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ABREVIATURAS

ABREVIATURA SIGNIFICADO
ABCA1 ATP-Vinculante al Cinta Transportador
ADA Asociacion Americana de Diabetes
ADN Acido Desoxirribonucleico
AGE Productos Avanzados de la Glicacién
AKT1 Proteina Serina / Treonina Quinasas - 1
AMI Arteria mamaria interna
APO Arteria poplitea ocluida
Apo Apolipoproteina
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CD36 Cluster de Diferenciacion 36
Cl Cardiopatia isquémica
CML Células Musculares Lisas
COX2 Ciclooxigenesa Tipo 2
DM2 Diabetes Mellitus tipo 2
dNTPs Desoxinucleotidos Trifostato
EAP Enfermedad Arterial Periférica
FasR Apoptosis receptor 1
FT Factor Tisular
IC 95% Intervalo de confianza del 95%

Hb Hemoglobina

H20 DEPC H20 Dietilpirocarbonado

HbAlc Hemoglobina Glicosilada

HDL Lipoproteina de Alta Densidad

HDL-c Colesterol Ligado a Lipoproteina de Alta Densidad

HIF1A Factor de Hipoxia Inducible 1

HOMA-R Modelo de Valoracion de la Homeostasia- resistencia a la
insulina

IC 95% Intervalo de confianza del 95%

ICAM-1 Molécula de Adhesion Intercelular

IL-1 Interleukina 1

IL-4 Interleukina 4

IL-5 Interleukina 5

IL-6 Interleukina 6

IL-8 Interleukina 8

IL-10 Interleukina 10

IL-13 Interleukina 13

IL-12 Interleukina 12

IL-1 Interleukina 1B

IMC indice de Masa Corporal

INF y Interferén y

ITB Indice Tobillo Brazo




LDL Lipoproteina de Baja Densidad

LDL-c Colesterol Ligado a Lipoproteina de Baja Densidad

LDLox Lipoproteina de Baja Densidad Oxidada

LDLR Receptor de Lipoproteina de Baja Densidad

LOX-1 Receptor de LDLox unido a Lecitina 1

LPL Lipoproteinlipasa

LRP1 Proteina Relacionada con el Receptor de Lipoproteinas de
Baja Densidad Tipo 1

MCP-1 Proteina Quimiotactica de Monocitos Tipo 1

MMP10 Metaloproteinasa de Matrix-10

NCEP-ATP 11l Programa de Educaciéon Nacional Colesterol-Panel de
Tratamiento en el adulto Il

NDUFA Ubiquinona Nuclear Codificada por Oxidorreductasa o

NHANES Estudio Nacional de Salud y Examen Nutricional de Estados
Unidos

NKIRAS?2 Inhibidor de la interaccién Ras-like 2

NO Oxido Nitrico

OLR1 Receptor de Lipoproteina de Baja Densidad oxidado tipo 1

OR Odds ratio

PAS/PAD Presién Arterial Sistélica/Diastolica

PCR Proteina C Reactiva

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain
Reaction)

PGI2 Prostaciclina

Pm Peso molecular

PPARY Proliferador de Receptores de Peroxisoma Activados y

PTGS1 Prostaglandina-Endoperoxido Sintasa Tipo 1

RAG2 Gen Activador de la Recombinacion 2

RR Riesgo relativo

RRR Reduccion del riesgo relativo

SCARB1 Receptor Scavenger clase B tipo 1

Spl Proteina Especifica 1

SREBF1 Esterol Regulador al Elemento Vinculante Factor de
Transcripcion-1

SREBF2 Esterol Regulador al Elemento Vinculante Factor de
Transcripcion-2

SREBP2 Esterol-Regulador al Elemento Vinculante de la Proteina 2

TASC Il Consenso Inter-Sociedades para el Manejo de la Enfermedad
Arterial Periférica Il

TFPI Inhibidor de la Via del Factor Tisular

TIMP1 Inhibidor Tisular de la Metaloproteinasa 1

TIMP3 Inhibidor Tisular de la Metaloproteinasa 3

TLDA Matriz de Baja Densidad TagMan

TLR2 Toll-like receptor 2

TNFa Factor de Necrosis Tumoral o

TP53 Proteina Tumoral p53

USP9Y Ubiquitina Peptidasa Especifica 9 Ligado-Y




VCAM-1 Molécula de Adhesion Celular Vascular Tipo 1
VEGF Factor de Crecimiento Vascular Endotelial

VF Vena femoral

VLDL Lipoproteina de muy baja densidad
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1. Enfermedad arterial periférica: epidemioloqgia y factores de

resgo.

La prevalencia mundial de la enfermedad arterial periférica (EAP) de las
extremidades inferiores se encuentra entre el 3% y el 12% de la poblacion
adulta. En Europa y América del Norte, se estima que 27 millones de personas
se ven afectadas con aproximadamente 413.000 hospitalizaciones atribuidas
anualmente a EAP (1). En la poblacion espafiola, la prevalencia de la EAP
varia entre el 4,5-8,5%; de la que el 3,83-24,5% es silente y 6-29,3% se puede
presentar como claudicacion intermitente (2). Se trata, por tanto, de una
enfermedad infraestimada e infradiagnosticada (3). Por otro lado, se sabe que
la prevalencia de la EAP en pacientes diabéticos es mayor que en la poblacion
general, oscilando entre el 8% y el 71% de los sujetos diabéticos (4,5). Por
tanto, dadas las importantes repercusiones de la EAP, tanto clinicas como

sociales y econdmicas, la convierten en un importante problema de salud.

Los enfermos con EAP presentan una mortalidad cardiovascular 5 veces
mayor que los controles de igual edad. Ademas, en los pacientes con
enfermedad coronaria conocida, la presencia de EAP eleva el riesgo de muerte
un 25% con respecto a los controles. Por todo esto es importante la busqueda
activa de la EAP incluso en pacientes asintomaticos, para controlar

precozmente los factores de riesgo y reducir la mortalidad (1).

Los factores de riesgo para el desarrollo de la EAP, han sido plenamente
identificados y, basicamente son los mismos que favorecen la aparicién de la

enfermedad vascular aterosclerética.



La identificacién de los factores de riesgo vascular se basa en el estudio de
grandes cohortes poblacionales, como las de Framingham (6) y el ARIC (7),
que se han centrado principalmente en la enfermedad coronaria. Los factores
de riesgo mayores estan implicados en el 80-90% de las enfermedades
cardiovasculares. Todos los factores de riesgo se interrelacionan entre si y su
agrupacion potencia la patogenia de la arteriosclerosis. Aproximadamente un
95% de individuos con EAP tiene, al menos, uno de los factores de riesgo
cardiovascular tradicionales. Existen algunos factores de riesgo no modificables
como la edad, la raza, el sexo masculino y los antecedentes familiares de
enfermedad aterotrombética. Entre los factores de riesgo modificables se
encuentran el tabaquismo, la diabetes mellitus, la hipertension arterial, la

dislipemia y la hiperhomocisteinemia (8,9).

La diabetes mellitus y el tabaquismo son los factores de riesgo que estan
mas especificamente relacionados con la EAP. Marcadores serol6gicos como
la hiperfibrinogenemia y la hiperhomocisteinemia 0 estados de
hipercoagulabilidad presentan una asociacion documentada con el desarrollo
de la EAP, mientras que la ingesta moderada de alcohol y la practica habitual

de ejercicio han demostrado tener un papel protector (9).

Raza. La incidencia de EAP en la poblacion de raza negra duplica la de
la poblacion caucasica. Segun el estudio GENOA (10), la prevalencia de EAP
en sujetos de raza negra no latinoamericanos y de raza blanca fue del 7,8% y
del 4,4%, respectivamente. Parece que esta diferencia es independiente de los

factores clasicos de riesgo cardiovascular, ya que curiosamente la



ateroesclerosis es mas frecuente en pacientes de raza blanca comparados con

aquellos de raza negra o asiética.

Sexo. La prevalencia de la EAP, tanto sintomatica como asintomatica, es
mayor en varones que en mujeres, sobre todo en poblacion joven ya que en
mujeres premenopausica la presencia de ateroesclerosis es infrecuente o es
leve. La presencia de estrégenos se considera un factor protector, ya que en
edades mas avanzadas, coincidiendo con el estado postmenopausico, esta
diferencia se va reduciendo hasta casi igualarse. Ademas, la prevalencia de
EAP grave (isquemia critica) en los varones es mayor que en las mujeres en
una proporcion de 2:1 o de 3:1, si bien esta ratio puede verse alterado en los
proximos afios debido a la disminucion en el consumo de tabaco en los

varones y al incremento del tabaguismo entre las mujeres (2).

Edad. Es el principal marcador de riesgo de EAP. La incidencia y la
prevalencia aumentan de forma directa con la edad de la poblacion, de manera
que la prevalencia es cercana al 2,5% en la franja de edad de 50-59 afios y

asciende hasta el 14,5% en mayores de 70 afos (11).

Tabaco. Es el factor de riesgo modificable mas importante para el
desarrollo de EAP y sus complicaciones. En algunos estudios se ha encontrado
una asociacion mas estrecha entre consumo de tabaco y EAP que entre
consumo de tabaco y cardiopatia isquémica. Mas del 80% de los pacientes con
EAP son o han sido fumadores. El riesgo relativo de desarrollar claudicacion

intermitente en las extremidades inferiores es, como minimo, entre 2 y 10



veces mas alto en fumadores que en no fumadores. Este incremento de riesgo
es dependiente de la dosis, y se incrementa en funcion del numero de
cigarrillos consumidos por dia y en funcién del nUmero de afios de habito
tabaquico. La EAP aparece con una década de adelanto en fumadores frente a
no fumadores (2,11). El tabaquismo activo influye en la gravedad de la EAP,
aumenta el riesgo de oclusibn, de amputacion, de procedimientos de
revascularizaciéon y de mortalidad. EI abandono del hébito tabdquico reduce
progresivamente el riesgo de desarrollar la enfermedad. El cese del
tabaquismo se asocia con una rapida disminucion de la incidencia de la
claudicacion que se iguala a la de los no fumadores al afio de haber dejado de

fumar (2,3).

Diabetes Mellitus. La diabetes mellitus constituye uno de los principales

problemas de salud publica debido a su elevada prevalencia, al hecho de que
puede afectar a personas de cualquier edad, sexo, clase social y éarea

geografica, a su elevada morbimortalidad y a su elevado coste sanitario (12).

La diabetes ha adquirido un caracter pandémico. La obesidad es un
importante factor de riesgo para el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 (DM2).
El marcado incremento en la prevalencia de la obesidad a nivel mundial esta en
la base de la pandemia de diabetes. A nivel mundial, en el afio 2011, se
estimaba la existencia de 366 millones de personas y la prevision para el afio
2030 asciende a 552 millones, siendo los paises con ingresos bajos y medios

los que se enfrentan al mayor crecimiento de la enfermedad (13).
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Segun el estudio di@betes (14), casi el 30% de la poblacién adulta
espafiola presenta alguna alteracion del metabolismo hidrocarbonado. La
prevalencia de diabetes, ajustada por edad y sexo, fue del 13,8%, siendo la
diabetes desconocida casi en la mitad de los casos (6%). La prevalencia de
prediabetes (glucemia alterada en ayunas y/o intolerancia a la glucosa) fue muy
elevada (14,8%). De tal modo que concluye que la prevalencia de diabetes y
prediabetes se incrementaba con la edad y fue significativamente mayor en los

varones.

En cuanto a la mortalidad en Espafia, la diabetes es la tercera causa de
muerte en mujeres y la séptima en varones (14). En 2006, la diabetes fue la
causa del 2,6% del total de fallecimientos ocurridos, pero esta cifra esta
infraestimada ya que la mayoria de los pacientes con diabetes fallece por
complicaciones cronicas y son éstas las que se registran como la causa de

muerte (15).

El estado hiperglucémico croénico, caracteristico de la diabetes mellitus,
se asocia al desarrollo de complicaciones microvasculares especificas
(retinopatia (50% de los casos), nefropatia (25% de los casos), neuropatia
(25% de los casos)) (16) y facilita el desarrollo de la enfermedad cardiovascular
aterosclerotica (coronaria, cerebrovascular, periférica) que, caracteristicamente,
suele ser mas precoz, mas extensa y mas grave que en los sujetos no

diabéticos (12).
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Las complicaciones cardiovasculares suponen el 65% de las causas de
muerte en los sujetos diabéticos, los cuales presentan un riesgo 2-5 veces
mayor de presentar un episodio cardiovascular que los no diabéticos. Es por
ello que la DM2 se considera un equivalente de riesgo coronario, y los
pacientes con diabetes presentan una enfermedad arterial mas avanzada al
momento del diagndstico y de peor prondstico que los pacientes no diabéticos
(4). A diferencia de las complicaciones microvasculares, cuyo desarrollo esta
muy ligado al tiempo de evolucion de la diabetes, la enfermedad macrovascular
comienza a desarrollarse con niveles de hiperglucemia en rango subdiabético

(17).

La presencia de diabetes mellitus se asocia con un incremento de dos a
cuatro veces superior de desarrollar EAP, aumenta entre 3,5 y 8,6 veces el
riesgo de claudicacién en hombres y mujeres respectivamente, e incrementa el

riesgo de desarrollar isquemia critica (18).

Se trata de un factor de riesgo no soélo cualitativo, sino también cuantitativo,
ya que por cada aumento del 1% de hemoglobina glicosilada (HbAlc), el riesgo
de EAP se incrementa en un 25%. La resistencia a la insulina, aun sin criterios
analiticos de diabetes, también es un factor de riesgo de EAP, que hace

aumentar el riesgo en un 40-50% (18).

