los patrones radiológicos, el 40-62% de los pacientes con AR-EPI+ 

presentan un patrón NIU, mientras que el patrón NINE se observa en el 11-32% de los 

casos 3,6,10,15,17,19–22,26–29. 

El tratamiento de los pacientes con AR-EPI+ con agentes antiinflamatorios y/o 

inmunosupresores, independientemente del patrón de fibrosis que presenten, continúa 

siendo la terapia de primera línea 3,11,15,17,21,30–32. Los corticoides, los inmunosupresores 

convencionales (azatioprina y el micofenolato de mofetilo), así como terapias biológicas 

como rituximab o abatacept son las opciones terapéuticas más frecuentemente utilizadas 

en estos pacientes 3,11,15,30,33.  

En general, la AR-EPI+ continua siendo un reto para los clínicos debido a su 

heterogeneidad y el curso variable de la enfermedad 15. Esto hace evidente la importancia 

de tener herramientas adicionales para poder identificar a estos pacientes con mayor 

precisión.  
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1.4. La enfermedad pulmonar intersticial asociada a la esclerosis sistémica (ES-

EPI+) 

La ES es una enfermedad del tejido conectivo, crónica y progresiva, definida 

clínicamente por una afectación de la piel. Se caracteriza por un desequilibrio 

inmunológico, la aparición de fibrosis y el desarrollo de alteraciones vasculares 10,12–

14,16,21,34–39. Se puede clasificar según el grado de afectación de la piel en ES cutánea 

limitada y ES cutánea difusa. Esta última se caracteriza por una fibrosis rápida de la piel 

y otros órganos internos  3,5,12,13,37,38. En este sentido, el pulmón constituye el órgano más 

comúnmente afectado en la ES, especialmente en la forma difusa, pudiendo estar 

comprometidas todas las partes del tracto respiratorio, incluyendo el parénquima, la 

vasculatura y la musculatura. Así, la EPI aparece en el 85% de los casos de ES y 

constituye la principal causa de mortalidad en estos pacientes 5,6,12–14,16,19,21,34,35,37–39. 

El riesgo de desarrollar EPI en los pacientes con ES se ha asociado a una serie de 

factores entre los que se incluyen el sexo masculino, la edad  avanzada, la etnia 

afroamericana, la menor duración de la enfermedad, la presencia de anticuerpos anti-

topoisomerasa I (ATA) (anti-Scl-70) y/o ausencia de anticuerpos anticentrómero (AAC) 

y una reducción significativa de la CVF y DLCO 12,13,16,19,38,39.  

El desarrollo o la progresión de la EPI puede ocurrir en cualquier momento del 

curso de la ES, aunque se ha visto que el riesgo de desarrollar EPI es mayor en los 

estadios tempranos, durante los 3-4 primeros años, pudiendo llegar a ser la primera 

manifestación clínica de la enfermedad 12,13,38,39. Además, los pacientes pueden llegar a 

ser asintomáticos. Sin embargo, el pronóstico de los pacientes con ES-EPI+ puede ser 

grave y se estima que aproximadamente el 15% de ellos experimentarán una EPI 

rápidamente progresiva 37. Por ello, los pacientes con ES deben recibir una evaluación 

clínica completa con el fin de garantizar la identificación temprana de una EPI 38.  

En cuanto a los patrones radiológicos, NINE es el más común en la ES-EPI+ 

apareciendo en el 76% de los pacientes, mientras que el patrón NIU se encuentra en el 

11% de los casos 3,6,12,13,16,19–21,35,38,39.  
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Actualmente, el tratamiento de la ES-EPI+ se centra en terapias inmunosupresoras 

12,14,31,35,38,39. Asimismo, los corticoides representan uno de los fármacos de primera línea 

utilizados en la terapia de la ES-EPI+ 3,12,31. Además, recientemente, se ha aprobado la 

utilización del antifibrótico Nintedanib 14,34,39,40. En último término, los pacientes con ES-

EPI+ que no han respondido al tratamiento deben ser considerados como candidatos 

para un trasplante de pulmón 12,34,35,38,39.  

En resumen, existe la necesidad de una detección temprana y sistemática de los 

pacientes con ES-EPI+ para identificar a aquéllos con alto riesgo de progresión de la 

enfermedad.  

 

1.5. La enfermedad pulmonar intersticial asociada a otras enfermedades 

autoinmunes (otras EA-EPI+) 

Además de la AR y la ES, la EPI se puede presentar en pacientes con otras EA, 

como el SAS y la neumonía intersticial con rasgos autoinmunes (IPAF), entre otras 2–5,10. 

En particular, la EPI se presenta hasta en el 90% de los pacientes con SAS 7,41. Los 

pacientes con IPAF presentan características clínicas, serológicas y/o radiológicas 

sugestivas de EA, pero éstas no cumplen los criterios de diagnóstico establecidos para 

cada EA 2–6,8,10.  
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2. EL ENDOTELIO EN LA PATOGÉNESIS DE LA EA-EPI+ 

El endotelio, principal encargado de la homeostasis vascular, es un órgano 

dinámico, heterogéneo y diseminado, que tiene funciones secretoras, sintéticas, 

metabólicas e inmunológicas, y cuya alteración es determinante en el curso de algunas 

enfermedades. Se trata de un órgano altamente adaptativo en respuesta a las distintas 

alteraciones que puedan ocurrir a nivel extracelular 42–45. La disfunción o activación 

endotelial normalmente comienza como la respuesta fisiológica a un estímulo que 

finalmente se vuelve excesiva o descontrolada por un defecto en la regulación. Así, el 

endotelio es incapaz de realizar sus funciones fisiológicas, y da lugar a un daño 

endotelial vascular. Este estado se caracteriza por el desequilibrio en la 

biodisponibilidad de sustancias activas de origen endotelial, lo cual  predispone a la 

inflamación, la vasoconstricción y al incremento de la permeabilidad vascular y 

promueve el desarrollo de aterosclerosis, agregación plaquetaria y trombosis 42–45.  

Las enfermedades inflamatorias autoinmunes, tales como la AR y la ES, se han 

asociado con un daño endotelial vascular subyacente, a menudo en etapas tempranas 

del curso de la enfermedad 46–57. Los factores de riesgo cardiovascular tradicionales, así 

como la inflamación sistémica, a través de la acción de quimioquinas y  moléculas de 

adhesión celular (CAMs), entre otros, activan directa e indirectamente las CE, 

contribuyendo a una disfunción endotelial acelerada 54,55.  

Además, el endotelio juega un papel central en la regulación vascular pulmonar 

por lo que los procesos de reparación vascular contribuyen al desarrollo de la disfunción 

endotelial y al subsecuente inicio y progresión de la EPI 58. De hecho, la activación del 

endotelio pulmonar se ha descrito como uno de los requisitos para la generación de 

lesiones pulmonares 59.  En este sentido, se debe tener en cuenta que, a diferencia de otros 

órganos en los que el endotelio representa la principal barrera, el pulmón tiene una doble 

barrera epitelial-endotelial. Bajo condiciones patológicas, la pérdida de la integridad en 

la barrera endotelial es un requisito previo para el desarrollo del edema intersticial, y 

éste es una consecuencia de la pérdida de la integridad del epitelio 60. 
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Por lo tanto, el mayor conocimiento de los mecanismos implicados en la 

disfunción endotelial en los pacientes con EA-EPI+ puede ayudar a dilucidar la 

fisiopatología de la enfermedad.  
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3. CÉLULAS Y MOLÉCULAS IMPLICADAS EN LA DISFUNCIÓN ENDOTELIAL  

El endotelio vascular es un órgano que juega un papel activo y crítico en una 

multitud de procesos fisiológicos debido a su capacidad para detectar y responder a 

estímulos mecánicos y bioquímicos. Dichos procesos incluyen formación, reparación y 

remodelación de los vasos sanguíneos (angiogénesis y vasculogénesis), control del 

tráfico celular mediante sus propiedades de barrera y adhesión, y regulación del tono 

vascular (Figura 2) 42–45,55,61. La alteración de estos procesos conduce a la disfunción 

endotelial y representa un paso clave en el inicio de las enfermedades inflamatorias 

sistémicas. Sin embargo, aunque existe un gran interés en la identificación de 

biomarcadores de la disfunción del endotelio, la importancia clínica de la mayoría de 

ellos sigue sin estar clara 50,51,55–57,62–66. Además, no existe un único marcador de activación 

endotelial, por lo que resulta interesante evaluar el endotelio en todas sus facetas para 

identificar marcadores celulares y moleculares que aporten un mayor conocimiento de 

la patogénesis de la EA-EPI+. 

 

 

Figura 2. Procesos fisiológicos en los que el endotelio juega un papel crítico en los que se detallan 

las células y moléculas estudiadas.  
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3.1. Células y moléculas encargadas de la formación, reparación y remodelación 

del endotelio 

La formación, reparación y remodelación endotelial son fenómenos biológicos de 

suma importancia en el control de la salud y las enfermedades. Un desequilibrio entre 

la expresión de las CE circulantes y los mecanismos encargados de la reparación 

endotelial contribuye a la etiología de la disfunción endotelial y a la patogénesis y 

progresión de varias patologías 42,45,67.  

 

3.1.1. Células progenitoras endoteliales (EPC) 

Existe una población de CE descritas por Asahara y cols. denominadas células 

progenitoras endoteliales (EPC) que se encargan del mantenimiento vascular 68. Estas 

células poseen un gran potencial de crecimiento y son capaces de formar colonias  68. Las 

EPC proceden principalmente de la médula ósea. Se han señalado diferentes precursores 

de las EPC entre los que se incluyen  los hemangioblastos, los precursores no 

hematopoyéticos, las células monocíticas o las células tronco-residentes de los tejidos 69–

71. Estas células participan en la vasculogénesis durante el desarrollo embrionario y son 

requeridas en la angiogénesis después del nacimiento, estando presentes también en la 

vida adulta. Residen en el endotelio vascular y pueden aparecer, de forma esporádica, 

en la circulación sanguínea representando cerca del 0,01%-0,0001% de la fracción 

mononuclear en la sangre periférica 72–74. En condiciones fisiológicas, las EPC se 

encuentran en el microambiente de la médula ósea. En cambio, en condiciones 

patológicas, una fuente quimiotáctica de factores proangiogénicos procedente de focos 

de daño endotelial atrae a las EPC, las cuales se reclutan de la médula ósea y circulan 

por el flujo sanguíneo para migrar a través del endotelio hacia las zonas dañadas. Una 

vez allí, proliferan y se diferencian en CE maduras con el fin de reparar el daño vascular 

69,73,75,76. No obstante, las EPC pueden desempeñar su papel de forma directa, mediante 

su integración en la pared en crecimiento de los vasos sanguíneos preexistentes o de 

forma paracrina, a través de la liberación de factores angiogénicos. Por ello, las EPC se 

caracterizan por desempeñar una importante función en la reparación vascular y en la 

formación de nuevos vasos 73,76,77. 
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Las EPC son un grupo heterogéneo de células que se diferencian entre ellas según 

el momento en el que aparecen en cultivo encontrándose dos tipos: las EPC tempranas 

y las EPC tardías. Todos los tipos de EPC contribuyen a la promoción y regulación de la 

angiogénesis pero las EPC tardías, llamadas células endoteliales formadoras de colonias 

(ECFC), muestran todas las características de un progenitor endotelial, reflejando una 

morfología endotelial y expresando marcadores endoteliales, además de ser altamente 

proliferativas y manifestar capacidad de autogeneración y formación de vasos 70,72–75,77–86.  

La mayor parte de los estudios identifican las EPC mediante la técnica de 

citometría de flujo debido a que se caracterizan por coexpresar en su superficie 

marcadores que reflejan características de células madre (CD34), inmadurez (CD133) y 

compromiso endotelial (CD309 o receptor del factor de crecimiento endotelial vascular 

(VEGFR)-2). En este sentido, se ha sugerido que la expresión de algunas de estas 

moléculas puede ser compartida con otras células como las hematopoyéticas. Para una 

mejor caracterización de las EPC, algunos autores han descrito que muestran una 

expresión muy baja del marcador panleucocitario CD45 característico de las células 

hematopoyéticas, debiendo incluirse entre los antígenos de superficie que identifican a 

las EPC 68,87–94. No obstante, los marcadores empleados para caracterizar estas células 

constituyen un tema de controversia y probablemente son la principal causa de las 

discrepancias existentes entre los diferentes estudios ya que existe una falta de una 

definición clara y de protocolos comunes para su identificación.  

Así, las EPC han sido de gran interés durante las últimas décadas dada su 

relevante aplicación clínica, diagnóstica y terapéutica. Las variaciones en su número y 

función se han asociado con diferentes condiciones patológicas tales como  

enfermedades cardiovasculares, respiratorias, inflamatorias y autoinmunes, entre otras 

46,71,75,85,95–115. Todo ello ha llevado a que las EPC sean consideradas como marcadores de 

daño vascular. En particular, las EPC se han visto implicadas en numerosas EA tales 

como la AR y la ES, así como en diversas complicaciones pulmonares 96,107,110,115–134. Sin 

embargo, existe una gran controversia sobre el comportamiento de estas células ya que 

el incremento de las EPC se ha asociado con el desarrollo de AR, ES o FPI mientras que 

otros autores han encontrado una disminución o ninguna alteración de las EPC en estas 
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patologías 96,107,116–127,129–134. Además, se desconoce el papel que juegan las EPC en la 

patogénesis de la EA-EPI+. 

 

3.1.2.  Células T angiogénicas (TAng) 

En 2007, Hur y cols. describieron una nueva subpoblación de linfocitos T, 

denominadas células T angiogénicas (TAng), con capacidad de promover la 

proliferación y reparación endotelial 135. Estas células se han encontrado en el centro de 

las colonias de las EPC, por lo que parecen colaborar con ellas en sus funciones de 

reparación vascular (Figura 3) 135,136. Las TAng exhiben una gran cantidad de 

propiedades angiogénicas y tienen la capacidad de promover la formación de nuevos 

vasos mediante una acción paracrina indirecta67,135,137,138. Se ha descrito que las TAng se 

caracterizan por presentar en su membrana principalmente los marcadores CD3 (un 

componente asociado al receptor de las células T) y CD31 (un marcador del linaje 

endotelial 138), así como el marcador CD184 (receptor para el factor derivado de células 

estromales), pudiéndolas identificar mediante citometría de flujo 136,137,139,140.  

Las TAng se han relacionado con el daño endotelial característico de diferentes 

condiciones patológicas, encontrándose alteradas en enfermedades cardiovasculares, 

EA tales como el lupus eritematoso sistémico (LES) y el síndrome de Sjögren, así como 

la diabetes mellitus tipo II 67,118,136,140–146. Sin embargo, a pesar de que las TAng se han 

estudiado en la AR  y la ES 36,143,147–149, hasta el momento no hay constancia de que se haya 

evaluado su papel en el desarrollo de EPI en las EA.   
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Figura 3. Cooperación entre las EPC y las TAng en los procesos de reparación endotelial en 

respuesta al daño endotelial vascular. Las EPC son reclutadas de la médula ósea y migran a los focos 

de daño donde se diferencian en CE participando en la angiogénesis y vasculogénesis. Las TAng promueven 

la formación de vasos mediante la liberación de factores proangiogénicos. 

 

3.1.3.  Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) 

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF o VEGF-A) es el estimulador 

más importante y potente de la angiogénesis 60,150,151. Está codificado por el gen VEGFA 

localizado en el cromosoma 6p21.3, altamente polimórfico y en el cual se han descrito 

hasta más de 30 polimorfismos de un único nucleótido (SNPs) que explican la 

variabilidad de dicho gen 60,150,151. 

VEGF se expresa principalmente en los pulmones, los riñones y el bazo 60. En 

concreto, se ha visto que el epitelio alveolar es la fuente principal de VEGF, aunque las 

CE, las células del músculo liso, los macrófagos y los fibroblastos también producen 

VEGF 96,151.   

Si bien el principal desencadenante de la inducción de VEGF es la hipoxia, se 

conocen otros estímulos que los inducen como son las especies reactivas de oxígeno (O2), 
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la inhibición del óxido nítrico (NO), los factores de crecimiento y varias citoquinas 

inflamatorias 60,96,150,152,153. 

VEGF ejerce un papel crucial sobre las CE, ya que desempeña numerosas 

funciones, entre ellas destacan: promover la proliferación y migración de las CE; inducir 

la tubulogénesis; aumentar la permeabilidad vascular y promover la supervivencia de 

las CE mediante la inhibición de la apoptosis. En la angiogénesis patológica, VEGF 

promueve la movilización de células inflamatorias (macrófagos y granulocitos, entre 

otros) al sitio de la lesión, manteniendo el proceso inflamatorio local e induciendo la 

síntesis de factores proangiogénicos 60,150. 

El impacto de VEGF en diversas patologías se ha evaluado a distintos niveles 

moleculares. En este sentido, numerosos estudios avalan que determinados SNPs 

influyen en la susceptibilidad a distintas EA, tales como la AR, y a enfermedades 

pulmonares, principalmente la enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC) y la 

hipertensión arterial pulmonar (HAP) 154–161.  A nivel proteico, VEGF contribuye a la 

fibrogénesis, y se ha propuesto como un posible marcador pronóstico en los pacientes 

con neumonías intersticiales idiopáticas 96,151,162–165. Por otro lado, se ha evidenciado una 

relación entre VEGF y múltiples EA tales como la ES y la AR 57,62,64,66,96,155,166–175. Los 

hallazgos de VEGF en el desarrollo de EPI en las EA son escasos ya que, en su mayoría, 

se centran en el estudio de la HAP en la ES, el LES, la enfermedad mixta del tejido 

conjuntivo o la poliangeítis microscópica 176–179.  

Por ello, dado que la información que disponemos hoy en día de VEGF en la EA-

EPI+ es limitada, y teniendo en cuenta su importante implicación en los procesos típicos 

de la patogénesis de la EA-EPI+, es crucial una mayor investigación en este campo.  

 

3.2. Moléculas de adhesión celular y quimioquinas implicadas en las propiedades 

de barrera y adhesión del endotelio  

En una situación inflamatoria el endotelio responde reclutando leucocitos a los 

sitios inflamados a través de la secreción de citoquinas proinflamatorias. El tráfico de los 

leucocitos hacia los tejidos está regulado por la combinación de las CAMs en el endotelio 
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y las quimioquinas en el microambiente. Los estímulos del microambiente regulan la 

exposición de dichas moléculas mediando las interacciones CE-CE, CE-matriz, 

monocitos-CE, plaquetas-CE y leucocitos-CE 44,45,180–182. 

Las etapas de la migración de los leucocitos en respuesta a citoquinas 

proinflamatorias implican (Figura 4):  

1) Contacto y rodamiento: se inicia por una interacción débil intermitente de los 

leucocitos con el endotelio mediada por las selectinas, entre ellas la Selectina-E 44,55,182–185.  

2) Adhesión: se produce un rápido aumento de la afinidad de las integrinas de 

los leucocitos por las CAMs de las CE que incluyen la molécula de adhesión intercelular-

1 (ICAM-1) y la molécula de adhesión celular vascular-1 (VCAM-1), desencadenando 

una adhesión firme leucocito-endotelio. Además, las CAMs se desprenden del endotelio 

vascular y llevan a cabo sus funciones en forma soluble en la circulación 44,55,182–185. 

3) Transmigración endotelial: la unión de las integrinas de alta afinidad por los 

leucocitos activa señales dentro de las CE que permiten el paso de los mismos a través 

del endotelio. La extravasación de los leucocitos a través del endotelio está estimulada 

por un gradiente quimiotáctico de citoquinas destacando la proteína quimioatrayente de 

monocitos-1 (MCP-1) 44,55,182–185. 

 

Figura 4. Representación de las etapas que implican la migración de los leucocitos a los tejidos 

dañados en respuesta a citoquinas proinflamatorias.  
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3.2.1. Moléculas de adhesión celular (CAMs) 

Las CAMs juegan un papel importante en los procesos de embriogénesis, 

crecimiento y diferenciación celular, e inflamación, siendo reguladoras principales de la 

función celular, la integridad tisular y la homeostasis. Estas moléculas han sido 

clasificadas, basándose en su estructura, en tres grupos principales: la superfamilia de 

las inmunoglobulinas (Ig), las selectinas y las integrinas 180,186–188. 

 

• Selectina-E 

La Selectina-E, también denominada molécula de adhesión de leucocitos 

endoteliales, está codificada por el gen SELE localizado en el cromosoma 1q22q25 189. 

Esta proteína se ha descrito como la selectina más específica para la activación endotelial 

y se expresa en las CE. Sin embargo, dicha expresión no es constitutiva, sino que está 

estimulada por moléculas proinflamatorias tales como el factor de necrosis tumoral 

(TNF)-α, interleuquina (IL)-1 y el lipopolisacárido bacteriano. Una vez estimulada, la 

Selectina-E reconoce motivos específicos de carbohidratos encontrados en las estructuras 

de las glicoproteínas y glicolípidos de la superficie de las CE y células tumorales. La 

interacción de esta molécula con sus ligandos media la unión inicial de los leucocitos en 

circulación a la pared del vaso a través de una adhesión reversible que permite que las 

células se desplacen en la dirección del flujo sanguíneo 44,180,184–186,190–193. 

La Selectina-E no solo se encuentra unida a la membrana, sino que debido a una 

escisión enzimática, puede presentarse soluble en circulación, siendo proporcional la 

concentración de ambas formas. La liberación a la circulación de la Selectina-E soluble 

es exclusiva del endotelio ya activado 190,192. 

Todo ello nos indica que la Selectina-E está estrechamente asociada con la 

inflamación, de manera que se han encontrado niveles elevados de esta molécula en 

pacientes con enfermedades inflamatorias crónicas tales como la AR y la ES 53,54,190,194–206. 

Asimismo, se ha reportado que la Selectina-E se asocia con la aparición de 

complicaciones pulmonares en la ES y en enfermedades respiratorias tales como la EPI, 

focalizándose los estudios principalmente en la FPI 183,184,200,207–212. 
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No obstante, aún queda mucho por investigar sobre el papel de la Selectina-E en 

la EA-EPI+. 

 

• Molécula de adhesión intercelular-1 (ICAM-1) 

ICAM-1 es una glicoproteína que pertenece a la superfamilia de las Ig y está 

codificada por el gen ICAM1 localizado en el cromosoma 19p13.2p13.3 188. ICAM-1 unida 

a la membrana se puede liberar a través de su escisión proteolítica por las 

metaloproteinasas de la matriz dando lugar a su forma soluble 187,188,195,213. 

Esta molécula se expresa a un nivel basal bajo en las CE, las células inmunitarias 

y las células epiteliales. Sin embargo, dicha expresión aumenta en respuesta a la 

estimulación inflamatoria. Una vez estimulada, ICAM-1 regula el tráfico de leucocitos 

mediando la adhesión firme de estas células a las CE de la pared del vaso, guiando su 

trasvase a través de la capa endotelial 187. 

Por lo tanto, ICAM-1 se ha convertido en un regulador principal de muchas 

funciones tisulares esenciales en condiciones patológicas, siendo de interés clínico y 

terapéutico. Los estudios previos indican que los niveles de ICAM-1 aumentan con la 

inflamación en una variedad de mecanismos inflamatorios e inmunomediados 

demostrando que promueve respuestas tanto proinflamatorias como antiinflamatorias 

53–55,187,188. Esto apoya su implicación en las EA como la AR o la ES 53–55,180,186,195,198,214–217. 

Además, se ha descrito que ICAM-1 juega un papel importante en otras complicaciones, 

encontrando altos niveles de ICAM-1 en el suero de pacientes con patologías 

respiratorias como la EPOC y el asma 218,219. Aunque algunos trabajos se han centrado en 

el estudio de ICAM-1 en la EPI o en el desarrollo de complicaciones pulmonares en la 

ES 195,207,209,211,216,217,220–224, aún no se ha establecido un papel claro de esta molécula en la 

EA-EPI+.  
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• Molécula de adhesión celular vascular-1 (VCAM-1) 

VCAM-1 es otra glicoproteína de la superfamilia de las Ig, codificada por el gen 

VCAM1 que está localizado en el cromosoma 1p21.2. Esta proteína se puede encontrar 

en forma unida a la membrana o soluble en circulación 225.  

VCAM-1 fue inicialmente identificada como una glicoproteína de la superficie de 

las CE. Sin embargo, la exposición a altos niveles de inflamación conduce a una 

expresión de VCAM-1 en la superficie de otras células, incluidos los macrófagos tisulares 

y las células dendríticas. La expresión de VCAM-1 está inducida por citoquinas 

proinflamatorias, altos niveles de especies reactivas de O2, la lipoproteína de baja 

densidad (LDL) oxidada, el 25-hidroxicolesterol, los altos niveles de glucosa o los 

agonistas del receptor tipo Toll, entre otros. Tras su estimulación, la función principal de 

VCAM-1 consiste en regular la adhesión de los leucocitos al endotelio y su migración 

transendotelial 181,182,209.  

Por lo tanto, VCAM-1 es un receptor clave en muchos procesos inflamatorios 53–

55,181,182,198,218,225. En este contexto, esta molécula se ha asociado estrechamente con la 

patogénesis de la AR, observándose en la mayoría de los casos niveles más altos en estos 

pacientes que en los individuos sanos 53–55,181,201,202,226–229. De igual manera, los pacientes 

con ES presentan niveles más altos de VCAM-1, así como los pacientes con LES u otras 

enfermedades inflamatorias inmunomediadas 53,181,182,196,204,217,228. Es tal la importancia de 

esta glicoproteína, que estudios in vivo han demostrado que el bloqueo de VCAM-1 

posee un efecto beneficioso al inhibir el reclutamiento de células inmunitarias en 

patologías tales como la AR, el asma, la dermatitis atópica, la enfermedad inflamatoria 

intestinal o la esclerosis múltiple 182. A su vez, esta proteína se ha considerado importante 

en la patofisiología de ciertas enfermedades respiratorias como la EPI 209,230,231. 

Los estudios sobre VCAM-1 se han dirigido principalmente a elucidar su 

implicación en complicaciones pulmonares, fundamentalmente en el desarrollo de HAP 

en pacientes con ES 196,211,217,222. Sin embargo, pocos trabajos se han centrado en la EA-EPI+, 

por lo que es de especial relevancia indagar el papel de VCAM-1 en su fisiopatología.  
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3.2.2.  Proteína quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1) 

MCP-1 es una quimioquina clave en la regulación de la migración y la infiltración 

de los monocitos y está codificada por el gen CCL2 localizado en el cromosoma 17q11.2-

q21.1 214,232–235.  

MCP-1 está producida por muchos tipos de células incluyendo las CE, los 

monocitos, los fibroblastos y los linfocitos B y T, siendo los monocitos y macrófagos su 

principal fuente. Esta proteína se expresa como resultado de la exposición de las células 

a citoquinas proinflamatorias tales como IL-1, IL-4, TNF-α o interferón (IFN)-γ, factores 

de crecimiento como VEGF, especies reactivas de O2, LDL oxidada y complejos inmunes. 

En cambio, otros factores como el factor de crecimiento transformante β y el ácido 

retinoico reprimen su expresión 214,232–235. 

La activación específica de MCP-1 por la unión a su receptor en los leucocitos da 

como resultado un aumento de la afinidad de la integrina regulando la migración e 

infiltración de estas células hacia focos de inflamación, participando así en la inmunidad 

innata. Las evidencias actuales demuestran que también participa en la inmunidad 

adaptativa controlando la diferenciación de los linfocitos T 214,232–235. 

Dado su papel en la inflamación y la inmunidad, MCP-1 está involucrado en la 

patología de numerosas EA, entre las que se incluyen la AR y la ES o enfermedades 

respiratorias como el asma 57,62–64,198,199,232,234–245. Por otra parte, se ha sugerido que MCP-1 

regula las propiedades profibróticas en los pacientes con ES, induciendo la fibrosis 

mediante una acción directa en los fibroblastos o indirecta, estimulando la liberación de 

citoquinas en los leucocitos reclutados en los tejidos dañados 63,64,242,243. Estas 

características profibróticas de MCP-1 se han observado también en otros estudios 

centrados en la FPI 246,247. Aunque ya se han realizado algunos trabajos en la EA-EPI+ 

233,238,247–250, aún no está claro el papel de MCP-1 en esta patología. 

 

3.3. Moléculas involucradas en la regulación del tono vascular  

El endotelio vascular desempeña un papel central en el mantenimiento del tono 

vascular fisiológico colaborando en el equilibrio del suministro de O2 tisular y la 
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demanda metabólica. Esta función implica la liberación por parte de las CE de sustancias 

vasodilatadoras como el NO y vasoconstrictoras como las endotelinas (ET) 44,251.  

El NO se forma por acción de la enzima óxido nítrico sintetasa (NOS) a partir del 

aminoácido precursor L-arginina. Una vez sintetizado difunde hacia las células 

musculares lisas y produce la relajación del músculo liso. Además de sus potentes 

efectos vasodilatadores, el NO actúa como un inhibidor endógeno de la agregación 

plaquetaria, inhibe la adhesión de monocitos y leucocitos al endotelio vascular sano, y 

la formación de placas. Además, el NO reduce la liberación vascular de radicales 

superóxido e inhibe la oxidación de la LDL, todo lo cual está relacionado con procesos 

inflamatorios y citotóxicos 44,45,55,251,252. Los niveles circulantes de nitritos y proteínas 

nitrosiladas reflejan, en parte, la generación endotelial de NO, pero son difíciles de medir 

y es posible que no siempre representen la producción endotelial de NO. En este sentido, 

la dimetilarginina asimétrica (ADMA) es un antagonista competitivo de NOS que se 

encuentra en circulación y se ha considerado como un buen marcador del tono vascular 

44.  

 

3.3.1. Dimetilarginina asimétrica (ADMA) 

ADMA es un componente natural de la sangre que se produce por la proteólisis 

de proteínas con residuos de L-arginina metilados. La metilación se lleva a cabo por la 

transferencia de uno o más grupos metilo de la S-adenosilmetionina a residuos de L-

arginina de las proteínas a través de la enzima proteína-arginina metil transferasa 

(PRMT) tipo I (Figura 5). Esta enzima está codificada por el gen PRMT1 localizado en el 

cromosoma 19q13.33 251,253–255. 

ADMA es una molécula endógena que exhibe homología estructural con el 

aminoácido L-arginina compitiendo con éste por la unión al sitio activo de NOS e 

inhibiendo la reacción de formación de NO. Además, ADMA puede desacoplar NOS 

cambiando el equilibrio de la generación de NO hacia el lado de la producción de 

superóxido 251,252,254–256. 
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Figura 5. Esquema de la síntesis de ADMA.  

En el campo de la reumatología, se ha demostrado una asociación de ADMA con 

diferentes EA 53–55,255,257. En este sentido, ADMA ha mostrado una especial contribución 

en el desarrollo de la AR al encontrarse aumentada en los pacientes con esta patología 

53–55,254,255,258–263. Igualmente, se ha reportado una asociación de ADMA con la ES 254,255,264–

266. En este caso, los niveles de ADMA se han encontrado notablemente elevados en 

pacientes con ES que presentaban complicaciones pulmonares, principalmente la HAP 

264,266–269. De hecho, se considera que ADMA contribuye a la fibrosis del pulmón estando 

asociada con enfermedades pulmonares como la HAP o la FPI 252,253,270–272. A pesar de ello, 

no está clara la contribución de ADMA en la EA-EPI+.  

 

3.3.2.  Endotelina -1 (ET-1) 

ET-1 es el vasoconstrictor endógeno más potente, siendo su fuente principal de 

producción el endotelio vascular 45,273–278. El gen END1, localizado en el cromosoma 

6p24.1, codifica para un precursor de ET-1 que tras una doble escisión proteolítica da 

lugar a su forma madura (Figura 6) 45,273–278. El incremento en el flujo sanguíneo 

disminuye la síntesis y liberación de ET-1 por parte de las CE desencadenando la 

vasodilatación. Asimismo, la hipoxia y la isquemia son los principales estimuladores de 

ET-1 45,273,275. 
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Figura 6. Esquema de la formación de ET-1. 

Aunque ET-1 se secreta fundamentalmente a partir de las CE, también está 

producida por múltiples células, incluidos los macrófagos y los fibroblastos. Sus 

acciones paracrinas estimulan la migración de los fibroblastos y su diferenciación a 

miofibroblastos, así como la proliferación de las células del músculo liso 64,275–278. Así, se 

ha atribuido a ET-1 un papel profibrótico. En concreto, se ha detectado un aumento de 

los niveles de ET-1 en las áreas fibróticas de los pulmones y en el suero de los pacientes 

con FPI 96,276,279,280. Además, se ha descrito una estrecha relación con otras enfermedades 

pulmonares principalmente con la HAP en la cual el tratamiento con Bosentan, un 

potente antagonista dual de los receptores de ET-1, ha demostrado que aumenta la 

supervivencia de estos pacientes 273,275,276. Varios estudios han reportado un aumento de 

ET-1 en los pacientes con ES que han desarrollado HAP o EPI 56,62,64,277,278,281–286. No 

obstante, no solo participa en la fibrogénesis sino que también contribuye en la 

inflamación y el desarrollo de enfermedades reumáticas tales como la ES o la AR 

62,64,277,278,281,283,287–289. 

Como consecuencia de su papel en la fibrosis pulmonar y en la inflamación, es 

interesante indagar más sobre su participación en el desarrollo de la EA-EPI+.  
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JUSTIFICACIÓN 

La EPI constituye una de las complicaciones más graves en los pacientes con EA, 

siendo una de las principales causas de muerte. Aunque la EPI se desarrolla con 

frecuencia en los pacientes con una EA establecida, también puede presentarse como la 

manifestación inicial o única de una EA no identificada. El diagnóstico temprano de la 

EA-EPI+ en ocasiones resulta un desafío. Esto se debe a la posible ausencia de síntomas 

o síntomas leves en los pacientes en fases tempranas de la enfermedad pulmonar y a la 

similitud de la EA-EPI+ con otras entidades que involucran al pulmón. Actualmente, no 

existe un protocolo claro y establecido para identificar a los pacientes con EA-EPI+. Por 

ello, un objetivo fundamental a conseguir en los pacientes afectados por esta patología 

es el diagnóstico precoz y certero de los mismos, a ser posible en las fases iniciales del 

proceso pulmonar y antes de que el cuadro sea irreversible, lo que posibilita aplicar las 

medidas terapéuticas necesarias que mejoren la supervivencia de dichos pacientes. En 

este contexto, numerosos estudios han demostrado que los marcadores biológicos o 

biomarcadores, son herramientas adicionales de gran utilidad en el diagnóstico precoz 

de distintas enfermedades de carácter inflamatorio y/o fibrótico. El deterioro del 

endotelio vascular es característico de la fase inicial de las enfermedades inflamatorias 

que, en último término, genera como resultado una activación constitutiva de los 

fibroblastos en varios órganos, predominantemente el pulmón, desencadenando la 

fibrosis pulmonar. De hecho, el daño del endotelio pulmonar se ha descrito como uno 

de los primeros estadios claves para el desarrollo de lesiones pulmonares y la posterior 

aparición y progresión de la EPI en la EA. Sin embargo, los mecanismos subyacentes al 

daño de las CE y a la reparación defectuosa siguen sin entenderse por completo en la 

EA-EPI+. 

Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, es crucial una mejor 

comprensión de la fisiopatología de la EA-EPI+. En este sentido, los marcadores de la 

disfunción endotelial podrían jugar un papel clave en los procesos patológicos del daño 

vascular subyacente y la fibrosis pulmonar en la EA-EPI+. La variación de estos 

marcadores a nivel sanguíneo podría estar reflejando el estado del endotelio vascular, 

en particular, la alteración de las propiedades básicas del endotelio en la EA-EPI+ 

permitiendo una exploración no invasiva de la disfunción endotelial. La identificación 
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de nuevos biomarcadores de la EA-EPI+ es posible que contribuya al diagnóstico precoz 

y diferencial de la enfermedad, permitiendo a los profesionales sanitarios utilizarlos 

como una herramienta complementaria en la práctica clínica diaria.  

 

HIPÓTESIS 

La alteración de marcadores celulares y moleculares de disfunción endotelial 

reflejan los procesos patológicos del daño vascular subyacente y la fibrosis pulmonar en 

la EA-EPI+, constituyendo biomarcadores específicos de la enfermedad.  

 

OBJETIVOS  

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral es dilucidar el papel de las células y 

moléculas claves de disfunción endotelial en los procesos patológicos de daño vascular 

subyacente y fibrosis pulmonar característicos de la EA-EPI+. 

Para ello, se han establecido los siguientes objetivos específicos: 

1- Evaluar el papel de las células y moléculas implicadas en la formación, 

reparación y remodelación de los vasos sanguíneos en la fisiopatología de la 

EA-EPI+. 

Estudio de las EPC a nivel cualitativo y cuantitativo, cuantificación de las 

TAng, y evaluación a nivel genético y funcional (expresión génica y niveles 

proteicos) de VEGF. 

2- Determinar la función que desempeñan las moléculas de adhesión celular y 

quimiocinas implicadas en las propiedades de barrera y adhesión del 

endotelio en la fisiopatología de la EA-EPI+. 

Análisis funcional (expresión génica y niveles proteicos) de: MCP-1, 

ICAM-1, VCAM-1 y Selectina-E. 

3- Esclarecer el papel de las moléculas que regulan el tono vascular en la 

fisiopatología de la EA-EPI+. 

Evaluación funcional (expresión génica y niveles proteicos) de ET-1 y 

ADMA. 
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1. POBLACIÓN DE ESTUDIO  

Para la realización de esta tesis doctoral se incluyeron un total de 144 individuos 

a los que se les realizó una extracción de sangre periférica. Todos ellos se reclutaron en 

los Servicios de Reumatología y Neumología del Hospital Universitario Marqués de 

Valdecilla (Santander, España). 

El grupo objeto de estudio comprendió pacientes con EA-EPI+. Por un lado, con 

el fin de evaluar el proceso patológico de la vasculopatía subyacente de la EA-EPI+, se 

reclutaron personas sanas (PS) como grupo control que carecían de historia personal y 

familiar de EA y complicaciones pulmonares. Por otro lado, para estudiar el desarrollo 

de la fibrosis pulmonar en la EA-EPI+, también se reclutaron como grupos control 

pacientes con una EA que no presentaban ninguna EPI (EA-EPI-), así como pacientes con 

FPI, los cuales representaban la EPI más severa.   

Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con las directrices y 

regulaciones aprobadas en la Declaración de Helsinki. Todos los protocolos 

experimentales fueron aprobados por el Comité de Ética de Investigación Clínica de 

Cantabria, España (2016.092). Todas las personas dieron su consentimiento informado 

por escrito para participar en este estudio antes de su inclusión. 

 

1.1. Grupo objeto de estudio: pacientes con EA-EPI+ 

El grupo objeto de estudio lo conformaron 57 pacientes con EA-EPI+. Dicho grupo 

estuvo constituido por 21 pacientes con AR-EPI+, 21 pacientes con ES-EPI+ y 15 pacientes 

con otras EA-EPI+ (6 con SAS y 9 con IPAF). 

Todos ellos cumplían los criterios propios establecidos para el diagnóstico de 

cada EA. Este fue el caso de los criterios del Colegio Americano de Reumatología (ACR) 

y la Liga Europea contra el Reumatismo (EULAR) para la clasificación y el diagnóstico 

de la AR 290 y de la ES 291.  

Se recogió información sobre los niveles de proteína C reactiva (PCR) y velocidad 

de sedimentación globular (VSG), así como de la presencia de los anticuerpos específicos 

para el diagnóstico de cada EA: FR y ACPA para la AR; ANA, AAC y ATA (anti-Scl70) 
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para la ES; FR, ANA, anticuerpos relacionados con miopatías inflamatorias, anticuerpos 

anti-antígeno A relacionado con el síndrome de Sjögren (anti-SSA/Ro) y anticuerpos 

anti-antígeno B relacionado con el síndrome de Sjögren (anti-SSB/La) para cada una de 

las otras EA.  

Además, todos los pacientes con EA-EPI+ cumplían los criterios para la 

clasificación y el diagnóstico de EPI establecidos por la Sociedad Torácica Americana 

(ATS) y la Sociedad Respiratoria Europea (ERS) 8. La presencia de fibrosis pulmonar fue 

confirmada en todos los pacientes con la realización de un TCAR torácico, evaluándose 

asimismo el grado de afectación funcional pulmonar mediante PFR. Los patrones de 

TCAR de los pacientes con EPI se estratificaron según los criterios de la Sociedad 

Fleischner en: NIU, probable NIU, NINE y no-NINE 292. Por otro lado, la HAP se 

diagnosticó en los pacientes con ES-EPI+ mediante ecocardiograma transtorácico, 

confirmándose con cateterismo cardíaco derecho. Asimismo, en dichos pacientes se 

recogió información relacionada con otras manifestaciones clínicas frecuentes en la ES. 

Las características demográficas y clínicas de los pacientes con AR-EPI+, ES-EPI+ 

y otras EA-EPI+ se detallan en las Tablas 1, 2 y 3, respectivamente. 

 

1.2. Grupos control de individuos 

Los grupos control del estudio estaban constituidos por 45 pacientes con EA-EPI-, 21 

pacientes con FPI y 21 PS. 

 

• Pacientes con EA-EPI- 

El grupo control de pacientes con EA-EPI- comprendió 25 pacientes con AR-EPI- 

y 20 pacientes con ES-EPI-.  

Todos ellos cumplían los criterios propios establecidos por la ACR/EULAR para 

la clasificación y el diagnóstico de AR 290 y ES 291.  
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Se recogió información sobre los niveles de PCR y VSG, así como la presencia de 

los anticuerpos específicos para el diagnóstico de cada EA: FR y ACPA para los pacientes 

con AR; ANA, AAC y ATA (anti-Scl70) para los pacientes con ES.  

Se excluyó la presencia de EPI en todos los pacientes con EA-EPI- mediante la 

evaluación de TCAR de tórax y las PFR. Adicionalmente, en los pacientes con ES-EPI- se 

evaluó la HAP mediante ecocardiograma transtorácico y cateterismo cardíaco derecho. 

También, se recogió información relacionada con otras manifestaciones clínicas 

frecuentes en la ES. 

Toda la información que describe a los pacientes con AR-EPI- y ES-EPI- se detalla 

en las Tablas 1 y 2, respectivamente. 

 

• Pacientes con FPI 

Los 21 pacientes con FPI cumplían los criterios propuestos por la ATS/ERS 8.  

La presencia de fibrosis pulmonar fue confirmada en todos los pacientes con la 

realización de un TCAR torácico, evaluándose asimismo el grado de afectación funcional 

pulmonar mediante PFR. Los patrones de TCAR se identificaron según los criterios de 

la Sociedad Fleischner para el patrón NIU 292. De forma adicional, se identificaron 

aquellos pacientes con HAP mediante ecocardiograma transtorácico y cateterismo 

cardíaco derecho. 

Las características demográficas y clínicas de los pacientes con FPI se definen en 

la Tabla 4. 

 

• PS 

Las 21 PS incluidas en el estudio no presentaron historia personal ni familiar de 

EA ni patologías pulmonares. En particular, las PS tenían una edad media ± desviación 

estándar (DE) de 41,2 ± 12,5 años y el 23,8% (5/21) habían fumado alguna vez. Además, 

el 33,3% (7/21) fueron mujeres.  
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Tabla 1. Características demográficas y clínicas de los pacientes con AR-EPI+ y AR-EPI-. 

 
AR-EPI+  

n = 21 

AR-EPI−  

n = 25 

Sexo (mujer), n (%) 9 (45,9) 15 (60,0) 

Edad al estudio, media ± DE, años 66,5 ± 10,1 60,1 ± 11,8 

Historia de fumador, n (%) 13 (65,0) 13 (52,0) 

Duración AR, media ± DE, años 9,2 ± 10,2 4,1 ± 7,4 

PCR (mg/dL), media ± DE 1,1 ± 1,1  0,5 ± 0,5 

VSG (mm/hora), media ± DE 22,8 ± 27,2  14,4 ± 12,4 

Presencia de autoanticuerpos   

FR positivo, n (%) 17 (81,0) 11 (44,0) 

ACPA positivo, n (%) 19 (90,4) 15 (60,0) 

Pruebas funcionales respiratorias   

CVF (% predicho), media ± DE 95,2 ± 24,1 99,2 ± 16,0 

VEF1 (% predicho), media ± DE 92,2 ± 21,0 94,9 ± 22,0 

VEF1/CVF (% predicho), media ± DE 77,8 ± 9,1 93,6 ± 12,3 

DLCO (% predicho), media ± DE 43,3 ± 15,9 79,9 ± 20,0 

TCAR   

Afectación pulmonar en TCAR, n (%) 21 (100,0) 0 (0,0) 

Patrón NIU, n (%) 11 (52,4) - 

Patrón probable NIU, n (%) 2 (9,5) - 

Patrón NINE, n (%) 7 (33,3) - 

Patrón no-NINE, n (%) 1 (4,8) - 

Terapias recibidas   

FAMEcs, n (%) 17 (81,0) 13 (52,0) 

FAMEb, n (%) 15 (71,4) 2 (8,0) 
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Tabla 2. Características demográficas y clínicas de los pacientes con ES-EPI+ y ES-EPI-. 

 
ES-EPI+  

n = 21 

ES-EPI−  

n = 20 

Sexo (mujer), n (%) 13 (61,9) 18 (90,0) 

Edad al estudio, media ± DE, años 60,3 ± 7,0 56,6 ± 15,4 

Historia de fumador, n (%) 11 (52,4) 11 (55,0) 

Duración ES, media ± DE, años 10,8 ± 8,3 9,6 ± 8,1 

PCR (mg/dL), media ± DE 0,7 ± 1,4 0,5 ± 0,5 

VSG (mm/hora), media ± DE 20,1 ± 15,9 17,2 ± 13,4 

Presencia de autoanticuerpos   

ANA positivo, n (%) 19 (95,0) 18 (90,0) 

AAC positivo, n (%) 1 (5,0) 9 (45,0) 

ATA (anti-Scl70) positivo (%) 10 (50,0) 4 (20,0) 

Pruebas funcionales respiratorias   

CVF (% predicho), media ± DE 88,4 ± 27,1 106,6 ± 15,9 

VEF1 (% predicho), media ± DE 87,3 ± 25,6 101,9 ± 17,8 

VEF1/CVF (% predicho), media ± DE 79,7 ± 5,5 79,2 ± 9,9 

DLCO (% predicho), media ± DE 47,5 ± 19,5 71,5 ± 15,3 

HAP, n (%) 3 (15,8) 0 (0,0) 

TCAR   

Afectación pulmonar en TCAR, n (%) 21 (100,0) 0 (0,0) 

Patrón NIU, n (%) 3 (14,3) - 

Patrón probable NIU, n (%) 3 (14,3) - 

Patrón NINE, n (%) 14 (66,7) - 

Patrón no-NINE, n (%) 1 (4,7) - 

Otras manifestaciones clínicas en ES   

Insuficiencia renal, n (%) 1 (4,8) 1 (5,0) 

Afectación cardiaca, n (%) 6 (28,6) 1 (5,0) 

Fenómeno de Raynaud, n (%) 21 (100,0) 20 (100,0) 

Disfunción esofágica, n (%) 12 (57,1) 5 (25,0) 

Calcinosis, n (%) 0 (0,0) 6 (30,0) 

Sinovitis, n (%) 6 (28,6) 6 (30,0) 

Terapias recibidas   

FAMEcs, n (%) 16 (76,2) 12 (60,0) 

Rituximab, n (%) 7 (33,3) 2 (10,0) 

Vasodilatadores, n (%) 13 (61,9) 14 (70,0) 
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Tabla 3. Características demográficas y clínicas de los pacientes con otras EA-EPI+. 

 
Otras EA-EPI+  

n = 15 

Sexo (mujer), n (%) 5 (33,3) 

Edad al estudio, media ± DE, años 62,0 ± 10,1 

Historia de fumador, n (%) 11 (73,3) 

Presencia de autoanticuerpos  

FR positivo, n (%) 1 (6,7) 

ANA positivo, n (%) 10 (66,7) 

Anticuerpos relacionados con miopatías inflamatorias positivos, n (%) 6 (40,0) 

Anti-SSA/Ro positivo, n (%) 3 (20,0) 

Anti-SSB/La positivo, n (%) 2 (13,3) 

Pruebas funcionales respiratorias  

CVF (% predicho), media ± DE 88,3 ± 28,8 

VEF1 (% predicho), media ± DE 88,7 ± 27,6 

VEF1/CVF (% predicho), media ± DE 79,7 ± 4,6 

DLCO (% predicho), media ± DE 44,6 ± 14,6 

TCAR  

Afectación pulmonar en TCAR, n (%) 15 (100,0) 

Patrón NIU, n (%) 4 (26,7) 

Patrón probable NIU, n (%) 5 (33,3) 

Patrón NINE, n (%) 6 (40,0) 

Terapias recibidas  

FAMEcs n (%) 2 (13,3) 

FAMEb, n (%) 3 (20,0) 

Antifibróticos, n (%) 3 (20,0) 
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Tabla 4. Características demográficas y clínicas de los pacientes con FPI. 

 
FPI 

n = 21 

Sexo (mujer), n (%) 7 (33,3) 

Edad al estudio, media ± DE, años 69,2 ± 10,0 

Historia de fumador, n (%) 16 (76,2) 

Pruebas funcionales respiratorias  

CVF (% predicho), media ± DE 84,9 ± 14,7 

VEF1 (% predicho), media ± DE 87,3 ± 19,6 

VEF1/CVF (% predicho), media ± DE 79,7 ± 7,8 

DLCO (% predicho), media ± DE 43,6 ± 18,4 

HAP, n (%) 4 (26,7) 

TCAR  

     Afectación pulmonar en TCAR, n (%) 21 (100,0) 

Patrón NIU, n (%) 21 (100,0) 

Terapias recibidas  

Antifibróticos, n (%) 9 (42,9) 
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2. MÉTODOS  

 

2.1. Aislamiento y expansión de EPC mediante cultivos celulares 

El aislamiento y la expansión de EPC in vitro permite la caracterización de las 

células pudiendo distinguir las ECFC, un subtipo de EPC asociadas con el linaje 

endotelial.  

 

2.1.1.  Puesta a punto de la técnica de cultivo celular  

La puesta a punto de la técnica de cultivo celular se llevó a cabo en la Queen’s 

University Belfast (Belfast, Irlanda del Norte) siguiendo las recomendaciones del Grupo 

de investigación Diabetes and Vascular Stem Cell Research 293, durante una estancia de 3 

meses realizada por la doctoranda en dicho grupo. Dado que la baja frecuencia de las 

ECFC en sangre constituye un factor limitante, se requieren unas condiciones muy 

específicas para su aislamiento. Por ello, se testaron diferentes condiciones en puntos 

críticos del método de aislamiento de las ECFC: 

1- Volumen sanguíneo de partida: se aumentó de forma progresiva desde 25 mL 

hasta 100 mL y finalmente se partió de al menos 100 mL. 

2- Anticoagulante empleado para la recogida de muestras sanguíneas: se 

estudiaron la heparina (BD Vacutainer) y el anticoagulante ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA) (BD Vacutainer) y se seleccionó el EDTA. 

3- Matriz extracelular que recubre las placas de cultivo: se testaron la fibronectina 

(Sigma Aldrich) y el colágeno tipo I (Corning) y finalmente se empleó el colágeno 

de tipo I. 

4- Medio de cultivo: se evaluó el medio libre de xenón para el cultivo de ECFC (EC-

Cult™-XF ECFC, Stem Cell) y el medio de crecimiento celular endotelial 

microvascular 2 (EGM-2 MV, Lonza). El EGM-2MV constituyó el medio más 

eficaz para la obtención de ECFC. 

5- Enriquecimiento del medio de cultivo con 20% de suero bovino fetal (SBF): se 

probaron SBF de Sigma-Aldrich y SBF de Hyclone. Finalmente, se llevó a cabo el 

enriquecimiento del medio de cultivo EGM-2 MV con un 20% de SBF de Hyclone 
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en las primeras etapas de diferenciación de las ECFC y un 20% de SBF de Sigma-

Aldrich en las etapas posteriores de expansión.  

Con el cumplimiento de estas condiciones, a partir de células mononucleares (CMN) 

aisladas de sangre periférica, se obtuvieron entre 0-3 colonias en los días 20-25 del cultivo 

(Figura 7a-b). Posteriormente, se logró la confluencia celular necesaria para llevar a cabo 

la expansión de las ECFC (Figura 7c). 

 

Figura 7. Microfotografías representativas del progreso del cultivo celular para el aislamiento, 

diferenciación y expansión de las ECFC a partir de sangre periférica tomadas al microscopio 

invertido. (a) CMN aisladas de sangre periférica en el día 1 del cultivo (x40). (b) Colonia de ECFC con 

típica apariencia de cobblestone diferenciada en el día 22 del cultivo (x100). (c) Monocapa de ECFC en la 

etapa de expansión del cultivo celular (x100). 

 

2.1.2.  Técnica de aislamiento, diferenciación y expansión de las ECFC  

Se partió de 100 mL de sangre periférica en tubos con EDTA. Las muestras fueron 

procesadas dentro de las 2 horas siguientes a la extracción.  

La fracción de CMN se aisló mediante un gradiente de densidad con ficoll- 

histopaque de 1077 g/mL (Sigma-Aldrich). Para ello, las muestras de sangre se 

centrifugaron en el gradiente de densidad a razón de volúmenes 1:1 a 400 rcf durante 30 

minutos. Tras la recuperación de la capa de CMN, éstas se lavaron una vez con tampón 

fosfato salino (PBS) y se centrifugaron a 300 rcf durante 10 minutos.  

La diferenciación de las ECFC supuso la preparación del medio de cultivo, así 

como el recubrimiento de las placas de cultivo con colágeno de tipo I. Por un lado, el 

medio EGM-2 MV estuvo constituido por el medio basal endotelial (EBM) 2 (Lonza) 
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suplementado con alícuotas que contenían factor de crecimiento epidérmico humano, 

VEGF, factor-1 de crecimiento insulínico R3, ácido ascórbico, hidrocortisona, factor beta 

de crecimiento de fibroblastos humano, heparina y gentamicina/anfotericina-B (EGM-2 

SingleQuots, Lonza). Además, dicho medio se enriqueció con un 20% de SBF (Hyclone). 

Por otro lado, para el recubrimiento de las placas se añadió a cada pocillo una solución 

de agua destilada estéril, acetato sódico (Fisher Chemical) y colágeno tipo I (Corning) y 

se dejó durante 30 minutos en campana. Posteriormente, se retiró la solución y las placas 

se expusieron a la radiación ultravioleta en campana durante 30 minutos. Tras ello, las 

placas se almacenaron a 4ºC hasta su utilización. Las CMN se resuspendieron en el 

medio de cultivo previamente preparado y se llevó a cabo el recuento celular en una 

cámara de Neubauer (Brand) al microscopio óptico. Se añadieron alrededor de 1x107 

CMN/pocillo en las placas de 24 pocillos (Corning) previamente recubiertas con 

colágeno tipo I. Después de 24 horas, las CMN se lavaron con medio EGM-2 MV para 

eliminar las células no adherentes. Las CMN se cultivaron un máximo de 5 semanas, 

cambiándolas el medio de cultivo cada 48 horas hasta la aparición de las células con 

apariencia de cobblestone, estructura característica de las ECFC. 

Una vez que las células alcanzaron al menos una confluencia del 80%, se llevó a 

cabo el pase de éstas a placas de 6 pocillos, frascos de 25 cm2 o 75 cm2 dependiendo de 

lo que la situación requería. Para ello, se realizó un tratamiento con tripsina (Lonza) a 

37ºC durante un máximo de 5 minutos y posteriormente se lavó con medio Eagle 

modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado con gentamicina y 10% de SBF 

centrifugándolo a 1200 rpm durante 8 minutos. Finalmente, las ECFC se resuspendieron 

en el medio EGM-2 MV suplementado con 20% SBF en el primer pase y con un 10% de 

SBF en los sucesivos.  

La identidad de las ECFC se confirmó por inmunofenotipificación por citometría 

de flujo considerándolas como CD34+, CD45low, CD133+ y CD309+. Para ello, al tercer pase 

de los cultivos, las células se sometieron al tratamiento con tripsina y tras centrifugar a 

1200 rpm 8 minutos, las células se marcaron con los anticuerpos CD34, CD45, CD133 y 

CD309 y se analizaron en el citómetro de flujo (BD Technologies). 
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2.2. Evaluación del efecto de la concentración de O2 sobre las capacidades 

funcionales de las EPC aisladas a partir de sangre periférica 

La evaluación del efecto de la concentración de O2 sobre las capacidades 

funcionales de las EPC se llevó a cabo en el Centre for Experimental Medicine en la Queen’s 

University Belfast (Belfast, Irlanda del Norte) durante la estancia previamente 

mencionada. 

Se despegaron las ECFC en el tercer pase del cultivo bajo el tratamiento con 

tripsina y se realizó el recuento celular al microscopio óptico mediante la cámara de 

Neubauer. Posteriormente, se resuspendieron 1x105 células en el medio EGM-2 MV 

suplementado con un 10% de SBF y se plaquearon en un frasco de 25 cm2. Se incubaron 

a 37ºC durante 3 días en condiciones de normoxia (21% O2) cambiando el medio de 

cultivo el segundo día. 

Paralelamente, se repitió el mismo proceso con la diferencia de que se incubó a 

37ºC durante 3 días en condiciones de hipoxia (5% O2). En este caso, todo el proceso se 

realizó en el interior de una cabina especial con el controlador del grado de O2   Oxycycler 

C42 (Bio-Spherix), que permitió mantener constantes las condiciones de hipoxia.  

Finalmente, se estudió la capacidad proliferativa y angiogénica de las ECFC en 

ambas condiciones.  

 

• Evaluación del efecto de la concentración de O2 en la capacidad proliferativa de 

las ECFC 

La capacidad de proliferación celular en cada condición se evaluó mediante la 

comparación del número de células/mL alcanzado tras los 3 días de incubación en el 

cultivo en condiciones de normoxia en relación con las células en cultivo en hipoxia.  

 

• Evaluación del efecto de la concentración de O2 en la capacidad vasculogénica 

de las ECFC 

La capacidad vasculogénica celular se determinó mediante el ensayo in vitro de 

Matrigel (BD Biosciences). 
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Se resuspendieron 7,5x104 células en medio EGM-2 MV y Matrigel a razón de 1:1. 

Se añadieron alícuotas por triplicado en una placa de 24 pocillos y se incubaron 30 

minutos a 37ºC para su solidificación. Tras la polimerización de la matriz, se cubrieron 

las gotas solidificadas con medio EGM-2 MV y se dejó incubar a 37ºC un máximo de 3 

días. Una vez visualizada la formación de los tubos en los cultivos, se procedió a su 

tinción. Para ello, se preparó la solución de tinción con calceína AM (Life Technologies) 

y dimetilsulfóxido (DMSO) (Merck) y se diluyó a razón de 1:1000 con medio basal EBM-

2. Se añadieron 700 µl de dicha solución a cada pocillo y se incubó 1 hora a 37ºC. 

Finalmente, se retiró la solución de tinción y se añadió medio basal EBM-2 a los pocillos 

para observarlo al microscopio confocal (Nikon). Se adquirieron imágenes con un 

aumento 100x de un total de 3 campos aleatorios/pocillo mediante el programa EZ-C1. 

El área de las estructuras tubulares formadas se analizó mediante el programa NIS 

Elements BR 3.0.  

 

2.3. Cuantificación celular en sangre periférica por citometría de flujo   

Se evaluó la variación en la frecuencia celular de las EPC y las TAng mediante la 

técnica de citometría de flujo. Las EPC se caracterizaron por la expresión simultánea de 

marcadores de superficie celular que reflejan su carácter de célula madre (CD34+), 

inmadurez (CD133+), compromiso endotelial (CD309+ o VEGFR-2) y ausencia de carácter 

hematopoyético (CD45low). Las TAng se caracterizaron por ser células linfocitarias de 

tipo T (CD3+), con receptores específicos del sistema inmunitario (CD184+) y con la 

molécula de adhesión a CE (CD31+). 

 

2.3.1.  Puesta a punto de la técnica de citometría de flujo 

La puesta a punto de la técnica de citometría de flujo se llevó a cabo en la 

Universidad de Oviedo (Asturias, España), en la Queen’s University Belfast (Belfast, 

Irlanda del Norte) y en el IDIVAL (Santander, España) siguiendo las recomendaciones 

sobre la cuantificación de las EPC del grupo EULAR Scleroderma Trials and Research y las 

de otros métodos descritos anteriormente 90,91,93,132,294. Se testaron diferentes condiciones 
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en puntos críticos de la técnica de citometría de flujo, especialmente en el caso del 

análisis de las EPC dada su baja frecuencia en sangre periférica: 

1- Anticoagulante empleado para la recogida de muestras sanguíneas: se 

estudiaron la heparina (BD Vacutainer) y el EDTA (BD Vacutainer) y 

finalmente se utilizó el EDTA. 

2- Material utilizado de partida: se testó a partir de CMN aisladas por gradiente 

de ficoll y sangre entera y se obtuvieron los mejores resultados empleando 

sangre entera. 

3- Volumen sanguíneo de partida: se probó a disminuir progresivamente de 2 

mL a 200 µl y finalmente se partió de 200 µl. 

4- Uniones inespecíficas: se testaron los anticuerpos bloqueadores del receptor 

Fc y el uso de controles de isotipo. Finalmente, se emplearon ambos en la 

cuantificación de las EPC.  

5- Parámetros de adquisición de la muestra en el citómetro de flujo: se 

estudiaron la velocidad y el tiempo máximo de adquisición, así como los 

eventos mínimos necesarios para la obtención de resultados representativos. 

La adquisición de la muestra a baja velocidad con un máximo de 10 minutos 

fue requerida para la cuantificación de las EPC, mientras que la velocidad fue 

estándar en el caso de la cuantificación de las TAng.  

 

2.3.2.  Diseño del panel multicolor para evaluar las moléculas de superficie de las 

células  

La selección de los fluorocromos para los anticuerpos conjugados se basó en el 

estudio de la expresión del antígeno sobre las células y el índice de coloración del 

fluorocromo. Así, se siguieron los siguientes criterios para la selección de los 

fluorocromos: 

1- Se adecuó el brillo de los fluorocromos al nivel de expresión de los antígenos de 

modo que los fluorocromos más brillantes se emplearon para los antígenos poco 

expresados y los más débiles para los antígenos muy expresados. 
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2- Se minimizó el solapamiento de los espectros de emisión de los diferentes 

marcadores con el fin de evitar posibles interferencias entre los fluorocromos 

usados basándonos en el espectro de fluorescencia (Figura 8).  

En particular, en el caso del análisis de las EPC se seleccionaron la aloficocianina 

(APC) (Miltenyi Biotech) para conjugarla con el anticuerpo anti-CD34, el isotiocianato 

de fluoresceína (FITC) VioBright (Miltenyi Biotech) para conjugarla con el anticuerpo 

anti-CD309, la ficoeritrina (PE) (Miltenyi Biotech) para conjugarla con el anticuerpo anti-

CD133/2 y el VioBlue (Miltenyi Biotech) que se conjugó con el anticuerpo anti-CD45. En 

relación con la evaluación de las TAng, se escogió el VioBlue (Miltenyi Biotech) para 

conjugarlo con el anticuerpo anti-CD3, la APC (Miltenyi Biotech) para conjugarla con el 

anticuerpo anti-CD184 y la PE (Miltenyi Biotech) para conjugarla con el anticuerpo anti-

CD31. 

El espectro de fluorescencia y la información detallada de los diferentes 

fluorocromos empleados se muestra en la Figura 8 y la Tabla 5: 

 

Figura 8. Espectro de fluorescencia de los fluorocromos utilizados para la identificación de los 

marcadores de superficie celular.  

 

 

Tabla 5. Información detallada de los fluorocromos empleados para la detección 

de los marcadores de superficie celular.  

Fluorocromo 
Excitación 

laser (nm) 

Excitación 

máxima 

(nm) 

Emisión 

máxima 

(nm) 

Canal 
Filtro 

(nm) 

APC 561 /635 652 660 R1 655-730 

VioBright FITC 488 494 522 B1 525/50 

PE 488/561 565 575 B2 585/40 

VioBlue 405 400 452 V1 450/50 
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2.3.3.  Técnica de citometría de flujo 

La frecuencia de EPC y TAng se analizó mediante la técnica de citometría de flujo 

dentro de la primera hora tras la extracción sanguínea en tubos con anticoagulante 

EDTA. 

Para el marcaje de las EPC, se preincubaron 200 µL de sangre periférica con 10 

µL de anticuerpos que bloquean los receptores Fc (Miltenyi Biotech) durante 20 minutos 

a 4ºC con el fin de evitar las uniones inespecíficas. Seguidamente, las células se marcaron 

con 5 µl de anticuerpos monoclonales anti-CD34 conjugados con APC, 5 µl de anti 

CD309 (VEGFR-2) conjugados con VioBright FITC, 5 µl de anti CD133/2 conjugados con 

PE (293C3) y 5 µl de anti-CD45 conjugados con VioBlue. Además, la especificidad del 

marcaje se controló mediante la incubación de la muestra con 2 µl de los anticuerpos de 

isotipo: REA Control (S)-APC (Clon REA293); Mouse IgG1-VioBright FITC (Clon IS5-

21F5); REA control (S)-PE (Clon REA293) y REA control (S)-VioBlue (Clon REA293). 

Después de 30 minutos a 4ºC en oscuridad, los glóbulos rojos se lisaron tras incubar 

durante 5 minutos a 4ºC en oscuridad con 2 mL de solución de lisis FACS (BD Bioscience) 

y centrifugar a 1600 rpm durante 5 minutos. Posteriormente, los sedimentos de glóbulos 

blancos se lavaron una vez con 2 mL de PBS y se centrifugaron a 1600 rpm durante 5 

minutos. Tras retirar el sobrenadante, el sedimento se resuspendió en 400 µl de PBS y 

las células marcadas se procesaron en el citómetro de flujo CytoFLEX (Beckman Coulter) 

utilizando el programa Cytexpert 2.3 (Beckman Coulter). Se adquirieron 

aproximadamente 1x105 eventos por muestra a una velocidad aproximada de 1000 

eventos/segundo con un tiempo máximo de adquisición de 10 minutos.   

En cuanto a la evaluación de la frecuencia de las TAng, el protocolo llevado a 

cabo fue el mismo que el descrito para la cuantificación de las EPC con las siguientes 

modificaciones: no se realizó el bloqueo de los receptores Fc; las células se marcaron con 

2 µl de anticuerpos monoclonales anti-CD3 conjugados con VioBlue, 2 µl de anti-CD184 

conjugados con APC y 2 ul de anti-CD31 conjugados con PE; la especificidad del marcaje 

se controló mediante la incubación de la muestra con 2 µl del anticuerpo CD3; los 

sedimentos de glóbulos blancos obtenidos tras la incubación con los anticuerpos se 

lavaron 2 veces con PBS; y finalmente, en el citómetro de flujo se adquirieron unos 3x104 

eventos por muestra en la región de las células CD3+. 



 

44 
 

 III. MATERIAL Y MÉTODOS 

2.3.4.  Estrategia de gateo 

Una vez que la muestra se introdujo en el citómetro de flujo, las mediciones se 

basaron según la respuesta de las células teñidas a la luz láser en función de su tamaño, 

morfología, complejidad y marcadores presentes en su superficie. La determinación de 

la expresión de los marcadores se llevó a cabo mediante el estudio de la intensidad de la 

fluorescencia de los fluorocromos unidos a los anticuerpos en gráficos de puntos 

biparamétricos (dot-blot).  

La estrategia de gateo comenzó con una primera selección de las células que se 

enmarcaban en la región de tamaño y complejidad de los linfocitos.  

Posteriormente, en el análisis de las EPC se evaluaron los marcadores CD34 y 

CD45 y en aquellas CD34+ CD45low se determinó la expresión de CD133 y CD309, 

seleccionando aquéllas que eran positivas para estos marcadores (Figura 9a).  

En cuanto a las TAng se evaluó la expresión del marcador CD3 y en aquellas 

células con una alta expresión de CD3 se determinó la expresión de CD184 y CD31, 

seleccionando aquéllas positivas para estos marcadores (Figura 9b). 

La frecuencia celular se expresó como porcentaje de células en la región linfoide. 
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Figura 9. Dot-blots representativos de la estrategia de gateo empleada para la evaluación de la 

frecuencia de EPC (a) y TAng (b) por citometría de flujo.  

 

2.4. Genotipado de SNPs del gen VEGF 

Para el genotipado de SNPs del gen VEGF, se seleccionaron los SNPs a tipar, se 

aisló el ácido desoxirribonucleico (ADN) y se amplificó mediante la reacción en cadena 

de la polimerasa cuantitativa a tiempo real (qPCR). Posteriormente, se llevó a cabo el 

procesamiento de los datos obtenidos.  
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2.4.1.  Selección de SNPs 

Los polimorfismos de VEGF se seleccionaron según los siguientes criterios: 

1- Polimorfismos con una frecuencia> 5% en caucásicos y que previamente 

estuvieran implicados en la susceptibilidad a diversas patologías 

inflamatorias y pulmonares. 

2- Polimorfismos asociados con la producción de la proteína VEGF. 

3- Polimorfismos distribuidos a lo largo del gen. 

En consecuencia, se seleccionaron VEGF rs833061 y rs1570360 ubicados en la 

región promotora del gen, rs2010963 ubicado en la región 5´ no traducida (UTR), 

rs3025020 ubicado en el intrón 6, y rs3025039 ubicado en la región 3´ UTR del gen VEGF.  

Además, se comprobó que no se encontraran en desequilibrio de ligamiento (LD) 

mediante el programa Haploview.  

Toda la información relevante de los SNPs seleccionados se detalla en la Figura 

10.  
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Figura 10. Información de los SNPs seleccionados de VEGF. En la parte superior se indica la región 

y posición que ocupa cada SNP en el gen, así como el cambio del nucleótido que se produce en esa posición 

y la frecuencia de cada nucleótido descrita para la población de origen ibérico en el Proyecto 1000 genomas 

(https://www.internationalgenome.org). En la parte inferior se muestra el LD entre los 5 SNPs en donde 

el LD está sombreado de gris claro a gris oscuro en función del valor r2. r2: coeficiente de correlación entre 

2 SNPs. *Frecuencia en la población ibérica del alelo mayoritario/frecuencia del alelo minoritario.  
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2.4.2.  Aislamiento del ADN  

La extracción de ADN a partir de sangre periférica en tubos con el anticoagulante 

EDTA de los individuos reclutados se realizó utilizando el kit comercial de extracción 

de ADN RealPure SSS (REAL) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

 Específicamente, se lisaron 300 µl de sangre periférica con 900 µl de solución de 

lisis de eritrocitos durante 15 minutos de incubación en agitación. Tras centrifugar 2 

minutos a 13000 rpm y retirar el sobrenadante, se añadieron 300 µl de solución de lisis y 

se incubó a 37ºC durante 10 minutos. A continuación de la lisis celular y la inactivación 

de las nucleasas, los extractos celulares se eliminaron mediante la adición de 180 µl de 

una solución de precipitación proteica y su centrifugación a 13000 rpm durante 4 

minutos. Con el fin de concentrar el ADN, se realizó una precipitación consecutiva con 

isopropanol y etanol. Así, el sobrenadante se mezcló por inversión con 300 µl de 

isopropanol hasta la visualización de la hebra de ADN para posteriormente 

centrifugarlo a 13000 rpm durante 2 minutos y resuspenderlo en 300 µl de etanol. Tras 

una centrifugación a 13000 rpm durante 2 minutos, se retiró el sobrenadante y se dejó 

secar el sedimento para, finalmente, eluir el ADN en 100 µl de agua ultrapura milliQ. El 

ADN aislado se congeló a -20ºC hasta su posterior uso.  

La concentración de todas las muestras de ADN se cuantificó en un 

espectrofotómetro (NanoDrop One, Thermo Scientific), realizando mediciones por 

duplicado. La calidad del ADN se evaluó empleando los cocientes A260/A280 y 

A260/A230.  

  

2.4.3.  Amplificación del ADN por qPCR  

El tipaje de los 5 SNPs de VEGF se realizó mediante la técnica de qPCR y el uso 

de sondas TaqMan. Para ello, se añadieron 1,2 µl de cada muestra a una concentración 

de 15 ng/µl en una placa de 384 pocillos. Además, se incluyeron controles negativos. 

Posteriormente, se agregaron a cada muestra 3,8 µl de un mix que contenía 49,4% de 

agua ultrapura milliQ, 49,4% de una solución (compuesta por deoxinucleósidos 

trifosfato (dNTPs), el colorante de referencia pasivo ROX, una solución amortiguadora, 

un co-factor de la polimerasa (MgCl2) y la ADN polimerasa termoestable, Applied 
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Biosystems) y un 1,2% de la sonda TaqMan que identifica el SNP a estudiar (Applied 

Biosystems).  

La reacción de qPCR se llevó a cabo empleando el equipo real-time QuantStudioTM 

7 Flex (Applied Biosystems) programado previamente con unas condiciones específicas 

de amplificación (Figura 11). En particular, se comenzó con una etapa de pre-lectura a 

50ºC durante 2 minutos, continuando con un ciclo de desnaturalización inicial a 95ºC 

durante 10 minutos. Después, se realizaron 45 ciclos sucesivos de desnaturalización a 

95ºC durante 15 segundos y de unión de los cebadores al ADN molde en las zonas 

3´complementarias (alineamiento) y síntesis de la nueva cadena sintetizada por la 

actividad Taq polimerasa (extensión) a 60ºC durante 1 minuto. Para terminar, se realizó 

una extensión final de 30 segundos a 60ºC con el fin de permitir que la Taq polimerasa 

termine de sintetizar todos los fragmentos que pudieran haber quedado incompletos 

(Figura 11).  

 

Figura 11. Condiciones de la qPCR para la amplificación del ADN con el fin de genotipar los 

SNPs de VEGF. 

 

Al iniciar la qPCR, la sonda de oligonucleótidos TaqMan se encuentra unida a un 

marcador fluorescente en un extremo (FAM o VIC en función del alelo) y un quencher en 

el opuesto que reduce la señal del fluoróforo. En las etapas de alineamiento y extensión, 

cuando esta sonda hibrida específicamente con la secuencia diana, la actividad 

5´nucleasa de la Taq polimerasa va liberando la sonda que previamente se había unido 
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al ADN y aumenta la separación entre el quencher y el fluoróforo produciendo un 

aumento de la fluorescencia de forma que la señal aumenta proporcionalmente a medida 

que lo hace la cantidad de producto de la reacción de amplificación.  

Tras la reacción de qPCR, el programa QuantStudio™ (Applied Biosystems), 

específico del equipo anteriormente mencionado, genera un gráfico de discriminación 

alélica con el que se obtiene la distribución de los genotipos para cada SNP (Figura 12).  

 

 

Figura 12. Gráficos de discriminación alélica de los 5 SNPs de VEGF. Imágenes obtenidas del 

programa QuantStudio™ 7 Flex System.  
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2.4.4.  Análisis de calidad del genotipado 

Todos los datos obtenidos del genotipado de VEGF rs833061 T/C, rs1570360 G/A, 

rs2010963 G/C, rs3025020 C/T y rs3025039 C/T se sometieron a un estricto control de 

calidad que garantizó su fiabilidad 295. 

En primer lugar, se calculó la tasa de éxito del genotipado para cada SNP 

teniendo en cuenta los individuos que habían proporcionado un resultado en la técnica 

con relación al total de individuos analizados, debiendo obtener al menos entre un 93-

97% de éxito. En este sentido, se alcanzó un 100% de éxito para todos los polimorfismos 

analizados, por lo que se consideró que las muestras fueron de buena calidad.  

En segundo lugar, para cada uno de los marcadores estudiados se ha analizado 

si los datos genotípicos obtenidos se ajustaban a las proporciones esperadas según el 

equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) (p2, 2pq, q2, siendo p la frecuencia de un alelo y 

q=1-p la frecuencia del otro alelo) 295,296. En este sentido, la distribución genotípica de los 

polimorfismos rs833061, rs2010963, rs3025020 y rs3025039 estaba en EHW (Tabla 6). 