La afectacion de vasos distales es habitual en la EAP del paciente diabético
y, junto con la microangiopatia y neuropatia, condicionan un riesgo de

amputacion de hasta 10 veces mayor que en pacientes no diabéticos.
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Comparados con pacientes no diabéticos, los pacientes diabéticos con EAP
presentan una mayor tasa de mortalidad (51,7% frente al 25,6%; p < 0,002, en
un seguimiento de 4,5 afios), una mortalidad mas precoz (64,7 + 11,4 frente a
71,2 + 8,7afos; p < 0,04) y cinco veces mas probabilidades de amputacion
(41,4% frente al 11,5%; p < 0,0001). Ademas, los que presentaban una HbAlc
superior al 7,5% desarrollan cinco veces mas claudicacion y hospitalizaciones

por EAP (2,19).

Hipertension arterial. Es el factor de riesgo cardiovascular mas frecuente y

se relaciona con la presencia de EAP, aunque el riesgo relativo es menor que
con otros factores, como el tabaco o la diabetes. EI mecanismo por el que
actla la hipertensiéon arterial en la aterogénesis no esta bien definido, pero
parece tener una base hemodinamica, provocando la alteracion en la actividad
plaquetaria, la disfuncion endotelial y la concentracién anormal de factores
homeostaticos que pudieran favorecer el estrés oxidativo y el desarrollo de la

respuesta inflamatoria que lleva a la formacién de la placa de ateroma (20).

Dislipemia. Existe un incremento del riesgo de desarrollar EAP asociado a
presentar alteraciones del metabolismo lipidico. En el estudio NHANES (21),
mas del 60% de pacientes con EAP tenia hipercolesterolemia, mientras que, en
el estudio PARTNERS (22), la prevalencia de hiperlipemia en pacientes con
EAP fue del 77%. En el estudio Framingham (6) se encontré0 que niveles de
colesterol total por encima de 270 mg/dl se asociaban al doble de incidencia de
claudicacion intermitente. Se ha visto que los pacientes con EAP tienen niveles

mas elevados de triglicéridos, colesterol VLDL, triglicéridos VLDL, colesterol
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ILDL vy triglicéridos ILDL y bajos niveles de colesterol HDL, que los controles
(6). Por otro lado, el descenso de las concentraciones séricas de colesterol
mediante la dieta o con farmacos frena la tasa de progresion de la
aterosclerosis, consiguiendo la regresion de algunas placas de ateroma y

retrasa la progresion de la EAP (23).

Aparte de los factores de riesgo tradicionales de la EAP, han surgido una

serie de trabajos relacionando nuevos factores de riesgo con el desarrollo de la

enfermedad.

Hiperhomocisteinemia. La hiperhomocisteinemia incrementa 2-3 veces el

riesgo de desarrollar una enfermedad vascular aterosclerética. Aunque su
asociacion con la EAP se ha definido como inconsistente, aproximadamente el
30-40% de pacientes con EAP presentan altos niveles de homocisteinemia,

siendo esta asociacion mas frecuente entre los pacientes jovenes (2, 11, 19).

Insuficiencia renal crénica. La enfermedad renal es un factor de riesgo de

la EAP y los pacientes con insuficiencia renal cronica presentan mayor

prevalencia de EAP (2, 11,19).

Inflamacion. La inflamacion es un mecanismo etiopatogénico importante
para el inicio y la progresion de la EAP, y los mediadores inflamatorios que
participan en este proceso son similares a los que contribuyen al desarrollo de
la enfermedad coronaria. El tabaco y la diabetes, los mas fuertes predictores

del desarrollo de EAP, promueven un estrés oxidativo que, directa o
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indirectamente, participa en las vias inflamatorias. También la hipertension
arterial, que afecta hasta un 80% de pacientes con EAP, promueve un estado
inflamatorio. Asi, la angiotensina Il aumenta la expresion de citoquinas
proinflamatorias como la interleuquina-6 (IL-6) o la proteina quimiotactica de
monocitos tipo 1 (MCP-1). Ademas, la dislipemia puede activar funciones
inflamatorias que modifican la oxidacion de lipoproteinas de baja y muy baja
densidad (LDL y VLDL). Niveles elevados de proteina C reactiva (PCR) y de
otras moléculas proinflamatorias se asocian claramente con el aumento de
riesgo de desarrollar EAP. Estas moléculas proinflamatorias no son unos
simples marcadores de inflamacion, sino que desempefan un papel activo en

la aterogénesis periférica (24).

Hiperviscosidad sanquinea vy estados de hipercoagulabilidad e

hiperfibrinogenemia. La hiperglobulia es frecuente en los pacientes

fumadores. Esta descrito un estado de hiperviscosidad, en pacientes con EAP y
algunos estudios han demostrado que las concentraciones elevadas de
fibrin6geno condicionan una alteracion de la microcirculacion que se asocia con

una mayor gravedad clinica de la EAP (2, 11,19).

Fosfatasa alcalina. El estudio NHANES mostré una asociacion significativa

entre los niveles elevados de fosfatasa alcalina, y no de otros enzimas

hepaticos, con el desarrollo de EAP (OR = 1,89, p = 0,023) (21).
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Niveles de fésforo. Se ha encontrado una correlacion positiva entre

niveles de fosforemia de 3,7-5 mg/dly un ITB > 1,3 (OR = 4,78, p = 0,003) (25),

indicativo de una mayor rigidez de la pared arterial.

Uricemia. En algunos estudios existe una asociacion entre niveles altos de

acido urico en sangre y EAP (OR = 1,62, p = 0,015) (26).
Por otro lado, también se han descrito como factores protectores de la EAP
un indice de masa corporal (IMC) < 25 kg/m?, caminar mas de 7 horas a la

semana y un nivel adecuado de colesterol HDL (HDL-c) (2, 11,19).

Existe una predisposicién genética a presentar EAP, de caracter

multigénico. Segun algunos estudios, uno de cada 4 hermanos de los pacientes
con EAP prematura tendra un acontecimiento vascular antes de los 55 afios de
edad, y hasta la mitad de los hermanos asintomaticos desarrollaran una lesion
vascular silente antes de los 50 afios. En un estudio (10), realizado en una
muestra de casi 2.500 pacientes multiétnicos de 29 a 91 afios, se ha
demostrado que la presencia de una historia familiar de EAP es un factor

independiente de riesgo fuertemente asociado al desarrollo de EAP (10,11).

Es interesante conocer la fuerza de la asociacion de los diferentes factores
de riesgo. Se ha observado que el riesgo relativo (RR) de presentar un ITB
<0,9 para los pacientes con diabetes es de 4,05 y para los individuos con
tabaquismo activo de 2,5. También se ha descrito que la hipertension arterial

(RR: 1,5), la edad (RR: 1,5 por cada 5 afos), el colesterol total (RR: 1,1 por
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cada incremento de 10 mg/dl) y la hiperhomocisteinemia (RR: 1,4) se asocian

con la presencia de EAP (27).

Los impactos calculados para cada factor de riesgo segun el consenso
TASC 1l (Inter-Society Consensus for the Management of Peripheral Arterial
Disease) son similares a los obtenidos en el estudio PERART/ ARTPER (1)

(Figura 1).

Figura 1. Asociacién (riesgo relativo) entre la EAP y los factores de

riesgo, segun el TASC Il y el estudio PERART/ARTPER. Fuente: Norgren

et al (1)
Ejercicio limitado =
Varon Il PERART/ARTPER
FCR ] TASC II
Insuficiencia renal y
Hiperhomocisteinemia .
Dislipemia —_I
HTA —
Fdad EE——
Dishete: [EE—— .

Tabaco —

El Colegio Americano de Cardiologia / Asociacibn Americana del Corazon
(ACC / AHA) ha establecido los siguientes grupos de riesgo en los que se
recomienda realizar un despistaje de EAP: a) edad = 70 anos, b) sujetos de 50
- 69 afnos con antecedentes de tabaquismo o diabetes, c) pacientes de 40 - 49
afios con diabetes y al menos otro factor de riesgo para la aterosclerosis, d)
pacientes con sintomas sugerentes de claudicacién intermitente, e) pacientes
gue presentan un examen anormal de los pulsos arteriales en extremidades
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inferiores, y e) aquellos enfermos con aterosclerosis conocida en otras

localizaciones vasculares (19)

Un estudio publicado recientemente (28) determind los efectos
acumulativos de los factores de riesgo conocidos para la EAP. Los factores
utilizados en dicho modelo fueron: la edad, el sexo, la raza / etnia, la

hipertension arterial, la diabetes, la enfermedad renal cronica y el tabaquismo.

En comparacion con los sujetos sin ningun factor de riesgo, los individuos
gue presentaban un factor de riesgo no mostraron un incremento significativo
de presentar EAP (odds ratio (OR): 1,5, intervalo de confianza del 95% (IC
95%): 0,9-2,6)). Con dos factores de riesgo, el riesgo de EAP casi se
cuadruplicé (OR: 3,7, IC 95 % 2.3-a 6.1) y con la presencia de tres factores de

riesgo, el riesgo se incrementd 10 veces (OR: 10,2, IC 95% 6,4-16,3) (28).

2. Mecanismos fisiopatoldgicos implicados en la aterosclerosis

2.1. Aspectos Generales.

La EAP principalmente deriva de la presencia de una enfermedad arterial
oclusiva, que condiciona un insuficiente flujo sanguineo a las extremidades. En
la gran mayoria de las ocasiones, el proceso patoldgico subyacente es la
enfermedad arterioesclerotica que afecta preferentemente a la vascularizacion
de las extremidades inferiores. La aterosclerosis ha pasado de ser considerada
una enfermedad de depdsito y degenerativa a ser entendida como una

enfermedad inflamatoria cronica que da lugar a un episodio clinico agudo como
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resultado de la complicaciébn de una placa de ateroma. Se trata de una
enfermedad multifacética y multifactorial, de patogénesis desconocida y en la
cual se han implicado diversas teorias, dentro de las que se incluye la teoria
del envejecimiento o degeneracion, la injuria mecanica, la anoxia y las

alteraciones hemorrégicas de la intima, entre otras (29).

La formacion de la placa de ateroma o ateromatosis fue definida por
primera vez por Marchand como el desarrollo de wuna lesion
predominantemente de la intima, que afecta a las arterias elasticas y
musculares de mayor calibre, siendo sus dos componentes basicos el depdsito

de lipidos y la proliferacion celular y colageno (30).

Clasicamente se han considerado dos teorias para intentar explicar la
formacion de la placa de ateroma. La primera, iniciada por Rokitansy en 1852,
postulaba que el mecanismo inicial era la reaccion fibrética que producia un
engrosamiento de la intima que de forma secundaria se cargaba de lipidos. Sin
embargo, para Virchow (1856), el depdésito lipidico es el que determinaria la
formacion de la placa. En ambas teorias, la incrustativa de Rokitansky o la
infiltrativa de Virchow, el endotelio es un agente pasivo que sufre un proceso
fibrético o de depdsito. Mas de un siglo después, Ross integré ambas teorias al
considerar la aterosclerosis como un proceso de respuesta inflamatoria a una
agresion endotelial mediante procesos mecanicos, quimicos, biolégicos o
inmunoldgicos. Esta lesion endotelial actia como fendbmeno inicial e induce la
agregacion plaquetaria con liberacion de los diferentes factores que estimulan

la proliferacion y migracion de células musculares lisas (CML). El aumento de
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CML se acomparia de un aumento del tejido conjuntivo y del depésito celular y

extracelular de lipidos (31).

Desde el punto de vista fisiopatolégico, la isquemia de los miembros
inferiores puede clasificarse en funcional y critica. La isquemia funcional ocurre
cuando el flujo sanguineo es normal en reposo pero insuficiente durante el
ejercicio, manifestandose clinicamente como claudicacion intermitente. La
isquemia critica se produce cuando la reduccion del flujo sanguineo ocasiona
un déficit de perfusion en reposo y se define por la presencia de dolor en
reposo o lesiones tréficas en la extremidad (9,11). En estas circunstancias, el
diagndstico precoz es fundamental, ya que hay un claro riesgo de pérdida de la
extremidad afectada si no se restablece un flujo sanguineo adecuado,
mediante cirugia o tratamiento endovascular. Diferenciar ambos conceptos es
importante para establecer la indicacion terapéutica y el pronéstico de los

pacientes con EAP.

El mecanismo fisiopatologico por el que se desarrolla la insuficiencia
arterial se basa en la presencia de estenosis arteriales que progresan en su
historia natural hasta provocar una oclusion arterial completa. Ello se traduce
en un mayor o menor grado de desarrollo de las vias colaterales de suplencia.
Cuando el desajuste entre las necesidades de los tejidos periféricos y el
aporte de sangre se produce de manera mas o menos abrupta (placa de alto
riesgo), estaremos ante un cuadro de isquemia aguda de origen trombaotico

(32).
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Se han podido detectar diferencias en el comportamiento de la placa
ateromatosa en relacion con su localizacion anatomica. Las placas de alto
riesgo en las arterias de las extremidades inferiores son muy estendticas y
fibrosas. Dicha estenosis, asociada con un estado de hipercoagulabilidad,

contribuye de manera decisiva al desarrollo de eventos agudos (33).

Este tipo de placas contrasta claramente con las lesiones presentes en
las arterias coronarias, que con frecuencia estdn compuestas por un gran
nacleo lipidico extracelular y un gran numero de células espumosas,
recubierto por una fina cubierta fibrosa susceptible de rotura. En esta
situacion, la vulnerabilidad de la placa en los puntos mas fragiles (mayor
namero de células espumosas y capa fibrosa mas delgada) es la causa de los

eventos agudos (34).

Cuando se produce la rotura de la placa, tiene lugar una trombosis que
oblitera la luz vascular, desencadenando los cuadros agudos. Debido a que,
con frecuencia, antes de la rotura de la placa se ha neoformado circulacién
colateral, la clinica de la isquemia aguda es mejor tolerada que la que
acontece cuando el cuadro de base de la isquemia aguda es de origen
embodlico. En la mayoria de las ocasiones, la evolucion clinica de la EAP es
bastante estable debido al desarrollo de circulacion colateral, a la adaptacion
metabodlica de las masas musculares implicadas y al uso, muchas veces
inconsciente, de grupos musculares no isquémicos. Se estima que so6lo un
25% de los pacientes con claudicacion intermitente experimentard un

empeoramiento y evolucionard hacia la isquemia critica, lo que suele ocurrir
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con mas frecuencia después del primer afio de diagndstico (27). Si se excluye
a los pacientes diabéticos, aun es menos frecuente que la EAP condicione la
pérdida de la extremidad. En el estudio de Framingham se encontr6 que

menos de un 2% de los pacientes con EAP requirieron una amputacion mayor

(6).