Cabe mencionar que en el caso del polimorfismo rs1570360 se encontró una desviación 

del EHW (Tabla 6). Sin embargo, tras revisar manualmente el genotipado de cada una 

de las muestras y comprobar que era correcto, se consideró que este resultado era 

consecuencia del tamaño muestral y este polimorfismo se mantuvo en el estudio 

genético. 

En tercer lugar, se comprobó que las frecuencias de los genotipos y los alelos de 

los polimorfismos de VEGF estudiados se distribuyeron acorde a los datos descritos en 

el Proyecto 1000 Genomas para población de origen ibérico (Figura 10). 

 

Tabla 6. Análisis de calidad del genotipado. 

 rs833061 rs1570360 rs2010963 rs3025020 rs3025039 

Frecuencias 

genotípicas 

TT (%) 35,5 GG (%) 54,3 GG (%) 41,8 CC (%) 50,3 CC (%) 70,9 

TC (%) 41,8 GA (%) 32,9 GC (%) 44,0 CT (%) 41,2 CT (%) 27,0 

CC (%) 22,7 AA (%) 12,8 CC (%) 14,2 TT (%) 8,5 TT (%) 2,1 

Frecuencias alélicas 
T (%) 56,4 G (%) 70,7 G (%) 63,8 C (%) 70,9 C (%) 84,4 

C (%) 43,6 A (%) 29,3 C (%) 36,2 T (%) 29,1 T (%) 15,6 

EHW p 0,08 p 0,01 p 0,57 p 0,97 p 0,78 
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2.4.5.  Determinación de las frecuencias genotípicas, alélicas, de portadores y 

haplotípicas 

Se calculó la frecuencia en la población de cada genotipo y alelo de cada 

polimorfismo analizado. Las frecuencias genotípicas se calcularon determinando la 

proporción de individuos con cada genotipo dentro del total de individuos genotipados. 

Para calcular las frecuencias alélicas se tomó como unidad de observación el cromosoma 

(cada individuo contribuye con 2 cromosomas) y se calculó la proporción de cada alelo. 

Las frecuencias de los portadores del alelo minoritario se calcularon sumando la 

proporción de individuos heterocigotos y aquéllos que eran homocigotos para dicho 

alelo respecto del total de individuos genotipados. Las frecuencias de los no portadores 

del alelo minoritario fueron aquellos individuos homocigotos para el alelo mayoritario 

respecto del total de individuos genotipados.  

Las frecuencias haplotípicas del gen se calcularon determinando el % de cada 

haplotipo (combinaciones alélicas de los diferentes SNPs de VEGF) respecto del total de 

haplotipos.  

 

2.5. Estudios de expresión génica 

Se cuantificó la expresión de los genes VEGF, CCL2, ICAM1, VCAM1, SELE, 

PRMT1, END1 y gliceraldehído-3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH) en todos los 

individuos incluidos en el estudio. En este sentido, los estudios de expresión génica 

implicaron la realización de varias técnicas y el procesamiento de datos que se describen 

a continuación.  

 

2.5.1.  Aislamiento del ARN 

El ácido ribonucleico (ARN) se obtuvo a partir de las muestras de sangre 

periférica recogida en tubos con anticoagulante EDTA. Para ello, se utilizó el kit 

comercial NucleoSpin®RNA Blood (Macherey-Nagel) siguiendo las instrucciones del 

fabricante.  
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En primer lugar, se mezclaron 400 µl de sangre y 400 µl de tampón de lisis por el 

cual se rompe la membrana celular y nuclear. Con el fin de degradar las proteínas y 

eliminar la contaminación, se añadieron 10 µl de proteinasa k y esta mezcla se incubó 

durante 10 minutos en agitación. Posteriormente, se realizó una precipitación del ARN 

con 400 µl de etanol al 70% y se depositó la mezcla en una columna con una membrana 

en la que, tras una centrifugación a 11000 rpm durante 30 segundos, el ARN queda unido 

dada su afinidad por ella. A continuación, se añadieron 350 µl de un tampón de 

desalación de membrana a la columna con el fin de conseguir las condiciones óptimas 

de la membrana para la acción posterior de la ADNasa y se centrifugó a 11000 rpm 

durante 30 segundos. Para eliminar el posible ADN contaminante, se agregaron a la 

columna 95 µl de ADNasa y se dejó actuar durante 15 minutos. Transcurrido dicho 

tiempo, se llevaron a cabo 3 lavados sucesivos con 200, 600 y 350 µl de dos soluciones 

que contienen etanol con el fin de eliminar los contaminantes. Tras la última 

centrifugación a 11000 rpm durante 1 minuto, se agregaron 72 µl de agua libre de 

ARNasas a la columna y se centrifugó durante 30 segundos a 11000 rpm para eluir el 

ARN unido a la membrana. El ARN eluído se conservó a -80ºC hasta el momento de su 

utilización.  

La concentración de todas las muestras de ARN se cuantificó en un 

espectrofotómetro (NanoDrop One, Thermo Scientific), realizando mediciones por 

duplicado. La pureza del ARN se evaluó empleando los cocientes A260/A280 y 

A260/A230. 

 

2.5.2.  Concentración del ARN 

Para concentrar el ARN se empleó el kit de concentración de ARN comercial 

GeneJET RNA Cleanup and Concentration Micro (Thermo Scientific) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. En particular, se preparó una mezcla que contiene 70 µl de 

ARN, 70 µl de agua libre de ARNasas, 70 µl de un tampón de unión y 210 µl de etanol 

al 100% creando las condiciones de unión apropiadas para favorecer la adsorción del 

ARN a la membrana de sílice. Posteriormente, la solución se transfirió a una columna 

con una membrana en la cual, tras una centrifugación de 1 minuto a 14000 rpm, se queda 
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unida el ARN. Con el fin de eliminar todos los contaminantes, se realizaron 3 lavados de 

500 µl con 3 tampones diferentes que contenían etanol. Tras la última centrifugación a 

14000 rpm durante 1 minuto, se eluyó el ARN añadiendo 12,5 µl de agua libre de 

ARNasas y centrifugando a 14000 rpm durante 1 minuto. El ARN eluído se conservó a -

80ºC hasta su posterior utilización. La concentración de las muestras de ARN se 

cuantificó de nuevo en el espectrofotómetro. 

 

2.5.3.  Retrotranscripción del ARN 

Se procedió a la retrotranscripción del ARN purificado para obtener ADN 

complementario (ADNc) utilizando el iScript Advanced cDNA Synthesis kit for RT-qPCR 

(Bio-Rad).  

En primer lugar, el ARN se diluyó con agua libre de ARNasas en un tubo de PCR 

estéril con el fin de obtener una solución de 1000 ng en un volumen total de 15 µl. A 

dicha mezcla se le añadió el mix de la transcripción inversa que contiene 4 µl de la mezcla 

de oligos (dT) junto con los dNTPs y 1 µl de la enzima retrotranscriptasa reversa. Tras la 

homogeneización de la mezcla, se llevó a cabo la retrotranscripción en el equipo 

Mastercycler® PCR Thermal Cycler (Eppendorf AG) en donde se realizó la síntesis del 

ADNc mediante una incubación a 42ºC durante 30 minutos, y un posterior 

calentamiento a 95ºC durante 5 minutos. 

El ADNc generado se almacenó a -20ºC hasta la realización de la qPCR. 

 

2.5.4.  Adquisición y diseño de cebadores 

Se adquirieron y diseñaron cebadores específicos para los genes de estudio con 

el fin de cuantificar su expresión. 

La cuantificación de la expresión de los genes GAPDH, VEGF, CCL2, ICAM1, 

VCAM1, PRMT1 y END1 se analizó mediante la adquisición de oligonucleótidos 

específicos comerciales (Bio-Rad) (Tabla 7).  
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Tabla 7. Información de los cebadores comerciales adquiridos para los estudios de expresión génica. 

Gen Secuencia amplicón 

Tamaño 

amplicón 

(pb) 

Tm 

(ºC) 

GAPDH 

5’GTATGACAACGAATTTGGCTACAGCAACAGGGTGGTGGACCTCATG

GCCCACATGGCCTCCAAGGAGTAAGACCCCTGGACCACCAGCCCCAG

CAAGAGCACAAGAGGAAGAGAGAGACCCTCACTGCTGGGGAGTCCC

TGCCACAC3’ 

117 86 

VEGF 

5’TGGTGAAGTTCATGGATGTCTATCAGCGCAGCTACTGCCATCCAATC

GAGACCCTGGTGGACATCTTCCAGGAGTACCCTGATGAGATCGAGTA

CATCTTCAAGCCATCCTGTGTGCCCCTGATGCGATGCGGGGGCTGCTG

CA3’ 

   114 83 

CCL2 

5’ACTGAAGCTCGCACTCTCGCCTCCAGCATGAAAGTCTCTGCCGCCCT

TCTGTGCCTGCTGCTCATAGCAGCCACCTTCATTCCCCAAGGGCTCGCT

CAGCCAGATGCAATCAATGCCCCAGTCACCTGCTGTTATAACTTCACC

AATAGGAAGATCTCAGTGCAGAGGCTCGCGAGCTAT3’ 

150 86,5 

ICAM1 

5’GCATTGTCCTCAGTCAGATACAACAGCATTTGGGGCCATGGTACCTG

CACACCTAAAACACTAGGCCACGCATCTGATCTGTAGTCACATGACT

AAGCCAAGAGGAAGGAGCAAGACTCAAGACATGA3’ 

98 82,5 

VCAM1 

5’GGAATTAACCAGGCTGGAAGAAGCAGAAAGGAAGTGGAATTAATT

ATCCAAGTTACTCCAAAAGACATAAAACTTACAGCTTTTCCTTCTGAG

AGTGTCAAAGAAGGAGACACTGTCATCATCTCTTGTACATGTGGAAAT

GTTCCAGAAACATGGATAATCCTGAA3’ 

137 79,5 

PRMT1 

5’CAGTATCTCTGATTATGCGGTGAAGATCGTCAAAGCCAACAAGTTA

GACCACGTGGTGACCATCATCAAGGGGAAGGTGGAGGAGGTGGAGC

TCCCAGTGGAGAAGGTGGACATCATCATCAGCGAGTGGATGGGCTAC

TGCCTCTTCTACGAGTC3’ 

126 84 

END1 

5’GAAGAAGTTCAGAGGAACACCTAAGACAAACCAGGTCGGAGACCA

TGAGAAACAGCGTCAAATCATCTTTTCATGATCCCAAGCTGAAAGGC

AAGCCCTCCAGAGAGCGTTATGTGACCCACAACCGAGCACATTGGTG

ACAGACCTTCGGGGCCTGTCTGAAGCC3’ 

136 84 

 

Dado que la cuantificación de la expresión del gen SELE no pudo ser detectada 

con los cebadores comerciales, ésta fue analizada mediante el diseño de oligonucleótidos 

utilizando el programa PrimerBank (https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/). Se 

consideraron adecuadas las parejas de cebadores con las siguientes propiedades:  

https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/
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- una longitud de alrededor de 20 pares de bases (pb). 

- una temperatura de fusión o melting (Tm) en torno a 60ºC con una diferencia 

máxima de 2ºC entre la pareja de cebadores. 

- una composición que no favoreciera la aparición de estructuras secundarias: 

contenido de GC en torno al 50%, máximo de 2 bases G o C en los 5 últimos 

núcleotidos del extremo 3’ y ausencia de 4 nucléotidos idénticos seguidos. 

- un producto de amplificación de un tamaño entre 80-160 pb.  

 

Se comprobó el cumplimiento de estos criterios mediante la herramienta 

OligoAnalyzer (https://eu.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer). Teniendo en cuenta 

estos parámetros, los cebadores empleados para el gen SELE (Biolegio) se muestran en 

la Tabla 8. 

 Tabla 8. Información de los cebadores diseñados para la identificación del gen SELE. 

 Secuencia cebadores 
Tm 

(ºC) 

Tamaño 

amplicón 

(pb) 

SELE 

Forward 
5’ CAGCAAAGGTACACACACCTG 3’ 61,1 

128 
SELE 

Reverse 
5’ CAGACCCACACATTGTTGACTT 3’ 60,7 

 

2.5.5.  Realización de la qPCR 

Esta técnica permite, a partir del ADNc, cuantificar los niveles relativos de los 

genes de estudio. Debido a que la cantidad de ADNc es proporcional al número de 

moléculas de ARN presente en una muestra, el ADNc es el material de partida necesario 

para determinar los cambios en la expresión de los genes. Para la realización de esta 

técnica se empleó el fluoróforo SYBR Green (Bio-Rad) que se une al ADNc, de manera 

que la señal fluorescente que emite aumenta proporcionalmente a medida que aumenta 

la cantidad de producto de PCR. 

Para ello, se mezcló 1 µl de ADNc diluido 1/5 con 19 µl del mix de amplificación 

que contenía: 10 µl de SYBR green Supermix (compuesto por el fluoróforo SYBR green, 
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los dNTPs y la ADN polimerasa termoestable) (Bio-Rad), 8 µl de agua libre de ARNasas 

y 1 µl de los cebadores específicos de cada gen. Se incluyeron también controles 

negativos añadiendo agua destilada en lugar de ADNc para poder detectar cualquier 

contaminación.  

Posteriormente, la amplificación del ADNc por qPCR se realizó utilizando el 

equipo real-time QuantStudioTM 7 Flex (Applied Biosystems) programado previamente 

con unas condiciones específicas de amplificación (Figura 13). En particular, se comenzó 

con un ciclo de desnaturalización inicial a 95ºC durante 2 minutos. A continuación, se 

realizaron 45 ciclos sucesivos de desnaturalización a 95ºC durante 5 segundos y unión 

de los cebadores al ADNc molde en las zonas 3´complementarias (alineamiento) y 

síntesis de la nueva cadena sintetizada por la actividad Taq polimerasa (extensión) a 

60ºC durante 30 segundos. Después de cada ciclo, los niveles de fluorescencia se 

midieron automáticamente mediante un detector que sólo recoge fluorescencia cuando 

el fluorescente SYBR Green se une al ADN de cadena doble. Para terminar, se realizó 

una curva de melting. Para ello, se elevó la temperatura a 95ºC durante 15 segundos para 

disociar la doble cadena de ADN y posteriormente se alcanzó una temperatura de 65ºC 

durante 5 segundos. Finalmente, se llevó a cabo un incremento de la temperatura en 

etapas de 0,05ºC desde 65ºC a 95ºC durante el cual se registra la fluorescencia para 

detectar la Tm. Así, la Tm representa aquella temperatura en la que el 50% del ADN está 

desnaturalizado (Figura 13). Todas las muestras se analizaron por duplicado. 

 

Figura 13. Condiciones de la qPCR para la amplificación del ADNc de los genes GAPDH, VEGF, 

CCL2, ICAM1, VCAM1, SELE, PRMT1 y END1 con el fin de cuantificar su expresión. 
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2.5.6.  Análisis de calidad de los resultados de expresión génica 

Tras la finalización de la reacción de qPCR, se analizaron las curvas de melting 

mediante el programa QuantStudio™ 7 Flex System con el objetivo de comprobar la 

fiabilidad de las reacciones individuales de la qPCR. Estas curvas representan la 

derivada de la fluorescencia frente a la temperatura, lo que da lugar a un pico que 

corresponde a la Tm, siendo el área del pico proporcional a la cantidad de producto de 

amplificación obtenido. Se verificó que la curva presentaba un único pico con la Tm 

específica del cebador utilizado en cada pocillo, lo que implica que la realización de la 

técnica ha sido correcta y genera un único producto de amplificación (Figura 14).  
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Figura 14. Curvas de melting específicas de cada gen estudiado. Imágenes obtenidas del 

programa QuantStudio™ 7 Flex System. Rn: fluorescencia del fluoróforo normalizada.  
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Además, para confirmar que sólo se amplificó un producto de qPCR en cada 

pocillo, se realizaron electroforesis en geles de agarosa (Sigma) al 2% a partir del material 

presente en los distintos pocillos (Figura 15). Para ello, los geles se prepararon en una 

solución de 50 mL de tampón de tris, borato, EDTA (TBE) 0,5X y 1 g de agarosa. Para la 

tinción de ADN se añadieron 2,5 µl de Green Acid Stain (Biotium). A continuación, se 

añadieron 5 µl de cada muestra diluidos con 2,5 µl de tampón de carga en el gel 

dispuesto en la cubeta de electroforesis cubierta con tampón TBE 0,5X. Además, se 

agregaron 1,5 µl del marcador molecular de 50 pb (Thermo Fisher), mezclado con 1 µl 

de tampón de carga y 4 µl de agua destilada. Finalmente, se puso en marcha la 

electroforesis a un voltaje de 80V. Las bandas de amplificación se visualizaron y 

fotografiaron en el lector de geles Molecular Imager Gel DocTM XR+ (Bio-Rad) a través del 

programa de análisis de imágenes Image Lab (Bio-Rad).  

 

 

Figura 15. Comprobación de los productos de qPCR generados.  

 

2.5.7.  Procesamiento de los datos de expresión génica  

El procesamiento de los datos de expresión génica se llevó a cabo mediante el 

programa QuantStudio™ Real-Time PCR (Applied Biosystems). 

Así, se marcó el umbral de fluorescencia en el punto en que la reacción de 

amplificación se encontraba en fase exponencial, de manera que el ciclo en el cual la señal 

fluorescente cruza dicho umbral se denomina ciclo umbral o threshold (Ct) y depende de 
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la cantidad de ADNc presente en la muestra.  Para cada gen de estudio, la expresión 

relativa se calculó por el método comparativo de Ct, o también llamado método 2 delta-

delta Ct (ΔΔCt), basado en la comparación de la expresión génica de los genes de estudio 

con respecto al gen GAPDH, utilizado como housekeeping 297. En particular, el ∆Ct de cada 

muestra se calculó restando el Ct de cada gen de estudio del Ct de GAPDH. A 

continuación, se calculó el ∆∆Ct como 2-∆Ct.  

 

2.6. Estudio de los niveles proteicos  

Se midió la concentración de las proteínas en el suero de todos los individuos 

mediante la técnica de inmunoensayo de unión a enzima (ELISA). Para ello, se 

emplearon kits comerciales de ELISA analizando los siguientes biomarcadores séricos: 

VEGF (Reddot Biotech Inc, RDVEGFAHu-96T), MCP-1 (Invitrogen, BMS281), VCAM-1 

(Invitrogen, BMS232), ICAM-1 (Invitrogen, BMS201), Selectina-E (Invitrogen, BMS205), 

ET-1 (R&D Systems, DET100) y ADMA (Immundiagnostik AG, K7860).  

 

2.6.1.  Cuantificación de proteínas por ELISA 

Las muestras obtenidas tras la extracción sanguínea se centrifugaron a 4500 rpm 

durante 10 minutos para la separación del suero y se conservaron a -80ºC hasta su 

posterior utilización para la realización de los ELISAs. 

La técnica de ELISA se llevó a cabo siguiendo las instrucciones de cada fabricante. 

Para la evaluación del compuesto ADMA se llevó a cabo un ELISA de tipo competitivo, 

mientras que para el análisis del resto de proteínas se empleó la técnica de ELISA tipo 

sándwich.  

Se prepararon los estándares para obtener una curva de calibración con un rango 

conocido de concentraciones. Así, se añadieron los estándares, controles y muestras (por 

duplicado) y se procedió a la primera incubación en la que la molécula diana quedaba 

inmovilizada por unión a los anticuerpos que recubrían la placa. A continuación, se 

añadió el anticuerpo conjugado con la enzima peroxidasa de rábano y se incubó de 

nuevo con el fin de que éste se una específicamente a la molécula diana. Finalmente, se 



 

62 
 

 III. MATERIAL Y MÉTODOS 

agregó el sustrato tetrametilbenzidina, que reaccionaba con el conjugado unido al 

anticuerpo durante una incubación en oscuridad, paralizándose finalmente la reacción 

con un reactivo específico de cada kit comercial. 

 Por último, se cuantificó la densidad óptica de cada pocillo en un lector de 

microplacas o espectrofotómetro (Multiskan FC, Thermo Scientific) a una longitud de 

onda de 450 nm y 620 nm como referencia. 

 

2.6.2.  Procesamiento de los datos derivados del ELISA 

Los valores de concentración de cada una de las moléculas se calcularon 

interpolando los valores de absorbancia de cada muestra en una curva patrón creada 

con una regresión logística de 4 ó 5 parámetros, en función de las recomendaciones del 

kit, a partir de muestras de concentración conocida utilizando el programa MyAssays 

(www.myassays.com).   

 

2.7. Análisis estadístico 

Los resultados de los estudios celulares funcionales in vitro se muestran como el 

área total (µm2) de las estructuras tubulares por imagen, mientras que los resultados de 

la frecuencia celular de EPC y TAng, la expresión génica y los niveles proteicos de cada 

molécula estudiada se expresan como la media ± DE para cada grupo de estudio.  

La comparación entre dos grupos de estudio se llevó a cabo mediante el test t de 

Student.  

La asociación entre la frecuencia de cada tipo celular y las variables continuas y 

categóricas de las características demográficas y clínicas de los pacientes se analizó 

mediante el análisis de correlación de Pearson y el análisis de varianza unifactorial, 

respectivamente. 

La diferencia de expresión de cada gen estudiado se calculó como el ratio entre 

las medias (R.m) de cada grupo. En este sentido, un valor de R.m mayor de 1 indica que 

la expresión del gen está aumentada. Por el contrario, un valor de R.m menor de 1 indica 

http://www.myassays.com/
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que la expresión del gen está disminuida y en estos casos, para presentar los resultados 

de una manera biológicamente significativa, la diferencia de expresión se definió como 

la inversa negativa de R.m (-1/R.m). 

En cuanto a los estudios de genotipado, las frecuencias genéticas se expresaron 

como % (n). Se compararon las frecuencias genotípicas, alélicas, de portadores del alelo 

minoritario de cada uno de los polimorfismos evaluados y haplotípicas entre los 

distintos grupos de estudio mediante la prueba chi-cuadrado (χ2) o el test exacto de 

Fisher cuando las frecuencias esperadas fueron inferiores a 5. Así mismo, se calculó la 

razón de ventajas “odds ratios” (OR) de cada genotipo/alelo/portador del alelo 

minoritario/haplotipo respecto del grupo de referencia para cuantificar la magnitud de 

la asociación, con un intervalo de confianza (IC) del 95%. En todos los casos, se consideró 

como grupo de referencia al grupo de individuos con el genotipo/alelo mayoritario, así 

como con los portadores del alelo mayoritario y el haplotipo mayoritario en PS, según 

corresponda. Teniendo en cuenta que se analizaron 5 SNPs de VEGF, los resultados se 

ajustaron por el test de Bonferroni. 

Los resultados se consideraron estadísticamente significativos cuando la p fue 

igual o inferior a 0,05, con la excepción de los estudios genéticos en los que se estableció 

una p igual o inferior a 0,01.  

Todos los análisis estadísticos se llevaron a cabo con el programa estadístico 

STATA 12/SE (Stata Corp., College Station, TX, USA). 
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1.  Resultados derivados del Objetivo 1 

Alteración de los marcadores celulares (EPC y TAng) y 

moleculares (VEGF) implicados en la formación, reparación 

y remodelación de los vasos sanguíneos en la EA-EPI+ 
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1.1 CAPACIDADES FUNCIONALES DE LAS EPC EN CULTIVO 

CONDICIONADAS POR LA DISPONIBILIDAD DE O2 

El estudio de las capacidades funcionales de las EPC requirió una primera etapa 

de diferenciación en cultivo a partir de sangre periférica de las ECFC para 

posteriormente exponerlas a condiciones de hipoxia y normoxia.  

Por un lado, las ECFC fueron capaces de proliferar en cultivo tras 3 días de 

incubación. La proliferación celular fue similar entre los cultivos incubados en normoxia 

y aquéllos expuestos a condiciones de hipoxia, sin afectar, por lo tanto, la concentración 

de O2 a la capacidad de proliferación de las ECFC (Figura 16). 

 

Figura 16. Capacidad de proliferación celular de las ECFC en cultivo en condiciones de normoxia 

e hipoxia. Se representa el nº de ECFC/mL tras 3 días de incubación en normoxia e hipoxia, partiendo en 

ambos casos de un total de 1x105 células/mL. 

 

Por otro lado, las ECFC fueron capaces por sí mismas de organizarse en 

estructuras tubulares sobre una matriz de Matrigel. Sin embargo, cuando los cultivos se 

expusieron a diferentes concentraciones de O2, la capacidad tubulogénica de las ECFC 

variaba significativamente. En particular, tras 3 días de incubación se observó que los 

cultivos de ECFC expuestos a un 5% de O2 (hipoxia) formaron estructuras tubulares de 

menor área que aquellos cultivos de ECFC en condiciones de normoxia (Figuras 17 y 18).   
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Figura 17. Microfotografías representativas del ensayo in vitro 3D de tubulogénesis en Matrigel 

de las ECFC al microscopio confocal (x100). Estructuras tubulares teñidas en verde con calceína AM 

en condiciones de normoxia (a) e hipoxia (b).  
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Figura 18. Diferencias en el área de las estructuras tubulares formadas por las ECFC en cultivo 

en condiciones de normoxia e hipoxia. Las barras horizontales indican el valor medio de cada condición. 
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1.2 PAPEL DE LAS EPC Y LAS TAng EN LOS PROCESOS PATOLÓGICOS DE LA 

VASCULOPATÍA Y LA FIBROSIS PULMONAR EN LA EA-EPI+ 

 

1.2.1 EPC relevantes en el daño endotelial vascular y la fibrosis pulmonar en la EA-

EPI+  

El estudio de las EPC en la patología vascular de la EA-EPI+ reveló una frecuencia 

mayor de estas células en los pacientes con EA-EPI+ en comparación con las PS (p<0,001, 

Figura 19a, Tabla S1). De la misma manera, la estratificación en función de la EA 

subyacente mostró que las frecuencias de las EPC estaban aumentadas en los pacientes 

con AR-EPI+, ES-EPI+ y otras EA-EPI+ en relación con la de las PS (p<0,001 en los tres 

casos, Figura 19b-d, Tabla S1).  

Además, se analizó el papel de las EPC en el proceso patológico de la fibrosis. En 

este sentido, se encontró que la frecuencia de estas células en los pacientes con EA-EPI+ 

fue significativamente diferente a la de los grupos control de pacientes. Así, los pacientes 

con EA-EPI+ mostraron frecuencias de EPC más altas que aquéllos con EA-EPI-, mientras 

que éstas eran más bajas que en los pacientes con FPI (p=0,002 y p<0,001, 

respectivamente, Figura 19a, Tabla S1). 

Teniendo en cuenta la EA subyacente, los pacientes con AR-EPI+ exhibieron una 

frecuencia de EPC mayor que aquéllos con AR-EPI-, aunque menor que los pacientes con 

FPI (p=0,003 y p<0,001, respectivamente, Figura 19b, Tabla S1). Los resultados fueron 

similares en los pacientes con ES, ya que la frecuencia de las EPC estaba aumentada en 

los pacientes con ES-EPI+ en relación con aquéllos con ES-EPI-, mientras que fue 

notablemente menor que en los pacientes con FPI (p=0,012 y p<0,001, respectivamente, 

Figura 19c, Tabla S1). Asimismo, se observó que aquéllos con otras EA-EPI+ también 

presentaban frecuencias más bajas que las de los pacientes con FPI (p<0,001, Figura 19d, 

Tabla S1). 
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Figura 19. Diferencias en la frecuencia de las EPC entre todos los grupos de estudio. (a) Pacientes 

con EA-EPI+, EA-EPI-, FPI y PS; (b) Pacientes con AR-EPI+, AR-EPI-, FPI y PS; (c) Pacientes con ES-

EPI+, ES-EPI-, FPI y PS; (d) Pacientes con otras EA-EPI+, FPI y PS. Las barras horizontales indican el 

valor medio de cada grupo de estudio. Los resultados significativos se destacan en negrita. 

 

1.2.2 Disminución de TAng en los procesos fibróticos asociados con la EA-EPI+ 

En el marco de la vasculopatía, los pacientes con EA-EPI+ mostraron una 

frecuencia de TAng significativamente menor que las PS (p<0,001, Figura 20a, Tabla S1). 

El análisis de la frecuencia de TAng en función de la EA demostró que los resultados 

eran similares a los descritos en todo el grupo de EA-EPI+ ya que las frecuencias de TAng 

estaban significativamente disminuidas en los pacientes con AR-EPI+, ES-EPI+ y otras 

EA-EPI+ en relación con las PS (p=0,007, p=0,016 y p=0,005, respectivamente, Figura 20b-

d, Tabla S1). 
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 Por otro lado, se estudió la función de las TAng en la patología de la fibrosis. En 

este sentido, las frecuencias de TAng fueron similares en los pacientes con EA-EPI+ y 

aquéllos con FPI, mientras que las frecuencias de aquéllos con EA-EPI+ fueron 

significativamente menores en relación con aquéllos con EA-EPI- (p<0,001, Figura 20a, 

Tabla S1).  

Tras estratificar según la EA presente, los pacientes con AR-EPI+ presentaron frecuencias 

de TAng significativamente menores en relación con aquellos pacientes con AR-EPI- 

(p=0,006), mientras que éstas eran semejantes a las de los pacientes con FPI (Figura 20b, 

Tabla S1). En línea con estos resultados, no se encontraron diferencias en la frecuencia 

de TAng entre los pacientes con ES-EPI+ y con FPI, aunque las frecuencias de aquéllos 

con ES-EPI+ fueron significativamente menores que las de los pacientes con ES-EPI- 

(p=0,044, Figura 20c, Tabla S1). Así mismo, las frecuencias de TAng de los pacientes con 

otras EA-EPI+ fueron similares a las de aquéllos con FPI (Figura 20d, Tabla S1). 
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Figura 20. Diferencias en la frecuencia de TAng entre todos los grupos de estudio. (a) Pacientes con 

EA-EPI+, EA-EPI-, FPI y PS; (b) Pacientes con AR-EPI+, AR-EPI-, FPI y PS; (c) Pacientes con ES-EPI+, 

ES-EPI-, FPI y PS; (d) Pacientes con otras EA-EPI+, FPI y PS. Las barras horizontales indican el valor 

medio de cada grupo de estudio. Los resultados significativos se destacan en negrita. 

 

1.2.3  Frecuencias celulares asociadas con características demográficas y clínicas de 

los pacientes con EA-EPI+ 

 

• Correlación de EPC y TAng con las características de los pacientes con AR-EPI + 

En los pacientes con AR-EPI+ se observó una asociación de la frecuencia de TAng 

con el sexo (Tabla 9). En particular, los hombres con AR-EPI+ mostraron frecuencias de 

TAng más bajas que las mujeres (p<0,01, Tabla 9). En cambio, no se observó una 

asociación de las EPC con el sexo.  
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De igual manera, no se observó una asociación de la frecuencia de EPC y TAng con 

la duración de la AR, PCR, VSG, así como las PFR en estos pacientes (Tabla 9). Por otro 

lado, tampoco se encontraron diferencias en la frecuencia de EPC y TAng cuando los 

pacientes con AR-EPI+ se estratificaron según el historial de tabaquismo, la presencia de 

FR/ACPA, el patrón radiológico o las terapias recibidas (Tabla 9).  

 

Tabla 9. Correlación de la frecuencia de EPC y TAng con las 

características demográficas y clínicas de los pacientes con AR-EPI+. 

 EPC TAng 

Variable r p r p 

Duración AR (años) -0,19 0,42 -0,16 0,50 

PCR (mg/dl) -0,06 0,79 0,02 0,94 

VSG (mm/ hora) -0,34 0,10 -0,18 0,44 

CVF (% predicho)  0,07 0,76 0,13 0,58 

FEV1 (% predicho) -0,07 0,77 0,18 0,43 

FEV1/CVF (% predicho) -0,03 0,89 0,18 0,44 

DLCO (% predicho) 0,38 0,22 0,15 0,62 

     

Categoría Media ± DE p Media ± DE p 

Hombre 0,041 ± 0,022 
0,17 

9,745 ± 4,117 
<0,01 

Mujer 0,055 ± 0,024 16,436 ± 5,974 

No Fumador 0,059 ± 0,020 
0,20 

15,498 ± 5,634 
0,24 

Fumador  0,043 ± 0,024 12,018 ± 5,857 

FR- 0,061 ± 0,034 
0,31 

13,589 ± 3,292 
0,79 

FR+ 0,047 ± 0,020 12,521 ± 6,498 

Patrón TCAR NIU 0,043 ± 0,020 
0,15 

12,400 ± 6,338 
0,76 

Patrón TCAR NINE 0,059 ± 0,025 13,363 ± 6,551 

No FAMEcs 0,036 ± 0,099 
0,39 

9,887 ± 4,324 
0,31 

FAMEcs 0,049 ± 0,025 13,609 ± 5,857 

No FAMEb 0,047 ± 0,034 
0,99 

16,253 ± 8,282 
0,15 

FAMEb 0,047 ± 0,020 11,983 ± 4,464 

Los resultados significativos se destacan en negrita. 
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• Correlación de EPC y TAng con las características de los pacientes con ES-EPI + 

En los pacientes con ES-EPI+ se encontró una correlación negativa entre la 

frecuencia de EPC y la duración de la ES (r=-0,45, p=0,04, Tabla 10).  Dada esta asociación 

con las EPC, los pacientes con ES-EPI+ y ES-EPI- se estratificaron por la duración de la ES. 

En este sentido, la frecuencia de EPC fue mayor en los pacientes con ES-EPI+, tanto 

precoz como tardía, en comparación con las PS (p<0,001 en ambos casos, Figura 21a). No 

se observaron diferencias significativas entre los pacientes con ES-EPI+ precoz y tardía 

(Figura 21a). En cuanto a la ES-EPI-, los pacientes con ES-EPI- precoz mostraron 

frecuencias de EPC significativamente más altas que las PS (p=0,030, Figura 21b), 

mientras que aquéllos con ES-EPI- tardía y las PS presentaron frecuencias semejantes 

(Figura 21b). Igualmente, no se observaron diferencias significativas entre los pacientes 

con ES-EPI- precoz y tardía (Figura 21b). Asimismo, en los pacientes con ES-EPI+ la 

frecuencia de EPC se asoció con el sexo, siendo ésta más alta en los hombres en 

comparación con las mujeres (p=0,04, Tabla 10).  

Por otro lado, se encontró una correlación positiva entre la frecuencia de las TAng 

y el ratio FEV1/CVF en los pacientes con ES-EPI+ (r=0,48; p=0,03, Tabla 10). Asimismo, 

cuando se analizaron los pacientes en función de la presencia o ausencia de anti-Scl70, 

aquéllos positivos para anti-Scl70 presentaron frecuencias de TAng significativamente 

más altas que aquéllos que eran negativos para este anticuerpo (p=0,03, Tabla 10). Sin 

embargo, estas asociaciones no se encontraron con las EPC (Tabla 10).  

Del mismo modo, no se halló una relación significativa de la frecuencia de EPC 

y TAng con la PCR, y la VSG. Se observaron los mismos resultados cuando los pacientes 

con ES-EPI+ se estratificaron según el historial de tabaquismo, la presencia de 

ANA/AAC, la presencia de HAP, el patrón radiológico o las diferentes terapias recibidas 

(Tabla 10). 
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Tabla 10. Correlación de la frecuencia de EPC y TAng con las características 

demográficas y clínicas de la ES-EPI+. 

 EPC TAng 

Variable r p r p 

Duración de ES (años) -0,45 0,04 0,04 0,86 

PCR (mg/dl) -0,08 0,76 0,31 0,22 

VSG (mm/hora) -0,25 0,33 -0,17 0,51 

CVF (% predicho)  -0,24 0,30 -0,06 0,79 

FEV1 (% predicho) -0,19 0,40 -0,02 0,94 

FEV1/CVF (% predicho) 0,07 0,74 0,48 0,03 

DLCO (% predicho) -0,00 0,10 -0,06 0,77 

     

Categoría Media ± DE p Media ± DE p 

Hombre 0,045 ± 0,021 
0,04 

10,304 ± 5,669 
0,07 

Mujer 0,030 ± 0,007 15,022 ± 5,250 

No Fumador 0,022 ± 0,018  
0,50 

14,969 ± 5,198 
0,19 

Fumador  0,040 ± 0,014  11,640 ± 6,039 

Scl70- 0,033 ± 0,011 
0,35 

10,301 ± 5,093 
0,03 

Scl70+ 0,040 ± 0,193 15,725 ± 5,441 

No HAP 0,033 ± 0,013 
0,07 

12,375 ± 6,077 
0,37 

HAP 0,052 ± 0,028 15,864 ± 5,152 

Patrón TCAR NINE 0,032 ± 0,010 
0,36 

13,523 ± 6,609 
0,70 

Patrón TCAR NIU 0,039 ± 0,023 12,376 ± 4,282 

No FAMEcs 0,034 ± 0,014 
0,78 

10,523 ± 4,968 
0,24 

FAMEcs 0,036 ± 0,017 14,069 ± 5,884 

No Rituximab 0,039 ± 0,018 
0,13 

13,049 ± 5,808 
0,85 

Rituximab 0,029 ± 0,005 13,577 ± 6,138 

No Vasodilatadores 0,027 ± 0,006 
0,05 

15,065 ± 3,893 
0,26 

Vasodilatadores 0,041 ± 0,018 12,093 ± 6,558 

Los resultados significativos se destacan en negrita. 
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Figura 21. Frecuencia de EPC en los pacientes con ES-EPI+ y ES-EPI- estratificados según la 

duración de la ES y en las PS. (a) Frecuencia de las EPC en los pacientes con ES-EPI+ precoz y tardía y 

las PS. (b) Frecuencia de las EPC en los pacientes con ES-EPI- precoz y tardía y las PS. Las barras 

horizontales indican el valor medio de cada grupo de estudio. Los resultados significativos se destacan en 

negrita. 

 

• Correlación de EPC y TAng con las características de los pacientes con otras EA-EPI + 

Se encontraron diferencias en la frecuencia de TAng cuando los pacientes con 

otras EA-EPI+ se estratificaron según el patrón radiológico (Tabla 11). Concretamente, 

los pacientes que presentaron un patrón NIU tenían frecuencias de TAng más altas que 

aquéllos con un patrón NINE (p=0,03, Tabla 11). Dicha asociación no se encontró en el 

caso de las EPC (Tabla 11).  

Tampoco se observó una asociación de EPC y TAng con las PFR, el sexo, el 

historial de tabaquismo, la presencia de los diferentes autoanticuerpos o el tratamiento 

de los pacientes con otras EA-EPI+ (Tabla 11). 
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Tabla 11. Correlación de la frecuencia de EPC y TAng con las características 

demográficas y clínicas de los pacientes con otras EA-EPI+. 

 EPC TAng 

Variable r p r p 

CVF (% predicho)  -0,48 0,07 -0,27 0,32 

FEV1 (% predicho) -0,50 0,05 -0,27 0,32 

FEV1/CVF (% predicho) -0,02 0,95 0,15 0,59 

DLCO (% predicho) -0,28 0,41 -0,36 0,27 

     

Categoría Media ± DE p Media ± DE p 

Hombre 0,034 ± 0,018 
0,35 

11,924 ± 8,968 
0,84 

Mujer 0,025 ± 0,010 11,052 ± 4,923 

No Fumador 0,025 ± 0,191 
0,39 

17,833 ± 7,299 
0,06 

Fumador  0,033 ± 0,015 9,378 ± 6,736 

ANA- 0,018 ± 0,006 
0,18 

9,486 ± 1,466 
0,49 

ANA+ 0,032 ± 0,017 13,293 ± 8,981 

Ac Miopatías Inflamatorias- 0,034 ± 0,021 
0,42 

13,845 ± 11,355 
0,59 

Ac Miopatías Inflamatorias+ 0,026 ± 0,010 11,097 ± 4,379 

Anti-SSA (Ro)- 0,028 ± 0,015 
0,72 

14,999 ± 10,352 
0,65 

Anti-SSA (Ro)+ 0,025 ± 0,010 11,0833 ± 6,790 

Anti-SSB (La)- 0,028 ± 0,014 
0,79 

13,995 ± 9,816 
0,98 

Anti-SSB (La)+ 0,025 ± 0,015 13,765 ± 8,356 

Patrón TCAR NINE 0,033 ± 0,017 
0,68 

6,425 ± 3,991 
0,03 

Patrón TCAR NIU 0,030 ± 0,017 15,105 ± 7,685 

No Antifibróticos 0,029 ± 0,015 
0,30 

11,082 ± 6,879 
0,60 

Antifibróticos 0,040 ± 0,023 13,838 ± 11,930 

No FAMEcs 0,030 ± 0,016 
0,53 

10,847 ± 7,124 
0,34 

FAMEcs 0,038 ± 0,019 16,743 ± 12,408 

No FAMEb 0,032 ± 0,018 
0,72 

11,653 ± 6,385 
0,98 

FAMEb 0,028 ± 0,005 11,552 ± 13,691 

Los resultados significativos se destacan en negrita. 
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1.3 RELEVANCIA DE VEGF EN LA FISIOPATOLOGÍA DE LA EA-EPI+ 

 

1.3.1 El gen VEGF involucrado en la EA-EPI+ 

Se estudió en primer lugar la implicación de los polimorfismos rs833061, 

rs1570360, rs2010963, rs3025020 y rs3025039 en la vasculopatía de la EA-EPI+. En este 

sentido, se encontró que la frecuencia tanto de los genotipos GA y AA, como del alelo A 

y el portador del alelo A del polimorfismo rs1570360 fue más baja en los pacientes con 

EA-EPI+ en comparación con las PS (GA: OR=0,30 [0,10-0,94], p=0,04; AA: OR=0,15 [0,03-

0,82], p=0,03; alelo A: OR=0,33 [0,15-0,72], p=0,005; portador alelo A: OR=0,26 [0,01-0,75], 

p=0,01) (Tabla 12), siendo estadísticamente significativo para el alelo A y los portadores 

del alelo A (Figura 22a).  

Asimismo, se observó que la frecuencia del alelo C del polimorfismo rs2010963 fue 

significativamente mayor en los pacientes con EA-EPI+ que en las PS (OR= 3,04 [1,28-

7,17], p=0,01, Tabla 12, Figura 22b). En línea con estos resultados, cabe mencionar que 

los pacientes con EA-EPI+ portaban el alelo C con una frecuencia más alta que las PS 

(OR= 3,25 [1,14-9,26], p=0,03, Tabla 12), aunque este resultado no se consideró 

estadísticamente significativo.  

No obstante, cuando se analizaron los pacientes con EA-EPI+ en comparación con las PS 

no se obtuvieron diferencias significativas en las frecuencias genotípicas, alélicas y de 

portadores del resto de los polimorfismos, así como en las frecuencias haplotípicas 

(Tablas 12 y 13).  

En segundo lugar, se observó que las frecuencias genotípicas, alélicas y de 

portadores de los polimorfismos estudiados fueron similares en los pacientes con EA-

EPI+, EA-EPI- y FPI (Tabla 14). A nivel haplotípico se obtuvieron los mismos resultados 

(Tabla 15). Adicionalmente, no se observaron diferencias genéticas al comparar los 

pacientes con AR-EPI+ y AR-EPI- ni entre los pacientes con ES-EPI+ y ES-EPI- (Tablas 16 

y 17). 

 

 



 

78 
 

 IV. RESULTADOS 

 

Figura 22. Diferencias en la frecuencia del alelo A y portadores del alelo A del polimorfismo 

rs1570360 (a) y del alelo C del polimorfismo rs2010963 (b) de VEGF entre los pacientes con EA-

EPI+ y las PS. 
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Tabla 12.  Comparación de las frecuencias genotípicas, alélicas y de portadores de los polimorfismos de VEGF en los pacientes con EA-EPI+, EA-EPI- y FPI en relación con las PS. 

 Pacientes EA-EPI+ versus PS Pacientes EA-EPI- versus PS Pacientes FPI versus PS 

Polimorfismo 

VEGF 

Genotipo/  

Alelo/ Portador 

EA-EPI+ 

% (n) 

PS 

% (n) 
OR [95% IC] p 

EA-EPI- 

% (n) 

PS 

% (n) 
OR [95% IC] p 

FPI 

% (n) 

PS 

% (n) 
OR [95% IC] p 

rs833061 TT 44,4 (24) 23,8 (5) Referencia - 33,3 (15) 23,8 (5) Referencia - 28,6 (6) 23,8 (5) Referencia - 

 TC 35,2 (19) 42,9 (9) 0,44 [0,13-1,53] 0,20 44,4 (20) 42,9 (9) 0,74 [0,21-2,67] 0,65 52,4 (11) 42,9 (9) 1,02 [0,23-4,47] 0,98 

 CC 20,4 (11) 33,3 (7) 0,33 [0,08-1,26] 0,11 22,3 (10) 33,3 (7) 0,48 [0,12-1,93] 0,30 19,0 (4) 33,3 (7) 0,48 [0,09-2,63] 0,40 

 T 62,0 (67) 45,2 (19) Referencia - 55,6 (50) 45,2 (19) Referencia - 54,8 (23) 45,2 (19) Referencia - 

 C 38,0 (41) 54,8 (23) 0,51 [0,25-1,04] 0,06 44,4 (40) 54,8 (23) 0,66 [0,32-1,38] 0,27 45,2 (19) 54,8 (23) 0,68 [0,29-1,61] 0,38 

 No portador de C 44,4 (24) 23,8 (5) Referencia  33,3 (15) 23,8 (5) Referencia - 28,6 (6) 23,8 (5) Referencia - 

 Portador de C 55,6 (30) 76,2 (16) 0,39 [0,13-1,22] 0,11 66,7 (30) 76,2 (16) 0,63 [0,19-2,03] 0,44 71,4 (15) 76,2 (16) 0,78 [0,20-3,11] 0,73 

rs1570360 GG 66,0 (35) 33,3 (7) Referencia - 48,9 (22) 33,3 (7) Referencia - 57,1 (12) 33,3 (7) Referencia  

 GA 28,3 (15) 47,6 (10) 0,30 [0,10-0,94] 0,04 33,3 (15) 47,6 (10) 0,48 [0,15-1,53] 0,21 28,6 (6) 47,6 (10) 0,35 [0,09-1,39] 0,14 

 AA 5,7 (3) 19,1 (4) 0,15 [0,03-0,82] 0,03 17,8 (8) 19,1 (4) 0,64 [0,15-2,77] 0,55 14,3 (3) 19,1 (4) 0,44 [0,08-2,55] 0,36 

 G 80,2 (85) 57,1 (24) Referencia - 65,6 (59) 57,1 (24) Referencia - 71,4 (30) 57,1 (24) Referencia - 

 A 19,8 (21) 42,9 (18) 0,33 [0,15-0,72] 0,005 34,4 (31) 42,9 (18) 0,70 [0,33-1,48] 0,35 28,6 (12) 42,9 (18) 0,53 [0,22-1,32] 0,17 

 No portador de A 66,0 (35) 33,3 (7) Referencia - 48,9 (22) 33,3 (7) Referencia - 57,1 (12) 33,3 (7) Referencia - 

 Portador de A 34,0 (18) 66,7 (14) 0,26 [0,01-0,75] 0,01 51,1 (23) 66,7 (14) 0,52 [0,18-1,54] 0,24 42,9 (9) 66,7 (14) 0,38 [0,11-1,31] 0,13 

rs2010963 GG 33,3 (18) 61,9 (13) Referencia - 46,6 (21) 61,9 (13) Referencia - 33,3 (7) 61,9 (13) Referencia - 

 GC 50,0 (27) 38,1 (8) 2,44 [0,84-7,06] 0,10 37,8 (17) 38,1 (8) 1,32 [0,44-3,91] 0,62 47,6 (10) 38,1 (8) 2,32 [0,63-8,58] 0,21 

 CC 16,7 (9) 0,0 (0) - - 15,6 (7) 0,0 (0) - - 19,1 (4) 0,0 (0) - - 

 G 58,3 (63) 81,0 (34) Referencia - 65,6 (59) 81,0 (34) Referencia - 57,1 (24) 81,0 (34) Referencia - 

 C 41,7 (45) 19,0 (8) 3,04 [1,28-7,17] 0,01 34,4 (31) 19,0 (8) 2,23 [0,92-5,41] 0,08 42,9 (18) 19,0 (8) 3,19 [1,19-8,52] 0,02 

 No portador de C 33,3 (18) 61,9 (13) Referencia - 46,7 (21) 61,9 (13) Referencia - 33,3 (7) 61,9 (13) Referencia - 

 Portador de C 66,7 (36) 38,1 (8) 3,25 [1,14-9,26] 0,03 53,3 (24) 38,1 (8) 1,86 [0,64-5,35] 0,25 66,7 (14) 38,1 (8) 3,25 [0,92-11,51] 0,07 

Los resultados significativos se destacan en negrita. 
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Continuación Tabla 12. Comparación de las frecuencias genotípicas, alélicas y de portadores de los polimorfismos de VEGF en los pacientes con EA-EPI+, EA-EPI- y FPI en relación 

con las PS. 

  Pacientes EA-EPI+ versus PS Pacientes EA-EPI- versus PS Pacientes FPI versus PS 

Polimorfismo 

VEGF 

Genotipo/  

Alelo/ Portador 

EA-EPI+ 

% (n) 

PS 

% (n) 
OR [95% IC] p 

EA-EPI- 

% (n) 

PS 

% (n) 
OR [95% IC] p 

FPI 

% (n) 

PS 

% (n) 
OR [95% IC] p 

rs3025020 CC 53,7 (29) 52,4 (11) Referencia - 51,1 (23) 52,4 (11) Referencia - 38,1 (8) 52,4 (11) Referencia  

 CT 37,0 (20) 38,1 (8) 0,95 [0,32-2,78] 0,92 42,2 (19) 38,1 (8) 1,14 [0,38-3,40] 0,82 52,4 (11) 38,1 (8) 1,89 [0,52-6,85] 0,33 

 TT 9,3 (5) 9,5 (2) 0,95 [0,16-5,63] 0,95 6,7 (3) 9,5 (2) 0,72 [0,10-4,93] 0,74 9,5 (2) 9,5 (2) 1,38 [0,16-11,94] 0,77 

 C 72,2 (78) 71,4 (30) Referencia - 72,2 (65) 71,4 (30) Referencia - 64,3 (27) 71,4 (30) Referencia - 

 T 27,8 (30) 28,6 (12) 0,96 [0,44-2,12] 0,92 27,8 (25) 28,6 (12) 0,96 [0,43-2,17] 0,93 35,7 (15) 28,6 (12) 1,39 [0,55-3,49] 0,48 

 No portador de T 53,7 (29) 52,4 (11) Referencia - 51,1 (23) 52,4 (11) Referencia - 38,1 (8) 52,4 (11) Referencia - 

 Portador de T 46,3 (25) 47,6 (10) 0,95 [0,35-2,60] 0,92 48,9 (22) 47,6 (10) 1,05 [0,37-2,97] 0,92 61,9 (13) 47,6 (10) 1,79 [0,52-6,11] 0,35 

rs3025039 CC 70,4 (38) 71,4 (15) Referencia - 73,3 (33) 71,4 (15) Referencia - 66,7 (14) 71,4 (15) Referencia - 

 CT 25,9 (14) 28,6 (6) 0,92 [0,30-2,84] 0,89 24,4 (11) 28,6 (6) 0,83 [0,26-2,68] 0,76 33,3 (7) 28,6 (6) 1,25 [0,34-4,64] 0,74 

 TT 3,7 (2) 0,0 (0) - - 2,3 (1) 0,0 (0) - - 0,0 (0) 0,0 (0) - - 

 C 83,3 (90) 85,7 (36) Referencia - 85,6 (77) 85,7 (36) Referencia - 83,3 (35) 85,7 (36) Referencia - 

 T 16,7 (18) 14,3 (6) 1,20 [0,44-3,27] 0,72 14,4 (13) 14,3 (6) 1,01 [0,36-2,88] 0,98 16,7 (7) 14,3 (6) 1,20 [0,37-3,93] 0,76 

 No portador de T 70,4 (38) 71,4 (15) Referencia - 73,3 (33) 71,4 (15) Referencia - 66,7 (14) 71,4 (15) Referencia - 

 Portador de T 29,6 (16) 28,6 (6) 1,05 [0,35-3,20] 0,93 26,7 (12) 28,6 (6) 0,91 [0,29-2,88] 0,87 33,3 (7) 28,6 (6) 1,25 [0,34-4,64] 0,74 
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Tabla 13. Comparación de las frecuencias haplotípicas de VEGF en los pacientes con EA-EPI+, EA-EPI- y FPI en relación con las PS.  

*Haplotipos 

VEGF 

Pacientes EA-EPI+ versus PS Pacientes EA-EPI- versus PS Pacientes FPI versus PS 

EA-EPI+ 

% (n) 

PS 

% (n) 
OR [95% IC] p 

EA-EPI- 

% (n) 

PS 

% (n) 
OR [95% IC] p 

FPI 

% (n) 

PS 

% (n) 
OR [95% IC] p 

TGGCC 29,3 (31) 35,7 (15) Referencia - 32,2 (29) 35,7 (15) Referencia - 28,6 (12) 35,7 (15) Referencia - 

CAGCC 5,7 (6) 14,3 (6) 0,48 [0,13-1,76] 0,27 10,0 (9) 14,3 (6) 0,78 [0,23-2,59] 0,68 7,1 (3) 14,3 (6) 0,63 [0,13-3,03] 0,56 

CAGTC 6,6 (7) 9,5 (4) 0,85 [0,21-3,35] 0,81 8,9 (8) 9,5 (4) 1,03 [0,27-4,00] 0,96 9,5 (4) 9,5 (4) 1,25 [0,26-6,07] 0,78 

CAGTT 0,0 (0) 7,1 (3) - - 2,2 (2) 7,1 (3) 0,34 [0,05-2,29] 0,27 2,4 (1) 7,1 (3) 0,42 [0,04-4,53] 0,47 

CGGCC 6,6 (7) 7,1 (3) 1,13 [0,26-4,99] 0,87 5,6 (5) 7,1 (3) 0,86 [0,18-4,11] 0,85 2,4 (1) 7,1 (3) 0,42 [0,04-4,53] 0,47 

TGCCC 14,2 (15) 7,1 (3) 2,42 [0,61-9,66] 0,21 10,0 (9) 7,1 (3) 1,55 [0,36-6,60] 0,55 14,3 (6) 7,1 (3) 2,50 [0,51-12,14] 0,26 

CGGTC 3,8 (4) 4,8 (2) 0,97 [0,16-5,89] 0,97 1,1 (1) 4,8 (2) 0,26 [0,02-3,09] 0,29 2,4 (1) 4,8 (2) 0,63 [0,05-7,75] 0,71 

CACCC 1,9 (2) 2,4 (1) 0,97 [0,08-11,54] 0,98 0,0 (0) 2,4 (1) - - 0,0 (0) 2,4 (1) - - 

CACCT 0,0 (0) 2,4 (1) - - 1,1 (1) 2,4 (1) 0,52 [0,03-8,86] 0,65 2,4 (1) 2,4 (1) 1,25 [0,07-22,13] 0,88 

CACTC 4,7 (5) 2,4 (1) 2,42 [0,26-22,58] 0,44 8,9 (8) 2,4 (1) 4,14 [0,47-36,25] 0,20 4,8 (2) 2,4 (1) 2,50 [0,20-31,00] 0,48 

CACTT 0,0 (0) 2,4 (1) - - 0,0 (0) 2,4 (1) - - 0,0 (0) 2,4 (1) - - 

CAGCT 0,9 (1) 2,4 (1) 0,48 [0,03-8,28] 0,62 2,2 (2) 2,4 (1) 1,03 [0,09-12,35] 0,98 2,4 (1) 2,4 (1) 1,25 [0,07-22,13] 0,88 

TGCTC 6,6 (7) 2,4 (1) 3,39 [0,38-30,09] 0,27 3,3 (3) 2,4 (1) 1,55 [0,15-16,23] 0,71 2,4 (1) 2,4 (1) 1,25 [0,07-22,13] 0,88 

*El orden de los polimorfismos fue rs833061, rs1570360, rs2010963, rs3025020 y rs3025039. 
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Tabla 14. Comparación de las frecuencias genotípicas, alélicas y de portadores de los polimorfismos de VEGF en los pacientes con EA-EPI+ en relación con aquéllos con EA-EPI- y 

FPI, así como en pacientes con EA-EPI- en comparación con pacientes con los pacientes con FPI. 

 Pacientes EA-EPI+ versus EA-EPI- Pacientes EA-EPI+ versus FPI Pacientes EA-EPI- versus FPI 

Polimorfismo 

VEGF 

Genotipo 

/Alelo/ Portador 

EA-EPI+ 

% (n) 

EA-EPI- 

% (n) 
OR [95% IC] p 

EA-EPI+ 

% (n) 

FPI 

% (n) 
OR [95% IC] p 

EA-EPI- 

% (n) 

FPI 

% (n) 
OR [95% IC] p 

rs833061 TT 44,4 (24) 33,3 (15) Referencia - 44,4 (24) 28,6 (6) Referencia - 33,3 (15) 28,6 (6) Referencia - 

 TC 35,2 (19) 44,4 (20) 0,59 [0,24-1,46] 0,26 35,2 (19) 52,4 (11) 0,43 [0,14-1,38] 0,16 44,4 (20) 52,4 (11) 0,73 [0,22-2,41] 0,60 

 CC 20,4 (11) 22,3 (10) 0,69 [0,24-2,00] 0,49 20,4 (11) 19,0 (4) 0,69 [0,16-2,94] 0,61 22,3 (10) 19,0 (4) 1,00 [0,22-4,47] 1,00 

 T 62,0 (67) 55,6 (50) Referencia - 62,0 (67) 54,8 (23) Referencia - 55,6 (50) 54,8 (23) Referencia - 

 C 38,0 (41) 44,4 (40) 0,76 [0,43-1,35] 0,36 38,0 (41) 45,2 (19) 0,74 [0,36-1,52] 0,42 44,4 (40) 45,2 (19) 0,97 [0,46-2,02] 0,93 

 No portador de C 44,4 (24) 33,3 (15) Referencia - 44,4 (24) 28,6 (6) Referencia - 33,3 (15) 28,6 (6) Referencia - 

 Portador de C 55,6 (30) 66,7 (30) 0,63 [0,28-1,42] 0,26 55,6 (30) 71,4 (15) 0,50 [0,17-1,48] 0,21 66,7 (30) 71,4 (15) 0,80 [0,26-2,48] 0,70 

rs1570360 GG 66,0 (35) 48,9 (22) Referencia - 66,0 (35) 57,1 (12) Referencia - 48,9 (22) 57,1 (12) Referencia - 

 GA 28,3 (15) 33,3 (15) 0,63 [0,26-1,53] 0,31 28,3 (15) 28,6 (6) 0,86 [0,27-2,71] 0,79 33,3 (15) 28,6 (6) 1,36 [0,42-4,44] 0,61 

 AA 5,7 (3) 17,8 (8) 0,24 [0,06-0,99] 0,05 5,7 (3) 14,3 (3) 0,34 [0,06-1,93] 0,23 17,8 (8) 14,3 (3) 1,45 [0,32-4,53] 0,63 

 G 80,2 (85) 65,6 (59) Referencia - 80,2 (85) 71,4 (30) Referencia - 65,6 (59) 71,4 (30) Referencia - 

 A 19,8 (21) 34,4 (31) 0,47 [0,25-0,90] 0,02 19,8 (21) 28,6 (12) 0,62 [0,27-1,41] 0,25 34,4 (31) 28,6 (12) 1,31 [0,59-2,92] 0,50 

 No portador de A 66,0 (35) 48,9 (22) Referencia - 66,0 (35) 57,1 (12) Referencia - 48,9 (22) 57,1 (12) Referencia - 

 Portador de A 34,0 (18) 51,1 (23) 0,49 [0,22-1,11] 0,09 34,0 (18) 42,9 (9) 0,69 [0,24-1,93] 0,48 51,1 (23) 42,9 (9) 1,40 [049-3,96] 0,53 

rs2010963 GG 33,3 (18) 46,6 (21) Referencia - 33,3 (18) 33,3 (7) Referencia - 46,6 (21) 33,3 (7) Referencia - 

 GC 50,0 (27) 37,8 (17) 1,85 [0,77-4,44] 0,17 50,0 (27) 47,6 (10) 1,05 [0,34-3,27] 0,93 37,8 (17) 47,6 (10) 0,57 [0,18-1,80] 0,34 

 CC 16,7 (9) 15,6 (7) 1,50 [0,46-4,84] 0,50 16,7 (9) 19,1 (4) 0,88 [0,20-3,79] 0,86 15,6 (7) 19,1 (4) 0,58 [0,13-2,61] 0,48 

 G 58,3 (63) 65,6 (59) Referencia - 58,3 (63) 57,1 (24) Referencia - 65,6 (59) 57,1 (24) Referencia - 

 C 41,7 (45) 34,4 (31) 1,36 [0,76-2,43] 0,30 41,7 (45) 42,9 (18) 0,95 [0,46-1,96] 0,89 34,4 (31) 42,9 (18) 0,70 [0,33-1,48] 0,35 

 No portador de C 33,3 (18) 46,7 (21) Referencia - 33,3 (18) 33,3 (7) Referencia - 46,7 (21) 33,3 (7) Referencia - 

 Portador de C 66,7 (36) 53,3 (24) 1,75 [0,78-3,95] 0,18 66,7 (36) 66,7 (14) 1,00 [0,34-2,91] 1,00 53,3 (24) 66,7 (14) 0,57 [0,19-1,68] 0,31 
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Continuación Tabla 14.  Comparación de las frecuencias genotípicas, alélicas y de portadores de los polimorfismos de VEGF en los pacientes con EA-EPI+ en relación con aquéllos 

con EA-EPI- y FPI, así como en pacientes con EA-EPI- en comparación con pacientes con los pacientes con FPI. 

  Pacientes EA-EPI+ versus EA-EPI- Pacientes EA-EPI+ versus FPI Pacientes EA-EPI- versus FPI 

Polimorfismo 

VEGF 

Genotipo 

/Alelo/ Portador 

EA-EPI+ 

% (n) 

EA-EPI- 

% (n) 
OR [95% IC] p 

EA-EPI+ 

% (n) 

FPI 

% (n) 
OR [95% IC] p 

EA-EPI- 

% (n) 

FPI 

% (n) 
OR [95% IC] p 

rs3025020 CC 53,7 (29) 51,1 (23) Referencia - 53,7 (29) 38,1 (8) Referencia - 51,1 (23) 38,1 (8) Referencia - 

 CT 37,0 (20) 42,2 (19) 0,83 [0,36-1,92] 0,67 37,0 (20) 52,4 (11) 0,50 [0,17-1,47] 0,21 42,2 (19) 52,4 (11) 0,60 [0,20-1,80] 0,36 

 TT 9,3 (5) 6,7 (3) 1,32 [0,29-6,12] 0,72 9,3 (5) 9,5 (2) 0,69 [0,11-4,24] 0,69 6,7 (3) 9,5 (2) 0,52 [0,07-3,71] 0,52 

 C 72,2 (78) 72,2 (65) Referencia - 72,2 (78) 64,3 (27) Referencia - 72,2 (65) 64,3 (27) Referencia - 

 T 27,8 (30) 27,8 (25) 1,00 [0,54-1,87] 1,00 27,8 (30) 35,7 (15) 0,69 [0,32-1,48] 0,34 27,8 (25) 35,7 (15) 0,69 [0,32-1,51] 0,36 

 No portador de T 53,7 (29) 51,1 (23) Referencia - 53,7 (29) 38,1 (8) Referencia - 51,1 (23) 38,1 (8) Referencia - 

 Portador de T 46,3 (25) 48,9 (22) 0,90 [0,41-1,99] 0,80 46,3 (25) 61,9 (13) 0,53 [0,19-1,49] 0,23 48,9 (22) 61,9 (13) 0,59 [0,20-1,69] 0,33 

rs3025039 CC 70,4 (38) 73,3 (33) Referencia - 70,4 (38) 66,7 (14) Referencia - 73,3 (33) 66,7 (14) Referencia - 

 CT 25,9 (14) 24,4 (11) 1,11 [0,44-2,77] 0,83 25,9 (14) 33,3 (7) 0,74 [0,25-2,20] 0,59 24,4 (11) 33,3 (7) 0,67 [0,21-2,07] 0,48 

 TT 3,7 (2) 2,3 (1) 1,74 [0,15-20,03] 0,66 3,7 (2) 0,0 (0) - - 2,3 (1) 0,0 (0) - - 

 C 83,3 (90) 85,6 (77) Referencia - 83,3 (90) 83,3 (35) Referencia - 85,6 (77) 83,3 (35) Referencia - 

 T 16,7 (18) 14,4 (13) 1,18 [0,54-2,57] 0,67 16,7 (18) 16,7 (7) 1,00 [0,38-2,60] 1,00 14,4 (13) 16,7 (7) 0,84 [0,31-2,30] 0,74 

 No portador de T 70,4 (38) 73,3 (33) Referencia - 70,4 (38) 66,7 (14) Referencia - 73,3 (33) 66,7 (14) Referencia - 

 Portador de T 29,6 (16) 26,7 (12) 1,16 [0,48-2,80] 0,75 29,6 (16) 33,3 (7) 0,84 [0,29-2,48] 0,76 26,7 (12) 33,3 (7) 0,73 [0,24-2,23] 0,58 
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Tabla 15. Comparación de las frecuencias haplotípicas de VEGF en los pacientes con EA-EPI+ en relación con aquéllos con EA-EPI- y FPI, así como en pacientes 

con EA-EPI- en comparación con pacientes con los pacientes con FPI. 

 Pacientes EA-EPI+ versus EA-EPI- Pacientes EA-EPI+ versus FPI Pacientes EA-EPI- versus FPI 

*Haplotipos 

VEGF 

EA-EPI+ 

% (n) 

EA-EPI- 

% (n) 
OR [95% IC] p 

EA-EPI+ 

% (n) 

FPI 

% (n) 
OR [95% IC] p 

EA-EPI- 

% (n) 

FPI 

% (n) 
OR [95% IC] p 

TGGCC 29,3 (31) 32,2 (29) Referencia - 29,3 (31) 28,6 (12) Referencia - 32,2 (29) 28,6 (12) Referencia - 

CAGCC 5,7 (6) 10,0 (9) 0,62 [0,20-1,97] 0,42  5,7 (6) 7,1 (3) 0,77 [0,17-3,60] 0,74 10,0 (9) 7,1 (3) 1,24 [0,29-5,40] 0,77 

CAGTC 6,6 (7) 8,9 (8) 0,82 [0,26-2,54] 0,73 6,6 (7) 9,5 (4) 0,68 [0,17-2,74] 0,59 8,9 (8) 9,5 (4) 0,83 [0,21-3,28] 0,79 

CAGTT 0,0 (0) 2,2 (2) - - 0,0 (0) 2,4 (1) - - 2,2 (2) 2,4 (1) 0,83 [0,68-10,01] 0,88 

CGGCC 6,6 (7) 5,6 (5) 1,31 [0,37-4,59] 0,67 6,6 (7) 2,4 (1) 2,71 [0,30-24,42] 0,37 5,6 (5) 2,4 (1) 2,07 [0,22-19,63] 0,53 

TGCCC 14,2 (15) 10,0 (9) 1,56 [0,59-4,11] 0,37 14,2 (15) 14,3 (6) 0,97 [0,30-3,08] 0,96 10,0 (9) 14,3 (6) 0,62 [0,18-2,13] 0,45 

CGGTC 3,8 (4) 1,1 (1) 3,74 [0,39-35,47] 0,25 3,8 (4) 2,4 (1) 1,55 [0,16-15,30] 0,71 1,1 (1) 2,4 (1) 0,41 [0,02-7,17] 0,54 

CACCC 1,9 (2) 0,0 (0) - - 1,9 (2) 0,0 (0) - - 0,0 (0) 0,0 (0) - - 

CACCT 0,0 (0) 1,1 (1) - - 0,0 (0) 2,4 (1) - - 1,1 (1) 2,4 (1) 0,41 [0,02-7,17] 0,54 

CACTC 4,7 (5) 8,9 (8) 0,58 [0,17-1,99] 0,39 4,7 (5) 4,8 (2) 0,97 [0,16-5,68] 0,97 8,9 (8) 4,8 (2) 1,66 [0,31-8,96] 0,56 

CAGCT 0,9 (1) 2,2 (2) 0,47 [0,04-5,44] 0,54 0,9 (1) 2,4 (1) 0,39 [0,02-6,70] 0,51 2,2 (2) 2,4 (1) 0,83 [0,07-10,01] 0,88 

TGCTC 6,6 (7) 3,3 (3) 2,18 [0,52-9,25] 0,29 6,6 (7) 2,4 (1) 2,71 [0,30-24,42] 0,37 3,3 (3) 2,4 (1) 1,24 [0,12-13,16] 0,86 

TGGTC 0,9 (1) 1,1 (1) 0,94 [0,06-15,66] 0,96 0,9 (1) 2,4 (1) 0,39 [0,02-6,70] 0,51 1,1 (1) 2,4 (1) 0,41 [0,02-7,17] 0,54 

TGCCT 6,6 (7) 6,7 (6) 1,09 [0,33-3,63] 0,89 6,6 (7) 0,0 (0) - - 6,7 (6) 0,0 (0) - - 

CGCCC 1,9 (2) 1,1 (1) 1,87 [0,16-21,75] 0,62 1,9 (2) 4,8 (2) 0,39 [0,05-3,07] 0,37 1,1 (1) 4,8 (2) 0,21 [0,02-2,50] 0,22 

CGCTC 0,9 (1) 2,2 (2) 0,47 [0,04-5,44] 0,54 0,9 (1) 4,8 (2) 0,19 [0,02-2,34] 0,20 2,2 (2) 4,8 (2) 0,41 [0,05-3,29] 0,40 

TGGCT 2,8 (3) 1,1 (1) 2,81 [0,28-28,53] 0,38 2,8 (3) 0,0 (0) - - 1,1 (1) 0,0 (0) - - 

CGCCT 1,9 (2) 1,1 (1) 1,87 [0,16-21,75] 0,62 1,9 (2) 2,4 (1) 0,77 [0,06-9,35] 0,84 1,1 (1) 2,4 (1) 0,41 [0,02-7,17] 0,54 

CGGTT 1,9 (2) 0,0 (0) - - 1,9 (2) 0,0 (0) - - 0,0 (0) 0,0 (0) - - 

TGCTT 0,9 (1) 0,0 (0) - - 0,9 (1) 7,1 (20) 0,13 [0,01-1,37] 0,09 0,0 (0) 7,1 (20) - - 

*El orden de los polimorfismos fue rs833061, rs1570360, rs2010963, rs3025020 y rs3025039. 
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Tabla 16. Comparación de las frecuencias genotípicas, alélicas y portadores de los polimorfismos de VEGF entre los pacientes con 

AR-EPI+ y AR-EPI-, así como entre los pacientes con ES-EPI+ y ES-EPI-. 

 Pacientes AR-EPI+ versus AR-EPI- Pacientes ES-EPI+ versus ES-EPI- 

Polimorfismo 

VEGF 

Genotipo 

/Alelo/ Portador  

  AR-EPI+ 

% (n) 

AR-EPI-  

 % (n) 
OR [95% IC] p 

  ES-EPI+ 

% (n) 

ES-EPI- 

% (n) 
OR [95% IC] p 

rs833061 TT 52,4 (11) 36,0 (9) Referencia - 44,4 (8) 30,0 (6) Referencia - 

 TC 28,6 (6) 44,0 (11) 0,45 [0,12-1,69] 0,23 38,9 (7) 45,0 (9) 0,58 [0,14-2,48] 0,47 

 CC 19,0 (4) 20,0 (5) 0,65 [0,13-3,19] 0,60 16,7 (3) 25,0 (5) 0,45 [0,08-2,67] 0,38 

 T 66,7 (28) 58,0 (29) Referencia - 63,9 (23) 52,5 (21) Referencia - 

 C 33,3 (14) 42,0 (21) 0,69 [0,29-1,62] 0,40 36,1 (13) 47,5 (19) 0,62 [0,25-1,57] 0,32 

 Portador de C 52,3 (11) 36,0 (9) Referencia - 44,4 (8) 30,0 (6) Referencia - 

 No portador de C 47,6 (10) 64,0 (16) 0,51 [0,16-1,67] 0,27 55,6 (10) 70,0 (14) 0,54 [0,14-2,03] 0,36 

rs1570360 GG 66,7 (14) 56,0 (14) Referencia - 58,8 (10) 40,0 (8) Referencia - 

 GA 28,6 (6) 32,0 (8) 0,75 [0,21-2,73] 0,66 29,4 (5) 35,0 (7) 0,57 [0,13-2,50] 0,46 

 AA 4,7 (1) 12,0 (3) 0,33 [0,03-3,61] 0,37 11,8 (2) 25,0 (5) 0,32 [0,05-2,11] 0,24 

 G 80,9 (34) 72,0 (36) Referencia - 73,5 (25) 57,5 (23) Referencia - 

 A 19,1 (8) 28,0 (14) 0,61 [0,23-1,62] 0,32 26,5 (9) 42,5 (17) 0,49 [0,18-1,31] 0,15 

 Portador de A 66,7 (14) 56,0 (14) Referencia - 58,8 (10) 40,0 (8) Referencia - 

 No portador de A 33,3 (7) 44,0 (11) 0,64 [0,19-2,12] 0,46 41,2 (7) 60,0 (12) 0,47 [0,13-1,74] 0,26 

rs2010963 GG 28,6 (6) 48,0 (12) Referencia - 22,2 (4) 45,0 (9) Referencia - 

 GC 52,4 (11) 36,0 (9) 2,44 [0,65-9,13] 0,18 61,1 (11) 40,0 (8) 3,09 [0,70-13,71] 0,14 

 CC 19,0 (4) 16,0 (4) 2,00 [0,37-10,92] 0,42 16,7 (3) 15,0 (3) 2,25 [0,31-16,41] 0,42 

 G 54,8 (23) 66,0 (33) Referencia - 52,8 (19) 65,0 (26) Referencia - 

 C 45,2 (19) 34,0 (17) 1,60 [0,69-3,73] 0,27 47,2 (17) 35,0 (14) 1,66 [0,66-4,18] 0,28 

 Portador de C 28,6 (6) 48,0 (12) Referencia - 22,2 (4) 45,0 (9) Referencia - 

 No portador de C 71,4 (15) 52,0 (13) 2,30 [0,67-7,89] 0,18 77,8 (14) 55,0 (11) 2,86 [0,69-11,82] 0,15 
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Continuación Tabla 16. Comparación de las frecuencias genotípicas, alélicas y portadores de los polimorfismos de VEGF entre los 

pacientes con AR-EPI+ y AR-EPI-, así como entre los pacientes con ES-EPI+ y ES-EPI-. 