En nuestro trabajo incidiremos en algunos mecanismos involucrados en
la aterosclerosis y en consecuencia en la EAP, como son la inflamacién, la
apoptosis, procesos inmunoldgicos y el metabolismo lipidico. Ademas,

analizaremos el impacto de la carga glucémica en dichos mecanismos.

2.2. Inflamacion

Actualmente existe una solida evidencia de que en el desarrollo y la
progresion de la aterosclerosis subyacen mecanismos inmunolégicos e
inflamatorios (35). Numerosos estudios demuestran que proteinas de fase
aguda como la PCR, el fibrin6geno, la proteina sérica A-amiloide y diversas
interleuquinas fueron factores predictivos de progresién y severidad de
enfermedad coronaria en la poblacion general y en el subgrupo de pacientes

diabéticos en particular (36-38).

Es importante resefar la funcion que desempeiia el tejido adiposo y, por
tanto, la obesidad, en el mantenimiento de un estado de inflamacion crénico, al
secretar una variedad de moléculas biologicamente activas como la IL-6, el
factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), la leptina y la adiponectina, que son

determinantes en la regulacién del proceso aterogénico y en la resistencia a la
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insulina (39-41). Esto nos dirige hacia la hipotesis de que una respuesta
inmunoldgica e inflamatoria sistémica puede subyacer en el desarrollo del

sindrome metabdlico, la diabetes mellitus y la aterosclerosis (41) (Figura 2).

Figura 2. Mecanismos fisiopatolégicos del sindrome metabdlico y la
resistencia a la insulina implicados en la aterogénesis. Fuente: Hotta K et

al. (41)
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Como podemos apreciar, multiples factores enddgenos y exdgenos
actuan promoviendo la activacion de citoquinas lo cual atrae a macréfagos,
linfocitos y adipocitos activando la cascada de inflamacion en diferentes
organos. A nivel hepatico, va a aumentar la produccion de LDL y VLDL

favoreciendo la placa aterogénica y la disfuncién endotelial, la cual también se
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va a ver influida por la obesidad y la hipertensién. En el tejido adiposo, la
activacion de la leptina y el TNFa actian sobre el musculo aumentando la
resistencia a la insulina, que a su vez promueve la aterogénesis. En el
pancreas, se disminuye la secrecion de insulina y con ello se facilita el

desarrollo de intolerancia a la glucosa y de diabetes (40,41).

La etiopatogenia de la aterosclerosis es multifactorial, o cual se verifica
con claridad en el paciente diabético. La disfuncion endotelial esta considerada
como el estadio mas precoz en el proceso aterogénico y se ha asociado a
factores de riesgo cardiovascular clasicos y otros mas recientes, como la

hiperhomocisteinemia, el estrés oxidativo y las infecciones crénicas.

El endotelio tiene funciones endocrinas que regulan las actividades
antiinflamatorias, mitdgenas y de contractilidad de los vasos de la pared, asi
como del proceso hemostatico. Tiene un papel regulador del tono vasomotor,
ademas de propiedades antiaterogénicas y antiinflamatorias. La lesidon
endotelial desencadena una respuesta de infiltracion monocitaria, que altera la
capacidad antitrombética endotelial, su capacidad fibrinolitica, e incluso la
respuesta vasomotriz. Por tanto, la disfuncion endotelial conlleva una pérdida
de las funciones homeostasicas del endotelio, que resulta en la adhesién de
plaquetas y células inflamatorias (monocitos y linfocitos T) a la pared vascular,
un aumento de la permeabilidad endotelial que permite el depdsito de LDL
modificadas a nivel intimal, una liberacion de citoquinas y factores de
crecimiento que producen la proliferacion de las CML, y la atraccion de mas

células de estirpe inflamatoria a la pared arterial alterada. También trae como
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consecuencia una perturbacién del equilibrio trombolitico-trombdético en el
lecho endotelial que promueve el desarrollo de fendmenos trombéticos, asi
como una regulacion anormal del tono vasomotor, secundaria a una menor
biodisponibilidad del éxido nitrico (NO), con la subsiguiente tendencia a la

vasoconstriccion arterial (42,43).

El primer cambio histopatolégico en el proceso aterogénico es la
acumulacion de colesterol ligado a lipoproteina de baja densidad (LDL-c) en el
espacio subintimal y la subsecuente oxidacion, llevada a cabo principalmente
por macrofagos. Las LDL oxidadas (LDLox) son capaces de activar al endotelio
suprayacente. Las células endoteliales activadas sintetizan selectinas,
moléculas de adhesién y sustancias quimio atractivas que facilitan la union y la
posterior migracion de linfocitos T y monocitos circulantes al espacio
subendotelial. Los monocitos maduran a macrofagos, internalizan las LDLox y
se transforman en células espumosas, las cuales producen mas radicales libres
y liberan nuevas citoquinas para la atraccion de mas macréfagos y CML. Se ha
demostrado que en personas jovenes, familiares de primer grado de pacientes
diabéticos e individuos obesos o resistentes a la insulina presentan disfuncion
endotelial con una vasodilatacién dependiente del endotelio alterada, con

independencia de otros factores de riesgo cardiovascular (44).

Experimentalmente, la insulina produce vasodilatacion dependiente de
NO, pero en presencia de hiperglucemia y de un estado de resistencia a la
insulina dicha vasodilatacion es abolida. La hiperglucemia disminuye la

disponibilidad de NO y aumenta la expresion de moléculas de adhesion en las
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células endoteliales. Esto se debe a que la hiperglucemia induce un incremento
en la produccion de radicales libres y favorece la glicacidbn no enzimética de
proteinas y lipoproteinas, con la subsiguiente produccion de productos

avanzados de la glicacion (AGE) (45).

Se ha detectado la acumulacién tanto de AGE como de proteinas
glicosilada, en las placas de ateroma de pacientes diabéticos, lo que puede
expresar la existencia de un mayor estrés oxidativo en la diabetes (45) (Figura

3).

Figura 3. Efectos bioldgicos de la hiperglucemia, hiperinsulinemia y
productos AGE sobre las distintas células implicadas en el proceso de la

aterosclerosis. Fuente Kirstein M, et al. (45)
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2.3. Apoptosis

La apoptosis constituye una forma de muerte celular con caracteristicas
morfolégicas y dindmicas distintas de la muerte por necrosis, inducida por un
programa intracelular estrechamente regulado en el cual las células destinadas
a morir activan enzimas que degradan el propio acido desoxirribonucleico

(ADN) de la célula y las proteinas nucleares y citoplasmaticas (46).

Desde el punto de vista de la arquitectura celular, la apoptosis equilibra el
efecto de la proliferacion celular. Por ello, las alteraciones de la regulacion de la
apoptosis pueden participar en el desarrollo de numerosas enfermedades. De
hecho esta involucrada en el remodelado de las paredes arteriales asociadas a
hipertension arterial primaria, hipertension pulmonar primaria, by-pass, o en
situaciones postangioplastia. Multiples estudios tanto en humanos como en
animales han comprobado que la apoptosis ocurre en la ateroesclerosis

coronaria, carotidea y aortica (46).

Por otro lado, hay evidencias experimentales que sugieren que los
mecanismos de oxidacién juegan un papel en la apoptosis de las CML

vasculares (47).

Se ha demostrado inmuno-reaccion con antisuero anticaspasa 1y 3, lo
gue incrementa la apoptosis en macrofagos de la intima y del nudcleo lipidico

del ateroma, asi como de las CML de la intima en la porcion fibrotica de la
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placa ateroesclerética. El receptor Fas (FasR), estd expresado en 2/3 de las
células de la capa fibrosa. En el proceso aterosclerético, el FasR interviene
generando inestabilidad de la placa de ateroma al reducir el nimero de CML
con funcion fagocitica y de células endoteliales de la placa. También produce
una disminucion de las CML de las placas préximas o contiguas, en un intento
de aumentar el diametro de la luz del vaso de la zona afectada (fenbmeno de
Glasgow). Todo ello resulta en una disminucion del depdsito de la matriz
extracelular y en su mantenimiento, alterando la integridad de la placa,
haciéndola inestable y vulnerable. También se ha implicado en la extension de
la placa al producir junto con la necrosis destruccion de las células espumosas

en el core lipidico (48).

Por el contrario, se ha descrito que las CML vasculares que han emigrado
al espacio subintimal en una placa aterosclerética presentan apoptosis mas
frecuentemente que las células que aun permanecen en la media (49). La
exagerada apoptosis de estas células puede ser un factor determinante de la
vulnerabilidad de una placa aterosclerotica, pues comportaria una disminucion
de su nimero y una menor capacidad para la sintesis de colageno fibrilar (50).
Ello, combinado con la liberacién desde los macréfagos de metaloproteinasas
de matriz que degradan las fibras de colageno, daria lugar a una cépsula
fibrosa mas fragil (51). En el desencadenamiento de la apoptosis de las CML
se han implicado diversas citoquinas secretadas por las células espumosas

presentes en la lesion (52) (Figura 4).
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Figura 4. Implicacion de la apoptosis celular endotelial y en CML en
la rotura de la capsula fibrosa y la inestabilidad de la placa de ateroma.

Fuente: Hamet P, et al (51)
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Si bien la apoptosis actia debilitando la capa fibrosa, también interviene,
paraddjicamente, en el mecanismo de estabilizacion de la placa de ateroma,
puesto que la apoptosis de los macréfagos en la capa fibrosa de la placa evita
la destruccion del colageno. No esta claro aun si la apoptosis interviene en la
etapa final de la enfermedad aterosclerética o si su aumento se asocia con

estadios tempranos de la aterogénesis (51).

La regulacién de la proliferacion y de la muerte por apoptosis en las CML

vasculares es un mecanismo importante en la configuracion de la estructura
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normal de la pared vascular en condiciones fisiolégicas. Por ello, el predominio
de la proliferacion celular sobre la apoptosis se ha propuesto como el
mecanismo responsable de la acumulacion de CML, que facilitaria el
engrosamiento de la capa media y de la pared de las arterias pequeiias en la
hipertension arterial y que contribuye a la reestenosis tras la angioplastia (51).
Por ello, prevenir el mecanismo de apoptosis podria ser beneficioso para evitar
la proliferacion celular excesiva que ocurre en situaciones postangioplastia. Se
ha observado que la apoptosis estd presente en forma paralela a la
proliferacion celular tras la angioplastia, por lo que seria un determinante mayor

de reestenosis (46).

Por tanto, el proceso de apoptosis parece implicado en los mecanismos
que favorecen la aterosclerosis vascular, o que es cuestion de estudio en

nuestra hipotesis de trabajo.

2.4. Mecanismos inmunitarios

La lesion aterosclerdtica es un proceso inflamatorio en donde la respuesta
inmune, tanto celular como humoral, desempefia una funcién crucial. En
estudios desarrollados tanto en humanos como en animales experimentales,
se ha evidenciado el infiltrado de células T CD4+ capaces de reconocer a las
LDL modificadas y a las proteinas de shock térmico, dos de los principales
autoantigenos encontrados en la lesion aterosclerética, evidenciando el papel

de la inmunidad adquirida en la aterogénesis (53).
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La importancia de los linfocitos en el establecimiento de la placa
aterosclerotica se ha determinado gracias a experimentaciones en modelos
animales, productos del cruce entre especimenes con deficiencia en la
produccion de apolipoproteina E (ApoE) o del receptor de LDL y ratones con
deleccion en el gen activador de la recombinacion 2 (RAG2), indispensable
para el desarrollo de linfocitos T y B. En algunos estudios, el cruce se realiz
con ratones con inmunodeficiencia combinada severa, observandose en todos

los casos una reduccion en las lesiones ateroscleroticas (54).

En modelos animales se han definido dos tipos de linfocitos T
cooperadores Th-1y Th-2 basados en el perfil de citoquinas que sintetizan. Las
citoquinas de tipo Thl son importantes promotores de la respuesta inmune
mediada por células, mientras que las citoquinas Th2 inducen la respuesta
inmune mediada por anticuerpos. La principal citoquina producida por las
células Th-1 es el interferon vy (INF-y), la cual ha sido identificada en placas
aterosclerdticas humanas. La deficiencia de esta citoquina en ratones con
déficit de ApoE se asocia con una reduccién en el tamafio de la lesién

aterosclerotica (55).

En la etiopatogenia de la aterosclerosis, el INF-yse asocia con el
aumento en la internalizacion vascular de células Thl y macrofagos, mayor
tasa de asimilacion de lipidos en macréfagos, incremento en la activacion de
las células presentadoras de antigenos y mayor secrecion de citoquinas por

parte de las células Thl (56).
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Las interleukinas 12 y 18 (IL-12 e IL-18) producidas por macréfagos,
inicialmente son potentes inductores sinérgicos de INF-yy promueven la
diferenciacion de linfocitos T en Thl proaterogénicos, ademas de la secrecion
de citoquinas en macréfagos y CML. No obstante, la funcién aterogénica de la
IL-18 en la progresion de la lesion es independiente de la presencia de
linfocitos T, segun recientes estudios en ratones con inmunodeficiencia
combinada severa y déficit para ApoE -/- (57). Aunque las lesiones
ateroscleroticas presentan principalmente linfocitos Thl, es importante sefalar
gue los Th2 secretan interleukinas 4, 5, 10 y 13 (IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13),
involucradas en la proliferacion y diferenciacion de linfocitos B en células

plasmaticas secretoras de anticuerpos (58).

La deficiencia de IL-5 en ratones con déficit para el receptor de LDL
conlleva al aumento de la lesion aterosclerética (59). De igual forma, la sobre-
expresion de IL-10 en linfocitos Th2 inhibe la aterosclerosis en estos ratones,
probablemente por sus propiedades anti-inflamatorias sobre los macrofagos
(60), presentando una funcion activa sobre la limitacion de la respuesta

inflamatoria en la intima arterial.