  Pacientes AR-EPI+ versus AR-EPI- Pacientes ES-EPI+ versus ES-EPI- 

Polimorfismo 

VEGF 

Genotipo 

/Alelo/ Portador  

  AR-EPI+ 

% (n) 

AR-EPI-  

 % (n) 
OR [95% IC] p 

  ES-EPI+ 

% (n) 

ES-EPI- 

% (n) 
OR [95% IC] p 

rs3025020 CC 66,7 (14) 64,0 (16) Referencia - 44,4 (8) 35,0 (7) Referencia - 

 CT 19,0 (4) 24,0 (6) 0,76 [0,18-3,26] 0,71 50,0 (9) 65,0 (13) 0,61 [0,16-2,28] 0,46 

 TT 14,3 (3) 12,0 (3) 1,14 [0,20-6,60] 0,88 5,6 (1) 0,0 (0) - - 

 C 76,2 (32) 76,0 (38) Referencia - 69,4 (25) 67,5 (27) Referencia - 

 T 23,8 (10) 24,0 (12) 0,99 [0,38-2,59] 0,98 30,6 (11) 32,5 (13) 0,91 [0,35-2,41] 0,86 

 Portador de T 66,7 (14) 64,0 (16) Referencia - 44,4 (8) 35,0 (7) Referencia - 

 No portador de T 33,3 (7) 36,0 (9) 0,89 [0,26-3,01] 0,85 55,6 (10) 65,0 (13) 0,67 [0,18-2,49] 0,55 

rs3025039 CC 61,9 (13) 68,0 (17) Referencia - 72,2 (13) 80,0 (16) Referencia - 

 CT 28,6 (6) 32,0 (8) 0,98 [0,27-3,53] 0,98 27,8 (5) 15,0 (3) 2,05 [0,41-10,24] 0,38 

 TT 9,5 (2) 0,0 (0) - - 0,0 (0) 5,0 (1) - - 

 C 76,2 (32) 84,0 (42) Referencia - 86,1 (31) 87,5 (35) Referencia - 

 T 23,8 (10) 16,0 (8) 1,64 [0,58-4,63] 0,35 13,9 (5) 12,5 (5) 1,13 [0,30-4,27] 0,86 

 Portador de T 61,9 (13) 68,0 (17) Referencia - 72,2 (13) 80,0 (16) Referencia - 

 No portador de T 37,1 (8) 32,0 (8) 1,31 [0,39-4,42] 0,67 27,8 (5) 20,0 (4) 1,54 [0,34-6,93] 0,58 
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Tabla 17. Comparación de las frecuencias haplotípicas de VEGF en los pacientes con AR-EPI+ con relación a aquéllos 

con AR-EPI-, así como en los pacientes con ES-EPI+ en comparación con pacientes con ES-EPI-. 

*Haplotipos 

VEGF 

Pacientes AR-EPI+ versus AR-EPI- Pacientes ES-EPI+ versus ES-EPI- 

AR-EPI+ 

% (n) 

  AR-EPI- 

% (n) 
OR [95%IC] p 

ES-EPI+ 

% (n) 

ES-EPI- 

% (n) 
OR [95%IC] p 

TGGCC  26.2 (11) 34.0 (17) Reference - 35.3 (12) 30.0 (12) Reference - 

CAGCC  2.4 (1) 8.0 (4) 0.39 [0.04-3.93] 0.42 11.8 (4) 12.5 (5) 0.80 [0.17-3.73] 0.78 

CAGTC  9.5 (4) 8.0 (4) 1.55 [0.32-7.50] 0.59 0.0 (0) 10.0 (4) - - 

CAGTT  0.0 (0) 2.0 (1) - - 0.0 (0) 2.5 (1) - - 

CGGCC  2.4 (1) 6.0 (3) 0.52 [0.05-5.60] 0.59 2.9 (1) 5.0 (2) 0.50 [0.04-6.28] 0.60 

TGCCC  19 .1 (8) 12.0 (6) 2.06 [0.56-7.58] 0.28 8.8 (3) 7.5 (3) 1.00 [0.17-5.98] 1.00 

CGGTC  4.8 (2) 2.0 (1) 3.09 [0.25-38.32] 0.38 0.0 (0) 0.0 (0) - - 

CACCC  2.4 (1) 0.0 (0) - - 2.9 (1) 0.0 (0) - - 

CACCT  0.0 (0) 2.0 (1) - - 0.0 (0) 0.0 (0) - - 

CACTC  4.8 (2) 6.0 (3) 1.03 [0.14-7.19] 0.98 8.8 (3) 12.5 (5) 0.60 [0.12-3.09] 0.54 

CAGCT  0.0 (0) 2.0 (1) - - 2.9 (1) 2.5 (1) 1.00 [0.06-17.90] 1.00 

TGCTC  2.4 (1) 2.0 (1) 1.55 [0.09-27.36] 0.77 11.8 (4) 5.0 (2) 2.00 [0.31-13.06] 0.47 

TGGTC  0.0 (0) 2.0 (1) - - 0.0 (0) 0.0 (0) - - 

TGCCT  11.9 (5) 6.0 (3) 2.58 [0.51-13.01] 0.25 2.9 (1) 7.5 (3) 0.33 [0.03-3.68] 0.37 

CGCCC  2.4 (1) 2.0 (1) 1.55 [0.09-27.36] 0.77 0.0 (0) 0.0 (0) - - 

CGCTC  0.0 (0) 2.0 (1) - - 2.9 (1) 2.5 (1) 1.00 [0.06-17.90] 1.00 

TGGCT  7.1 (3) 2.0 (1) 4.64 [0.43-50.44] 0.21 0.0 (0) 0.0 (0) - - 

CGCCT  2.4 (1) 2.0 (1) 1.55 [0.09-27.36] 0.77 2.9 (1) 0.0 (0) - - 

*El orden de los polimorfismos fue rs833061, rs1570360, rs2010963, rs3025020 y rs3025039. 



 

88 
 

 IV. RESULTADOS 

1.3.2 VEGF implicado a nivel funcional en el desarrollo de EPI en las EA  

La evaluación de la asociación de la expresión del gen VEGF con el proceso 

patológico vascular presente en la EA-EPI+ reveló que los pacientes con EA-EPI+ 

mostraron una expresión menor de VEGF que las PS (R.m=-3,57, p<0,001, Figura 23a, 

Tabla S1). Al estratificar a los pacientes según la EA se obtuvieron los mismos 

resultados, ya que tanto aquéllos con AR-EPI+ como con ES-EPI+ u otras EA-EPI+ 

presentaron una expresión de VEGF significativamente más baja que las PS (R.m=-2,78, 

p=0,015; R.m=-2,50, p=0,024; R.m=-7,69, p=0,002, respectivamente, Figura 23b-d, Tabla 

S1).  

En cuanto al papel del gen VEGF en la fibrosis, se observó que los pacientes con 

EA-EPI+ mostraron una expresión significativamente más baja de VEGF que los grupos 

control de pacientes, siendo estadísticamente significativa al compararlos con aquéllos 

con FPI (R.m=-3,70, p<0,001, Figura 23a, Tabla S1). En concreto, estos resultados fueron 

similares en los pacientes con AR-EPI+, ES-EPI+ y otras EA-EPI+, los cuales exhibieron 

una menor expresión de VEGF en relación con aquéllos con FPI (R.m=-2,86, p=0,025, 

R.m=-2,63, p=0,037, R.m=-3,70, p=0,008, respectivamente, Figura 23b-d, Tabla S1). 

También, se observó que la expresión de VEGF estaba aumentada en los pacientes con 

ES-EPI+ en relación con los pacientes con ES-EPI- (R.m=5,70, p=0,030, Figura 23c, Tabla 

S1).  
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Figura 23. Diferencias en la expresión de VEGF entre todos los grupos de estudio. (a) Pacientes con 

EA-EPI+, EA-EPI-, FPI y PS; (b) Pacientes con AR-EPI+, AR-EPI-, FPI y PS; (c) Pacientes con ES-EPI+, 

ES-EPI-, FPI y PS; (d) Pacientes con otras EA-EPI+, FPI y PS. Las barras horizontales indican el valor 

medio de cada grupo de estudio y el borde inferior y superior de las cajas indican el valor mínimo y máximo, 

respectivamente. Los resultados significativos se destacan en negrita.  

 

Por otro lado, se evaluó la implicación de los niveles séricos de VEGF en la 

enfermedad vascular de la EA-EPI+. En este sentido, los pacientes con EA-EPI+ no 

mostraron diferencias significativas con las PS (Figura 24a, Tabla S1). Al estratificar a 

los pacientes según la EA subyacente, tampoco se encontraron diferencias significativas 

en los niveles séricos de VEGF entre los pacientes con AR-EPI+, ES-EPI+ y otras EA-EPI+ 

en relación con las PS (Figuras 24b-d, Tabla S1). 

Asimismo, se estudió el papel de VEGF en el desarrollo de la fibrosis, de manera 

que los pacientes con EA-EPI+ mostraron mayores niveles de VEGF en suero que 
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aquéllos con EA-EPI- y FPI, siendo significativo con aquéllos con EA-EPI- (p<0,001, 

Figura 24a, Tabla S1).  En particular, los pacientes con AR-EPI+ y ES-EPI+ exhibieron 

concentraciones de VEGF más altas que aquéllos con AR-EPI- y ES-EPI-, respectivamente 

(p=0,002 y p=0,001, respectivamente, Figura 24b-c, Tabla S1). Los pacientes con AR-EPI+ 

presentaron concentraciones de VEGF significativamente más altas que aquéllos con FPI 

(p=0,021, Figura 24b, Tabla S1). Sin embargo, no se encontraron diferencias 

significativas entre los pacientes con ES-EPI+, otras EA-EPI+ y FPI (Figura 24c-d, Tabla 

S1).  

 

Figura 24. Diferencias en los niveles séricos de VEGF entre todos los grupos de estudio. (a) 

Pacientes con EA-EPI+, EA-EPI-, FPI y PS; (b) Pacientes con AR-EPI+, AR-EPI-, FPI y PS; (c) Pacientes 

con ES-EPI+, ES-EPI-, FPI y PS; (d) Pacientes con otras EA-EPI+, FPI y PS. Las barras horizontales indican 

el valor medio de cada grupo de estudio y el borde inferior y superior de las cajas indican el valor mínimo y 

máximo, respectivamente. Los resultados significativos se destacan en negrita. 
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1.4 AUSENCIA DE CORRELACIÓN ENTRE LOS BIOMARCADORES 

IMPLICADOS EN LA FORMACIÓN, REPARACIÓN Y REMODELACIÓN 

VASCULAR EN LA EA-EPI+ 

No se observó ninguna asociación entre EPC y TAng, la expresión del gen VEGF, 

así como los niveles proteicos de VEGF en toda la cohorte de pacientes con EA-EPI+ 

(Tabla 18).  

 

Tabla 18. Correlación entre los biomarcadores implicados en la formación, reparación y 

remodelación vascular en la EA-EPI+. 

 TAng 

VEGF 

Expresión ARNm VEGF Niveles séricos VEGF 

 r p r p r p 

EPC  -0,04 0,76 0,01 0,92 0,26 0,06 

TAng - - 0,15 0,25 0,06 0,65 

Expresión ARNm VEGF - - - - 0,10 0,45 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Resultados derivados del Objetivo 2 

Alteración de las propiedades de barrera y adhesión del 

endotelio mediadas por MCP-1, ICAM-1, VCAM-1 y Selectina-

E en la EA-EPI+  
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2.1 MCP-1 COMO FACTOR IMPORTANTE EN LA VASCULOPATÍA SISTÉMICA 

SUBYACENTE Y EN EL PROCESO DE FIBROSIS PULMONAR EN LA AR-EPI+ 

En primer lugar, se evaluó la contribución de la expresión del gen CCL2 en la 

patología vascular subyacente a la EA-EPI+. Así, no se encontraron diferencias 

significativas entre los pacientes con EA-EPI+ y las PS (Figura 25a, Tabla S2). Cuando los 

pacientes fueron estratificados en función de su EA, se obtuvieron los mismos resultados 

(Figura 25b-d, Tabla S2). 

Además, se valoró si el desarrollo de la fibrosis en la EA-EPI+ se relacionaba con 

la expresión del gen CCL2. En este sentido, los pacientes con EA-EPI+ mostraron una 

expresión de CCL2 más alta que la de aquéllos con EA-EPI- (R.m=2,00, p=0,001), mientras 

que ésta fue similar a la de los pacientes con FPI (Figura 25a, Tabla S2). Al estratificar 

en función de la EA, se obtuvieron los mismos resultados en los pacientes con AR. La 

expresión de CCL2 fue significativamente mayor en los pacientes con AR-EPI+ en 

comparación con aquéllos con AR-EPI- (R.m=2,29, p=0,012, Figura 25b, Tabla S2). Así, 

se encontró una expresión de CCL2 menor en los pacientes con AR-EPI+ que aquéllos con 

FPI (R.m=-1,61, p=0,052, Figura 25b, Tabla S2). Los pacientes con ES-EPI+ presentaron 

una expresión similar a los pacientes con ES-EPI- y FPI (Figuras 25c, Tabla S2). 

Igualmente, los pacientes con otras EA-EPI+ mostraron una expresión de CCL2 similar a 

aquéllos con FPI (Figuras 25d, Tabla S2). 
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Figura 25. Diferencias en la expresión de CCL2 entre todos los grupos de estudio. (a) Pacientes con 

EA-EPI+, EA-EPI-, FPI y PS; (b) Pacientes con AR-EPI+, AR-EPI-, FPI y PS; (c) Pacientes con ES-EPI+, 

ES-EPI-, FPI y PS; (d) Pacientes con otras EA-EPI+, FPI y PS. Las barras horizontales indican el valor 

medio de cada grupo de estudio y el borde inferior y superior de las cajas indican el valor mínimo y máximo, 

respectivamente. Los resultados significativos se destacan en negrita.  

 

En segundo lugar, se estudió la proteína MCP-1 en la patogénesis de la EA-EPI+. 

En el marco de la vasculopatía, se hallaron niveles séricos de MCP-1 significativamente 

mayores en los pacientes con EA-EPI+ que en las PS (p<0,001, Figura 26a, Tabla S2). 

Específicamente, las concentraciones de MCP-1 fueron más altas en los pacientes con 

AR-EPI+, ES-EPI+ u otras EA-EPI+ cuando se compararon con las PS (p<0,001, p=0,007 y 

p=0,008, respectivamente, Figura 26b-d, Tabla S2).  



 

95 
 

 IV. RESULTADOS 

En relación con la implicación de MCP-1 en el proceso de fibrosis, se observaron 

niveles séricos de MCP-1 superiores en los pacientes con EA-EPI+ en comparación con 

aquéllos con EA-EPI- y FPI (p=0,027 y p=0,004, respectivamente, Figura 26a, Tabla S2). 

Al estratificar según la EA subyacente, los pacientes con AR-EPI+ presentaron niveles de 

MCP-1 más altos que aquéllos con AR-EPI- y FPI (p<0,001 y p<0,001, respectivamente, 

Figura 26b, Tabla S2). La concentración de MCP-1 fue similar en los pacientes con ES-

EPI+ u otras EA-EPI+ en relación con aquéllos con FPI (Figura 26c-d, Tabla S2). Los 

mismos resultados se obtuvieron al comparar los pacientes con ES-EPI+ y ES-EPI- (Figura 

26c, Tabla S2).  

 

Figura 26. Diferencias en los niveles séricos de MCP-1 entre todos los grupos de estudio. (a) 

Pacientes con EA-EPI+, EA-EPI-, FPI y PS; (b) Pacientes con AR-EPI+, AR-EPI-, FPI y PS; (c) Pacientes 

con ES-EPI+, ES-EPI-, FPI y PS; (d) Pacientes con otras EA-EPI+, FPI y PS. Las barras horizontales indican 

el valor medio de cada grupo de estudio y el borde inferior y superior de las cajas indican el valor mínimo y 

máximo, respectivamente. Los resultados significativos se destacan en negrita.  
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2.2 ICAM-1 COMO MARCADOR DE LA VASCULOPATÍA A NIVEL PULMONAR 

Y DE LA FIBROSIS PULMONAR EN LA EA-EPI+ 

Por un lado, se valoró si la presencia de una vasculopatía subyacente se vinculaba 

con la expresión del gen ICAM1 en los pacientes con EA-EPI+. Los pacientes con EA-EPI+ 

mostraron una expresión de ICAM1 más baja que las PS (R.m=-1,92, p<0,001, Figura 27a, 

Tabla S2). Igualmente, la expresión de ICAM1 se encontró reducida en los pacientes con 

AR-EPI+, ES-EPI+ y otras EA-EPI+ en relación con las PS (Figura 27b-d, Tabla S2). 

Concretamente, esta diferencia fue significativa en los pacientes con otras EA-EPI+ 

(R.m=-2,27, p=0,005, Figura 27d, Tabla S2).  

En cuanto al papel de la expresión del gen ICAM1 en el desarrollo de la fibrosis, 

los pacientes con EA-EPI+ y EA-EPI- presentaron una expresión de ICAM1 similar, 

mientras que fue significativamente menor que la de aquéllos con FPI (R.m=-2,17, 

p<0,001, Figura 27a, Tabla S2). Cuando se estratificaron los pacientes según la EA, la 

expresión de ICAM1 fue más baja en los pacientes con AR-EPI+, ES-EPI+, y otras EA-EPI+ 

en relación con aquéllos con FPI, siendo esta diferencia significativa en los pacientes con 

AR-EPI+ y otras EA-EPI+ (R.m=-1,82, p=0,048 y R.m=-2,56, p=0,011, respectivamente, 

Figura 27b y d, Tabla S2). No obstante, no hubo diferencias significativas en la expresión 

de ICAM1 entre los pacientes con AR-EPI+ y AR-EPI-, así como entre aquéllos con ES-

EPI+ y ES-EPI- (Figura 27b-c, Tabla S2).  
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Figura 27. Diferencias en la expresión de ICAM1 entre todos los grupos de estudio. (a) Pacientes 

con EA-EPI+, EA-EPI-, FPI y PS; (b) Pacientes con AR-EPI+, AR-EPI-, FPI y PS; (c) Pacientes con ES-

EPI+, ES-EPI-, FPI y PS; (d) Pacientes con otras EA-EPI+, FPI y PS. Las barras horizontales indican el 

valor medio de cada grupo de estudio y el borde inferior y superior de las cajas indican el valor mínimo y 

máximo, respectivamente. Los resultados significativos se destacan en negrita. 

 

El estudio del vínculo de ICAM-1 con el daño vascular reveló que los pacientes 

con EA-EPI+ presentaron niveles elevados de esta proteína en comparación con las PS 

(p<0,001, Figura 28a, Tabla S2). Se observaron los mismos resultados cuando los 

pacientes se estratificaron en función de la EA ya que aquéllos con AR-EPI+, ES-EPI+ u 

otras EA-EPI+ mostraron niveles de ICAM-1 significativamente mayores que las PS 

(p<0,001, p=0,011 y p=0,002, respectivamente, Figura 28b-d, Tabla S2). 
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En el marco de la fibrosis pulmonar, los pacientes con EA-EPI+ presentaron 

concentraciones de ICAM-1 similares a aquéllos con FPI, mientras que éstas eran 

significativamente mayores que las de los pacientes con EA-EPI- (p<0,001, Figura 28a, 

Tabla S2). Igualmente, al estratificar por la EA, los pacientes con AR-EPI+, ES-EPI+ u otras 

EA-EPI+ también mostraron niveles de ICAM-1 semejantes a los pacientes con FPI 

(Figura 28b-d, Tabla S2). Asimismo, las concentraciones de la proteína fueron más altas 

en los pacientes con AR-EPI+ y ES-EPI+ que en aquéllos con AR-EPI- y ES-EPI-, 

respectivamente (p=0,005 y p=0,001, respectivamente, Figura 28b-c, Tabla S2). 

 

 

Figura 28. Diferencias en los niveles séricos de ICAM-1 entre todos los grupos de estudio. (a) 

Pacientes con EA-EPI+, EA-EPI-, FPI y PS; (b) Pacientes con AR-EPI+, AR-EPI-, FPI y PS; (c) Pacientes 

con ES-EPI+, ES-EPI-, FPI y PS; (d) Pacientes con otras EA-EPI+, FPI y PS. Las barras horizontales indican 

el valor medio de cada grupo de estudio y el borde inferior y superior de las cajas indican el valor mínimo y 

máximo, respectivamente. Los resultados significativos se destacan en negrita.  
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2.3 VCAM-1 INVOLUCRADO EN LOS MECANISMOS PATOLÓGICOS DE LA 

VASCULOPATÍA SISTÉMICA SUBYACENTE Y DE LA FIBROSIS PULMONAR 

DE LA AR-EPI+ 

El estudio del papel del gen VCAM1 en la vasculopatía subyacente mostró que 

los pacientes con EA-EPI+ presentaron una expresión de VCAM1 más baja que las PS 

(R.m=-4,00, p=0,001, Figura 29a, Tabla S2). En particular, se observó que estos resultados 

fueron los mismos en los pacientes con AR-EPI+ y otras EA-EPI+, los cuales presentaron 

una expresión significativamente inferior a las PS (R.m=-4,00, p=0,018 y R.m=-4,00, 

p=0,040, respectivamente, Figura 29b y d, Tabla S2). Aunque la expresión de VCAM1 

también resultó ser más baja en los pacientes con ES-EPI+ que en las PS, esta diferencia 

no alcanzó la significación estadística (Figura 29c, Tabla S2).  

Con relación a la fibrosis pulmonar, toda la cohorte de pacientes con EA-EPI+ 

mostró una expresión del gen VCAM1 menor que aquéllos con EA-EPI- y FPI (R.m=-2,00, 

p=0,031 y R.m=-2,00, p=0,052, respectivamente, Figura 29a, Tabla S2). En concreto, tanto 

los pacientes con AR-EPI+ como aquéllos con otras EA-EPI+ mostraron una expresión de 

VCAM1 significativamente inferior a aquéllos con FPI (R.m=-2,00, p=0,018 y R.m=-2,00, 

p=0,021, respectivamente, Figura 29b y d, Tabla S2). Sin embargo, la expresión de 

VCAM1 fue similar entre los pacientes con ES-EPI+ y FPI (Figura 29c, Tabla S2). 

Asimismo, no hubo diferencias significativas entre los pacientes con AR-EPI+ y ES-EPI+ 

y aquéllos con AR-EPI- y ES-EPI-, respectivamente (Figura 29b-c, Tabla S2).  
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Figura 29. Diferencias en la expresión de VCAM1 entre todos los grupos de estudio. (a) Pacientes 

con EA-EPI+, EA-EPI-, FPI y PS; (b) Pacientes con AR-EPI+, AR-EPI-, FPI y PS; (c) Pacientes con ES-

EPI+, ES-EPI-, FPI y PS; (d) Pacientes con otras EA-EPI+, FPI y PS. Las barras horizontales indican el 

valor medio de cada grupo de estudio y el borde inferior y superior de las cajas indican el valor mínimo y 

máximo, respectivamente. Los resultados significativos se destacan en negrita. 

 

A nivel proteico y en el marco de la vasculopatía, los niveles de VCAM-1 se 

encontraron elevados en los pacientes con EA-EPI+ en relación con las PS (p=0,049, 

Figura 30a, Tabla S2). Igualmente, los pacientes con AR-EPI+ también presentaron 

niveles de VCAM-1 superiores a las PS (p<0,001, Figura 30c-d, Tabla S2). Sin embargo, 

no hubo diferencias entre los pacientes con ES-EPI+, otras EA-EPI+ y las PS (Figura 30b, 

Tabla S2).  
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Además, se evaluó el papel de VCAM-1 en el proceso de fibrosis pulmonar en 

los pacientes con EA-EPI+. En este sentido, los niveles de esta proteína fueron más altos 

en toda la cohorte de pacientes con EA-EPI+ en comparación con aquéllos con EA-EPI- y 

FPI (p=0,047 y p=0,018, respectivamente, Figura 30a, Tabla S2). Específicamente, los 

pacientes con AR-EPI+ también mostraron niveles de la proteína mayores que aquéllos 

con AR-EPI- y FPI (p<0,001 en ambos casos, Figura 30b, Tabla S2). No obstante, los 

niveles de VCAM-1 fueron similares en los pacientes con ES-EPI+, ES-EPI- y otras EA-

EPI+ (Figura 30c-d, Tabla S2).  

 

 

Figura 30. Diferencias en los niveles séricos de VCAM-1 entre todos los grupos de estudio. (a) 

Pacientes con EA-EPI+, EA-EPI-, FPI y PS; (b) Pacientes con AR-EPI+, AR-EPI-, FPI y PS; (c) Pacientes 

con ES-EPI+, ES-EPI-, FPI y PS; (d) Pacientes con otras EA-EPI+, FPI y PS. Las barras horizontales indican 

el valor medio de cada grupo de estudio y el borde inferior y superior de las cajas indican el valor mínimo y 

máximo, respectivamente. Los resultados significativos se destacan en negrita.  
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2.4 SELECTINA-E COMO MARCADOR DE LA VASCULOPATÍA SUBYACENTE Y 

DEL DESARROLLO DE FIBROSIS PULMONAR EN LA EA-EPI+ 

En primer lugar, se valoró si la expresión del gen SELE estaba vinculada con la 

vasculopatía subyacente. Así, los pacientes con EA-EPI+ mostraron una expresión de 

SELE más baja que las PS (R.m=-4,55, p=0,002, Figura 31a, Tabla S2). Cuando se tuvo en 

cuenta la EA subyacente, se observó que los pacientes con AR-EPI+, ES-EPI+ y otras EA-

EPI+ presentaron una expresión de SELE menor que las PS, siendo estadísticamente 

significativa en los pacientes con AR-EPI+ (R.m=-4,55, p=0,048, Figura 31b, Tabla S2).  

En segundo lugar, se estudió el papel de SELE en la fibrosis pulmonar. En este 

sentido, la expresión de SELE fue significativamente menor en los pacientes con EA-EPI+ 

que en aquéllos con EA-EPI- (R.m=-2,00, p=0,017, Figura 31a, Tabla S2). No obstante, no 

se encontró ninguna diferencia estadísticamente significativa entre los pacientes con EA-

EPI+ y aquéllos con FPI (Figura 31a, Tabla S2).  

Los resultados fueron similares cuando se estratificaron los pacientes por la EA 

subyacente ya que los pacientes con AR-EPI+, ES-EPI+, otras EA-EPI+ y FPI mostraron 

una expresión de SELE similar (Figura 31b-d, Tabla S2). Adicionalmente, la expresión 

de SELE fue más baja en los pacientes con ES-EPI+ en relación con aquéllos con ES-EPI-, 

aunque esta diferencia no fue significativa (Figura 31c, Tabla S2). En cambio, no se 

encontraron diferencias entre los pacientes con AR-EPI+ y AR-EPI- (Figura 31b, Tabla 

S2). 
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Figura 31. Diferencias en la expresión de SELE entre todos los grupos de estudio. (a) Pacientes con 

EA-EPI+, EA-EPI-, FPI y PS; (b) Pacientes con AR-EPI+, AR-EPI-, FPI y PS; (c) Pacientes con ES-EPI+, 

ES-EPI-, FPI y PS; (d) Pacientes con otras EA-EPI+, FPI y PS. Las barras horizontales indican el valor 

medio de cada grupo de estudio y el borde inferior y superior de las cajas indican el valor mínimo y máximo, 

respectivamente. Los resultados significativos se destacan en negrita. 

 

Respecto a la asociación de los niveles de Selectina-E y el daño vascular, se 

observó que los pacientes con EA-EPI+ presentaron concentraciones mayores de la 

proteína que las PS (p<0,001, Figura 32a, Tabla S2). Estos mismos resultados se 

encontraron cuando los pacientes fueron estratificados por la EA puesto que aquéllos 

con AR-EPI+, ES-EPI+ y otras EA-EPI+ mostraron niveles de Selectina-E superiores a los 

de las PS (p<0,001, p=0,001, p=0,022, respectivamente, Figura 32b-d, Tabla S2).  
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En relación con el papel de la Selectina-E en el proceso patológico de la fibrosis 

pulmonar, se observó que toda la cohorte de pacientes con EA-EPI+ mostró una 

concentración proteica mayor que los pacientes con EA-EPI- (p=0,001), aunque similar a 

los pacientes con FPI (Figura 32a, Tabla S2). En concreto, aquéllos con AR-EPI+ y ES-EPI+ 

también mostraron niveles de Selectina-E más altos que los pacientes con AR-EPI- y ES-

EPI-, respectivamente (p<0,001 y p=0,042, respectivamente, Figura 32b-c, Tabla S2). Al 

mismo tiempo, las concentraciones de la Selectina-E fueron similares entre los pacientes 

con AR-EPI+, ES-EPI+, otras EA-EPI+ y aquéllos con FPI (Figura 32b-d, Tabla S2). 

 

 

Figura 32. Diferencias en los niveles séricos de Selectina-E entre todos los grupos de estudio. (a) 

Pacientes con EA-EPI+, EA-EPI-, FPI y PS; (b) Pacientes con AR-EPI+, AR-EPI-, FPI y PS; (c) Pacientes 

con ES-EPI+, ES-EPI-, FPI y PS; (d) Pacientes con otras EA-EPI+, FPI y PS. Las barras horizontales indican 

el valor medio de cada grupo de estudio y el borde inferior y superior de las cajas indican el valor mínimo y 

máximo, respectivamente. Los resultados significativos se destacan en negrita.  
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2.5 CORRELACIÓN ENTRE LOS BIOMARCADORES MOLECULARES 

IMPLICADOS EN LAS PROPIEDADES DE BARRERA Y ADHESIÓN DEL 

ENDOTELIO EN LA EA-EPI+ 

Por un lado, al evaluar la relación entre la expresión de los genes CCL2, ICAM1, 

VCAM1 y SELE en toda la cohorte de EA-EPI+, se halló una correlación positiva entre 

ICAM1 y SELE (r=0,43, p<0,01, Tabla 19, Figura 33a). 

Asimismo, se analizó la asociación entre los niveles séricos de MCP-1, ICAM-1, 

VCAM-1 y Selectina-E. En este sentido, se observó una correlación positiva entre los 

niveles séricos tanto de MCP-1 y VCAM-1 (r=0,80, p<0,01, Tabla 11, Figura 33b), así 

como entre ICAM-1 y Selectina-E (r=0,46, p<0,01, Tabla 11, Figura 33c).  

Por otro lado, se estudió si la expresión de los genes y los niveles séricos de las 

diferentes moléculas podrían estar asociados. Se encontró una correlación positiva entre 

la expresión de SELE y los niveles séricos de la Selectina-E (r=0,38, p=0,02, Tabla 11, 

Figura 33d).  
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Tabla 19.  Correlación entre los biomarcadores implicados en las propiedades de barrera y adhesión del endotelio en la EA-EPI+. 

  MCP-1 ICAM-1 VCAM-1 Selectina-E 

Niveles séricos 

MCP-1  

Expresión 

ARNm ICAM1 

Niveles séricos 

 ICAM-1  

Expresión 

ARNm VCAM1 

Niveles séricos 

VCAM-1  

Expresión 

ARNm SELE 

Niveles séricos 

Selectina-E 

r p r p r p r p r p r p r p 

MCP-1 
Expresión ARNm CCL2 0,10 0,47 0,18 0,21 - -0,12 0,40 - 0,10 0,58 - 

Niveles séricos MCP-1 - - 0,24 0,08 - 0,80 <0,01 - 0,17 0,21 

ICAM-1 
Expresión ARNm ICAM1 - - -0,03 0,82 0,01 0,94 - 0,43 <0,01 - 

Niveles séricos ICAM-1  - - - - 0,19 0,17 - 0,46 <0,01 

VCAM-1 
Expresión ARNm VCAM1 - - - - -0,04 0,79 0,07 0,68 - 

Niveles séricos VCAM-1  - - - - - - 0,03 0,82 

Selectina-E Expresión ARNm SELE - - - - - - 0,38 0,02 

Los resultados significativos se destacan en negrita. 
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Figura 33. Representación de la correlación de los biomarcadores moleculares implicados en 

las propiedades de barrera y adhesión del endotelio en EA-EPI+. (a) Correlación entre la 

expresión de los genes ICAM1 y SELE; (b) Correlación entre los niveles séricos de MCP-1 y VCAM-

1; (c) Correlación entre los niveles séricos de ICAM-1 y Selectina-E; (d) Correlación entre la expresión 

del gen SELE y los niveles séricos de la Selectina-E.   

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Resultados derivados del Objetivo 3 

Alteración de moléculas implicadas en la regulación del tono 

vascular (ET-1 y ADMA) en la EA-EPI+  
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3.1. RELEVANCIA DE ET-1 EN EL DAÑO VASCULAR DE LA EA-EPI+ Y EN LA 

PRESENCIA DE FIBROSIS PULMONAR EN LA AR-EPI+  

Por un lado, se estudió el papel del gen END1 en la vasculopatía subyacente de 

la EA-EPI+. Los pacientes con EA-EPI+ mostraron una expresión de END1 más alta que 

la de las PS (R.m=2,00, p=0,031, Figura 34a, Tabla S3). Estos resultados fueron similares 

cuando los pacientes se estratificaron según la EA puesto que la expresión de END1 fue 

superior en los pacientes con AR-EPI+, ES-EPI+ y otras EA-EPI+ en comparación con la de 

las PS (R.m=2,00, p=0,045, R.m=2,00, p=0,045 y R.m=2,50, p=0,036, respectivamente, 

Figura 34b-d; Tabla S3).  

 Cuando se valoró la relación del gen END1 con la presencia de fibrosis pulmonar, 

no se observaron diferencias significativas en la expresión de END1 en los pacientes con 

EA-EPI+, EA-EPI- y FPI (Figura 34a, Tabla S3). Al estratificar según la EA subyacente, 

tampoco hubo diferencias significativas en los pacientes con AR-EPI+, ES-EPI+, ES-EPI- 

otras EA-EPI+ y FPI (Figura 34c-d, Tabla S3). No obstante, los pacientes con AR-EPI+ 

presentaron una expresión de END1 significativamente menor que aquéllos con AR-EPI- 

(R.m=-1,75, p=0,027, Figura 34b, Tabla S3).  
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Figura 34. Diferencias en la expresión de END1 entre todos los grupos de estudio. (a) Pacientes con 

EA-EPI+, EA-EPI-, FPI y PS; (b) Pacientes con AR-EPI+, AR-EPI-, FPI y PS; (c) Pacientes con ES-EPI+, 

ES-EPI-, FPI y PS; (d) Pacientes con otras EA-EPI+, FPI y PS. Las barras horizontales indican el valor 

medio de cada grupo de estudio y el borde inferior y superior de las cajas indican el valor mínimo y máximo, 

respectivamente. Los resultados significativos se destacan en negrita.  

 

Por otro lado, respecto al papel de ET-1 en el daño vascular, todos los pacientes 

con EA-EPI+ presentaron niveles proteicos significativamente más altos que las PS 

(p=0,001, Figura 35a, Tabla S3). Los mismos resultados se hallaron al estratificar a los 

pacientes en AR-EPI+, ES-EPI+ y otras EA-EPI+ y compararlos con las PS (p<0,001, p=0,004 

y p=0,007, respectivamente, Figura 35b-d, Tabla S3).  

 En cuanto a la posible asociación de los niveles de ET-1 con el desarrollo de la 

fibrosis pulmonar, se observó que los pacientes con EA-EPI+ presentaron 
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concentraciones de ET-1 significativamente más altas que aquéllos con EA-EPI- 

(p=0,006), aunque similares a los pacientes con FPI (Figura 35a, Tabla S3). Igualmente, 

al estratificar a los pacientes en función de la EA, no se encontraron diferencias en los 

niveles séricos de ET-1 en los pacientes con AR-EPI+, ES-EPI+, otras EA-EPI+ y FPI (Figura 

35c-d, Tabla S3). Además, los pacientes con ES-EPI+ y ES-EPI- también presentaron 

niveles similares. Sin embargo, los pacientes con AR-EPI+ mostraron concentraciones 

superiores a aquéllos con AR-EPI- (p<0,001, Figura 35b, Tabla S3).  

 

 

Figura 35. Diferencias en los niveles séricos de ET-1 entre todos los grupos de estudio. (a) Pacientes 

con EA-EPI+, EA-EPI-, FPI y PS; (b) Pacientes con AR-EPI+, AR-EPI-, FPI y PS; (c) Pacientes con ES-

EPI+, ES-EPI-, FPI y PS; (d) Pacientes con otras EA-EPI+, FPI y PS. Las barras horizontales indican el 

valor medio de cada grupo de estudio y el borde inferior y superior de las cajas indican el valor mínimo y 

máximo, respectivamente. Los resultados significativos se destacan en negrita.  
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3.2. ADMA RELEVANTE EN EL DAÑO VASCULAR Y EN LA FIBROSIS 

PULMONAR EN LA AR-EPI+ 

Por un lado, en el marco de la vasculopatía se encontró que la expresión del gen 

PRMT1 fue menor en los pacientes con EA-EPI+ en comparación con las PS (R.m=-2,50, 

p<0,001, Figura 36a, Tabla S3). De forma similar, al estratificar en función de la EA, los 

pacientes con AR-EPI+, ES-EPI+ y otras EA-EPI+ también mostraron una expresión de 

PRMT1 inferior a las PS. En particular, esta diferencia con las PS fue estadísticamente 

significativa en la AR-EPI+ y otras EA-EPI+ (R.m=-2,56, p=0,004 y R.m=-5,26, p<0,001, 

respectivamente, Figura 36b y d, Tabla S3).  

 Asimismo, se analizó la relación de la presencia de fibrosis pulmonar y el gen 

PRMT1. Así, los pacientes con EA-EPI+ mostraron una expresión más baja que aquéllos 

con EA-EPI- y FPI (R.m=-1,56, p=0,025 y R.m=-2,78, p<0,001, respectivamente, Figura 36a, 

Tabla S3). En concreto, se observó que la expresión de PRMT1 fue inferior en los 

pacientes con AR-EPI+ en comparación con aquéllos con AR-EPI- y FPI (R.m=-2,08, 

p=0,017 y R.m=-2,78, p=0,007, respectivamente, Figura 36b, Tabla S3). Esto ocurrió de 

igual forma cuando se compararon los pacientes con ES-EPI+ y otras EA-EPI+ con 

aquéllos con FPI, siendo esta diferencia significativa en el caso de los pacientes con otras 

EA-EPI+ (R.m=-5,88, p=0,002, Figura 36c-d, Tabla S3). No obstante, los pacientes con ES-

EPI+ no mostraron diferencias significativas con respecto a aquéllos con ES-EPI- (Figura 

36c, Tabla S3).  
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Figura 36. Diferencias en la expresión de PRMT1 entre todos los grupos de estudio. (a) Pacientes 

con EA-EPI+, EA-EPI-, FPI y PS; (b) Pacientes con AR-EPI+, AR-EPI-, FPI y PS; (c) Pacientes con ES-

EPI+, ES-EPI-, FPI y PS; (d) Pacientes con otras EA-EPI+, FPI y PS. Las barras horizontales indican el 

valor medio de cada grupo de estudio y el borde inferior y superior de las cajas indican el valor mínimo y 

máximo, respectivamente. Los resultados significativos se destacan en negrita. 