En contraste, existe evidencia que la IL-4 a pesar de ser considerada anti-
inflamatoria, ejerce un papel proaterogénico al promover el incremento en la
expresion de moléculas de adhesion celular vascular tipo 1 (VCAM-1) (61) y de

proteina quimiotactica de monocitos tipo 1 (MCP-1) (62).
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Todo esto evidencia la importancia de los linfocitos en la progresion de la
lesion aterosclerdtica, mas que en su iniciacion, puesto que la inmunidad
adquirida se manifiesta cuando antigenos o epitopes moleculares especificos,
como los generados por la LDLox, son reconocidos por receptores de
antigenos. Por ende, las células inmunitarias mas relevantes en el proceso de
aterogénesis son los macréfagos al infiltrar la capa intima arterial como

consecuencia de la disfuncién endotelial.

2.5. Metabolismo Lipidico. Anticuerpos Anti LDL-oxidada.

El metabolismo lipidico desempefia una funcion critica en el proceso
aterogénico. La hiperlipidemia contribuye a la aterogénesis a través de varios

mecanismos:

- La hiperlipidemia crénica, en particular la hipercolesterolemia, puede
alterar directamente la funcion de las células endoteliales a través de la
produccion aumentada de radicales libres de oxigeno, que desactivan el
NO. En caso de hiperlipidemia cronica, las lipoproteinas se acumulan
dentro de la intima en los sitios con permeabilidad endotelial aumentada

(63).

- El cambio quimico de los lipidos, inducido por los radicales libres
generados en los macrofagos o las células endoteliales de la pared
arterial, produce LDLox. Las LDLox son ingeridas por los macrofagos
para formar células espumosas, ademas de aumentar la acumulacion de
monocitos en las lesiones asi como estimular la liberacion de factores de

crecimiento y de citoquinas (63).
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El depoésito y salida de lipoproteinas del espacio subendotelial es un
proceso fisiolégico normal. Su permanencia en este espacio viene
condicionada por el flujo de entrada de estas lipoproteinas y de su resistencia a
las modificaciones oxidativas que suponen un cambio en su comportamiento
biolégico. Los LDL modificadas, sobre todo las oxidadas, son citotdxicas y
lesivas para el endotelio, quimiotacticas para los monocitos e inhibidoras de la
migracion de los macrofagos. Las LDL oxidadas inducen la expresion del TNF-
a y de interleukina 1 (IL-1), las cuales favorecen la expresion endotelial de
moléculas de adhesion endotelial (ICAM-1, VCAM-1) y la sintesis de factores
quimiotacticos de monocitos y linfocitos (MCP-1) por las células endoteliales.
Esto favorece la unién de los monocitos y linfocitos circulantes al endotelio
disfuncionante y la posterior migracion de estas células al espacio
subendotelial, promoviendo, al mismo tiempo, la diferenciacion de los
monocitos a macréfagos los cuales fagocitan las LDLox para transformarse en

células espumosas, iniciandose asi la formacion de la «estria grasa» (64).

La capacidad aterogénica de las LDL radica en que, al ser particulas mas
pequefias, con menor contenido lipidico, presentan una distribucién espacial
diferente, permaneciendo mas tiempo en circulacion y aumentando su

probabilidad de ingresar a la pared vascular y ser oxidadas (63).

Ademas, por su menor tamafo, se produce una aproximacion en las
cargas positivas de los aminoacidos arginina y lisina en la cadena peptidica de

la apolipoproteina B (ApoB) aumentando la afinidad por los proteoglicanos de
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la pared vascular. Finalmente, al ser mas pequefias atraviesan cémodamente
la intima llegando al subendotelio, donde la oxidacion se ve favorecida por su

menor contenido de alfa-tocoferol, un antioxidante lipofilico (63).

Como consecuencia de la oxidacion se producen cambios importantes en
la estructura de la lipoproteina. A nivel lipidico, los &acidos grasos
poliinsaturados que esterifican al colesterol, triglicéridos y fosfolipidos dan
origen a hidroxiacidos, peroxiacidos y aldehidos. A nivel proteico, los aldehidos
formados actdan sobre los grupos amino de la lisina presente en la ApoB,
neutralizando las cargas positivas de la cadena peptidica, de manera que ésta
se torna mas fragil y finalmente se fragmenta. A partir de ese momento, la LDL
deja de ser reconocida por los receptores y pasa a ser catabolizada por los
macréfagos a través de los receptores scavenger. Probablemente la
lisofosfatidilcolina, un componente mayoritario de las LDLox que se forma por
oxidacion de ésta, presente en las LDL, sea quien produzca la activacién de las
células del endotelio vascular, desencadenando una secuencia de eventos en
la que intervienen distintos tipos celulares que se relacionan entre si por medio
de citoquinas, y que conducen, finalmente, a la formacion de la placa

ateromatosa (65).

Ha sido descrito un receptor de superficie en las células del endotelio
vascular capaz de unir las LDLox denominado receptor de LDLox unido a
Lecitina 1 (LOX-1), el cual desempefia una importante funcién en el proceso de

activacion endotelial (66) .
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Los macréfagos en el ambiente subendotelial expresan distintos
receptores de membrana capaces de unir LDLox. Entre ellos, destacan los
receptores scavenger. Su sintesis no depende del nivel de colesterol presente
dentro de la célula, de manera que el macrofago incorpora grandes cantidades
de lipidos formando inclusiones citoplasmaticas que le dan un aspecto
espumoso cuando se observan al microscopio electrénico. Cuando estas
células mueren, su alto contenido de lipidos pasa a formar el nacleo, también

denominado core lipidico, de la placa de ateroma (67).

Por otro lado, los macrofagos activados son capaces de sintetizar
lipoproteinlipasa (LPL) y ApoE. La LPL se une a los proteoglicanos del
endotelio transformando lipoproteinas ricas en triglicéridos en formas
aterogénicas. La ApoE interviene en el flujo del colesterol presente en la pared
vascular en combinacién con la HDL, produciéndose un balance de colesterol

dentro de la pared arterial (63,67).

Actualmente, se considera que un evento clave para el desarrollo de una
placa de ateroma in vivo es la oxidacién de la LDL, a través de mecanismos
gue involucran cadenas de reaccion de radicales libres, que afectan tanto a la
porcién proteica como lipidica de la lipoproteina, dotandola de caracteristicas
proaterogénicas (68). Si bien la oxidacion de la LDL puede ser desencadenada
in vitro por multiples oxidantes, resulta aun dificil definir cuales son los

mecanismos fisioldgicos de oxidacion de la lipoproteina.
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Existen evidencias de que la oxidacion de la LDL podria ser
desencadenada tanto en la circulacion como en la propia pared arterial, donde
la LDL resulta parcialmente retenida mediante interacciones con los
proteoglicanos y otros componentes de la matriz extracelular. Sin embargo, es
mas probable que ocurra en la propia pared arterial, ya que estaria menos
protegida por el menor contenido de antioxidantes con respecto al plasma

(69).

Los probables mecanismos que podrian desencadenar la oxidacion de la
LDL en la pared arterial incluyen la presencia de iones metélicos activos (cobre,
hierro); enzimas como lipoxigenasa y mieloperoxidasa; las propias células
vasculares locales (en particular los macréfagos y otros leucocitos y las
especies reactivas del oxigeno y nitrégeno). Del andlisis de la estructura de la
LDL, surge como evidente la ausencia de mecanismos antioxidantes potentes
en el ndcleo hidrofébico de la particula, uno de los sitios principales de
formacion de los productos de la lipoperoxidacion. EI NO representa el principal
antioxidante fisiolégico capaz de inhibir la lipoperoxidacién en el nucleo

hidrofébico de la particula de LDL (70,71).

La acumulacién de colesterol en las lesiones ateroescleréticas no es
debida a la captacién celular de las LDL nativas, por medio del receptor de las
LDL, sino que se debe a la captacién de una forma modificada de las LDL y por
el receptor scavenger. Estas conclusiones se basan en dos observaciones bien

documentadas.
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En primer lugar, los individuos que carecen completamente de receptores
de LDL acumulan colesterol a nivel de células espumosas, de las placas de
ateroma, en grado similar como lo hacen los sujetos que poseen niveles
normales de dicho receptor. En segundo término, los dos tipos celulares que en
el caso de las lesiones arteriales dan lugar a la formacién de las células
espumosas, los monocitos/macréfagos y las CML, no acumulan colesterol in
vitro aun en presencia de altas concentraciones de LDL nativas. Esta aparente
contradiccion se elimina si las LDL circulantes sufren algun tipo de modificacion
postsecrecion ya que estas particulas de LDL modificadas, sirven como
ligandos para “"entregar" el colesterol a los precursores de las células

espumosas (72).

Por otro lado, se descubrié que la simple incubacion in vitro de la LDL
como una monocapa de células endoteliales o con CML, la convierte en una
forma de LDL modificada que es captada mas rapidamente por los macréfagos
que por la via del receptor scavenger, lo que genera un incremento del
contenido celular de colesterol. Las células endoteliales desencadenan
modificaciones oxidativas en la particula lipoproteica, y el agregado de
antioxidantes al medio de cultivo bloquea completamente estos
cambios. Estas modificaciones de tipo oxidativo de la estructura de las

lipoproteinas afectan significativamente su aterogenicidad (73).

Todas estas evidencias constituyen la base molecular para el desarrollo
de una hipétesis patogénica de la aterosclerosis: la hipotesis de la modificacion

oxidativa, la cual plantea que la LDL modificada oxidativamente pero no la LDL
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nativa (sin modificar), es captada por los receptores scavenger de los

monocitos/macrofagos y de las CML en la intima de las arterias (73).

La LDLox es también citotoxica para las células vasculares, ya que
aumenta la disfuncion endotelial y la liberacion de lipidos y enzimas
lisosomales en el espacio extracelular subendotelial, perpetuando el foco
inflamatorio y promoviendo la progresion de la lesion aterosclerética. Asimismo,
altera la produccion endotelial y la bidisponibilidad de NO e inhibe la éxido
nitrico sintasa inducible en macréfagos, neutréfilos y plaquetas. La molécula de
LDLox es por tanto la mas aterogénica, ya que participa en varios procesos que
conducen a la formacion de la placa de ateroma, tales como la induccion de la
lesién endotelial, la acumulacion de los monocitos-macréfagos y la formacion
de células espumosas (72,73). La modificacién oxidativa de las LDL induce la
formacion de epitopos inmunogénicos en la particula de LDL-c, lo que conduce
a la formacién de anticuerpos anti-LDLox que se pueden detectar en el suero
(74), especialmente en pacientes con lesiones ateroscleréticas avanzadas (75).
Los anticuerpos anti-LDLox reaccionan con las lesiones ateroscleréticas pero
no con segmentos arteriales. La funcion de los anticuerpos anti-LDLox en el

desarrollo de la aterosclerosis es complejo y queda por determinar.

Los niveles de anticuerpos anti-LDLox se han detectado para predecir la
progresion de las lesiones ateroscleroticas carotideas, habiéndose encontrado
un aumento significativo en pacientes con enfermedad coronaria y con

enfermedad vascular periférica (76).
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Sin embargo, la importancia clinica de estos anticuerpos en diferentes

patologias cardiovasculares sigue siendo objeto de debate.

La composicion de la molécula de LDL es diferente entre distintos
individuos, de tal modo que el grado de modificacion oxidativa es dificil de
controlar y evaluar, y por tanto no es posible determinar los niveles de
anticuerpos contra los diferentes epitopos en las particulas de LDLox. En este
sentido, en los estudios realizados hasta la fecha, podemos encontrar

importantes controversias.

Se ha descrito una asociacion inversa entre los niveles de anticuerpos
anti-LDLox con los niveles de colesterol en poblacién general (77) y con las
cifras de presion arterial en mujeres hipertensas (78). Otros estudios han
encontrado una reduccion de los niveles de anticuerpos anti-LDLox con la
mejoria del metabolismo de los hidratos de carbono en pacientes obesos
sometidos a cirugia bariatrica (79). Sin embargo, en pacientes con
hipercolesterolemia familiar no se ha evidenciado que el nivel de anticuerpos
anti-LDLox esté incrementado (80). En pacientes diabéticos, los niveles de
anticuerpos anti-LDLox estan inversamente relacionados con el grado de

control glucémico y con la presencia de complicaciones microvasculares (82).

La edad y el sexo son otras dos variables antropométricas que también
pueden influir en los niveles de dichos anticuerpos. En un estudio realizado

sobre 1354 personas concluye que los niveles de anticuerpos antiLDL fueron
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mayores en personas entre 5-15 afios que en personas mayores de 40 afios y
principalmente mas en mujeres que en hombres, lo cual estad en consonancia
con otros estudios que encontraron asociacion inversa entre la aterosclerosis y

la presencia de anticuerpos anti LDLox (82).

Esta ampliamente demostrado, por tanto, que el proceso aterosclerético
esta influenciado por diferentes vias de sefalizacién, como la inflamacién y el
metabolismo de los lipidos, principalmente, pero también se asocia con otros
procesos tales como la apoptosis o el ciclo celular. Sin embargo, la asociacion
de anticuerpos anti-LDLox en el proceso aterosclerético no ha sido

ampliamente investigado.

2.6. Diabetes Mellitus

La diabetes mellitus, es una enfermedad caracterizada por un estado de
hiperglucemia crénica, cuya morbilidad y mortalidad a largo plazo deriva de las
consecuencias del desarrollo de la enfermedad vascular aterosclerotica. La
DM2 es la forma mas frecuente y su prevalencia estd aumentando de manera
paralela al incremento de la edad poblacional y a la creciente incidencia de la

obesidad e inactividad fisica en las sociedades de paises desarrollados.

La cardiopatia isquémica representa la principal causa de muerte en
pacientes con DM2. Existen evidencias de que los pacientes con DM2 que no
han sufrido un sindrome coronario agudo tienen el mismo riesgo de padecerlo

gue aquellos no diabéticos que lo han sufrido previamente, de ahi que se haya
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definido a la DM2 como un equivalente coronario. Ademas, el riesgo de muerte
por un acontecimiento cardiovascular en los pacientes diabéticos es entre dos y

cuatro veces mayor que en la poblacién no diabética (83).

Este exceso de mortalidad es mas elevado en mujeres (cuatro-cinco veces)
que en varones (dos-tres veces). A pesar de que en los Ultimos afios se ha
constatado una disminucion en la mortalidad de causa coronaria, debido
probablemente a los avances en el tratamiento médico como el uso de agentes
fibrinoliticos, antiagregantes, estatinas, beta bloqueantes e insulinoterapia, los
pacientes diabéticos con enfermedad coronaria continlan presentando un
exceso de mortalidad respecto a la poblacién no diabética. Por todo ello, la
Asociacion Americana de Cardiologia considera la DM2 no como un simple
factor independiente de riesgo, sino como una «verdadera enfermedad

cardiovascular» (84).

En este sentido, es interesante conocer la influencia de la diabetes en el
proceso inflamatorio y aterosclerético que favorece la formacion de la placa de
ateroma. Nuestro grupo ha publicado recientemente un estudio sobre la
sobreexpresion de marcadores inflamatorios en pacientes con DM2 (85). Los
resultados mostraban que los monocitos de los pacientes diabéticos con
lesiones ateroscleroticas avanzadas presentaban mayores niveles de MCP-1y
de IL-6, y menores niveles de toll-like receptor 2 (TLR2) que los sujetos sanos.
Los pacientes con cifras de HbA1c < 6,5% tenian niveles de expresidon mas

bajos de IL-6 que aquellos con HbAlc mas elevadas, lo que sugiere que el
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control de la glucemia podria prevenir el estado inflamatorio asociado con la

DM 2 (85).

En este mismo trabajo, se realiz6 un estudio "in vitro" con monocitos
expuestos a concentraciones altas y bajas de glucosa junto a la ausencia o
presencia de insulina. Los resultados demuestran que el estado hiperglucémico
induce una expresion de MCP-1y IL-6 y reduce la expresion de TLR2, mientras
que la adicién de insulina a alta dosis (100 Ul/ml) aumenta considerablemente
los efectos de la hiperglucemia sobre MCP-1 e IL-6 y reduce la expresion de
TLR2. En conjunto, estos datos sugieren que tanto la hiperinsulinemia como la
hiperglucemia contribuyen a alterar la expresibn de estos genes
proinflamatorios, lo que puede tener consecuencias en el proceso aterogénico

ligado a la diabetes (85).

Por otro lado, nuestro grupo también ha estudiado el papel
fisiopatolégico del receptor scavenger CD36 (cluster de diferenciacion 36) en la
aterosclerosis (86). La expresion de CD36 parece depender en gran medida
de su funcién proinflamatoria y la capacidad para asumir LDLox. A dia de hoy
existe controversia en relacién con los posibles efectos beneficiosos /
perjudiciales de la inhibicion de CD36 en la aterosclerosis. El objetivo de dicho
estudio es analizar si la expresion de CD36 en monocitos es modulada por la
presencia de un numero creciente de factores de riesgo ateroscleroticos, y

especificamente por la hiperglucemia.

43



El estudio incluye a 33 pacientes con aterosclerosis avanzada y 8
donantes de sangre sanos como controles. Los pacientes fueron clasificados

de acuerdo a la presencia de factores de riesgo aterosclerotico.

Los monocitos fueron expuestos in vitro a bajas (5,5 mM) o altas
concentraciones de glucosa (26 mM). Los resultados demuestran que los
niveles de proteina CD36 total y glicosilada son significativamente mayores en
los pacientes con 3-4 factores de riesgo aterosclerotico que en aquellos con 0-2
factores de riesgo aterosclerético o en sujetos sin antecedentes de infarto de

miocardio (86).

Por otro lado, los niveles de proteina CD36 no glicosilada son
significativamente mayores en pacientes diabéticos mal controlados, respecto a
los pacientes con diabetes bien controlada o sujetos sin diabetes. Estos datos
fueron corroborados por estudios in vitro que demostraron que el aumento de
las concentraciones de glucosa reducia los niveles de proteina CD36
glicosilada. En conclusion, la expresion de CD36 se ve alterada por la
hiperglucemia y la sobreexpresion de CD36 puede jugar un papel crucial en la

aterotrombosis (86).
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3. Controversias sobre el beneficio del control glucémico en la

prevencion de complicaciones cardiovasculares en la diabetes

tipo 2.

Aunque existe una clara relacion epidemioldgica entre la diabetes y la
enfermedad aterosclerotica, los estudios de intervencion no han demostrado
hasta la fecha que el control glucémico estricto prevenga la morbimortalidad

cardiovascular.

El potencial beneficio cardiovascular que aporta un adecuado control
glucémico se basa en estudios observacionales y en un metaanalisis (87), que
concluye que un incremento del 1% de la HbAlc se relaciona con un RR de
enfermedad cardiovascular de 1,18 (IC 95%: 1,10-1,26). En el estudio UKPDS,
el desarrollo de microcomplicaciones en paciente con DM2 estuvo muy ligado
al control glucémico (con una reduccion del RR [RRR] del 25% en 10 afios en
el grupo de terapia intensiva respecto al grupo control), pero la relacion entre la
HbAlc y el infarto agudo de miocardio fue menor (RRR: 16%) (88). Sélo los
pacientes con DM2 y sobrepeso tratados con metformina mostraron una
reduccion significativa de infarto de miocardio (RRR: 39%; p = 0,01) y de
mortalidad total (RRR: 36%; p = 0,01). En pacientes con DM2 bien controlada
(HbAlc < 6%), la incidencia de infarto de miocardio fue 2-3 veces mayor que la
de lesiones microvasculares, lo que demuestra la importancia de otros factores
de riesgo, incluida la disglucemia en rango no diabético, en la patogenia de la

aterosclerosis (88).
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El seguimiento observacional de 10 afios postintervencion del estudio
UKPDS (89), concluydé que el control glucémico intensivo en pacientes con
DM2 de diagnéstico reciente (como era el caso de los pacientes incluidos en
este estudio) aporta, ademas del establecido beneficio microvascular, un
beneficio cardiovascular a largo plazo, reduciendo tanto el riesgo coronario
como la mortalidad cardiovascular y global, a pesar de que a partir del primer
afio postintervencién desaparecieron las diferencias de HbAlc entre los

grupos.

Este fendmeno, también observado en la diabetes tipo 1 (estudio DCCT-
EDIC) (90), ha sido denominado “efecto legado” o “memoria metabdlica”. Hasta
ahora, las estrategias de prevencion cardiovascular en los pacientes con
diabetes resaltaban la importancia del control tensional y lipidico. A partir de
este estudio, deberia afadirse la importancia del control glucémico, al menos
en sujetos jovenes o de edad media, con DM2 de inicio y sin enfermedad

cardiovascular (91).

El UKPDS reclutdé a una poblacion relativamente joven (con una media
de edad de 53 afios) con DM2 de inicio, y en su mayoria sin comorbilidad
asociada importante, por lo que sus resultados no deben ser generalizados a
otras poblaciones, como ancianos o pacientes diabéticos con enfermedad

cardiovascular asociada (88, 91).

Otros estudios, como el STENO-2 (92), ha demostrado que en pacientes

con DM2 y microalbuminuria, una intervencion multifactorial sobre los distintos
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factores de riesgo (control glucémico en asociacién con inhibidores de la
enzima de conversion de la angiotensina, &cido acetilsalicilico, estatinas vy
modificacion del estilo de vida) reduce casi un 60% la mortalidad cardiovascular
durante un periodo de 13 afios, a pesar de que el objetivo de control glucémico
(HbAlc < 6,5%) se alcanz6 en menos del 20% de los pacientes. Estos
resultados refuerzan la idea de que, en los pacientes con DM2, el efecto
protector vascular del control glucémico intensivo puede ser menor que otras
intervenciones como la reduccién de a presién arterial o el tratamiento de la

hipercolesterolemia (93).

En febrero de 2008, el National Heart, Lung and Blood Institute (NHLBI)
y el National Institute of Health (NIH) de los EEUU comunicaron la suspension
prematura a los 3,5 afios (17 meses antes de lo previsto) del estudio ACCORD,
cuyo objetivo era alcanzar un control glucémico estricto (HbAlc <6%), al
encontrar en un analisis interino de seguridad un exceso de mortalidad global
(22%) respecto al grupo de control glucémico convencional (HbAlc entre 7 y
7,9%) (94). El ACCORD parece cuestionar la conveniencia de plantear un
control glucémico ultraintensivo, con objetivos de HbAlc inferiores a los
recomendados en las actuales guias, al menos en poblacion con DM2 de alto

riesgo cardiovascular (94).

Simultdneamente, se comunicaron los resultados del estudio ADVANCE
que, en una poblacion similar a la del ACCORD, concluyd que el tratamiento
intensivo de la DM2 durante un seguimiento medio de 5 afios reduce las

complicaciones microvasculares (sobre todo la nefropatia), pero no las
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macrovasculares. A diferencia del ACCORD, en el ADVANCE no se registro un
incremento de la mortalidad en el grupo de terapia intensiva, pese a que los
niveles de HbAlc alcanzados fueron similares en ambos estudios (del 6,4%
frente al 7,5% en el ACCORD, y del 6,5% frente al 7,3% en el ADVANCE, con

terapia intensiva y convencional, respectivamente) (95).

Se han postulado diversas explicaciones sobre la mayor mortalidad
relacionada con el control glucémico estricto observada en el ACCORD. Entre
ellas, la mayor incidencia de hipoglucemias (sintomaticas o asintomaticas), el
marcado incremento del peso corporal de algunos pacientes, el rapido
descenso alcanzado de la HbAlc (al inicio del estudio era mayor en el
ACCORD que en el ADVANCE, del 8,1% frente al 7,2%), o las posibles
interacciones medicamentosas en relacibn con la polimedicacion o la
insulinoterapia intensiva. Debe sefialarse que esta mayor mortalidad no parece
asociada a ningun medicamento especifico ni a ninguna combinacién de

farmacos en particular (94).

Posteriormente, se comunicaron los resultados del estudio VADT,
realizado en una poblacién, (casi exclusivamente masculina, de pacientes con
DM2 mal controlados (HbAlc basal: 9,4%). Tras 5 afios de seguimiento, y tras
realizar un tratamiento intensivo de los demas factores de riesgo en toda la
poblacion del estudio, el tratamiento antidiabético intensivo para alcanzar una
HbAlc del 6,9% no aportd beneficios cardiovasculares sobre la mortalidad ni
en las complicaciones microvasculares respecto al tratamiento antidiabético

convencional (96).
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En este estudio, los episodios de hipoglucemia, la presencia de
enfermedad cardiovascular previa, la edad, la cifra de HbAlc y unos niveles
bajos de HDL-c fueron factores prondstico de un mayor riesgo cardiovascular

con terapia intensiva (96).

Debemos remarcar que los resultados de estos tres estudios no son
aplicables a pacientes con DM2 de bajo riesgo (jovenes, sin otros factores de
riesgos asociados ni enfermedad cardiovascular, o con DM2 de corta
evolucion). De hecho, el andlisis de subgrupos del ACCORD sugiere que el
control glucémico estricto podria ser beneficioso desde el punto de vista
cardiovascular en sujetos sin enfermedad vascular previa o con HbAlc < 8%.
Asimismo, el andlisis post hoc del VADT encontré un beneficio cardiovascular
con el tratamiento antidiabético intensivo en los pacientes con diabetes de
menos de 12 afios de evolucién, asi como en los que presentaban bajos scores

de calcio coronario y aortico (91).

. Los actuales consensos recomiendan un abordaje intensivo y proactivo
de la diabetes, con objetivos de HbAlc inferiores al 7 o el 6,5% en la mayoria
de los casos. El paradigma «cuanto mas baja la glucemia mas beneficio»
puede ser cuestionado tras los resultados del ACCORD (94), ya que reducir la
glucemia por debajo de las recomendaciones vigentes (hasta niveles
normoglucémicos, con HbAlc <6%) parece aumentar la mortalidad en los
pacientes con DM2 de edad media-avanzada con alto riesgo vascular. En

individuos seleccionados (con larga expectativa de vida, escasa comorbilidad y
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bajo riesgo de hipoglucemias) podria ser deseable un objetivo de HbAlc <6%

(97)

En sintesis, estos trabajos sugieren que, en comparacion con el control de
otros factores de riesgo, el beneficio CV del control glucémico intensivo es
discreto y a largo plazo. Como ocurre con las complicaciones microvasculares,
parece que el control glucémico es mas importante para prevenirlas
complicaciones macrovasculares antes de que éstas aparezcan, mientras que
su impacto es menor o nulo en pacientes con arteriosclerosis mas avanzada.
En consecuencia, las actuales guias preconizan una intervencién multifactorial
sobre todos los factores de riesgo y unos objetivos individualizados de control

glucémico (97).
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2. OBJETIVOS.

1. Estudiar la expresion génica de diferentes biomarcadores implicados en el
proceso aterogénico (apoptosis, inflamacion, metabolismo lipidico) en
muestras de arteria poplitea ocluida y de arteria mamaria en pacientes con

diabetes tipo 2.

2. Estudiar la influencia del control glucémico en la expresion génica de
diferentes biomarcadores implicados en el proceso aterogénico (apoptosis,
inflamacion, metabolismo lipidico) en muestras de arteria poplitea ocluida

en pacientes con diabetes tipo 2.

3. Analizar la correlacion entre los niveles plasmaticos de anticuerpos anti-
LDL oxidada IgG e IgM y la expresion génica de diversos biomarcadores
implicados en el proceso aterogénico (apoptosis, inflamacion, metabolismo
lipidico) en muestras de arteria poplitea ocluida en pacientes con diabetes

tipo 2.
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3. MATERIAL Y METODO.