 

Por otro lado, se analizó el papel de ADMA en el daño vascular de la EA-EPI+, de 

manera que los pacientes con EA-EPI+ mostraron niveles séricos de ADMA más altos 

que las PS (p=0,003, Figura 37a, Tabla S3). Los mismos resultados se hallaron en los 

pacientes con AR-EPI+ y otras EA-EPI+, los cuales mostraron concentraciones de ADMA 

mayores que las PS (p<0,001 y p=0,053, respectivamente, Figura 37b y d, Tabla S3). Esta 

diferencia no fue estadísticamente significativa en el caso de los pacientes con ES-EPI+ 

(Figura 37c, Tabla S3).    
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Adicionalmente, se estudió la implicación de ADMA en el desarrollo de la 

fibrosis. En este sentido, los niveles séricos de ADMA fueron similares en los pacientes 

con EA-EPI+, EA-EPI- y FPI (Figura 37a, Tabla S3). Asimismo, al estratificar según la EA 

subyacente, no se observaron diferencias significativas en los pacientes con ES-EPI+, 

otras EA-EPI+ y FPI (Figura 37c-d, Tabla S3). Tampoco se encontraron diferencias entre 

la ES-EPI+ y la ES-EPI- (Figura 37c, Tabla S3). Además, los pacientes con AR-EPI+ 

presentaron niveles de ADMA significativamente superiores que aquéllos con AR-EPI- 

y FPI (p=0,023 y p=0,001, respectivamente, Figura 37b, Tabla S3).  

 

Figura 37. Diferencias en los niveles séricos de ADMA entre todos los grupos de estudio. (a) 

Pacientes con EA-EPI+, EA-EPI-, FPI y PS; (b) Pacientes con AR-EPI+, AR-EPI-, FPI y PS; (c) 

Pacientes con ES-EPI+, ES-EPI-, FPI y PS; (d) Pacientes con otras EA-EPI+, FPI y PS. Las barras 

horizontales indican el valor medio de cada grupo de estudio y el borde inferior y superior de las cajas 

indican el valor mínimo y máximo, respectivamente. Los resultados significativos se destacan en 

negrita. 
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3.3. AUSENCIA DE CORRELACIÓN ENTRE LOS BIOMARCADORES 

MOLECULARES INVOLUCRADOS EN LA REGULACIÓN DEL TONO 

VASCULAR EN LA EA-EPI+ 

Cuando se analizó la correlación entre la expresión de los genes END1 y PRMT1 

en toda la cohorte de EA-EPI+, así como entre los niveles séricos de ET-1 y ADMA, no se 

encontró ninguna asociación estadísticamente significativa (Tabla 20). 

Igualmente, no se encontró ninguna asociación entre la expresión del gen END1 

y los niveles séricos de ET-1, así como entre la expresión del gen PRMT1 y las 

concentraciones de ADMA (Tabla 20). 

  

Tabla 20.  Correlación entre los biomarcadores moleculares involucrados en la regulación del tono 

vascular en la EA-EPI+. 

  ET-1 ADMA 

Niveles séricos 

ET-1  

Expresión 

ARNm PRMT1 

Niveles séricos 

 ADMA  

r p r p r p 

ET-1 
Expresión ARNm END1 0,10 0,47 -0,21 0,14 - 

Niveles séricos ET-1 - - 0,19 0,17 

ADMA Expresión ARNm PRMT1 - - -0,04 0,75 
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Las EA engloban distintas patologías en las que se produce un desequilibrio del 

sistema inmunitario, afectando a una gran variedad de órganos y disminuyendo la 

expectativa y calidad de vida de los pacientes. Una de las complicaciones más severas a 

las que se enfrentan estos pacientes es la EPI, que constituye una de sus principales 

causas de muerte 3–7.  

Frecuentemente, la fase inicial de estas enfermedades inflamatorias se caracteriza 

por un daño del endotelio vascular. A nivel pulmonar esto da lugar a una activación 

constitutiva de los fibroblastos, siendo clave para el desarrollo de lesiones pulmonares y 

la posterior aparición y progresión de EPI en las EA 58,59. Sin embargo, los mecanismos 

subyacentes al daño vascular en la EA-EPI+ aún no han sido completamente establecidos.  

Dado que existe una escasez de marcadores útiles para el diagnóstico precoz de 

la EA-EPI+ y que el daño vascular juega un papel clave en el inicio de la enfermedad, un 

mayor conocimiento de los mecanismos implicados en la disfunción endotelial podría 

contribuir a la identificación de la EA-EPI+. 

Por todo ello, el objetivo de este trabajo de Tesis es dilucidar el papel de las células 

y moléculas claves de disfunción endotelial en los procesos patológicos de daño vascular 

y fibrosis pulmonar característicos de la EA-EPI+. Los resultados del presente trabajo 

reflejan diferentes comportamientos de estos marcadores biológicos en la EA-EPI+, por 

lo que se han agrupado en función de su asociación con los procesos fisiopatológicos en 

esta enfermedad. 
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1. Alteración de MCP-1, VCAM-1 y ADMA en presencia de daño vascular a nivel 

sistémico y pulmonar en la AR-EPI+ 

Nuestro trabajo mostró un incremento de los niveles de MCP-1, VCAM-1 y 

ADMA en los pacientes con AR-EPI+ en relación con las PS. Asimismo, los pacientes con 

AR-EPI+ presentaron, a su vez, niveles más elevados de MCP-1, VCAM-1 y ADMA que 

aquéllos con AR-EPI- y FPI. Todos estos resultados indican que un efecto aditivo que 

combina el daño vascular causado por la inflamación y otras características inherentes 

de la AR, así como el asociado a los procesos fibróticos propios de la EPI se relaciona con 

mayores concentraciones de MCP-1, VCAM-1 y ADMA en la AR-EPI+ (Figura 38).   

 

 

Figura 38. Participación de MCP-1, VCAM-1 y ADMA en la fisiopatología de la AR-EPI+.  
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En primer lugar, las altas concentraciones de MCP-1 encontradas en nuestros 

pacientes con AR-EPI+ pueden ser consecuencia de la exposición sistémica crónica a 

citoquinas inflamatorias, descritas previamente como responsables de la sobreexpresión 

de la proteína 232,239,245,298. En línea con nuestros resultados se han reportado 

concentraciones séricas de MCP-1 altas en AR y ES 57,62–64,234,235,238–243. Cabe mencionar que 

nuestros pacientes con ES-EPI+ y otras EA-EPI+ también mostraron niveles altos de MCP-

1 en relación con las PS, sugiriendo un papel de esta molécula en la vasculopatía 

subyacente de dichas patologías.  

Asimismo, el aumento de los niveles de MCP-1 en circulación podría ser debido a una 

mayor permeabilidad o destrucción de la barrera alveolo-capilar en los pulmones de los 

pacientes con AR-EPI+. Por otra parte, la transformación de los macrófagos a un subtipo 

fibrótico en respuesta a MCP-1 explicaría su relación con la afectación pulmonar en 

nuestros pacientes con AR 247,299. De acuerdo con estos resultados, previamente se ha 

descrito un  papel profibrótico de MCP-1, asociándose con la presencia de EPI en varias 

EA y con una función pulmonar deteriorada 233,238,243,247–250. Además, los pacientes con EPI, 

tanto AR-EPI+ como FPI, presentaron una expresión de CCL2 más alta que aquéllos con 

AR-EPI-, lo que indica que podría intervenir en las vías de señalización fibróticas, tal y 

como se describe por otros autores 243,249,250. 

En segundo lugar, el incremento de VCAM-1 en la AR-EPI+ posiblemente 

también sea el resultado de la presencia de inflamación sistémica, especies reactivas de 

O2 y LDL oxidadas, entre otras, tal y como se ha reportado previamente en pacientes con 

AR 53,181,182,202,209,226,227,300. En línea con nuestros resultados, se ha descrito previamente un 

aumento de los niveles de VCAM-1 en AR y otras EA  53–55,181,182,196,201,202,204,217,226–229.   

Además, a pesar de que los pacientes con EA-EPI+ mostraron los niveles más altos de 

VCAM-1, la expresión del gen VCAM1 fue la más baja. A su vez, las PS que presentaron 

las concentraciones más bajas de VCAM-1, mostraron la expresión génica de VCAM1 

más alta. Por lo tanto, se podría plantear que los niveles elevados de VCAM-1 en sangre 

ejerzan un efecto negativo represor sobre la expresión del gen que lo codifica. No 

obstante, hay otros factores que pueden influir en los procesos que intervienen desde 

que VCAM1 se transcribe hasta que la proteína queda libre en circulación: la existencia 
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de dos isoformas, las modificaciones postraduccionales y la escisión proteolítica 

necesaria para la liberación de VCAM-1 soluble 181,182,209,225.  

Adicionalmente, tanto la hipoxia que induce la producción de la proteína VCAM-1 como 

la estimulación de la proliferación de los fibroblastos por parte de esta molécula podrían 

explicar su papel profibrótico en la AR-EPI+ 209,230. De hecho, mayores concentraciones de 

VCAM-1 se han asociado con un deterioro de la función pulmonar, así como con una 

mayor tasa de hospitalizaciones y muerte por EPI 196,209,222,230,231.  

Asimismo, cabe destacar que nuestros resultados mostraron una fuerte correlación 

positiva entre los niveles séricos de MCP-1 y VCAM-1, por lo que es lógico pensar que 

podrían compartir vías de señalización en respuesta al daño vascular. 

En tercer lugar, el incremento sérico de ADMA en los pacientes con AR-EPI+ 

puede ser el resultado de la inhibición, por parte de citoquinas inflamatorias y el estrés 

oxidativo, de la enzima que degrada ADMA 48,301,302.  De acuerdo con nuestros datos, 

valores altos de ADMA han sido encontrados en otras cohortes de pacientes con AR 53–

55,254,255,258–263.  

Por otro lado, tal y como se comentó en relación con VCAM-1, la hipoxia podría ser uno 

de los factores responsables del incremento de ADMA en nuestros pacientes con AR-

EPI+. De hecho, la enzima que la degrada está inhibida por fenómenos de hipoxia, por lo 

que ADMA tiene un papel crucial en las enfermedades respiratorias y se correlaciona 

inversamente con la capacidad funcional pulmonar 252,253,255,268,301,303. En línea con nuestros 

resultados, otros trabajos han propuesto que ADMA contribuye a la fibrosis pulmonar, 

describiendo una asociación de esta molécula con enfermedades pulmonares tales como 

la FPI o la HAP en ES 252,253,264,266,267,270–272. Nuestro estudio de la expresión del gen PRMT1, 

al igual que se ha comentado anteriormente para el gen VCAM1, mostró que la expresión 

de PRMT1 en los pacientes con AR-EPI+ fue la más baja, al contrario que lo ocurrido a 

nivel proteico. Por lo tanto, este hallazgo esto podría indicar la existencia de un 

mecanismo regulador de retroalimentación negativa en estos pacientes. No obstante, la 

formación de ADMA es el resultado de un balance de varios factores que incluyen el 

grado de metilación de la arginina y la degradación de la proteína 44,254,255. 
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2. Relevancia de EPC, Selectina-E y ET-1 en la vasculopatía a nivel sistémico y 

pulmonar con un papel crucial en los procesos fibróticos de la EA-EPI+ 

El presente estudio mostró que los pacientes con EA-EPI+, independientemente 

de la EA subyacente, presentaron mayores frecuencias de EPC así como niveles de 

Selectina-E y ET-1 más altos en relación con las PS. Cabe resaltar que los pacientes con 

EA-EPI- también exhibieron dicho incremento en relación con las PS, mientras que 

mostraron una disminución de estos biomarcadores en relación con aquéllos con EA-

EPI+. Además, los niveles de Selectina-E y ET-1 fueron similares entre los pacientes con 

EA-EPI+ y FPI. En el caso de las EPC, los pacientes con FPI presentaron las frecuencias 

más altas. Estos resultados plantean la posibilidad de que el incremento en la frecuencia 

de las EPC y los niveles de Selectina-E y ET-1 se relacione con el daño vascular derivado 

tanto de las características propias de la EA como de la fibrosis pulmonar causada por la 

EPI. En este sentido, la afectación pulmonar intersticial mostró un papel predominante 

en la producción de estos biomarcadores, observándose un incremento aún mayor 

asociado a los procesos fibróticos (Figura 39). Este papel profibrótico, en el caso de ET-

1, se observó específicamente en los pacientes con AR-EPI+ y otras EA-EPI+. 

 

Figura 39. Participación de EPC, Selectina-E y ET-1 en la fisiopatología de la EA-EPI+. 
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En primer lugar, se puede plantear que un aumento de la producción de EPC y 

de su movilización a la circulación en la EA-EPI+ se produce como un mecanismo 

compensatorio en respuesta al daño endotelial vascular subyacente. En línea con esta 

hipótesis, otros trabajos han mostrado un aumento de EPC en la AR, la ES y otras EA 

107,119–126,129,132. 

Por otra parte, nuestros datos parecen indicar que los procesos fibróticos del pulmón 

estimulan la producción de EPC de forma proporcional a la gravedad de la fibrosis 

pulmonar. La hipoxia podría explicar estos resultados ya que induce el reclutamiento de 

EPC 304,305. En consonancia con nuestros resultados, otros trabajos han demostrado una 

asociación de las EPC tanto con complicaciones pulmonares en la ES como con la FPI 

121,127,133,306. No obstante, el aumento de las EPC en sangre no necesariamente indica que 

estas células sean funcionales. De hecho, nuestros estudios in vitro demostraron que la 

hipoxia afecta al desarrollo de sus funciones, disminuyendo su capacidad tubulogénica. 

Así, se puede especular que una vez que las EPC llegan a los sitios de daño vascular en 

ambientes hipóxicos, dichas células pueden proliferar, pero podrían no ser tan efectivas 

en cuanto a su capacidad angiogénica, pudiendo no llegar a conseguir reparar el daño 

vascular.  

Adicionalmente, nuestros resultados revelaron una correlación inversa de la frecuencia 

de EPC con la duración de la ES en los pacientes con ES-EPI+ y, a su vez, una elevación 

de las EPC más notable en los pacientes con ES en fases tempranas de la enfermedad, tal 

y como han publicado previamente otros autores 90,116,119,123–125,306,307. Por lo tanto, es 

concebible pensar que la disminución de las EPC en los pacientes con una enfermedad 

más avanzada esté relacionada con el reclutamiento de dichas células en los tejidos 

dañados, lo que conduce a una disminución de las EPC circulantes. Además, 

encontramos una mayor frecuencia de las EPC en los hombres, hecho que cabría esperar 

teniendo en cuenta que el sexo masculino es un factor de riesgo para la ES-EPI+ 16,38. 

En segundo lugar, los niveles incrementados de Selectina-E en la EA-EPI+ 

podrían relacionarse con la exposición a citoquinas inflamatorias, ya que se ha descrito 

que su inducción se desencadena principalmente en respuesta a un estímulo 
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inflamatorio 180,190–193. De acuerdo con nuestros datos, se han observado concentraciones 

elevadas de Selectina-E en la AR, la ES y otras EA 53,54,190,194–206. 

Asimismo, los niveles de Selectina-E más altos en los pacientes con EA-EPI+ y FPI 

podrían sugerir que la lesión pulmonar mediada por leucocitos es necesaria para el inicio 

y/o la propagación del proceso fibrogénico. Así, se la ha considerado previamente como 

una proteína relevante en la progresión de la fibrosis pulmonar 183,184,207–209. De forma 

adicional, los pacientes con EA-EPI+ y FPI, que presentaban las concentraciones más altas 

de la proteína, mostraron una expresión del gen SELE más baja, mientras que aquéllos 

con EA-EPI- y las PS, que tenían los niveles más bajos de Selectina-E, presentaron la 

expresión del gen SELE más alta. Por lo tanto, es concebible pensar que su producción 

está regulada por un mecanismo de retroalimentación negativa. No obstante, es de 

destacar que intervienen muchos factores en los procesos que tienen lugar desde que el 

gen SELE codifica la proteína hasta que la proteína Selectina-E queda soluble en suero, 

tales como inhibidores de la transcripción o de la traducción, una vida corta del ARN 

mensajero y la rápida eliminación de la proteína por lisosomas, entre otros 191.  

En tercer lugar, al igual que Selectina-E, ET-1 es posible que aumente en suero 

debido a la influencia de citoquinas inflamatorias, tal y como se ha demostrado en 

múltiples enfermedades asociadas con inflamación 275,282,308.  

Además, la hipoxia podría estar estimulando la producción de ET-1 en nuestros 

pacientes con AR-EPI+, puesto que es uno de sus inductores más importantes 45,273,275. Por 

otra parte, su papel profibrótico en estos pacientes también podría ser consecuencia de 

su capacidad para estimular la proliferación y activación de los fibroblastos así como de 

sus efectos en la apoptosis de las células epiteliales alveolares 273,275,276,282,284. En línea con 

esta idea, estudios previos han descrito un papel de ET-1 en el desarrollo de fibrosis 

pulmonar 96,275,276,279–284.  

Es importante mencionar que nuestro trabajo mostró una sobreexpresión del gen END1 

en los pacientes con EA-EPI+, así como en el resto de los pacientes (a excepción de 

aquéllos con ES-EPI-), en relación con las PS, lo que apoya el papel de ET-1 en el daño 

vascular subyacente. A favor de nuestros resultados, otros autores han revelado una 

mayor expresión del gen END1 y concentraciones más altas de ET-1 tanto en sangre 
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como en otras muestras biológicas de pacientes con EA-EPI+, EA-EPI- y FPI en relación 

con las PS 275,276,279–284. Por lo tanto, una mayor expresión del gen END1 podría producir 

mayores concentraciones de ET-1 en nuestros pacientes con EA-EPI+.  
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3. TAng, VEGF e ICAM-1 claves en los procesos fibróticos de la EA-EPI+ 

Nuestro estudio mostró una disminución de TAng y un incremento de los niveles 

de ICAM-1 en los pacientes con EA-EPI+, independientemente de la EA, en relación con 

las PS y los pacientes con EA-EPI-. Cabe resaltar que las concentraciones de ICAM-1 y 

las frecuencias de TAng fueron similares entre los pacientes con EA-EPI+ y FPI y también 

a su vez entre aquéllos con EA-EPI- y las PS, indicando que estos biomarcadores podrían 

estar asociadas al desarrollo de la vasculopatía a nivel pulmonar. Además, los pacientes 

con EA-EPI+ también presentaron niveles de VEGF más altos que aquéllos con EA-EPI- 

y similares a los de los pacientes con FPI (a excepción de la AR-EPI+). Así, se propone 

que la alteración de TAng, VEGF e ICAM-1 podría estar vinculada con el daño pulmonar 

asociado a la fibrosis en los pacientes con EA-EPI+ (Figura 40).  

 

Figura 40. Participación de TAng, VEGF e ICAM-1 en la fisiopatología de la EA-EPI+. 
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En primer lugar, es razonable pensar que la disminución de TAng circulantes en 

los pacientes con EA-EPI+ está causada por una migración de estas células al sitio de la 

lesión pulmonar con el fin de reparar el endotelio. En concordancia con nuestros 

resultados en los que observamos una variación de TAng con el desarrollo de EPI en las 

EA, un estudio previo en LES mostró una alteración de dichas células en presencia de 

afectación renal, una de las comorbilidades más graves de esta enfermedad 118.  

Asimismo, encontramos una frecuencia más baja de TAng en los hombres con AR-EPI+, 

lo que cabría esperar ya que el sexo masculino es un factor de riesgo para esta patología 

10,11,15,17,19,21,22,24–27. Paradójicamente, se observó una mayor frecuencia de TAng en los 

pacientes con ES positivos para Scl-70 en comparación con aquéllos negativos para este 

anticuerpo. Además, en estos pacientes una mayor frecuencia de TAng se asoció con 

ratios más altos de VEF1/CVF. Dado que el anticuerpo Scl-70 es un factor de riesgo para 

el desarrollo de EPI en los pacientes con ES y una disminución en la CVF se emplea como 

medida rutinaria para evaluar la progresión de la enfermedad en una EPI fibrótica 

12,13,21,35,37–39, es posible que el incremento relativo de TAng en los pacientes con ES-EPI+ en 

estas dos situaciones se deba a un mecanismo compensatorio en respuesta al daño 

vascular. Cabe mencionar que los pacientes con otras EA-EPI+ que presentaban un 

patrón NINE mostraron las frecuencias de TAng más bajas, lo que está de acuerdo con 

el hecho de que NINE es el patrón predominante en las EA-EPI+ 4–6,20.  

En segundo lugar, la mayor producción de VEGF en los pacientes con EA-EPI+ 

en relación con aquéllos con EA-EPI- podría estar promovida por los fenómenos de 

hipoxia, los cuales constituyen uno de principales inductores de la proteína 96,152,153. 

Además, el aumento sérico de VEGF podría constituir una respuesta compensatoria a la 

lesión en el pulmón dado que el daño de las células epiteliales alveolares y la liberación 

de proteasas por neutrófilos infiltrados en el tejido pulmonar producen una disminución 

de VEGF en el compartimento alveolar 60,171. En línea con estas ideas, se ha propuesto 

que VEGF contribuye a la fibrogénesis 64,96,151,162–166,168,171,175.  Es importante destacar que la 

expresión del gen VEGF fue más alta en los pacientes con ES-EPI+ respecto a aquéllos con 

una ES-EPI-, por lo que es posible pensar que la presencia de hipoxia en este contexto 

también favorece la sobreexpresión del gen VEGF produciendo mayores niveles de la 

proteína.  
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Por otra parte, nuestro trabajo mostró que los pacientes con EA-EPI+ presentaron 

una menor frecuencia del alelo A de VEGF rs1570360 en relación con las PS, indicando 

que el alelo A de dicho polimorfismo podría ejercer un papel protector en la EA-EPI+. 

Además, nuestros datos revelaron una frecuencia más alta del alelo C de VEGF rs2010963 

en los pacientes con EA-EPI+ en relación con las PS, por lo que la presencia del alelo C 

podría considerarse como un factor de riesgo de la enfermedad. En particular, estudios 

previos han reportado la asociación de  VEGF rs2010963 con  diversas EA  154,309.  

En tercer lugar, es comprensible plantear que los niveles altos de ICAM-1 en los 

pacientes con EA-EPI+ podrían deberse a la pérdida de las unidades alveolo-capilares ya 

que al ser éstas una fuente importante de producción de ICAM-1 208,209, otros órganos 

liberan la proteína a la circulación como una respuesta compensatoria al daño pulmonar. 

Además, su papel en la afectación pulmonar podría estar vinculado con su capacidad de 

regular la acumulación de células profibróticas en los pulmones 310. De acuerdo con 

nuestros resultados, ICAM-1 se ha considerado un indicador de la disfunción 

respiratoria, encontrándose mayores concentraciones en los pacientes con ES con una 

afectación pulmonar 195,211,216,217,221,222. Asimismo, nuestros resultados revelaron una 

asociación positiva entre ICAM-1 y Selectina-E (otra proteína que también encontramos 

relacionada con la fibrosis pulmonar) tanto a nivel sérico como de expresión génica en 

la EA-EPI+. En consecuencia, ambas moléculas podrían compartir vías de señalización 

implicadas en la fibrosis pulmonar. 

Adicionalmente, los pacientes con EA-EPI+ presentaron una menor expresión de ICAM1 

en sangre en relación con las PS. Estudios previos han revelado que ICAM-1 soluble 

funciona como un inhibidor competitivo de ICAM-1 unido a la membrana reprimiendo 

la expresión de ICAM1 216, pudiendo ser un reflejo de lo que ocurre en nuestros 

individuos. No obstante, resulta complicado encontrar una relación directa entre ICAM-

1 circulante y la expresión del gen ICAM1 que codifica para ICAM-1 de membrana 

puesto que muchos factores están implicados en este contexto, destacando las enzimas 

encargadas de la escisión proteolítica de ICAM-1 de membrana y los inhibidores que 

bloquean la liberación de ICAM-1 soluble 187,195,213.  
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4. Utilidad de las células y moléculas estudiadas como biomarcadores de la EA-

EPI+ en la práctica clínica  

Los biomarcadores están adquiriendo una importancia potencial en una gran 

variedad de patologías, pudiendo ser especialmente relevantes en la EA-EPI+ debido a 

la severidad de la enfermedad y la dificultad de su diagnóstico precoz. En este sentido, 

nuestros datos sugieren que los biomarcadores de disfunción endotelial vascular 

estudiados podrían tener una mayor relevancia para su uso en la práctica clínica dada 

su facilidad de adquisición mediante técnicas poco invasivas y su papel en la 

identificación de la EPI en los pacientes con una EA, así como en la diferenciación de la 

EA-EPI+ y la FPI. Así, dichos biomarcadores podrían constituir herramientas adicionales 

que podrían ser integradas en un algoritmo de diagnóstico de EA-EPI+. Por consiguiente, 

favorecerían el manejo de los pacientes de manera más personalizada, pudiendo ayudar 

a evitar la progresión del daño pulmonar hasta una situación irreversible y de esta 

manera, pudiendo tener un papel en el pronóstico de los pacientes. Asimismo, estos 

biomarcadores podrían ser relevantes en la identificación de dianas terapéuticas sobre 

las que se sustentaría el desarrollo de futuros tratamientos. 

Nuestro estudio ha mostrado resultados prometedores a nivel celular y proteico 

haciendo posible que las células y moléculas estudiadas puedan ser consideradas como 

biomarcadores que pudieran caracterizar mejor la enfermedad. Por consiguiente, se 

propone que estos biomarcadores podrían tener las siguientes aplicaciones en la práctica 

clínica en el contexto de la EA-EPI+ (Figura 41): 

- Diagnóstico precoz de EPI en los pacientes con EA: las frecuencias de EPC y 

TAng, así como los niveles de VEGF, Selectina-E e ICAM-1 podrían resultar 

útiles para la identificación de la presencia de EPI en los pacientes con EA, 

independientemente de que ésta sea una AR o una ES. Además, el estudio de 

las EPC permitiría identificar a aquellos pacientes con EA-EPI+ con peor 

pronóstico. 

- Diagnóstico precoz de EPI en los pacientes con AR: los niveles de MCP-1, 

VCAM-1, ADMA y ET-1 podrían identificar la presencia de EPI 

específicamente en los pacientes con AR.  
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- Diagnóstico diferencial entre EA-EPI+ y FPI: la evaluación de la frecuencia de 

EPC podría ayudar al diagnóstico diferencial entre la EA-EPI+ y la FPI.  

- Diagnóstico diferencial entre AR-EPI+ y FPI: los niveles de MCP-1, VCAM-1 

y ADMA permitirían diferenciar a los pacientes con AR-EPI+ de aquéllos con 

FPI.  

 

 

Figura 41. Biomarcadores celulares y moleculares propuestos en este trabajo para el diagnóstico 

precoz de la EA-EPI+ así como el diagnóstico diferencial entre EA-EPI+ y FPI.                 

*Biomarcadores específicos de AR-EPI+. 
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5. Perspectivas del estudio 

Tras la realización del presente trabajo de tesis, se plantea continuar investigando 

en los mecanismos fisiopatológicos de la EA-EPI+.  

Por un lado, dada la complejidad de la fisiopatología de la EA-EPI+ y la 

importancia del pulmón en esta enfermedad, el próximo objetivo estaría enfocado en el 

estudio de la expresión en tejido pulmonar de los genes analizados en esta tesis. De esta 

manera, se podría ver la implicación de estos genes en el pulmón, así como estudiar si 

su expresión en dicho tejido se relacionaría con la observada en sangre periférica. En este 

sentido, nuestro grupo de investigación cuenta ya con 16 secciones de tejido pulmonar 

de pacientes con EPI recogidas tras el trasplante. Estos estudios podrían aportar 

resultados muy relevantes y novedosos en este campo.  

Por otro lado, sería interesante evaluar el papel de otros biomarcadores en la EA-

EPI+ tanto a nivel pulmonar como sanguíneo. 

Finalmente, la presente tesis abre las puertas a establecer colaboraciones con 

otros hospitales incrementando el tamaño muestral de nuestros grupos de estudio.  
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MCP-1, VCAM-1 y ADMA son moléculas relevantes en el daño vascular 

sistémico subyacente y los procesos fibróticos del pulmón característicos de la 

AR-EPI+, constituyendo biomarcadores de diagnóstico precoz de EPI en la AR y 

de diagnóstico diferencial entre AR-EPI+ y FPI.  

 

Las EPC actúan como un mecanismo compensatorio en respuesta al daño 

endotelial en la EA-EPI+, incrementando progresivamente según la gravedad de 

la afectación pulmonar. El grado de la frecuencia de EPC facilitaría la 

identificación precoz de pacientes con EA-EPI+ y de éstos con peor pronóstico, 

así como permitiría el diagnóstico diferencial entre EA-EPI+ y FPI.  

 

La capacidad tubulogénica de las EPC in vitro se encuentra disminuida en 

ambientes de hipoxia.  

 

Selectina-E y ET-1 se asocian con el daño vascular a nivel sistémico y pulmonar, 

siendo fundamentales en los procesos fibróticos que favorecen el desarrollo de 

EPI en las EA, particularmente en la AR en el caso de ET-1. 

 

La alteración de TAng e ICAM-1 se vincula con el daño pulmonar propio de la 

EPI, constituyendo biomarcadores de diagnóstico precoz de EPI en las EA. 

  

VEGF, a nivel genético y sérico, contribuye a la fisiopatología de la EA-EPI+, 

destacando que la proteína desempeña un papel profibrótico que permite 

establecer un diagnóstico precoz de EPI en los pacientes con EA.  
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 VIII. ANEXOS 

Tabla S1. Frecuencia de EPC y TAng, así como expresión y niveles séricos de VEGF. 

  
Frecuencia 

EPC (%) 

(Media ± DE) 

Frecuencia 

TAng (%) 

(Media ± DE) 

VEGF 

Expresión 

 ARNm VEGF 

(Media ± DE) 

Niveles séricos  

VEGF (pg/mL) 

(Media ± DE) 

Grupos 

objeto de 

estudio 

EA-EPI+ 0,037 ± 0,017 11,560 ± 5,242 0,0398 ± 0,0694 89,6 ± 63,8 

AR-EPI+ 0,047 ± 0,023 11,950 ± 5,234 0,0517 ± 0,0870 117,1 ± 94,8 

ES-EPI+ 0,033 ± 0,012 12,570 ± 5,052 0,0569 ± 0,0880 74,8 ± 44,8 

Otras EA-EPI+ 0,031 ± 0,016 10,560 ± 6,684 0,0195 ± 0,0439 72,9 ± 52,7 

Grupos 

control 

EA-EPI- 0,026 ± 0,015 15,920 ± 4,612 0,0528 ± 0,0760 32,9 ± 45,8 

AR-EPI- 0,030 ± 0,013 16,400 ± 4,926 0,0955 ± 0,0968 35,8 ± 56,3 

ES-EPI- 0,021 ± 0,017 16,070 ± 5,420 0,098 ± 0,0032 29,0 ± 26,6 

FPI 0,087 ± 0,041 11,340 ± 3,732 0,1501 ± 0,1679 57,9 ± 50,0 

PS 0,012 ± 0,010 16,500 ± 4,830 0,1425 ± 0,1336 168,0 ± 320,3 
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Tabla S2. Expresión y niveles séricos de MCP-1, ICAM-1, VCAM-1 y Selectina-E.  

  

MCP-1 ICAM-1 VCAM-1 Selectina-E 

Expresión 

ARNm CCL2 

(Media ± DE) 

Niveles séricos 

MCP-1 (pg/mL) 

(Media ± DE) 

Expresión 

ARNm ICAM1 

(Media ± DE) 

Niveles séricos 

ICAM-1 (ng/mL) 

(Media ± DE) 

Expresión 

ARNm VCAM1 

(Media ± DE) 

Niveles séricos 

VCAM-1 (ng/mL) 

(Media ± DE) 

Expresión 

ARNm SELE 

(Media ± DE) 

Niveles séricos 

Selectina-E (ng/mL) 

(Media ± DE) 

Grupos 

objeto 

de 

estudio 

EA-EPI+ 0,0032 ± 0,0029  455,5± 224,9  0,0930 ± 0,0784  524,2 ± 109,2 0,0002 ± 0,0003 1768,0 ± 2050,0 0,0002 ± 0,0001 77,6 ± 29,7  

AR-EPI+ 0,0016 ± 0,0010  642,8 ± 268,6  0,1103 ± 0,1134 556,4 ± 125,4 0,0002 ± 0,0002 3499,0 ± 2978,0 0,0002 ± 0,0001 77,6 ± 22,9  

ES-EPI+ 0,0039 ± 0,0032  345,6 ± 123,9  0,1280 ± 0,1139 507,7 ± 116,2 0,0003 ± 0,0003 859,7 ± 471,9 0,0002 ± 0,0001 85,1 ± 36,8  

Otras EA-EPI+ 0,0024 ± 0,0021  370,3 ± 156,9  0,0787 ± 0,0393 522,2 ± 100,6 0,0002 ± 0,0001 817,4 ± 479,3 0,0002 ± 0,0001 71,8 ± 32,7  

Grupos 

control 

EA-EPI- 0,0016 ± 0,0017  367,2 ± 138,5  0,1107 ± 0,0894 433,6 ± 70,2 0,0004 ± 0,0003 1111,0 ± 785,1 0,0004 ± 0,0005 60,5 ± 18,6  

AR-EPI- 0,0007 ± 0,0002 406,9 ± 127,8  0,1393 ± 0,1041 465,4 ± 80,6 0,0003 ± 0,0002 1118,0 ± 787,5 0,0001 ± 0,0001 57,3 ± 14,6  

ES-EPI- 0,0024 ± 0,0023  305,4 ± 122,2  0,0745 ± 0,0483 404,3 ± 57,3 0,0004 ± 0,0003 989,2 ± 639,5 0,0004 ± 0,0004 64,9 ± 23,1  

FPI 0,0026 ± 0,0018 295,0 ± 130,1  0,2014 ± 0,1664 527,4 ± 75,5 0,0004 ± 0,0003 646,2 ± 313,3 0,0002 ± 0,0001 76,8 ± 20,8  

PS 0,0048 ± 0,0065 239,0 ± 81,3 0,1787 ± 0,1181 421,2 ± 57,8 0,0008 ± 0,0011 731,2 ± 284,9 0,0009 ± 0,0012 47,4 ± 20,4  
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Tabla S3. Expresión y niveles séricos de ET-1 y ADMA. 

  

ET-1 ADMA 

Expresión  

ARNm END1 

(Media ± DE) 

Niveles séricos 

ET-1 (pg/mL) 

(Media ± DE) 

Expresión  

ARNm PRMT1 

(Media ± DE) 

Niveles séricos 

ADMA (µmol/L) 

(Media ± DE) 

Grupos 

objeto de 

estudio 

EA-EPI+ 0,0004 ± 0,0002 1,248 ± 0,603 0,0578 ± 0,0648 0,4736 ± 0,0701 

AR-EPI+ 0,0004 ± 0,0002 1,168 ± 0,330 0,0565 ± 0,0685 0,5307 ± 0,0694 

ES-EPI+ 0,0004 ± 0,0002 1,373 ± 0,798 0,0926 ± 0,0914 0,4503 ± 0,0630 

Otras EA-EPI+ 0,0005 ± 0,0002 1,187 ± 0,599 0,0270 ± 0,0091 0,4661 ± 0,0734 

Grupos 

control 

EA-EPI- 0,0005 ± 0,0004 0,961 ± 0,331 0,0909 ± 0,0772 0,4797 ± 0,0719 

AR-EPI- 0,0007 ± 0,0006 0,861 ± 0,206 0,1180 ± 0,0886 0,4852 ± 0,0602 

ES-EPI- 0,0003 ± 0,0002 1,142 ± 0,390 0,0568 ± 0,0410 0,4584 ± 0,0805 

FPI 0,0005 ± 0,0002 1,091 ± 0,377 0,1591 ± 0,1435 0,4693 ± 0,0347 

PS 0,0002 ± 0,0001 0,672 ± 0,193 0,1444 ± 0,1021 0,4153 ± 0,0643 



 

 

 

 

 

 

 

Anexo II 

Publicaciones derivadas de la tesis 

doctoral 

 
• Endothelial Progenitor Cells as a Potential Biomarker 

in Interstitial Lung Disease Associated with 

Rheumatoid Arthritis 

 

• Endothelial Progenitor Cells: Relevant Players in the 

Vasculopathy and Lung Fibrosis Associated with the 

Presence of Interstitial Lung Disease in Systemic 

Sclerosis Patients 

 

• Angiogenic T Cells: Potential Biomarkers for the Early 

Diagnosis of Interstitial Lung Disease in Autoimmune 

Diseases? 

 



Journal of

Clinical Medicine

Article

Endothelial Progenitor Cells as a Potential Biomarker
in Interstitial Lung Disease Associated with
Rheumatoid Arthritis

Verónica Pulito-Cueto 1,†, Sara Remuzgo-Martínez 1,†, Fernanda Genre 1,† ,
Víctor M. Mora-Cuesta 1,2 , David Iturbe-Fernández 1,2 , Sonia Fernández-Rozas 1,2,
Belén Atienza-Mateo 1,3,4 , Leticia Lera-Gómez 1, Pilar Alonso-Lecue 1,2,
Javier Rodríguez-Carrio 5, Diana Prieto-Peña 1,4, Virginia Portilla 1,4, Ricardo Blanco 1,4 ,
Alfonso Corrales 1,4, Oreste Gualillo 6 , José M. Cifrián 1,2,7, Raquel López-Mejías 1,*,‡

and Miguel A. González-Gay 1,4,7,8,*,‡

1 Research Group on Genetic Epidemiology and Atherosclerosis in Systemic Diseases and in Metabolic Bone
Diseases of the Musculoskeletal System, IDIVAL, Santander, 39011 Cantabria, Spain;
veronica_pulito_cueto@hotmail.com (V.P.-C.); sara.r.mtz@gmail.com (S.R.-M.);
fernandagenre@gmail.com (F.G.); victormanuel.mora@scsalud.es (V.M.M.-C.);
david.iturbe@scsalud.es (D.I.-F.); soniam.fernandez@scsalud.es (S.F.-R.);
mateoatienzabelen@gmail.com (B.A.-M.); letizialera@hotmail.com (L.L.-G.);
alonsolecue@hotmail.com (P.A.-L.); diana.prieto.pena@gmail.com (D.P.-P.); virgiportilla@hotmail.com (V.P.);
ricardo.blanco@scsalud.es (R.B.); afcorralesm@hotmail.com (A.C.); josecifrian@gmail.com (J.M.C.)