3.1. Tipo de estudio

3.2. Lugar v realizacion del estudio

3.3. Poblacion
3.3.1 Criterios de inclusion
3.3.2. Criterios de exclusioén

3.4. Variables recogidas

3.4.1. Variables de caracterizacion de la muestra

3.4.2. Variables resultado.

3.5. Técnicas realizadas

Estudio anatomo-patoldgico

3.5.1. Andlisis histoldgico de las biopsias humanas

Estudios de expresion génica

3.5.2. Aislamiento y cuantificacion del ARN

3.5.3. PCR en tiempo real

3.5.4. Aislamiento y cuantificacion de proteinas

3.5.4.1. Extraccion de Proteinas.

3.5.4.2. Cuantificacion de Proteinas

3.5.4.3. Western Blot

3.5.5. Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA)

3.6. Andlisis estadistico
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3.1. Tipo de estudio

Se trata de un estudio transversal. El protocolo de estudio cumplié con
los principios de la Declaracion de Helsinki. El estudio fue aprobado por el
Comité Etico del Hospital Regional Universitario de Malaga y todos los
pacientes dieron su consentimiento informado por escrito para participar en

dicho estudio.

3.2. Lugar v tiempo de realizacion del estudio

Todos los pacientes fueron hospitalizados en el Servicio de Cirugia
Cardiovascular del Hospital Regional Universitario de Malaga entre febrero de

2007 y junio de 2008.

3.3. Poblacidon

En este estudio se incluyeron pacientes con DM2 diagnosticados de un
proceso de aterosclerosis avanzada como la enfermedad arterial periférica o la

cardiopatia isquémica (EAP o CI).

Todos los pacientes con EAP presentaron una isquemia critica que
requirio la amputacion supracondilea del miembro inferior afectado. Como
controles, fueron reclutados pacientes con cardiopatia isquémica que

precisaron bypass coronario.

Los pacientes amputados por EAP fueron divididos en dos grupos segun
su grado de control glucémico previo al ingreso: pacientes bien controlados

(HbA1c <6,5%) y mal controlados (HbA1c >6,5%). Todos los controles
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sometidos a bypass coronario presentaban buen control metabdlico (HbAlc

<6,5%).

Los pacientes fueron ingresados en el hospital 72 horas antes de la
cirugia. Durante su hospitalizacion, el tratamiento antidiabético fue modificado
segun el protocolo local, suspendiéndose los antidiabéticos orales e
instaurdndose una pauta con insulina basal més correccion y bolos prandiales

de insulina rapida.

3.3.1. Criterios de inclusion:

1. Pacientes de ambos sexos, de cualquier raza y edad comprendida
entre 18-80 afos.

2. Diagnéstico de DM2.

3. Diagnostico de enfermedad aterosclerética avanzada. Casos:
pacientes con EAP oclusiva en estadio IV sometidos a amputacion
supracondilea de miembros inferiores. Controles: pacientes con ClI
tributarios de bypass coronario programado.

4. Firma del consentimiento informado para su participaciéon en el

estudio.

3.3.2. Criterios de exclusion:

1. Por protocolo:
] Edad <18 afios o >80 afios.
° Denegacion del consentimiento.

] Pacientes terminales oncolégicos y no oncolégicos.
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3.4.

° Enfermedad mental severa, alcoholismo o drogadiccion
activos.

2. Porinfluencia en el recuento leucocitario:
] Discrasias sanguineas.
° Inmunodeficiencias congénitas o adquiridas.

° Tratamiento inmunosupresor o corticoideo activo.

3. Porinfluencia sobre la HbAlc
° Anemias.
e  (Cirrosis hepatica.

° Insuficiencia renal cronica moderada-avanzada (filtrado

glomerular estimado < 60 ml/min/m?)

Variables estudiadas

3.4.1. Variables de caracterizacion de la muestra

Variables clinico-epidemioldgicas

Sociodemograficas: edad (afios): cuantitativa continua; sexo: cualitativa

dicotdmica.

Clinico-metabdlicas (variables cuantitativas continuas): peso (kg); talla

(cm), IMC: cociente entre peso y talla (kg/m?); perimetro cintura
abdominal (cm), presion arterial (mmHg). La presion arterial se tomd con
el paciente en sedestacién, con un tensiometro automatico validado
(OMRON 705 CP). Se realizaron 3 determinaciones, separadas entre si
por 2 minutos y se adoptdé como presion arterial final la media de las 2

tltimas tomas, desechando la primera.
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Consumo _de farmacos (cualitativa dicotdmica). Se considerd relevante

para el estudio registrar los siguientes grupos farmacoldgicos:
antiagregantes, anticoagulantes, hipoglucemiantes orales, insulinas,
estatinas, otros hipolipemiantes, y antihipertensivos.

Caracterizacion de antecedentes personales (cualitativa dicotbmica).

La definicibn de los factores de riesgo vascular se ajustd a las

recomendaciones de las actuales guias de practica clinica:

DM2. La DM2 se diagnosticé cuando el paciente recibia tratamiento
antidiabético previo al ingreso o, de acuerdo con la definicion de la ADA
(97), en pacientes sin antecedentes de diabetes que durante su
hospitalizacion presentaron niveles repetidos de glucemia en ayunas
2126 mg/dl y HbA1c 26,5%, para excluir estados de hiperglucemia de

estrés asociada al ingreso hospitalario.

Hipertension arterial. Se considerd hipertenso al paciente que recibia

tratamiento antihipertensivo previo a su ingreso.

Dislipemia: presencia de hipercolesterolemia y/o hipertrigliceridemia.
Para la definicion de hipercolesterolemia seguimos los criterios del
NCEP-ATPIIl 2001(98), considerandose diagndsticas cifras reiteradas de
colesterol total = 200 mg/dL y de LDL = 160 mg/dL. También se
consider6 diagndstico el consumo de estatinas siempre que éste fuera
previo al diagnostico del evento cardiovascular. Para la fracciéon HDL, los
limites fueron niveles <40 mg/dL en varones y < 50 mg/dL en muijeres.
Se considero el diagnostico de hipertrigliceridemia la presencia en el

historial clinico del paciente de cifras reiteradas de triglicéridos =150
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mg/dL o estar recibiendo tratamiento especifico en el momento de
inclusion (98).

Obesidad. Presencia de un IMC 230 Kg/m?.

Tabaquismo Consumo activo, auto-reportado por el paciente, de
cualquier cantidad de tabaco. Para considerarse exfumador el paciente
debia haber interrumpido dicho habito al menos 6 meses antes del

ingreso.

Los criterios diagnésticos de enfermedad cardiovascular los definimos

de la siguiente forma:

Enfermedad Arterial Periférica (EAP). Cuando el paciente presentaba
clinica compatible, fundamentalmente en forma de claudicacion
intermitente o isquemia aguda de miembros inferiores y se habia
comprobado el diagndstico mediante técnicas de imagen: ecografia con
doppler color, angiografia o angio-resonancia magnética de miembros

inferiores.

Cardiopatia isquémica (Cl). Cuando presentaba historia de sindrome
coronario agudo compatible con angina con criterios de riesgo (cambios
electrocardiogréficos, elevacion de biomarcadores de dafio miocardico o
sintomas sugestivos) al menos 6 meses antes de ingreso. Ademas
debian presentar pruebas complementarias que apoyaban el
diagnostico: cateterismo coronario, TAC coronario, gammagrafia

cardiaca o ergometria patoldgica.
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Enfermedad cerebrovascular. Si el paciente habia presentado clinica
compatible con accidente cerebrovascular isquémico transitorio o ictus, o
presentaba estenosis carotidea >70% en angiografia de troncos

supraorticos.

Variables analiticas (variables cuantitativas continuas):

Glucemia en ayunas (mg/dL): se determin6 mediante el método de la
glucosa-oxidasa adaptado a un auto-analizador (Dimension®, Dade

Behring , Alemania).

HbAlc (%): mediante cromatografia.

Colesterol total (mg/dL): se midi6 por métodos enzimaticos utilizando

equipos comerciales (Dimension,® Dade Behring, Alemania).

HDL-c (mg/dL): se medi6 por métodos enzimaticos utilizando equipos

comerciales (Dimension® ,Dade Behring, Alemania).

LDL-c (mg/dL): se calculd por la formula de Friedewald (99): colesterol
total - HDL - triglicéridos/5, donde todos los factores se expresan en

mg/dL.

Triglicéridos (mg/dL) medidos por métodos enziméaticos utilizando

equipos comerciales (Dimension® Dade Behring, Alemania).

Insulina basal en suero (uU/mL) cuantificada por el método de

radioinmunoanalisis (RIA).
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e indice HOMA-R (Modelo de valoracion de la homeostasia- resistencia a
la insulina). Método empleado para definir la insulin-resistencia
aplicando la siguiente formula: (insulina en ayunas (uU/mL) x glucemia

basal (mg/dL))/405. (100).

3.4.2. Variables resultados

e Expresion de RNA de diferentes biomarcadores en unidades arbitrarias.

e Expresiéon de proteinas en unidades arbitraria.

3.5. Técnicas realizadas

Las biopsias de los distintos vasos sanguineos (AMI, VF y APO)
obtenidos tras las cirugias correspondientes, fueron empleadas para la
realizacion de varios tipos de experimentacion, por lo que fueron divididas en

varias secciones.

Unas secciones fueron analizadas de forma anatomo-patolégica y por
ello fueron inmediatamente incluidas en paraformaldehido al 4%, y otras, fueron
utilizadas para la realizacion de estudios de expresion génica, por lo que estas

secciones fueron rapidamente congeladas en nitroégeno liquido.
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Estudio anatomo-patoldégico

3.5.1. Andlisis histoldégico de las biopsias humanas

Para estudiar las estructuras de las biopsias obtenidas, certificando
que la AMI era una arteria sana, sin placas de ateroma, al igual que la vena
femoral, asi como verificar que la APO, era una arteria ocluida por una placa de

ateroma, fue realizado el estudio anatomo-patologico de las mismas.

Para ello, las biopsias fueron inmediatamente sumergidas en una
solucion de fijacion (paraformaldehido al 4%), cuyo volumen fue 20 veces
mayor que el de las muestras introducidas en é€l. En este fijador, las biopsias
fueron almacenadas durante dos dias, tiempo estimado para que el tejido

vascular ni se encoja ni se endurezca mucho.

Una vez fijadas las muestras, se procedié a la inclusion de las
mismas. Este procedimiento se basa en impregnar las biopsias de una
sustancia liquida que luego se solidifica. Nosotros utilizamos parafina, la cual,
penetra en los espacios intracelulares y el interior celular de los vasos
sanguineos a estudiar. Antes de embeber las muestras en parafina, los tejidos
fueron deshidratados porque la parafina no es soluble en agua. Debido a esto,

pasamos el tejido por una gradacion creciente de alcoholes (70° hasta 100°).

Por ultimo, se procedié al aclaramiento del tejido con una sustancia
miscible tanto en el alcohol como con el medio de inclusion a utilizar. Se llama
aclaramiento ya que el tejido se torna transparente o claro, debido a que

cambia su indice de refracciébn. Nosotros usamos el xilol para realizar este
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aclaramiento. Con la inclusion se logra infiltrar la parafina liquida al tejido, que

disuelve el medio de aclaramiento y penetra en el mismo.

Después las biopsias fueron colocadas en un recipiente o cassette
al que fue anadido parafina fundida. Las muestras fueron colocadas en una
estufa toda la noche a 60° C. Debido al calor, el xilol fue evaporado y los

espacios anteriormente ocupados por éste fueron ocupados por la parafina.

Después las muestras fueron colocadas en un molde de metal de
forma rectangular y con su cassette correspondiente con un poco de parafina
fundida en un parafinador (Figura 5A) para realizar los moldes de parafina, los
cuales fueron dejados solidificar a temperatura ambiente en una placa fria,
forméandose un bloque solido de parafina con el trozo de tejido incluido (Figura
5B). Estos bloques solidificados fueron cortados en un microtomo (Figura 6A)

en secciones seriadas de 4 um de grosor (Figura 6B).

Figura5
A. Parafinador B. Preparacion de un molde de parafina con la
muestra incluida
® Thue bk % T TECT ——

aaas B Regulador de parafina

e

Placa Fria

F

l\
Preparacion de los bloques de parafina
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Estas secciones de tejido fueron colocadas en portaobjetos los cuales
fueron previamente poli-lisinados mediante un tratamiento con poli-L-Lisina de
350 KDa (0.05 al 0.1%) para asegurar la correcta adherencia de la seccion de

tejido al portaobjetos.

Figura 6.

A. Microtomo B. Cortes de los moldes de parafina en el microtomo

Para reconocer las estructuras que componian nuestras biopsias, los
cortes fueron tefiidos mediante la tincion de Tricromico de Masson. Una vez

tefiidos fueron fotografiados con un microscopio oOptico (Leica Microsystems

Ltd.)

Tincién de Tricrémico de Masson

Con el fin de identificar todas las estructuras presentes en nuestros
vasos sanguineos y corroborar la presencia/ausencia de placa de ateroma,

nuestras biopsias fueron tefiidas mediante la tincién del tricromico de Masson.
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Los cortes de las biopsias fueron desparafinados, primero mediante un
calentamiento previo de 1 hora a 75°C y después, mediante una coleccién
seriada de alcoholes decreciente con el objeto de hidratarlas y que la tincién
fuera realizada correctamente. Los cortes fueron teflidos durante 5 minutos con

hematoxilina de Weigert, para tefiir los nacleos celulares.

A continuacion fueron tefiidos con fuchina acida-escarlata de Briebrich y
con acido fosfomolibdico-naranja G durante 5 minutos. Las fibras conjuntivas
fueron tefiidas durante 5 minutos con una solucion de azul de anilina,

diferenciando bien con H,O acética al 1% durante 3 minutos.

Por ultimo, los cortes fueron deshidratados con concentraciones
crecientes de alcohol durante 2 minutos en cada uno de ellos. Los portaobjetos
gue contienen los cortes de nuestras biopsias fueron rociados con un balsamo
o resina sintética (EuKit), para poder pegar el cubreobjetos y realizar las fotos

con el microscopio o6ptico.