2 Department of Pneumology, Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, Santander, 39008 Cantabria, Spain
3 López Albo’ Post-Residency Programme, Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, Santander,

39008 Cantabria, Spain
4 Department of Rheumatology, Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, Santander,

39008 Cantabria, Spain
5 Department of Functional Biology, Immunology Area, Faculty of Medicine, Universidad de Oviedo, Oviedo,

33006 Asturias, Spain; javiercarrio@hotmail.com
6 SERGAS (Servizo Galego de Saude) and IDIS (Instituto de Investigación Sanitaria de Santiago), NEIRID

Lab (Neuroendocrine Interactions in Rheumatology and Inflammatory Diseases), Research Laboratory 9,
Santiago University Clinical Hospital, Santiago de Compostela, 15706 A Coruña, Spain;
oreste.gualillo@sergas.es

7 School of Medicine, Universidad de Cantabria, Santander, 39005 Cantabria, Spain
8 Cardiovascular Pathophysiology and Genomics Research Unit, School of Physiology, Faculty of Health

Sciences, University of the Witwatersrand, Johannesburg 2050, South Africa
* Correspondence: rlopezmejias78@gmail.com (R.L.-M.); miguelaggay@hotmail.com (M.A.G.-G.);

Tel.: +34-942-315-515 (R.L.-M. & M.A.G.-G.); Fax: +34-942-31-55-17 (R.L.-M. & M.A.G.-G.)
† These authors contributed equally.
‡ These authors share senior authorship.

Received: 9 November 2020; Accepted: 14 December 2020; Published: 18 December 2020 ����������
�������

Abstract: Interstitial lung disease (ILD) increases morbidity and mortality in patients with rheumatoid
arthritis (RA). Although the pathogenesis of ILD associated with RA (RA-ILD+) remains poorly
defined, vascular tissue is crucial in lung physiology. In this context, endothelial progenitor cells
(EPC) are involved in endothelial tissue repair. However, little is known about their implication
in RA-ILD+. Accordingly, we aimed to investigate the potential role of EPC related to endothelial
damage in RA-ILD+. EPC quantification in peripheral blood from 80 individuals (20 RA-ILD+

patients, 25 RA-ILD− patients, 21 idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) patients, and 14 healthy controls)
was performed by flow cytometry. EPC were considered as CD34+, CD45low, CD309+ and CD133+.
A significant increase in EPC frequency in RA-ILD+ patients, as well as in RA-ILD− and IPF patients,
was found when compared with controls (p < 0.001, p = 0.02 and p < 0.001, respectively). RA-ILD+

patients exhibited a higher EPC frequency than the RA-ILD− ones (p = 0.003), but lower than IPF

J. Clin. Med. 2020, 9, 4098; doi:10.3390/jcm9124098 www.mdpi.com/journal/jcm
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patients (p < 0.001). Our results suggest that EPC increase may represent a reparative compensatory
mechanism in patients with RA-ILD+. The degree of EPC frequency may help to identify the presence
of ILD in RA patients and to discriminate RA-ILD+ from IPF.

Keywords: endothelial progenitor cells; vascular damage biomarker; interstitial lung disease;
rheumatoid arthritis; idiopathic pulmonary fibrosis

1. Introduction

Interstitial lung disease (ILD) is one of the most feared complications in patients with rheumatoid
arthritis (RA), increasing their morbidity and mortality [1,2]. Although ILD frequently develops in
patients with established RA, it may also be presented as the initial or single manifestation of an
unidentified RA [1–3]. In this regard, the identification of an underlying RA in ILD patients remains a
challenge, considering that RA-ILD+ shares clinical, pathological, and epidemiological similarities
with idiopathic pulmonary fibrosis (IPF), the most common and severe ILD [2–4]. Consequently,
some patients initially defined as having IPF may be finally diagnosed with RA-ILD+ [4]. Based on
these data, a better understanding of the pathogenesis of RA-ILD+ is crucial.

The pulmonary microvascular endothelium constitutes a large surface area that displays great
growth potential [5]. Accordingly, vascular tissue plays a key role in lung homeostasis, contributing
both to physiological and pathological processes [5]. In this context, the maintenance of the endothelium
through its repair and regeneration is guaranteed by a population of cells described by Asahara et al.
and termed as endothelial progenitor cells (EPC) [6]. EPC are mobilized from the bone marrow and
possess the capacity to migrate, proliferate, and differentiate into mature endothelial cells stimulating
the formation of new blood vessels [6]. Interestingly, accumulating evidence has shown the implication
of EPC in several diseases, although controversial results have been reported in RA [7–10] and
IPF [11,12]. As far as we know, the specific role of EPC in the pathogenesis of RA-ILD+ remains largely
unknown. Given that EPC have been suggested as a marker of endothelial damage in several diseases,
the understanding of the role of EPC in RA-ILD+ may be critical for a better knowledge of the vascular
pathophysiology that characterizes this disease.

Taking these considerations into account, the aim of this study was to investigate the potential role
of EPC in the pathogenesis related to endothelial damage in RA-ILD+. For this purpose, we compared
the frequency of EPC in patients with RA-ILD+ with that observed in the following three groups:
RA-ILD− patients, IPF patients, and healthy controls. In addition, the association of EPC frequency
with the demographic and clinical features of these patients was determined.

2. Materials and Methods

2.1. Study Population

A total of 80 individuals, constituted by 20 RA-ILD+ patients and three comparative groups
(25 RA-ILD− patients, 21 IPF patients, and 14 healthy controls), were recruited from the Pneumology
and Rheumatology departments of Hospital Universitario Marqués de Valdecilla (Santander, Spain).
RA-ILD− patients fulfilled the 2010 American College of Rheumatology criteria for RA [13]. ILD was
excluded in RA-ILD− patients by the evaluation of high-resolution computed tomography (HRCT)
images of the chest by experienced radiologists. Those who fulfilled the American Thoracic and
European Respiratory Society’s criteria for ILD were classified as RA-ILD+ [14]. IPF patients met their
own criteria [14]. Healthy controls did not present any history of autoimmune or lung diseases.

Demographic and clinical features of patients comprising sex, age, smoking history, duration of
RA disease, rheumatoid factor (RF) and anti-cyclic citrullinated peptide antibodies (ACPA) status,
C-reactive protein (CRP), erythrocyte sedimentation rate (ESR), pulmonary function tests (PFTs),



J. Clin. Med. 2020, 9, 4098 3 of 8

HRCT pattern, and immunosuppressive therapies received by RA patients at the time of the study
were collected. HRCT patterns of ILD patients were stratified according to the criteria for the usual
interstitial pneumonia (UIP) pattern of the Fleischner Society [15].

All the experiments involving humans and human blood samples were carried out in accordance
with the approved guidelines and regulations, according to the Declaration of Helsinki. All experimental
protocols were approved by the Ethics Committee of clinical research of Cantabria, Spain (2016.092).
All subjects gave written informed consent to participate in this study previous to their inclusion.

2.2. EPC Quantification by Flow Cytometry

EPC from peripheral venous blood were characterized by simultaneous expression of cell surface
markers that reflect stemness (CD34), immaturity (CD133), endothelial commitment (CD309 or vascular
endothelial growth factor receptor 2), and a low expression of the pan-leukocyte marker (CD45) [16–18].

EPC quantification was analysed by direct flow cytometry, following the recommendations on
EPC measurement that were previously described [16–18]. Briefly, 200 µL of peripheral blood was
pre-incubated with Fc receptors blocking reagent (Miltenyi Biotech, Madrid, Spain). Then, cells were
labelled with APC-conjugated anti-CD34 (Miltenyi Biotech, Madrid, Spain), VioBright FITC-conjugated
anti-CD309 (VEGFR-2) (Miltenyi Biotech, Madrid, Spain), PE-conjugated anti-CD133/2(293C3) (Miltenyi
Biotech, Madrid, Spain), Vioblue-conjugated anti-CD45 (Miltenyi Biotech, Madrid, Spain) monoclonal
antibodies, or with isotype-matched antibodies (Miltenyi Biotech, Madrid, Spain). After conjugation,
red blood cells were lysed by incubating in flow cytometry and fluorescence-activated cell sorting
(FACS) lysing solution (BD Bioscience, San Jose, CA, USA) and white blood cell pellets were then
washed once with phosphate-buffered saline (PBS). Labelled cells were analysed in a CytoFLEX
flow cytometer (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) using a Cytexpert 2.3 analyzer (Beckman Coulter,
Brea, CA, USA), acquiring approximately 1 × 105 per sample. First, CD34+ and CD45low were gated
and then assayed for expression of CD133 and CD309 in the lymphocyte gate. Thus, EPC were
considered as CD34+, CD45low, CD133+ and CD309+ cells. EPC quantification was expressed as the
percentage of cells in the lymphocyte gate.

2.3. Statistical Analyses

Data were expressed as mean ± standard deviation (SD) for continuous variables, and number of
individuals (n) and percentage (%) for categorical variables. The differences between RA-ILD+ and
RA-ILD- patients in sex, smoking status, RF and ACPA status, as well as in therapies received were
analysed by chi-square test, whereas the differences in age at study, duration of RA disease, CRP and
ESR levels and PFTs were determined by Student´s t-test. Comparisons of EPC frequency between two
study groups were performed by Student’s t-test. Relationship of EPC frequency with continuous
variables and categorical variables related to disease features was carried out via estimation of the
Pearson’s correlation coefficient (r) and one-way ANOVA, respectively. p-values <0.05 were considered
as statistically significant. Statistical analysis was performed using STATA statistical software 12/SE
(Stata Corp., College Station, TX, USA).

3. Results

3.1. Demographic and Clinical Features of Patients and Controls

The mean age ± SD at the time of the study of healthy controls, RA-ILD+, RA-ILD−, and IPF
patients was 41.8 ± 13.7, 66.8 ± 10.2, 60.1 ± 11.8 and 69.2 ± 10.0 years, respectively. Additionally,
information on sex and smoking status of individuals, as well as clinical features, is displayed in
Table 1.

As expected, statistically significant differences were found between patients with RA-ILD- and
RA-ILD+ regarding the following clinical features: RF and ACPA status, CRP levels, forced expiratory
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volume in one second /forced vital capacity (FEV1/FVC) (% predicted), diffusing capacity of the lung
for carbon monoxide (DLCO) (% predicted), and therapies received (Table 1).

Table 1. Demographic and clinical features of the individuals included in this study.

Healthy Controls
n = 14

RA-ILD+ Patients
n = 20

RA-ILD− Patients
n = 25

IPF Patients
n = 21 * p

Sex (women), n (%) 7 (50) 9 (45.0) 15 (60.0) 7 (33.3) 0.32
Age at study, mean ± SD, years 41.8 ± 13.7 66.8 ± 10.2 60.1 ± 11.8 69.2 ± 10.0 0.05

Smoking ever, n (%) 3 (27.3) 13 (65.0) 13 (52.0) 16 (76.2) 0.38
Duration of RA disease, mean ± SD,

years − 9.2 ± 10.2 4.1 ± 7.4 − 0.06

RF positive, n (%) − 16 (80.0) 11 (44.0) − 0.01
ACPA positive, n (%) − 18 (90.0) 15 (60.0) − 0.02

CRP (mg/dL), mean ± SD − 1.1 ± 1.1 0.5 ± 0.5 − 0.04
ESR (mm/1st hour), mean ± SD − 22.8 ± 27.2 14.4 ± 12.4 − 0.24

Pulmonary function tests
FVC (% predicted), mean ± SD − 95.1 ± 24.7 99.2 ± 16.0 84.9 ± 14.7 0.58
FEV1 (% predicted), mean ± SD − 91.7 ± 21.5 94.9 ± 22.0 87.3 ± 19.6 0.67

FEV1/FVC (% predicted), mean ± SD − 77.6 ± 9.3 93.6 ± 12.3 79.7 ± 7.8 <0.001
DLCO (% predicted), mean ± SD − 40.9 ± 13.9 79.9 ± 20.0 43.6 ± 18.4 <0.001

HRCT pattern
UIP pattern, n (%) − 11 (55.0) − 21 (100.0) −

Probable UIP pattern, n (%) − 1 (5.0) − − −

NSIP pattern, n (%) − 7 (35.0) − − −

Non-NSIP pattern, n (%) − 1 (5.0) − − −

Therapies received by RA patients
csDMARDs, n (%) − 17 (85) 13 (52) − 0.02
bDMARDs, n (%) − 15 (75) 2 (8) − <0.001

RA: rheumatoid arthritis; ILD: interstitial lung disease; IPF: idiopathic pulmonary fibrosis; SD: standard deviation;
RF: rheumatoid factor; ACPA: anti-cyclic citrullinated peptide antibodies; CRP: C-reactive protein; ESR: erythrocyte
sedimentation rate; FVC: forced vital capacity; FEV1: forced expiratory volume in one second; DLCO: diffusing
capacity of the lung for carbon monoxide; HRCT: high resolution computed tomography; UIP: usual interstitial
pneumonia; NSIP: non-specific interstitial pneumonia; csDMARDs: conventional synthetic disease-modifying
anti-rheumatic drugs; bDMARDs: biologic disease-modifying anti-rheumatic drugs. * p: p-value obtained after
comparison between RA-ILD+ and RA-ILD− patients. Statistically significant results are highlighted in bold.

3.2. Differences of EPC Frequency between RA-ILD+ Patients and the Comparative Groups

A significant increase in EPC frequency in patients with RA-ILD+ was found when compared
with healthy controls (p < 0.001) (Figure 1 and Supplementary Table S1).

Figure 1. Quantification of EPC population by flow cytometry in all individuals included in the study.
EPC were considered as CD34 +, CD45low, CD309+ and CD133+ cells in the lymphocyte gate and
were expressed as the percentage of cells in this gate. Differences between the study groups were
evaluated by Student’s t-test. Horizontal bars indicate the mean value of each study group. p: p-value;
EPC: endothelial progenitor cells; RA: rheumatoid arthritis; ILD: interstitial lung disease; IPF: idiopathic
pulmonary fibrosis.
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Furthermore, EPC frequency in patients with RA-ILD+ was also significantly different from
RA-ILD− and IPF patients (Figure 1 and Supplementary Table S1). In particular, patients with
RA-ILD+ exhibited a higher EPC percentage than the RA-ILD− ones (p = 0.003), but lower than IPF
patients (p < 0.001) (Figure 1 and Supplementary Table S1).

In addition, patients with RA-ILD− and IPF showed a higher frequency of EPC than healthy
controls (p = 0.02 and p < 0.001, respectively) (Figure 1). Moreover, patients with RA-ILD− revealed a
lower frequency of EPC than IPF patients (p < 0.001) (Figure 1).

3.3. Relationship of EPC Frequency with Clinical Features

No correlation of EPC frequency with the duration of RA disease, CRP, and ESR was observed
in RA patients, regardless of the presence or absence of underlying ILD (Table 2). This was also the
case when the relationship of EPC frequency with PFTs of RA-ILD+, RA-ILD−, and IPF patients was
analyzed (Table 2). Likewise, we could not observe differences in the EPC frequency when RA-ILD+

patients were stratified according to smoking history, RF/ACPA status, HRCT pattern, or therapies
(Table 3). Additional information on RA-ILD− and IPF patients is shown in Table 3.

Table 2. Correlation of EPC frequency with continuous variables related to disease features.

RA-ILD+ Patients RA-ILD− Patients IPF Patients

r p r p r p

Duration of RA
disease (years) −0.19 0.42 −0.04 0.87 − −

CRP (mg/dL) −0.06 0.79 −0.30 0.20 − −

ESR (mm/1st hour) −0.34 0.10 −0.06 0.82 − −

FVC (% predicted) 0.07 0.76 0.26 0.34 −0.21 0.35
FEV1 (% predicted) −0.07 0.77 0.29 0.29 −0.19 0.40

FEV1/FVC (%
predicted) −0.03 0.89 0.24 0.40 −0.05 0.83

DLCO (%
predicted) 0.38 0.22 0.07 0.81 −0.23 0.40

EPC: endothelial progenitor cells; RA: rheumatoid; ILD: interstitial lung disease; IPF: idiopathic pulmonary fibrosis;
r: Pearson’s correlation coefficient; p: p-value; CRP: C-reactive protein; ESR: erythrocyte sedimentation rate; FVC:
forced vital capacity; FEV1: forced expiratory volume in one second; DLCO: diffusing capacity of the lung for
carbon monoxide.

Table 3. Differences in EPC frequency according to categorical variables related to disease features.

Variable Category RA-ILD+ Patients RA-ILD− Patients IPF Patients

Mean ± SD p Mean ± SD p Mean ± SD p

Smoking
ever

No 0.059 ± 0.020
0.20

0.028 ± 0.010
0.53

0.092 ± 0.048
0.93Yes 0.043 ± 0.024 0.031 ± 0.016 0.091 ± 0.045

RF
No 0.061 ± 0.034

0.31
0.026 ± 0.009

0.18
−

−
Yes 0.047 ± 0.020 0.034 ± 0.017 −

ACPA
No 0.046

0.88
0.026 ± 0.009

0.34
−

−
Yes 0.049 ± 0.023 0.031 ± 0.015 −

HRCT
pattern

UIP 0.043 ± 0.020
0.15

−
−

0.091 ± 0.045
−

NSIP 0.059 ± 0.025 − −

csDMARDs
No 0.036 ± 0.099

0.39
0.033 ± 0.016

0.25 − −
Yes 0.049 ± 0.025 0.027 ± 0.011

bDMARDs
No 0.047 ± 0.034

0.99
0.030 ± 0.014

0.31 − −
Yes 0.047 ± 0.020 0.020 ± 0.004

EPC: endothelial progenitor cells; RA: rheumatoid arthritis; ILD: interstitial lung disease; IPF: idiopathic pulmonary
fibrosis; SD: standard deviation; p: p-value; RF: rheumatoid factor; ACPA: anti-cyclic citrullinated peptide antibodies;
HRCT: high resolution computed tomography; UIP: usual interstitial pneumonia; NSIP: non-specific interstitial
pneumonia; csDMARDs: conventional synthetic disease-modifying anti-rheumatic drugs; bDMARDs: biologic
disease-modifying anti-rheumatic drugs.
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Since IPF and RA-ILD+ with UIP share a similar HRCT pattern, we assessed if differences in the
frequency of EPC between them might exist. In this regard, we observed that the frequency of EPC
was higher in IPF than in RA-ILD+ with UIP pattern (p < 0.001).

4. Discussion

EPC are crucial in several inflammatory diseases in which endothelial damage plays a fundamental
role [7–12,16,19–21]. In this line, and to the best of our knowledge, no data regarding the role of EPC in
RA-ILD+, a severe complication in RA patients, were available until the present study. Accordingly,
the purpose of this work was to determine the potential role of EPC in the pathogenesis related to
endothelial damage in RA-ILD+.

Our results show, for the first time, a higher EPC frequency in the peripheral blood of RA-ILD+

patients when compared with healthy controls, supporting an increase in EPC production and
mobilization into the systemic circulation. In this regard, we hypothesize that EPC are being recruited
at the sites of vascular damage to exert their repair capacities as a compensatory mechanism related
to endothelial damage in RA-ILD+ patients. In addition, and in accordance with previous studies in
RA and IPF [7,11], our data also revealed a significant increase in EPC frequency in RA-ILD− and IPF
patients in relation to controls, further supporting the compensatory mechanism of these cells.

Interestingly, we also disclosed, for the first time, a significant difference in the EPC frequency of
RA-ILD+ patients when compared with IPF and RA-ILD− patients. In keeping with that, patients with
the most severe ILD, represented by IPF patients, showed the highest frequencies of EPC. Accordingly,
patients with RA-ILD+ exhibited a higher frequency of EPC than those patients with RA-ILD− who did
not present any ILD. This suggests a potential value of the quantification of EPC as a complementary
tool for establishing a differential diagnosis between these diseases.

Regarding the association of EPC frequency with disease features, no relationship was observed.
In agreement with this, previous reports showed a lack of association of EPC quantification with PFTs
and smoking status in IPF patients [12], as well as with the duration of RA disease, CRP and ESR levels,
ACPA and RF status, or therapies in RA patients [7,8].

We acknowledge that the present study has some limitations. The difference in the age between
patients and controls may constitute a weakness of our study. However, whereas significant differences
in the frequency of EPC existed between RA-ILD+ and RA-ILD−, the age was similar between these two
subgroups of RA. It was also applicable when RA patients, regardless of their ILD status, were compared
with those with IPF. In addition, previous studies have shown that age does not constitute a relevant
influence on the number of EPC in peripheral blood in healthy controls [22]. Furthermore, statistical
differences in some clinical characteristics between RA groups, especially DLCO (% predicted), may also
constitute a potential limitation of our study.

In conclusion, our results suggest that EPC increase may represent a reparative compensatory
mechanism in patients with RA-ILD+. Moreover, clinical assessment of EPC frequency as a biomarker
of endothelial damage may help to identify the presence of ILD in patients with RA and to discriminate
RA-ILD+ from IPF.

The results of this work were partially presented at the 2019 American College of
Rheumatology Meeting in Atlanta, Georgia, USA (abstract no. 57) (View Abstract and
Citation Information Online- https://acrabstracts.org/abstract/endothelial-progenitor-cells-in-the-
pathophysiology-of-interstitial-lung-disease-associated-with-rheumatoid-arthritis/) and at the 2020
European E-Congress of Rheumatology (abstract no. SAT0014) (View Abstract and Citation Information
Online- https://eular.conference2web.com/#!resources/endothelial-progenitor-cells-role-in-endothelial-
damage-of-interstitial-lung-disease-associated-to-rheumatoid-arthritis).

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2077-0383/9/12/4098/s1,
Table S1: Differences of EPC frequency between RA-ILD+ patients and the three comparative groups (healthy
controls, RA-ILD− and IPF patients).
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Abstract: Endothelial progenitor cells (EPC), which are key effectors in the physiologic vascular
network, have been described as relevant players in autoimmune diseases. We previously showed
that EPC frequency may help to identify the presence of interstitial lung disease (ILD) in rheumatoid
arthritis patients. Given that ILD constitutes the main cause of mortality in systemic sclerosis (SSc)
patients, we aimed to determine the EPC contribution to the pathogenic processes of vasculopathy
and lung fibrosis in SSc-ILD+. EPC quantification was performed by flow cytometry on blood
from 83 individuals: 21 SSc-ILD+ patients and subjects from comparative groups (20 SSc-ILD− and
21 idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) patients and 21 healthy controls (HC)). EPC were considered
as CD34+, CD45low, CD309+, and CD133+. A significant increase in EPC frequency was found in
SSc-ILD+ patients when compared to HC (p < 0.001). SSc-ILD+ patients exhibited a higher EPC
frequency than SSc-ILD− patients (p = 0.012), whereas it was markedly reduced compared to IPF
patients (p < 0.001). EPC frequency was higher in males (p = 0.04) and negatively correlated to
SSc duration (p = 0.04) in SSc-ILD+ patients. Our results indicate a role of EPC in the processes of
vasculopathy and lung fibrosis in SSc-ILD+. EPC frequency may be considered as a biomarker of ILD
in SSc patients.

Keywords: endothelial progenitor cells; systemic sclerosis; interstitial lung disease; biomarker

1. Introduction

Endothelial progenitor cells (EPC) are known to be key cellular effectors in the home-
ostasis of the physiologic vascular network, being implicated in vascular regeneration, both
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in new vessel formation and in the repair mechanisms of existing vessels [1–3]. The ability
of these cells to differentiate towards mature endothelial cells and to incorporate into the
injured vasculature, promoting neovascularization, has raised great interest over the last
several decades [2,4]. Accordingly, growing evidence has shown the relevant contribu-
tion of EPC to the pathogenesis of different vascular diseases [2,4–6]. In fact, we recently
proposed that the degree of EPC frequency may be useful as a biomarker to identify the
presence of interstitial lung disease (ILD) in patients with rheumatoid arthritis (RA) [7].

Systemic sclerosis (SSc) is a clinically heterogeneous disease characterized by a com-
plex interplay between autoimmunity, vasculopathy, and fibrosis [8–12]. ILD is one of
the most severe and common manifestations of SSc and a leading cause of death in these
patients [8–12]. However, the options for treatment are limited, since the underlying mecha-
nisms of defective vasculogenesis and lung fibrosis of SSc-ILD are not clear [12]. Therefore,
the investigation of novel, reliable, and non-invasive biomarkers would provide a better
understanding of the pathophysiology of SSc-ILD [10,12]. In this context, EPC have been
described as important players in the pathogenesis of SSc [13–30]. Nevertheless, to the best
of our knowledge, their role in the development of ILD in SSc patients remains unknown.

Taking all this into account and given the essential role of EPC in endothelial repair,
the objective of this study was to determine the contribution of EPC to the pathogenic
processes of vasculopathy and lung fibrosis in SSc-ILD+.

2. Materials and Methods
2.1. Study Population

A total of 83 individuals constituted by 21 SSc-ILD+ patients and subjects from three
comparative groups (20 SSc-ILD− patients, 21 idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) patients,
and 21 healthy controls (HC)) were recruited from the Pneumology and Rheumatology
departments of Hospital Universitario Marqués de Valdecilla (Santander, Spain).

Patients with SSc fulfilled the 2013 American College of Rheumatology/European
League Against Rheumatism criteria for the classification of SSc [31]. Pulmonary fibrosis
was assessed in all the patients by high-resolution computed tomography (HRCT) images
of the chest and pulmonary function tests (PFTs). Additionally, pulmonary hypertension
(PH) was diagnosed by transthoracic echocardiogram in all the patients. SSc patients
who lacked lung involvement (absence of pulmonary fibrosis and PH) were considered as
SSc-ILD− patients, whereas those who fulfilled the American Thoracic Society/European
Respiratory Society criteria for ILD were classified as SSc-ILD+ [32]. IPF patients met the
criteria proposed by the American Thoracic Society/European Respiratory Society [32].
HC did not present any history of autoimmune or lung diseases.

For further clinical characterization, demographic and clinical features of patients
including sex, age, smoking history, duration of SSc disease (early: ≤ 5 years; late: >5 years),
antibodies status, C-reactive protein, erythrocyte sedimentation rate, PFTs, PH, pulmonary
fibrosis on HRCT, HRCT patterns, and other SSc clinical manifestations at the time of the
study were collected (Table 1). HRCT patterns of ILD patients were stratified according to
the Fleischner society’s criteria for usual interstitial pneumonia pattern [33].

All the experiments involving humans and human blood samples were carried out in
accordance with the approved guidelines and regulations, according to the Declaration of
Helsinki. All experimental protocols were approved by the Ethics Committee of Clinical
Research of Cantabria, Spain (2016.092). All subjects gave written informed consent to
participate in this study prior to their inclusion.
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Table 1. Demographic and clinical features of the individuals included in this study.

SSc-ILD+ Patients
n = 21

SSc-ILD− Patients
n = 20

IPF Patients
n = 21

Healthy Controls
n = 21

Sex (women), n (%) 13 (61.9) 18 (90.0) 7 (33.3) 7 (33.3)
Age at study, mean ± SD, years 60.3 ± 7.0 56.6 ± 15.4 69.2 ± 10.0 41.2 ± 12.5

Smoking ever, n (%) 11 (52.4) 11 (55.0) 16 (76.2) 5 (31.3)
SSc duration, mean ± SD, years 10.8 ± 8.3 9.6 ± 8.1 - -

Antibodies status
ANA positive, n (%) 19 (95.0) 18 (90.0) - -
ACA positive, n (%) 1 (5.0) 9 (45.0) - -

ATA (anti-Scl70) positive (%) 10 (50.0) 4 (20.0) - -
CRP (mg/dL), mean ± SD 0.7 ± 1.4 0.5 ± 0.5 - -

ESR (mm/1st hour), mean ± SD 20.1 ± 15.9 17.2 ± 13.4 - -
Pulmonary function tests

FVC (% predicted), mean ± SD 88.4 ± 27.1 106.6 ± 15.9 84.9 ± 14.7 -
FEV1 (% predicted), mean ± SD 87.3 ± 25.6 101.9 ± 17.8 87.3 ± 19.6 -

FEV1/FVC (% predicted), mean ± SD 79.7 ± 5.5 79.2 ± 9.9 79.7 ± 7.8 -
DLCO (% predicted), mean ± SD 47.5 ± 19.5 71.5 ± 15.3 43.6 ± 18.4 -
Pulmonary hypertension, n (%) 3 (15.8) 0 (0.0) 4 (26.7) -

HRCT
Pulmonary involvement on HRCT 21 (100.0) 0 (0.0) 21 (100.0) -

NSIP pattern, n (%) 14 (66.7) - 0 (0.0) -
Non-NSIP pattern, n (%) 1 (4.7) - 0 (0.0) -

UIP pattern, n (%) 3 (14.3) - 21 (100.0) -
Probable UIP pattern, n (%) 3 (14.3) - 0 (0.0) -

Other SSc clinical manifestations
Renal impairment, n (%) 1 (4.8) 1 (5.0) - -

Cardiac involvement, n (%) 6 (28.6) 1 (5.0) - -
Raynaud’s phenomenon, n (%) 21 (100.0) 20 (100.0) - -
Esophageal dysfunction, n (%) 12 (57.1) 5 (25.0) - -

Calcinosis, n (%) 0 (0.0) 6 (30.0) - -
Synovitis, n (%) 6 (28.6) 6 (30.0) - -

SSc: systemic sclerosis; ILD: interstitial lung disease; IPF: idiopathic pulmonary fibrosis; SD: standard deviation; ANA: anti-nuclear
antibodies; ACA: anti-centromere antibodies; ATA: anti-topoisomerase I antibodies; CRP: C-reactive protein; ESR: erythrocyte sedimentation
rate; FVC: forced vital capacity; FEV1: forced expiratory volume in one second; DLCO: diffusing capacity of the lung for carbon monoxide;
HRCT: high resolution computed tomography; UIP: usual interstitial pneumonia; NSIP: non-specific interstitial pneumonia.

2.2. EPC Quantification by Flow Cytometry

EPC from peripheral venous blood were characterized by simultaneous expression
of cell surface markers that reflect stemness (CD34), immaturity (CD133), endothelial
commitment (CD309 or vascular endothelial growth factor receptor 2 (VEGFR-2)), and a
low expression of the pan-leukocyte marker (CD45) [34–36].

EPC quantification was analyzed by direct flow cytometry following recommendations
on EPC measurement from the EULAR Scleroderma Trials and Research (EUSTAR) group
and other methods previously described [34–36]. Briefly, 200 µL of peripheral blood was
pre-incubated with FcR blocking reagent (Miltenyi Biotech, Madrid, Spain). Then, cells
were labeled with APC-conjugated anti-CD34 (Miltenyi Biotech, Madrid, Spain), VioBright
FITC-conjugated anti-CD309 (VEGFR-2) (Miltenyi Biotech, Madrid, Spain), PE-conjugated
anti-CD133/2(293C3) (Miltenyi Biotech, Madrid, Spain), and VioBlue-conjugated anti-
CD45 (Miltenyi Biotech, Madrid, Spain) monoclonal antibodies. Specificity of staining
was controlled by incubation with isotype-matched antibodies (Miltenyi Biotech, Madrid,
Spain). After conjugation, red blood cells were lysed by incubating in FACS lysing solution
(BD Bioscience, San Jose, CA, USA) and white blood cell pellets were then washed once with
PBS. Labeled cells were analyzed in a CytoFLEX flow cytometer (Beckman Coulter, Brea,
CA, USA) using a Cytexpert 2.3 analyzer (Beckman Coulter, Brea, CA, USA), acquiring
approximately 1 × 105 eventsper sample. First, CD34+ and CD45low were gated and
then assayed for expression of CD133 and CD309 in the lymphocyte gate. Thus, EPC



Biomedicines 2021, 9, 847 4 of 9

were considered as CD34+, CD45low, CD133+ and CD309+ cells. EPC quantification was
expressed as the percentage of cells in the lymphocyte gate.

2.3. Statistical Analyses

Data were expressed as mean ± standard deviation (SD) for continuous variables and
as number of individuals (n) and percentage (%) for categorical variables. Comparisons
of EPC frequency between two study groups were performed by Student’s t-test. The
relationships of EPC frequency with continuous variables and categorical variables related
to demographic and disease features were established via estimation of Pearson’s correla-
tion coefficient (r) and one-way ANOVA, respectively. p-values < 0.05 were considered as
statistically significant. Statistical analysis was performed using STATA 12/SE statistical
software (Stata Corp., College Station, TX, USA).

3. Results
3.1. Differences in EPC Frequency between SSc-ILD+ Patients and the Comparative Groups

Patients with SSc-ILD+ showed a significantly higher EPC frequency than HC (p < 0.001)
(Figure 1 and Table S1). Likewise, EPC frequencies were increased in IPF and SSc-ILD− pa-
tients when compared to HC, but in the latter case it was marginally statistically significant
(p < 0.001 and p = 0.057, respectively) (Figure 1).

Figure 1. Quantification of EPC population by flow cytometry in all individuals included in the
study. EPC were considered as CD34+, CD45low, CD309+, and CD133+ cells in the lymphocyte gate
and are expressed as the percentage of cells in this gate. Differences between the study groups were
evaluated by Student’s t-test. p-values <0.05 were considered as statistically significant. Horizontal
bars indicate the mean value of each study group. EPC: endothelial progenitor cells; HC: healthy
controls; SSc: systemic sclerosis; ILD: interstitial lung disease; IPF: idiopathic pulmonary fibrosis.

Moreover, EPC frequency was increased in SSc-ILD+ patients compared to patients
with SSc-ILD− (p = 0.012), whereas it was markedly reduced compared to IPF patients
(p < 0.001) (Figure 1 and Table S1). Furthermore, patients with SSc-ILD− exhibited a lower
frequency of EPC than IPF patients (p < 0.001) (Figure 1).

In a further step, SSc-ILD+ and SSc-ILD− patients were stratified by disease duration.
In this sense, EPC frequency was greater both in early and late SSc-ILD+ patients when com-
pared to HC (p < 0.001 in both cases) (Figure 2a). No significant differences were observed
between early and late SSc-ILD+ patients (Figure 2a). Regarding SSc-ILD−, early SSc-ILD−

patients showed EPC frequencies significantly greater than HC (p = 0.030), while no dif-
ferences were found between late SSc-ILD− patients and HC (p = 0.332) (Figure 2b). No
significant differences were observed between early and late SSc-ILD− patients (Figure 2b).
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Figure 2. Quantification of EPC population by flow cytometry in HC and patients with SSc-ILD+ and SSc-ILD− stratified
according to SSc duration. (a) EPC frequency in HC and patients with early and late SSc-ILD+. (b) EPC frequency in HC
and patients with early and late SSc-ILD−. EPC were considered as CD34+, CD45low, CD309+, and CD133+ cells in the
lymphocyte gate and are expressed as the percentage of cells in this gate. Differences between the study groups were
evaluated by Student’s t-test. p-values < 0.05 were considered as statistically significant. Horizontal bars indicate the mean
value of each study group. EPC: endothelial progenitor cells; HC: healthy controls; SSc: systemic sclerosis; ILD: interstitial
lung disease.

3.2. Relationship of EPC Frequency with Demographic and Clinical Features

We found a negative correlation between the frequency of EPC and the SSc disease
duration in patients with SSc-ILD+ (r = −0.45; p = 0.04) (Table 2). Moreover, EPC frequency
was higher in male SSc-ILD+ patients when compared to female patients (p = 0.04) (Table 3).
No significant relationship between EPC frequency and the other demographic and clinical
features assessed was found in SSc-ILD+ patients (Tables 2 and 3).

Regarding patients with SSc-ILD− and IPF, no significant results were obtained
(Tables 2 and 3).

Table 2. Correlation of EPC frequency with continuous variables related to demographic and disease features.

SSc-ILD+ Patients SSc-ILD− Patients IPF Patients

r p r p r p

Age (years) −0.33 0.14 −0.34 0.14 0.02 0.94
Duration of SSc disease (years) −0.45 0.04 −0.10 0.69 - -

CRP (mg/dL) −0.08 0.76 −0.26 0.26 - -
ESR (mm/1st hour) −0.25 0.33 −0.01 0.96 - -
FVC (% predicted) −0.24 0.30 0.06 0.82 −0.21 0.35
FEV1 (% predicted) −0.19 0.40 0.04 0.89 −0.19 0.40

FEV1/FVC (% predicted) 0.07 0.74 0.13 0.61 −0.05 0.83
DLCO (% predicted) −0.01 0.99 −0.06 0.84 −0.23 0.40

EPC: endothelial progenitor cells; SSc: systemic sclerosis; ILD: interstitial lung disease; IPF: idiopathic pulmonary fibrosis; CRP: C-reactive
protein; ESR: erythrocyte sedimentation rate; FVC: forced vital capacity; FEV1: forced expiratory volume in one second; DLCO: diffusing
capacity of the lung for carbon monoxide. Significant results are highlighted in bold.
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Table 3. Differences in EPC frequency according to categorical variables related to demographic and disease features.

Variable Category
SSc-ILD+ Patients SSc-ILD− Patients IPF Patients

Mean ± SD p Mean ± SD p Mean ± SD p

Sex
Male 0.045 ± 0.021

0.04
0.047 ± 0.017

0.28
0.093 ± 0.047

0.70Female 0.030 ± 0.007 0.024 ± 0.028 0.086 ± 0.042

Smoking ever No 0.022 ± 0.018
0.50

0.020 ± 0.019
0.40

0.092 ± 0.048
0.93Yes 0.040 ± 0.014 0.031 ± 0.033 0.091 ± 0.045

ANA
No 0.025

0.46
0.022 ± 0.017

0.85 -
Yes 0.037 ± 0.016 0.027 ± 0.029

ACA
No 0.037 ± 0.016

0.33
0.024 ± 0.021

0.76 -
Yes 0.021 0.028 ± 0.036

ATA (anti-Scl70)
No 0.033 ± 0.011

0.35
0.026 ± 0.030

0.93 -
Yes 0.040 ± 0.193 0.025 ± 0.023

PH
No 0.033 ± 0.013

0.07
0.026 ± 0.028 - 0.088 ± 0.037

0.52Yes 0.052 ± 0.028 - 0.106 ± 0.066

HRCT pattern NSIP 0.032 ± 0.010
0.36 - - -

UIP 0.039 ± 0.023 0.091 ± 0.045

EPC: endothelial progenitor cells; SSc: systemic sclerosis; ILD: interstitial lung disease; IPF: idiopathic pulmonary fibrosis; SD: standard
deviation; ANA: anti-nuclear antibodies; ACA: anti-centromere antibodies; ATA: anti topoisomerase I antibodies; PH: pulmonary
hypertension; HRCT: high resolution computed tomography; NSIP: non-specific interstitial pneumonia; UIP: usual interstitial pneumonia.
Significant results are highlighted in bold.