Estudios de expresidn génica

3.5.2. Aislamiento y cuantificacion de ARN

Las biopsias vasculares, fueron sumergidas en 2 - metil-butano y a
continuacion en nitrogeno liguido como método de congelacion rapida de la

muestra, evitando asi la alteracién morfolégica de sus componentes.
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Para la extraccion del ARN y las proteinas, las muestras de la APO, VFy
asi como de la AMI se homogeneizaron en hielo usando el reactivo de
aislamiento Trizol de acuerdo a las instrucciones del fabricante y utilizando un
homogeneizador mecénico (T25-Ultra3-Turrax Basic; Ika® Laboratory

Equipment).

El Trizol es un reactivo para la extraccion de ARN, ADN y proteinas a
partir de tejido. Es una solucion de fenol y guanidina isocianato desarrollada

por Chomczynski and Sacchi en 1987 (101).

Durante la homogenizacion y lisis de la muestra, el Trizol es capaz de
preservar la integridad del ARN vy las proteinas. Las muestras han de
manipularse en hielo y en campana de flujo laminar para evitar

contaminaciones.

Para la extraccion de ARN se necesitan los siguientes reactivos:
cloroformo, isopropanolol, etanol al 75% y agua libre de RNAsas (H,O con

Dietilpirocarbonato al 0.002% (DEPC))

Para la obtencién del ARN y de las proteinas, las muestras fueron
descongeladas a temperatura ambiente. Posteriormente se les afiade Trizol, 1
mL por cada 50 mg de tejido. Las muestras homogenizadas, fueron incubadas
durante 5-15 minutos a temperatura ambiente, para permitir la completa
separacion de los componentes. Después se les afiade 200 pl de

cloroformo/mL y se agitan vigorosamente durante 15 segundos incubandose
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posteriormente a temperatura ambiente durante 2-3 minutos. Las muestras
fueron centrifugadas a 12000 x g durante 15 minutos a 4° C tras lo cual el
contenido de cada muestra se dividié en una fase inferior roja que corresponde
al fenol-cloroformo, una interfase y una fase superior acuosa transparente. La
fase acuosa contiene el ARN y las dos restantes el ADN vy las proteinas (Figura

7).

Figura 7. Esquema del resultado de centrifugacion del tejido. Método

Trizol.

Fase acuosa incolora
Contiene RNA

Interfase Blanca

== Contiene DNA y

Proteina
Interfase Roja

Precipitacién del ARN: La fase incolora fue transferida a un nuevo tubo y se

les afiadié 500 pl de isopropanol/ml para precipitar el ARN. Las muestras
fueron incubadas durante 10 min a temperatura ambiente y se centrifugaron de
nuevo a 12.000 x g durante 10 minutos a 4° C. El RNA, trasparente en la fase

acuosa Y tras la centrifugacion, formo un pellet gelatinoso en el fondo de tubo.
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Lavado del ARN: El pellet formado (ARN) fue lavado con 1 ml de etanol al

75%. A continuacion, fue volteado para lavar bien el ARN y centrifugado de
nuevo a 12.000 x g durante 5 minutos a 4°C.

Re-suspension de ARN: El sobrenadante fue descartado y el pellet fue

secado al aire, siempre dentro de la campana de flujo. Para disolver el pellet,
fueron afiadidos 50 pL de H20 libre de RNAsas (H20 DEPC). Posteriormente,
el ARN obtenido fue incubado a 55-60 °C durante 10 minutos para facilitar su
solubilidad. Los ARN resuspendidos fueron almacenados a -80° C hasta su
posterior uso.

Cuantificacién de ARN: ElI ARN obtenido fue cuantificado usando 2 pl de la

muestra y mediante un espectrofotometro (Nanodrop 1000, Thermo Scientific)
que detecta los picos de los &cidos nucleicos presentes en una muestra a
través de ondas electromagnéticas. La longitud de onda a que fue medido
nuestro ARN fue de 260-280 nm Yy el coeficiente A260/280 estuvo entre 1.7 y

2 siendo considerada una buena extraccion.

3.5.3. PCR en tiempo real

La reaccién en cadena de la polimerasa, conocida como PCR por sus
siglas en inglés (Polymerase Chain Reaction), es una técnica de biologia
molecular cuyo objetivo es obtener un gran numero de copias de un fragmento

de ADN en particular partiendo de una cantidad minima.

El ADN copia (ADNCc) o retrotranscripcion, fue obtenido utilizando el kit
llamado “High Capacity cDNA Archive” (Applied Biosystems, San Francisco,

California, EEUU). En primer lugar se prepara una master mix con los
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siguientes componentes: buffer de retrotranscripcion (10X), dNTPs (25X),

cebadores (10X), retrotrancriptasa MultiScribe (50 U/uL) y H,O de DEPC.

Esta mezcla se reparte en eppendorf junto a 1 pug del ARN extraido de
nuestras muestras. La retrotranscripcion la realizamos en un termociclador
(Applied Biosystems 7500 Fast, Figura 8). Los ciclos de temperaturas para la
realizacion de la retrotranscripcién en el termociclador fueron: 25°C 10 min.

37°C 120 min. 95°C 5 min.

Figura 8. Termociclador.

Una vez obtenido el ADNc, fue amplificado, mediante PCR a tiempo
real. Los andlisis de expresion génica se realizaron a nivel de ARNm por
TagMan Array de baja densidad (TLDA). Las sondas TagMan y los cebadores
para nuestros genes diana fueron disefiadas mediante un catalogo on-line
(Applied). Una vez seleccionados, este conjunto de genes (45 genes) fueron
cargados en las tarjetas microfluidas, TLDA, de 384 pocillos, las cuales tenian
configuradas 8 filas de 23 genes, por duplicado. Fueron disefiados dos tipos de

tarjetas distintas, por lo que el total de genes estudiados fueron 46. Todos estos
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genes fueron elegidos en base a revisiones de la literatura para moléculas
diana involucradas en procesos inflamatorios y metabolismo lipidico. Los genes
diana, GAPDH y 18srRNA, fueron elegidos en base a revisiones de la literatura

para nuestras muestras (102,103).

Para la amplificacion del ADN, fue preparada una mezcla de PCR que
contenia, master mix, ADNc (1 pg/ pL) y H,O estéril. Tras un suave volteo, 100
pl de mezcla fue transferida a los distintos pocillo de la tarjeta TLDA. Esta
tarjeta fue centrifugada dos veces durante 1 min a 400 x g a temperatura

ambiente para la correcta distribucion de las muestras por todo el pocillo.

Estas tarjetas se colocan en un bloque especifico para tarjetas
microfluidas en un termociclador Applied Biosystems 7900HT Fast PCR System
(Applied Biosystems). Las condiciones de los ciclos de la PCR a tiempo real
fueron 2 minutos a 50°C y 10 minutos a 95°C seguidos por 40 ciclos de 30
segundos a 97°C y 1 minuto a 59.7°C. Estos niveles de expresion fueron
medidos por duplicado. Las tarjetas TLDA fueron analizadas mediante el

software RQ Manager (Applied Biosytems).

Los valores de expresion génica RQ fueron calculados en base al
método “Ciclo Delta” (AA Ct). Estos valores CT fueron definidos como el punto
en el cual la fluorescencia cuantificada sobrepasa los valores de fluorescencia
ruido (background), calculada mediante el software SDS 2.3 (Applied

Biosytems). Una mezcla de ADN de AMI de distintos pacientes fue usado como
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calibrador y el

normalizacion.

Los genes se clasificaron segun

(metabolismo

inflamatorias, genes de

lipidico,

apoptosis,

respuesta

la via
genes de

inmune,

reguladores de la transcripcion y traduccion) (Tabla 1).

regulador del

metabolica

gen constitutivo 18srRNA fue utilizado como gen de

involucrada
transduccion de sefales

citoesqueleto,

Tabla 1. Genes diana estudiados de las distintas rutas metabodlicas

Genes
F3 (FT) TFPI Von Willebrand factor AGER
Inflamacion
CRP CD34 VEGFA CCL2 (MCP1)
CDKN1A BCL2 Caspase 3 (Casp3) BAX
Apoptosis
CD83 MMP2 MMP3 MMP9
MMP10 MMP13 AKT1
PPARy PTGS1 (Cox1) PTGS2 (Cox2) CD36
Metabolismo lipidico
LRP1 NDUFA2 SCARBL1 OLR1
LDLR ABCAl TFPI USPOY
SREBF1 SREBF2 Spl HIF1A
Regulador transcripcion-traduccion
TP53 NKIRAS2
Respuesta inmune CD86 TLR2 TLR4
Endoglin Actin Al MMP12 TIMP1
Regulador citoesqueleto
TIMP3
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3.5.4. Aislamiento y cuantificacion de proteinas

3.5.4.1. Extraccion de Proteinas. Método del Trizol

De las muestras anteriores de las que fue extraido el ARN, fueron
extraidas también las proteinas de cada una de nuestras biopsias, segun el

método del Trizol (ver figura 7).

Fueron afadidos 300 pl de etanol 100% para degradar el ADN
completamente  para lo cual se incuban las muestras 2-3 minutos a
temperatura ambiente. Estas fueron centrifugadas a 2000 x g durante 5
minutos a 4° C. El sobrenadante fue recolectado en un eppendorf limpio de
2ml. Para continuar el proceso fueron afiadidos 800 pl de isopropanol frio, y se
incubaron las muestras 10 minutos a temperatura ambiente. A continuacion
fueron centrifugados a 12000 x g durante 10 minutos a 4°C. Los pellets
obtenidos, que ya son las proteinas totales de cada una de las muestras,
fueron resuspendidos en una solucién de hidrocloruro de guanidina/etanol al
95%, incubados durante 20 minutos a temperatura ambiente y centrifugados a

7500 x g durante 5 minutos a 4°C. Este paso fue repetido 3 veces.

Para proceder al lavado de las proteinas, fueron afiadidos 2 ml de etanol
100%, incubados durante 20 min a temperatura ambiente y centrifugados a
7500 x g a 4°C. Los pellets obtenidos fueron dejados secar al aire. Con el fin de
solubilizar las proteinas obtenidas se afiadieron 100 pl SDS 1% y fueron
calentadas durante 10 min a 50°C. Una vez solubilizadas, fue cuantificada la
concentracion de cada una de las muestras y almacenadas a -20°C hasta su

uso.
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3.5.4.2 Cuantificacion de Proteinas. Método BCA

La cuantificaciéon de proteinas fue realizada mediante el método del
BCA, Protein Assay Reagent (Pierce. Ref: 23223). Esta cuantificacion fue
realizada para conocer la concentracion proteica de cada una de nuestras

muestras.

Se construyd una curva estandar con albumina sérica bovina (BSA) a una

concentracion de 2 mg/dl H,O estéril

Curva Standard:

BSA H,O estéril (ul) [ua/ul]
0 100 0
1,25 98,75 1,25
2,5 97,5 2,5
5 95 5
10 90 10
12,5 87,5 12,5
15 85 15

La curva estandar y diluciones 1:25 de cada una de nuestras muestras
fueron cuantificadas en un espectrofotdmetro (Versamax) a 562 nm. Para ello,
tanto la curva estandar como nuestras muestras fueron sembradas en placas
de 96 pocillos afiadiéndose 100 pul reactivo BCA (Reactivo A + Reactivo B
(1:50)). La placa fue calentada a 37° C durante 30 minutos en oscuridad antes

de pasar a cuantificarse en el espectrofotometro.
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Las concentraciones de proteinas extraidas de nuestras biopsias las
calculamos por extrapolacion sobre las concentraciones conocidas de la curva

estandar.

3.5.4.3 Western Blot.

Las proteinas cuantificadas obtenidas de las diferentes biopsias, fueron
analizadas por Western Blot (104, Figura 9), donde éstas fueron separadas en
primer lugar mediante electroforesis en geles de poliacrilamida vy
posteriormente fueron transferidas, mediante la aplicacibon de un campo

eléctrico perpendicular al gel, a una membrana de nitrocelulosa.

Figura 9. Etapas de un Western Blot.

|

=< @ Preparacion de las muestras

- " S~ =J Electroforesis

Transferencia

\ Blocking

agent

. o _’ \ Deteccidn de las proteinas de interés
\/

" Secondary
antibody
Prestained molecular Primary antibody Prienary antibody with

weight marker conjugate

72



Concentraciones de 30 pg/uL de proteina para el LRP1 y 50 ug/uL de
proteina para el factor tisular (FT) de cada una de nuestras muestras, fueron
separadas segun su peso molecular (pm) mediante una corriente eléctrica de
80 V en geles de acrilamida/bisacrilamida, los cuales presentaban un tamafio
de poro adecuado para la correcta separacion de las mismas (gel concentrador
(4%) y gel separador (7,5%, para el LRP1y al 12%, para el FT)). 1 uL de buffer
de muestra 6X en condiciones no reductoras, (sin 3-mercaptoetanol), para la
cuantificacion del LRP1 y en condiciones reductoras (con R3-mercaptoetanol
(1:20)) para la identificacion del FT junto con 2 pL de azul de bromofenol al
0.2% fue afadido a todas las muestras para identificar mejor el frente. Por otro
lado, el marcador de distintos pm fue afiadido en uno de los carriles de los

geles para poder identificar bien nuestras proteinas de interés (LRP1 Y FT).

Las muestras y el marcador de pm, fueron calentadas durante 5 minutos
a 95° C antes de ser cargadas en los geles. Las muestras junto al gel marcador
de pm fueron cargadas en el gel concentrador, el cual se dej6 correr a 60 V
durante una hora con la finalidad de que las muestras se concentrasen. Tras
esto se aumento el voltaje a 80 V y se dejaron correr las proteinas hasta que el

frente llega al final del gel separador.

Durante este proceso las proteinas fueron avanzando a través del gel
hasta que por su pm se le impide pasar a través de los poros mas pequefios
gquedando entonces dispuestas a una determinada altura del gel que fue

identificada a través del marcador de pm.
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El gel de poliacrilamida no permite revelar las proteinas que tenemos en
nuestras muestras por lo que fue necesario transferirlas a un soporte adecuado
para su identificacion. Este soporte fue una membrana de nitrocelulosa, a la
cual fueron transferidas todas nuestras proteinas desde el gel a través de un
sistema de transferencia iBlot Dry Blotting System (IB 1001 Invitrogen)
utilizando el kit de iBlot Gel Transfer Stacks. Esta transferencia fue realizada en

7 minutos a 23 V.