4. Discussion

EPC have been described as important players in the pathogenesis of vascular dis-
eases [2,4–6]. Given that we recently identified EPC as a potential biomarker of endothelial
damage in RA-ILD+ [7], and based on the relevance of ILD as a main cause of mortality in
patients with SSc [8–12], we wondered if EPC may also play a crucial role in SSc-ILD+. Ac-
cordingly, we assessed the contribution of EPC to the pathogenic processes of vasculopathy
and lung fibrosis in SSc-ILD+.

Our study found a relevant role of EPC in the vasculopathy process of SSc-ILD+. In
particular, we found an increase in EPC production and mobilization into the systemic
circulation in SSc-ILD+ patients, since a higher EPC frequency was found in these patients
when compared to HC. This difference remained significant when SSc-ILD+ patients were
stratified into early and late disease duration. Given that endothelial injury and insufficient
endothelial repair are strong contributors to the vasculopathy underlying SSc-ILD+, we
hypothesize that EPC are increasing in peripheral blood to be recruited at the sites of
vascular damage and to exert their reparative function as a compensatory mechanism.
This finding is consistent with a previous result of our group from a study performed
in RA-ILD+ patients [7]. Likewise, other groups demonstrated an increase in circulating
EPC in SSc patients in relation to HC [14–16,20,26–28,30], mainly in the early stage of
the disease [14,20,26–28]. In keeping with this, our study showed significantly greater
EPC frequencies in early SSc-ILD− patients than HC, unlike late SSc-ILD− patients. The
latter may explain the lack of statistically significant difference between HC and SSc-ILD−

patients, regardless of SSc duration. We also observed an increase in EPC frequency in
IPF patients in relation to HC, as described in a previous work [6], further supporting the
compensatory mechanism of these cells.

Interestingly, an increase in EPC linked to the presence and severity of ILD was found
in our study. According to this, patients with SSc-ILD+ exhibited a higher EPC frequency
than those patients with SSc-ILD− who did not present lung disease. Notably, the greatest
EPC frequencies were found in IPF patients, who experience the most aggressive form
of ILD. This behavior of EPC is similar to that observed in our previous work, in which
we showed that the degree of EPC frequency may help to identify the presence of ILD in
RA patients [7]. Therefore, although the exact mechanism responsible for these findings
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is not clear, it can be speculated that it may be associated with an enhancement of EPC
production in response to the lung fibrotic process and, consequently, to the presence of
ILD in patients with autoimmune diseases. In favor of this suggestion, previous reports
in SSc indicated an association of EPC with lung involvement [15,16]. Our results further
support the idea that EPC frequency may be considered as a useful complementary tool to
identify the presence of ILD in SSc patients, mirroring the severity of SSc disease.

It is known that several factors influence the development of SSc-ILD+, including
shorter disease duration and male sex [9,11]. Notably, our results revealed an inverse
correlation of EPC frequency with SSc disease duration in SSc-ILD+ patients, as reported in
SSc by different authors [16,20,25,34]. It is conceivable that the decrease in EPC in patients
with long-standing disease is related to the recruitment of such cells into damaged tissues,
leading to a decrease in circulating EPC. Furthermore, we found a higher frequency of EPC
in men, which seems to be expected considering that the male sex is a known SSc-ILD+ risk
factor. Nevertheless, no further association was found between EPC and demographic or
disease features in SSc-ILD+ patients or in SSc-ILD− and IPF patients. In agreement with
this, previous reports showed a lack of association of EPC with PFTs and smoking status
in IPF patients [37], as well as with age, inflammation markers, antibodies status, and PH
presence in SSc patients [14,19,24,25,27].

In conclusion, our findings provide evidence for a potential role of EPC in the
pathogenic processes of vasculopathy and lung fibrosis in SSc-ILD+. Interestingly, EPC
frequency may be considered a promising marker for vascular damage and disease pro-
gression, particularly regarding the presence of ILD in patients with SSc.

Supplementary Materials: The following is available online at https://www.mdpi.com/article/10
.3390/biomedicines9070847/s1, Table S1: Differences in EPC frequency between SSc-ILD+ patients
and the three comparative groups (healthy controls, SSc-ILD− and IPF patients).
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Supplementary Table S1. Differences of EPC frequency between SSc-ILD+ patients and the three 

comparative groups (healthy controls, SSc-ILD- and IPF patients). 

 

 EPC frequency (Mean ± SD) p 

SSc-ILD+ patients vs healthy controls 0.033 ± 0.012 vs 0.013 ± 0.010 < 0.001 

SSc-ILD+ patients vs SSc-ILD- patients 0.033 ± 0.012 vs 0.021 ± 0.017 0.012 

SSc-ILD+ patients vs IPF patients 0.033 ± 0.012 vs 0.087 ± 0.041 < 0.001 

EPC: endothelial progenitor cells; SSc: systemic sclerosis; ILD: interstitial lung disease; IPF: idiopathic 

pulmonary fibrosis; SD: standard deviation. Significant results are highlighted in bold. 
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Abstract:  (1) Background: We explored,  for  the  first  time,  the contribution of angiogenic T  cells 

(TAng)  in  interstitial  lung disease  associated  to  autoimmune disease  (AD‐ILD+)  as potential bi‐

omarkers of  the disease, evaluating  their  role  in  the underlying vasculopathy and  lung  fibrosis. 

Additionally, the relationship of TAng with clinical manifestations and cellular and molecular en‐

dothelial dysfunction‐related biomarkers was assessed. (2) Methods: We included 57 AD‐ILD+ pa‐

tients (21 with rheumatoid arthritis (RA)‐ILD+, 21 with systemic sclerosis (SSc)‐ILD+ and 15 with 

other AD‐ILD+) and three comparative groups: 45 AD‐ILD‐ patients (25 RA‐ILD‐ and 20 SSc‐ILD−); 

21 idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) patients; 21 healthy controls (HC). TAng were considered as 

CD3+CD184+CD31+ by flow cytometry. (3) Results: A similar TAng frequency was found between 

AD‐ILD+ and IPF, being in both cases lower than that observed in AD‐ILD‐ and HC. A lower TAng 

frequency was associated with negative Scl‐70 status and lower FEV1/FVC ratio in SSc‐ILD+, as well 

as with men in RA‐ILD+ and non‐specific interstitial pneumonia radiological pattern in other AD‐

ILD+. No relationship between TAng and endothelial progenitor cells, endothelial cells and vascular 

endothelial growth factor gene expression and protein levels was disclosed. (4) Conclusions: Our 

findings suggest TAng as potential biomarkers for the early diagnosis of ILD in AD. 
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1. Introduction 

Interstitial lung disease (ILD) is a common and potentially life‐threatening complica‐

tion in patients with autoimmune diseases (AD), mainly in those with systemic sclerosis 

(SSc) and rheumatoid arthritis (RA) [1–5]. Early diagnosis of AD‐ILD+ is sometimes chal‐

lenging due to the potential absence of symptoms in early or mild disease and the simi‐

larity of radiological features with other entities involving the lung [1–6]. Currently, there 

is no established protocol to evaluate these patients, although several studies highlight 

the need for careful follow‐up of these patients with both pulmonary function tests (PFTs) 

and high‐resolution computed tomography (HRCT) [1–7]. In this sense, the early detec‐

tion of pulmonary involvement is crucial to start an appropriate therapy and to avoid an 

irreversible damage to the lung in these patients [1–5,7,8]. A large body of evidence sug‐

gests that an impairment of vascular endothelium is a characteristic hallmark of the initial 

phase in these inflammatory diseases, ultimately resulting in a constitutive activation of 

fibroblasts in various organs, predominantly in the lung, leading to pulmonary fibrosis. 

In fact, the damage of the pulmonary endothelium has been described as one of the early 

key stages for the development of pulmonary lesions and the subsequent onset and pro‐

gression of ILD in AD. However, the mechanisms underlying endothelial cell damage and 

defective repair remain incompletely understood in AD‐ILD+ [1,3,9–13]. Endothelial pro‐

genitor cells (EPC) and endothelial cells (EC) are key cellular effectors in the homeostasis of 

the physiologic vascular network, and they have been described as an essential element of the 

endogenous vascular repair machinery in AD [14–16]. In this regard, we recently proposed 

EPC as biomarkers to identify the presence of ILD in patients with RA and SSc [14,15]. More‐

over, it has been reported that a circulating cell population showing both M1 and M2 mono‐

cyte/macrophage surface markers characterizes SSc patients with lung involvement [17]. 

It has been described that a specific T cell population termed angiogenic T cells (TAng) 

cooperate with EPC in the endothelial repair function [18]. Since then, several studies have 

supported the notion that TAng promote the formation of new blood vessels and enhance the 

repair of damaged endothelium [9,18–27]. Furthermore, TAng exhibit a vasculogenic pheno‐

type characterized by enhanced endothelial proliferation and may function by cell contact‐

dependent and paracrine mechanisms [9,18,28,29]. Specifically, TAng secrete a wide array of 

proangiogenic factors that have been implicated in AD‐related angiogenic disturbances such 

as vascular endothelial growth factor (VEGF) [9,18,28,29]. Moreover, it has been demonstrated 

that TAng have migratory capacity towards the angiogenic chemoattractant VEGF secreted 

by injured endothelium [28,30]. Interestingly, altered TAng frequencies have been linked to 

RA [20,23,24], SSc [9,19], or to other AD [22,23,25–27]. Nevertheless, information on their role 

in the development of ILD in AD patients is scarce. 

It has become apparent that the scarcity of useful markers for the early diagnosis of 

AD‐ILD+ remains a problem that needs to be solved [1,2,4,8]. With respect to this, TAng 

may have an important role as biomarkers of endothelial damage in AD‐ILD+. Accord‐

ingly, the main objective of this study was to determine, for the first time, the contribution 

of TAng in the pathogenesis of AD‐ILD+ as potential biomarkers of the disease. For this 

purpose, we evaluated the role of TAng in the underlying vasculopathy of patients with 

AD‐ILD+ and in the presence of lung fibrosis in these patients. Additionally, we also aimed 

to assess the relationship of TAng with AD‐ILD+ clinical manifestations and endothelial 

dysfunction‐related biomarkers at  the cellular  (EPC, CE) and molecular  (VEGF mRNA 

expression and VEGF protein) level. 

2. Materials and Methods 

2.1. Study Population 

Peripheral venous blood was collected from a total of 144 individuals. Specifically, 57 

patients with AD‐ILD+ were recruited: 21 with RA‐ILD+, 21 with SSc‐ILD+ and 15 with other 

AD‐ILD+. Moreover, to assess the role of TAng in AD‐ILD+, we recruited different comparative 

groups. A group of AD‐ILD− patients  (n = 45) composed of 25 RA‐ILD− and 20 SSc‐ILD−, 
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another group of idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) patients (n = 21), and 21 healthy controls 

(HC). Both patients and HC were recruited from the departments of Pneumology and Rheu‐

matology of Hospital Universitario Marqués de Valdecilla (Santander, Spain). 

Patients with AD had an underlying vasculopathy (clinically evident or not) and met 

the criteria established by the ACR/EULAR for the classification and diagnosis of each AD 

[31,32]. Pulmonary involvement was assessed in all the patients by HRCT images of the 

chest and PFTs. AD‐ILD‐ patients lacked lung involvement, whereas those with AD‐ILD+ 

fulfilled the ATS/ERS criteria for ILD [33]. IPF patients fulfilled the ATS/ERS criteria [33]. 

HRCT patterns of ILD patients were stratified according to the criteria for usual interstitial 

pneumonia (UIP) pattern of the Fleischner Society [34]. Additionally, in SSc and IPF pa‐

tients, pulmonary hypertension (PH) was diagnosed by transthoracic echocardiogram. 

Demographic and clinical features of patients  including sex, age, smoking history, 

duration of disease, PFTs, pulmonary involvement on HRCT and HRCT pattern, among 

others, were collected. The main characteristics of all the patients of the study group (RA‐

ILD+, SSc‐ILD+ and other AD‐ILD+) and the comparative groups (RA‐ILD‐, SSc‐ILD‐, IPF 

patients) are shown in Table 1. Furthermore, PH and other clinical manifestations of SSc 

patients were described in Table S1. HC did not present any history of autoimmune or 

lung diseases. Additionally,  their mean age ±  standard deviation  (SD) was 41.2 ± 12.5 

years, 33.3% of them were women, and 31.3 % were smokers. 

All patients and HC gave their written informed consent to be included in the study. 

The procedures followed were in accordance with the ethical standards of the approved 

guidelines and regulations, according to the Declaration of Helsinki. The Ethics Commit‐

tee of clinical research of Cantabria, Spain (2016.092) approved all experimental protocols. 

Table 1. Main characteristics of all the patients of the study objective groups and the comparative groups. 

 

Study Objective Groups  Comparative Groups 

RA‐ILD+   

n = 21 

SSc‐ILD+   

n = 21 

Other AD‐ILD+ 

n = 15 

RA‐ILD−   

n = 25 

SSc‐ILD−   

n = 20 

IPF   

n = 21 

Sex (women), n (%)  9 (45.9)  13 (61.9)  5 (33.3)  15 (60.0)  18 (90.0)  7 (33.3) 

Age at study, mean ± SD, years  66.5 ± 10.1  60.3 ± 7.0  62.0 ± 10.1  60.1 ± 11.8  56.6 ± 15.4  69.2 ± 10.0 

Smoking ever, n (%)  13 (65.0)  11 (52.4)  11 (73.3)  13 (52.0)  11 (55.0)  16 (76.2) 

Pulmonary function tests             

FVC (% predicted), mean ± SD  95.2 ± 24.1  88.4 ± 27.1  88.3 ± 28.8  99.2 ± 16.0  106.6 ± 15.9  84.9 ± 14.7 

FEV1 (% predicted), mean ± SD  92.2 ± 21.0  87.3 ± 25.6  88.7 ± 27.6  94.9 ± 22.0  101.9 ± 17.8  87.3 ± 19.6 

FEV1/FVC  (%  predicted), mean  ± 

SD 
77.8 ± 9.1  79.7 ± 5.5  79.7 ± 4.6  93.6 ± 12.3  79.2 ± 9.9  79.7 ± 7.8 

DLCO (% predicted), mean ± SD  43.3 ± 15.9  47.5 ± 19.5  44.6 ± 14.6  79.9 ± 20.0  71.5 ± 15.3  43.6 ± 18.4 

HRCT             

Pulmonary involvement on HRCT  21 (100.0)  21 (100.0)  15 (100.0)  0 (0.0)  0 (0.0)  21 (100.0) 

UIP pattern, n (%)  11 (52.4)  3 (14.3)  4 (26.7)  ‐  ‐  21 (100.0) 

Probable UIP pattern, n (%)  2 (9.5)  3 (14.3)  5 (33.3)  ‐  ‐  0 (0.0) 

NSIP pattern, n (%)  7 (33.3)  14 (66.7)  6 (40.0)  ‐  ‐  0 (0.0) 

Non‐NSIP pattern, n (%)  1 (4.8)  1 (4.7)  0 (0.0)  ‐  ‐  0 (0.0) 

Received therapies             

csDMARDs n (%)  17 (81.0)  16 (76.2)  2 (13.3)  13 (52)  12 (60.0)  0 (0.0) 

bDMARDs, n (%)  15 (71.4)  7 (33.3)  3 (20.0)  2 (8)  2 (10.0)  0 (0.0) 

Antifibrotic drugs, n (%)  0 (0.0)  0 (0.0)  0 (0.0)  0 (0.0)  0 (0.0)  9 (42.9) 

RA: rheumatoid arthritis;  ILD:  interstitial  lung disease; SSc: systemic sclerosis; AD: autoimmune 

disease;  IPF:  idiopathic  pulmonary  fibrosis;  SD:  standard deviation;  FVC:  forced  vital  capacity; 

FEV1:  forced expiratory volume  in one second; DLCO: diffusing capacity of  the  lung  for carbon 

monoxide; HRCT: high resolution computed tomography; UIP: usual interstitial pneumonia; NSIP: 

non‐specific  interstitial  pneumonia;  csDMARDs:  conventional  synthetic disease‐modifying  anti‐

rheumatic drugs; bDMARDs: biologic disease‐modifying anti‐rheumatic drugs. 
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2.2. Cell Quantification by Flow Cytometry 

TAng quantification was analyzed by direct flow cytometry following a method pre‐

viously described [24]. Briefly, cells obtained  from 200 μL of peripheral blood were  la‐

belled with VioBlue‐conjugated anti‐CD3  (Miltenyi Biotec, Madrid, Spain), APC‐conju‐

gated anti‐CD184 (Miltenyi Biotec, Madrid, Spain) and PE‐conjugated anti‐CD31 (Miltenyi 

Biotec, Madrid, Spain) monoclonal antibodies. In a further step, incubation with FACS lys‐

ing solution (BD Bioscience, San Jose, CA, USA) was performed to lyse red blood cells. After 

obtaining the white cell pellets, two washes with PBS were carried out. Finally, a CytoFLEX 

flow cytometer (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) and the Cytexpert 2.3 analyzer (Beckman 

Coulter, Brea, CA, USA) were used to assess the labeled cells, acquiring approximately 3 × 

104 events per sample. CD3+ cells were gated and then assayed for the expression of CD184 

and CD31 in the lymphocyte gate. TAng were considered as triple‐positive for CD3, CD184 

and CD31 (Figure S1) and expressed as percentage of cells in the lymphocyte gate. 

EPC and EC  frequencies were measured by  flow cytometry  following the method 

previously described [14,15]. EPC were considered as CD34+, CD45low, CD133+ and CD309+ 

cells and EC were defined as triple‐negative for CD34, CD45 and CD133 and positive for 

CD309, following the nomenclature previously defined [14,15]. 

2.3. VEGF mRNA Expression 

Total RNA was isolated from peripheral blood by a commercial RNA extraction kit (Nu‐

cleoSpin RNA Blood Kit, Macherey‐Nagel, Neumann‐Neander‐Str., Düren, Germany). The 

complementary DNA (cDNA) was obtained using iScriptTM Advanced cDNA Synthesis Kit 

for reverse transcription‐quantitative real‐time polymerase chain reaction (qPCR) (Bio‐Rad, 

Madrid, Spain). qPCR was performed in the thermocycler QuantStudio™ 7 Flex Real‐Time 

PCR System  (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) using SsoAdvancedTM Universal 

SYBR® Green Supermix (Bio‐Rad, Madrid, Spain). All samples were assayed in duplicate and 

experimental control assays were included. The relative VEGF mRNA expression was ana‐

lyzed by the comparative Ct method using GAPDH as housekeeping gene. 

2.4. VEGF Serum Levels Determination 

VEGF levels were measured in serum samples by a commercial quantitative colori‐

metric  sandwich  enzyme‐linked  immunosorbent assay  (Reddot Biotech  Inc., Kelowna, 

BC, Canada) as previously described [35]. 

2.5. Statistical Analyses 

Data were reported as the number of individuals (n) and percentage (%) or mean ± 

SD depending on the type of data. Differences in TAng frequencies between two study 

groups were calculated and compared by Student’s t‐test. To evaluate the implication of 

TAng in the underlying vasculopathy, we compared all patients with HC, while their role 

in fibrosis was analyzed by comparing patients with AD‐ILD+, patients with AD‐ILD− and 

patients with IPF. Estimation of the Pearson’s correlation coefficient (r) was used to assess 

the relationship of TAng frequency with continuous variables. To evaluate the association 

of TAng frequency with categorical variables, we employed one‐way ANOVA. Statistical 

significance was defined as p‐values < 0.05. STATA statistical software 12/SE (Stata Corp., 

College Station, TX, USA) was used to perform all statistical analysis. 

3. Results 

3.1. TAng Play a Role in the Pathogenesis of AD‐ILD+ 

First, we studied the role of TAng in the vasculopathy in AD‐ILD+. Patients with AD‐

ILD+ showed a significantly lower frequency of TAng than HC (11.560 ± 5.242 vs. 16.500 ± 

4.830, p < 0.001, Figure 1a and Table S2). It was also the case when IPF patients were com‐

pared with HC (11.340 ± 3.732 vs. 16.500 ± 4.830, p < 0.001, Figure 1a and Table S2). How‐

ever, similar frequencies of TAng in patients with AD‐ILD− and HC were found (Figure 
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1a and Table S2). The same findings were seen when patients were stratified according to 

the underlying AD. In particular, frequencies of TAng were significantly decreased in pa‐

tients with RA‐ILD+ and SSc‐ILD+ in relation to HC (11.950 ± 5.234 vs. 16.500 ± 4.830, p = 

0.007 and 12.570 ± 5.052 vs. 16.500 ± 4.830, p = 0.016, respectively), unlike patients with RA‐

ILD− and SSc‐ILD− who showed no differences with HC (Figure 1b,c and Table S2). Fur‐

thermore, patients with other AD‐ILD+ displayed a  lower  frequency of TAng  than HC 

(10.560 ± 6.684 vs. 16.500 ± 4.830, p = 0.005, Figure 1d and Table S2). 

In a second step, we evaluated the implication of TAng in the presence of fibrosis in 

AD‐ILD+. TAng frequencies were similar between patients with AD‐ILD+ and those with 

IPF, while these frequencies were significantly  lower  in relation to those with AD‐ILD− 

(11.560 ± 5.242 vs. 15.920 ± 4.612, p < 0.001 and 11.340 ± 3.732 vs. 15.920 ± 4.612, p < 0.001, 

respectively, Figure 1a and Table S2). Specifically, patients with RA‐ILD+ exhibited signif‐

icantly lower TAng frequencies than those with RA‐ILD− (11.950 ± 5.234 vs. 16.400 ± 4.926, 

p = 0.006), but no differences were observed when they were compared to patients with 

IPF (Figure 1b and Table S2). Moreover, a significant increase in the frequency of TAng 

was seen in patients with RA‐ILD− when compared to those with IPF (16.400 ± 4.926 vs. 

11.340 ± 3.732, p < 0.001, Figure 1c and Table S2). Patients with SSc‐ILD+ and IPF had the 

same  frequencies, which were significantly  lower  than  those observed  in patients with 

SSc‐ILD− (12.570 ± 5.052 vs. 16.070 ± 5.420, p = 0.044 and 11.340 ± 3.732 vs. 16.070 ± 5.420, p 

= 0.003, respectively, Figure 1c and Table S2). Likewise, TAng frequencies of patients with 

other AD‐ILD+ were similar to the frequency of those with IPF (Figure 1d and Table S2). 

 

Figure 1. Differences in the frequency of TAng between all the study groups. Differences between 

patients with AD‐ILD+, AD‐ILD−, IPF and HC (a); patients with RA‐ILD+, RA‐ILD−, IPF y HC (b); 

patients with SSc‐ILD+, SSc‐ILD−, IPF and HC (c); and patients with other AD‐ILD+, IPF and HC (d). 

TAng: angiogenic T cells; AD: autoimmune disease; RA: rheumatoid arthritis; ILD: interstitial lung 

disease; SSc: systemic sclerosis; IPF: idiopathic pulmonary fibrosis; HC: healthy controls. The hori‐

zontal bars indicate the mean value of each study group. Significant results are highlighted in bold. 
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3.2. TAng Are Associated with Demographic and Clinical Features of RA‐ILD+, SSc‐ILD+ and 

Other AD‐ILD+ 

Regarding RA‐ILD+ patients, men had  significantly  lower TAng  frequencies  than 

women (9.75 ± 4.12 vs. 16.44 ± 5.97, p < 0.01, Table 2), though no relationship was disclosed 

between these cells and the duration of RA, C‐reactive protein (CRP), erytrocyte sedimen‐

tation rate (ESR) or PFTs. No differences were found in the frequency of TAng when pa‐

tients with RA‐ILD+ were stratified according to smoking history, rheumatoid factor/anti‐

cyclic citrullinated peptide antibodies status or HRCT pattern (Table 2). 

Table 2. Relationship of TAng frequency with characteristics of RA‐ILD+ patients. 

Variable  r  p 

Duration of RA (years)  −0.16  0.50 

CRP (mg/dL)  0.02  0.94 

ESR (mm/1st hour)  −0.18  0.44 

FVC (% predicted)  0.13  0.58 

FEV1 (% predicted)  0.18  0.43 

FEV1/FVC (% predicted)  0.18  0.44 

DLCO (% predicted)  0.15  0.62 

Category  Mean ± SD  p 

Men  9.75 ± 4.12 
<0.01 

Women  16.44 ± 5.97 

Non‐Smoker  15.50 ± 5.63 
0.24 

Smoker  12.02 ± 5.86 

RF‐  13.59 ± 3.29 
0.79 

RF+  12.52 ± 6.50 

UIP HRCT Pattern  12.40 ± 6.34 
0.76 

NSIP HRCT Pattern  13.36 ± 6.55 

TAng: angiogenic T cells; RA: rheumatoid arthritis; ILD: interstitial lung disease; CRP: C‐reactive 

protein; ESR: erythrocyte sedimentation rate; FVC: forced vital capacity; FEV1: forced expiratory 

volume in one second; DLCO: diffusing capacity of the lung for carbon monoxide; SD: standard devia‐

tion; RF: rheumatoid factor; UIP: usual interstitial pneumonia; HRCT: high resolution computed tomog‐

raphy; NSIP: non‐specific interstitial pneumonia. Significant results are highlighted in bold. 

With respect  to SSc‐ILD+ patients, a positive  correlation between  the  frequency of 

TAng and the forced expiratory volume in one second (FEV1)/forced vital capacity (FVC) 

ratio was observed in these patients (r = 0.48; p = 0.03, Table 3). Anti‐Scl70 negative SSc‐

ILD+ patients presented lower TAng frequencies compared to anti‐Scl70 positive patients 

(10.30 ± 5.09 vs. 15.73, p = 0.03, Table 3). No significant relationship was found between 

the frequency of TAng and SSc duration, CRP or ESR (Table 3). The same results were 

obtained when SSc‐ILD+ patients were stratified according to sex, smoking history, anti‐

nuclear antibodies/anti‐centromere antibodies status, presence of pulmonary hyperten‐

sion or HRCT pattern (Table 3). 

In relation to patients with other AD‐ILD+, differences in the frequency of TAng were 

found when these patients were stratified according to the HRCT pattern (Table 4). Spe‐

cifically, patients who presented a NSIP pattern had lower TAng frequencies than those 

with an UIP pattern (6.43 ± 3.99 vs. 15.11 ± 7.69, p = 0.03, Table 4). Nonetheless, no associ‐

ations of PFTs with TAng were noted  in  these patients  (Table 4). Similarly, we did not 

disclose an association with TAng  frequency when  these patients with other AD‐ILD+ 

were analyzed according to sex or smoking history (Table 4). 
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Table 3. Relationship of TAng frequency with characteristics of SSc‐ILD+ patients. 

Variable  r  p 

Duration of SSc disease (years)  0.04  0.86 

CRP (mg/dL)  0.31  0.22 

ESR (mm/1st hour)  −0.17  0.51 

FVC (% predicted)  −0.06  0.79 

FEV1 (% predicted)  −0.02  0.94 

FEV1/FVC (% predicted)  0.48  0.03 

DLCO (% predicted)  −0.06  0.77 

Category  Mean ± SD  p 

Men  10.30 ± 5.67 
0.07 

Women  15.02 ± 5.25 

Non‐Smoker  14.97 ± 5.20 
0.19 

Smoker  11.64 ± 6.04 

ATA (Scl70)‐  10.30 ± 5.09 
0.03 

ATA (Scl70)+  15.73 ± 5.44 

Non‐Pulmonary hypertension  12.38 ± 6.08 
0.37 

Pulmonary hypertension  15.86 ± 5.15 

NSIP HRCT Pattern  13.52 ± 6.61 
0.70 

UIP HRCT Pattern  12.38 ± 4.28 

TAng: angiogenic T cells; SSc: systemic sclerosis; ILD: interstitial lung disease; CRP: C‐reactive pro‐

tein; ESR: erythrocyte sedimentation rate; FVC: forced vital capacity; FEV1: forced expiratory vol‐

ume in one second; DLCO: diffusing capacity of the lung for carbon monoxide; SD: standard devi‐

ation; ATA: anti‐topoisomerase I antibodies; NSIP: non‐specific interstitial pneumonia; HRCT: high 

resolution computed tomography; UIP: usual interstitial pneumonia. Significant results are high‐

lighted in bold. 

Table 4. Relationship of TAng frequency with characteristics of other AD‐ILD+ patients. 

Variable  r  p 

FVC (% predicted)  −0.27  0.32 

FEV1 (% predicted)  −0.27  0.32 

FEV1/FVC (% predicted)  0.15  0.59 

DLCO (% predicted)  −0.36  0.27 

Category  Mean ± SD  p 

Men  11.92 ± 8.97 
0.84 

Women  11.05 ± 4.92 

Non‐Smoker  17.83 ± 7.30 
0.06 

Smoker  9.38 ± 6.74 

NSIP HRCT Pattern  6.43 ± 3.99 
0.03 

UIP HRCT Pattern  15.11 ± 7.69 

TAng: angiogenic T cells; AD: autoimmune disease; ILD: interstitial lung disease; FVC: forced vital 

capacity; FEV1: forced expiratory volume in one second; DLCO: diffusing capacity of the lung for 

carbon monoxide; SD: standard deviation; NSIP: non‐specific interstitial pneumonia; HRCT: high 

resolution computed tomography; UIP: usual interstitial pneumonia. Significant results are high‐

lighted in bold. 

3.3. No Relationship of TAng with Biomarkers of Endothelial Dysfunction in the Whole Cohort 

of AD‐ILD+ 

TAng frequency did not show correlation with EPC or EC frequency in AD‐ILD+ pa‐

tients (Table S3). Likewise, no association between TAng frequency and VEGF, either at 

mRNA expression or at protein level, was observed (Table S3). 
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4. Discussion 

Growing evidence indicates that vascular abnormalities constitute the early phase in 

the pathogenesis of AD‐ILD+ [1,3,9–12]. To the best of our knowledge, this is the first study 

exploring the implication of TAng, a crucial player in endothelial repair [18], in the path‐

ogenic processes of lung fibrosis and vasculopathy in patients with AD‐ILD+. 

The present findings provide the first evidence that TAng may be a relevant factor 

involved in the processes of lung fibrosis. This idea is supported by the decrease in TAng 

in patients with AD‐ILD+ compared to those with AD‐ILD−. In line with this notion, pa‐

tients with RA‐ILD+ and SSc‐ILD+ showed a decrease in TAng compared to RA‐ILD− and 

SSc‐ILD− patients, respectively, demonstrating the same behavior of TAng regardless of 

the underlying AD. In keeping with our results, a previous study showed different fre‐

quencies of TAng  in systemic  lupus erythematous (SLE) depending on the presence or 

absence of a renal involvement, one of the most severe comorbidities of SLE [27]. Interest‐

ingly, our work disclosed that patients with IPF presented TAng frequencies similar to 

those with AD‐ILD+ and  lower  than AD‐ILD− patients. Accordingly, we disclosed  that 

TAng were decreased in all the individuals with a lung involvement, including both AD‐

ILD+ and IPF patients, compared to those unaffected by this condition, highlighting the 

contribution of TAng  in  the pulmonary complications. Therefore, a reduction  in TAng 

may indicate the presence of lung fibrosis. Based on our results and given that the devel‐

opment of ILD is one of the main causes of mortality in AD patients [1,2,4], TAng could 

be used as novel biomarkers for the early diagnosis of AD‐ILD+. 

Following the same line of evidence, both patients with AD‐ILD+ and IPF showed a 

remarkable decrease in TAng frequency when compared to HC. In accordance with our 

results, it has been previously reported that TAng diminish in response to vascular disease 

in other disorders [23–25,29,30,36,37]. Furthermore, our data showed that TAng frequency 

in AD‐ILD− patients, in particular in RA‐ILD‐ and SSc‐ILD− patients, was not different from 

HC, as disclosed in other rheumatic diseases [9,23,26,27]. Consequently, we could specu‐

late that the decrease in circulating TAng in AD‐ILD+ and IPF patients occurs because they 

are migrating to the site of lung injury to repair the endothelium, constituting a marker of 

lung vasculopathy. 

In the present study, we also disclosed a relationship of TAng with some character‐

istics of our patients with AD‐ILD+. Notably, we found a lower frequency of TAng in men 

with RA‐ILD+, which seems to be expected considering that the male sex is a known RA‐

ILD+ risk factor [1]. Paradoxically, a higher TAng frequency was observed in Scl‐70‐posi‐

tive when compared with Scl‐70‐negative SSc‐ILD+ patients. Additionally, a higher TAng 

frequency was associated with a higher FEV1/FVC ratio  in SSc‐ILD+ patients. Since the 

Scl‐70 antibody is a risk factor for the development of ILD in patients with SSc and a de‐

crease in FVC is used as a routine measure to assess disease progression in fibrotic ILD 

[5], it is possible that the relative TAng increases in these two situations in SSc‐ILD+ pa‐

tients may be due  to a compensatory mechanism  in response  to vascular damage.  It  is 

worth mentioning that patients with other AD‐ILD+ who presented NSIP pattern had the 

lowest TAng frequencies. This is in line with the fact that NSIP is the predominant pattern 

in AD‐ILD+ [1,2,8,33,34,38]. 

Finally, a relationship of TAng with EPC or EC was not found in peripheral blood of 

our AD‐ILD+ patients. These results are in keeping with other studies in which a lack of 

association was described in patients with RA and diabetes mellitus [24,37]. It is possible 

that the cooperation of TAng and EPC may take place when they are already in the dam‐

aged tissues and not at the blood level. Additionally, we did not find an association of 

TAng with VEGF. This finding may be explained by the fact that VEGF secretion is regu‐

lated by many different factors in AD‐ILD+ or even at different molecular levels. 

In conclusion, our findings suggest, for the first time, that TAng play a relevant role 

in the underlying lung vasculopathy and fibrosis, being potential biomarkers of ILD in 

patients with AD. Therefore,  the assessment of TAng could help to establish an earlier 

diagnosis of AD‐ILD+. This may favor the use of appropriate therapy in earlier stages of 
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the disease, preventing progression to an irreversible pulmonary process and, ultimately, 

contributing to improving the survival of patients with AD. 
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mation Online https://acrabstracts.org/abstract/decrease‐of‐angiogenic‐t‐cells‐associated‐

to‐the‐presence‐of‐interstitial‐lung‐disease‐in‐patients‐with‐connective‐tissue‐diseases/ 

(accessed on 4 April 2022)), European Alliance of Associations  for Rheumatology  (EU‐

LAR)  2021  Congress  (abstract  no.  AB0026)  (View  Abstract  and  Citation  Information 

Online https://ard.bmj.com/content/80/Suppl_1/1046.3 (accessed on 4 April 2022)) and Eu‐

ropean Respiratory Society (ERS) Virtual Congress (abstract no. 27636) (view abstract and 

citation  information online: https://erj.ersjournals.com/content/58/suppl_65/PA3620  (ac‐
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Supplementary Figure S1. Representative dot-blots of the strategy used to quantify of TAng by flow 

cytometry. CD3+ were gated and then assayed for expression of CD184 and CD31 in the lymphocyte gate. 

TAng were considered as CD3+/CD184+/CD31+ cells in the lymphocyte gate. Images obtained from Cytexpert 

2.3 analyzer. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Supplementary Table S1. Clinical manifestations of patients with SSc-ILD+ and SSc-ILD-.  

 

SSc-ILD+ 

patients 

n = 21 

SSc-ILD− 

patients 

n = 20 

Pulmonary hypertension, n (%) 3 (15.8) 0 (0.0) 

Renal impairment, n (%) 1 (4.8) 1 (5.0) 

Cardiac involvement, n (%) 6 (28.6) 1 (5.0) 

Raynaud’s phenomenon, n (%) 21 (100.0) 20 (100.0) 

Esophageal dysfunction, n (%) 12 (57.1) 5 (25.0) 

Calcinosis, n (%) 0 (0.0) 6 (30.0) 

Synovitis, n (%) 6 (28.6) 6 (30.0) 

SSc: systemic sclerosis; ILD: interstitial lung disease.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary Table S2. Frequency of TAng (%) in all the individuals included 

in the study. 

  Mean ± SD 

Study Objective  

Groups 

AD-ILD+ 11.560 ± 5.242 

RA-ILD+ 11.950 ± 5.234 

SSc-ILD+ 12.570 ± 5.052 

Other AD-ILD+ 10.560 ± 6.684 

Comparative 

Groups 

AD-ILD- 15.920 ± 4.612 

RA-ILD- 16.400 ± 4.926 

SSc-ILD- 16.070 ± 5.420 

IPF 11.340 ± 3.732 

HC 16.500 ± 4.830 

TAng: angiogenic T cells; SD: standard deviation; AD: autoimmune disease;  

ILD: interstitial lung disease; RA: rheumatoid arthritis; SSc: systemic sclerosis; 

IPF: idiopathic pulmonary fibrosis; HC: healthy controls. 



 

 

 

 
Supplementary Table S3. Detailed information of cellular and molecular endothelial 

dysfunction-related biomarkers in the whole cohort of patients with AD-ILD+. 

EPC Frequency (%) (Mean ± SD) 0.037 ± 0.017 

EC Frequency (%) (Mean ± SD) 0.017 ± 0.019 

VEGF mRNA expression (Mean ± SD) 0.040 ± 0.069 

VEGF serum levels (pg/mL) (Mean ± SD) 89.620 ± 63.840 

AD: autoimmune disease; ILD: interstitial lung disease; EPC: endothelial progenitor cells; 

SD: standard deviation; EC: endothelial cells; VEGF: vascular endothelial growth factor. 
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