Para comprobar la correcta transferencia de las proteinas del gel a la
membrana de nitrocelulosa fue tefilda con un colorante, Rojo Ponceau (Figura

10)

Figura 10. Gel indicativo de la buena transferencia de las proteinas sobre

la membrana de nitrocelulosa (Rojo Ponceau).

Marcador Muestras
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Para identificar nuestras proteinas (LRP1 y el FT) fueron empleados
anticuerpos sintéticos monoclonales especificos. Para que la union fuera
especifica fueron bloqueadas las uniones inespecificas con blotto, que es una
solucion de leche desnatada en polvo al 5% en TBS 1X y Tween 20 al 0,05%,
durante toda la noche a 4° C en la que fueron incubadas las distintas
membranas. Al dia siguiente, éstas fueron incubadas con los anticuerpos
primarios correspondientes, LRP1 (hLRP1/02 MR (85 KDa) MADb, Ref:
LRP61067, Fitzgerald RDI-PR61067)) o FT (Goat anti-human, tF-IgG. Ref: 4501
(45-52 KDa). American diagnostic INC)), diluidos en blotto, 1:50 (LRP1) y

1:1.000 (FT) durante 1 hora a temperatura ambiente y en agitacion suave.

Tras ese tiempo fueron realizados 2 lavados con TBS 1X + Tween 20 al

0.05% durante 15 minutos a temperatura ambiente y con fuerte agitacion.

A continuacion, las membranas fueron nuevamente incubadas con el
anticuerpo secundario, Dako PO0161 polyclonal rabbit anti-mouse Ig/HRP
(marcado con peroxidasa de caballo), diluido en blotto en proporcién 1:5.000
para el LRP1 y Santa Cruz Biotechnology, ref: sc-2922 polyclonal rabbit anti-
goat Ig/HRP, diluido en blotto en proporcién 1:10.000 para el FT, durante 1 hora

a temperatura ambiente y en agitacion suave.

El anticuerpo secundario se uni6 al primer anticuerpo ya fijado y permitié
el posterior revelado de la membrana con luminol, (Pierce supersignal West
Dura Exrtendet duration sustrate) diluido en buffer especifico (1:1), el cual se

dej6 actuar durante 5 minutos a temperatura ambiente. Para ello, las
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membranas fueron envueltas en papel transparente y con un pafio se quito el

exceso de luminol diluido.

Por ultimo, las membranas fueron reveladas y se observaron las bandas

obtenidas en un transiluminador Chemidoc de BioRad a través del programa

Quantity One.

3.5.5. Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA)

Los anticuerpos IgG e IgM anti — LDLox fueron medidos por duplicado tal
y como han descrito previamente diferentes autores (77,78) utilizando la
técnica de Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA) para le

deteccidn de estos anticuerpos.

La particula de LDL se aisl6 del plasma obtenido de nuestros pacientes a
estudio, mediante ultracentrifugacion en gradiente de densidad. Para obtener
LDLox se incub6 este LDL nativo con malondialdehido (MDA) consiguiendo

MDA-LDL.

Las placas de microtitulacion para la determinacién de anticuerpos IgG e
IgM anti-MDA-LDL fueron recubiertas con 25 uL LDL nativa 0 MDA-LDL vy el

suero de cada uno de los participantes en el estudio.

La LDL oxidada de las muestras fue incubada durante 2 horas a
temperatura ambiente con los anticuerpos anti-LDL oxidada unidos a al pocillo

de microtitulacion. Tras un periodo de lavado, fueron agregados anticuerpos
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antihumano apolipoproteina B conjugados en peroxidasa, lo cual se dejo
incubar de nuevo durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras otro lavado, el
anticuerpo etiquetado de enzima sin ligar fue eliminado del medio. El conjugado
ligado fue detectado mediante la reaccion con 3,3’, 5,5-tetrametilbencidina
(TMB) durante 15 minutos a temperatura ambiente. La reaccion se detiene

afadiendo 50 pL de solucion &cida.

Tras este paso, las muestras fueron leidas en el espectrofotometro

(Versamax) a 450 nm. Los coeficientes intra- e inter-ensayo fueron del 5% vy

10%, respectivamente.

3.6. Analisis Estadistico

Todos los datos fueron informatizados y analizados mediante el
programa informatico SPSS edicién 17.0. Las variables cuantitativas fueron
expresadas como el valor medio * la desviacion estandar (media + DE) y las
variables cualitativas en forma de frecuencia, de porcentaje de incidencia (%), o

cuartiles, segun el tipo de distribucion a la que se ajusten los datos.

Se realiz6 un andlisis descriptivo y comparativo en funcién del tipo de
control de la DM2 de los pacientes con los datos obtenidos. La comparacion
entre grupos se realizo, en las variables cuantitativas, utilizando el test de
ANOVA para muestras independientes 6 con el test no paramétrico de Mann-

Whitney.
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La comparacién entre grupos multiples fue realizada mediante el analisis
de ANOVA de una via y estudios Post Hoc. En las variables cualitativas, el
anélisis comparativo fue realizado mediante el test de Chi cuadrado (Chi?).
Tanto en el caso de las variables cuantitativas como cualitativas se han
realizado también, en los casos precisos, analisis univariante y multivariante,
correlaciones y regresiones lineales y logisticas para determinar la posible
existencia de factores predictores de la variable dependiente en estudio (control

de la glucemia).

Las relaciones entre biomarcadores celulares y las variables continuas
se han analizado mediante andlisis de correlacion de Spearman, que mide la

relacion lineal entre dos variables cualitativas (-1 <r < 1).

Los modelos de regresion multiple se utilizaron para corregir los factores
de confusion para evaluar la asociacion entre los niveles de expresion de

RNAm de diferentes biomarcadores, factores de riesgo o farmacos.

Para evaluar la correlacion plasméatica de anticuerpos anti-LDLox 1gG /
IgM con biomarcadores especificos del metabolismo inflamatorio, apopt6tico y
lipidico en las muestras de arteria poplitea ocluida, de vena femoral y de arteria

mamaria interna. Esto se realizé6 mediante analisis de correlacion de Pearson.

El calculo del tamafio muestral se realizdé teniendo en cuenta que un
menor coeficiente de correlacion de 0,65 podria dar lugar a un error de tipo 1 0

a un falso positivo. Asi, con base a este objetivo, el tamafio de la muestra se
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calculo para tener mas de 70% de potencia, siendo a = 0,05 y un coeficiente de
correlacion de 0,65. Siguiendo este enfoque estadistico, el tamafio muestral

minimo requerido fue de 14 sujetos.

Todos los valores de probabilidad fueron de dos colas, y todos los

intervalos de confianza del 95%. En todos los casos se considerara la

existencia de significacion estadistica a aquella con una p<0,05.
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4.1. Caracteristicas generales de la poblacion.

20 individuos con DM2 establecida fueron incluidos en el estudio, 5
pacientes con CI fueron sometidos a bypass coronario, presentando un buen
control glucémico (HbAlc <6,5%) antes de la intervencion. De estos sujetos
fueron obtenidas las arterias controles libres de ateroma, la arteria mamaria
interna (AMI). Por otro lado, fueron reclutados 15 pacientes que presentaban
EAP grave por lo que fueron sometidos a amputacion supracondilea de
miembros inferiores, obteniéndose del mismo paciente el paquete vascular

compuesto de arteria poplitea ocluida (APO) y vena femoral (VF).

Las caracteristicas basales de los pacientes con Cl y con EAP se
muestran en la Tabla 2. Nuestra poblacién presentaba una evolucion media de

DM2 de 12 + 7 afios y una edad avanzada.

No encontramos diferencias significativas en la edad de los sujetos con
Cl respecto a la edad de los sujetos con EAP. Tampoco fue observada esta
diferencia significativa en relacion a la edad de los pacientes con EAP, cuando
fueron clasificados por su grado de control glucémico. Los pacientes con EAP
y buen control glucémico presentaban menos peso y un menor IMC que los
pacientes con mal control glucémico aunque también sin significacion

estadistica entre ellos.
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Algunos pacientes recibian tratamiento con antidiabéticos orales.
Ademas, el 70% de los pacientes que se encontraban mal controlados desde el
punto de vista glucémico estaban siendo tratados con insulina. Los tratamientos
farmacoldgicos prescritos de nuestra poblacion fueron:

. Antidiabéticos orales (20%): metformina, glicazida o repaglinida
(6,7% respectivamente)

. Insulina (86,7%)

. Antihipertensivos (80%): IECA (26,7%) ARA 1l, Blogueadores
canales de calcio, B bloqueantes (20% respectivamente)

. Diuréticos (46,7%)

. Estatinas (26,7%)

. Antiagregantes (80%)

. Anticoagulantes (53,3%)
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Tabla 2: Caracteristicas epidemioldgicas, clinicas y analiticas (valores

cuantitativos (media + desviacion estandar), valores cualitativos (porcentaje).

Sujetos con EAP

: : DM2 con DM2 con

Sujetos con Cl Sujetos con EAP HbA1c < 6,5% HbAlc > 6,5 %
N (%) 5 15 6 (40.0) 9 (60.0)
Edad 63,2 £ 13,0 67,3+14,2 73,8+118 63,0+ 14,6
Sexo (Hombre / Mujer) (%) 5/0 12/3 5(83,3)/1(16,7) 7(77,8)12(22,2)
Peso (Kqg) 75,9+10,1 68,7 +12,1 63,56+113 72,1+119
Perimetro de cintura (cm) 945+ 3,5 96,7 £ 8,7 96,5+12,7 90,8 £ 19,2
IMC (kg/m°) 279+35 253+39 246+ 4.4 257+37
Hipertensién arterial (%) 214 73,3 66,7 77,8
Dislipemia (%) 57,1 85,7 83,3 87,5
Obesidad (%) 16,7 33,3 33,3 33,3
Tabaquismo (%) 33,3 13,3 11,1 22,2

Presion arterial sistdlica /
diastélica (mmHgQ)

133/74 + 24/14

150/76 + 24/13

141/78 + 21/6

155/75 + 26/16

Glucemia (mg/dL) 105,2 + 8,3 129,2 + 48,1 96,2+ 31,1 151,2 + 32,6*
HbAlc (%) 6,2+0,3 78+1,8 6,0+0,4 8,9 + 1,3*
Creatinina (mg/dL) 1,0+0,3 1,9+0,9 1,2+0,7 25+17
Acido urico (mg/dL) 54+14 45+28 3,620 53+3,3
Colesterol total (mg/dL) 135,8 + 37,9 152,7 + 55,6 126,5+ 67,0 179,9+61,1
LDL-c (mg/dL) 81,8+ 155 88,0 + 28,12 73,4 +21,7 112,4 £ 52,2
HDL-c (mg/dL) 32,4+12,0 32,6 +13,8 32,3+18,9 32,9+9,0
Trigliceridos(mg/dL) 201,0 [106,0- 122,0 [82,3-234,5] 116,5[74,8-131,5] | 210,5 [83,5-364,3]
302,0]
GOT (U 27,2+98 34,23+9,3 40,8 + 46,5 28,6 £ 19,7
GPT(U/) 53,2 + 30,0 40,7 £19,0 42,5+ 20,5 39,1+191
GGT (U 30,2+9,8 56,1+7,1 89,3 +40,7 114,6 + 132,8
Insulina (LUI/mI) 13,5+9,3 11,8+6,4 10,5+5,8 126+7,3
HOMA-IR 59146 41+£272 28+1,6 53+.,4
Antidiabéticos orales 3 (60,0%) 4 (26%) 1(6,7%) 3 (33,3%)
Insulina 1 (25,0 %) 9 (60%) 3 (50%) 6 (66,7%)
Antihipertensivos 1 (25,0%) 12 (80%) 5 (83,3%) 7 (77,8%)
Hipolipemiantes 2 (40,0%) 4 (26.6%) 1(16,7%) 3 (33,3%)
Antiagregantes 1 (25,0%) 12 (80%) 6 (100%) 6 (66,7%)
Anticoagulantes 3 (60,0%) 8 (53%) 3 (50%) 5 (55,6%)

*p = 0,02 vs buen control

** p<0,0001 vs buen control
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4.2. Valoracion histoldgica de las biopsias vasculares.

Todas las biopsias de los distintos vasos sanguineos fueron tefiidas con
Tricrémico de Masson y fotografiadas mediante un microscopio 6ptico de rutina
(2x). Con esta tincion fue comprobada la anatomia patolégica de nuestras
biopsias. Asi, los nucleos celulares fueron tefiidos de negro, el colageno y el
tejido conjuntivo, de color azulado, el epitelio y los globulos rojos fueron tefiidos
de color rojo intenso y las células musculares lisas vasculares fueron tefiidas
de rojo parduzco. La anatomia de los vasos fue analizada desde la luz del vaso

hacia el exterior.

La AMI mostré una histologia normal y sana (Figura 11A), por lo que fue
utilizada como vaso control en nuestros experimentos. Analizamos el endotelio
observando que era una capa unicelular en la que los nucleos fueron tefiidos
de negro, un subendotelio formado por tejido conectivo fibroelastico y que
juntos formaban la capa intima. A continuacién encontramos una lamina
elastica interna formada por fibras elasticas y que conectan con la capa media.
La capa media estaba compuesta por fibras musculares lisas (rojo pardusco),
fibras de colageno (azuladas) y fibras elasticas. En la parte mas cercana a la
capa adventicia se localiz6 otra banda de fibras elasticas, la lamina elastica
externa. Por Ultimo, en la capa adventicia observamos tejido conectivo,

fibroblastos, vasa vasorum, fibras elasticas y de colageno.

En la APO (Figura 11B) fue observada una capa intima con endotelio
bien definido y un subendotelio muy engrosado debido a la presencia de una

gran placa de ateroma.
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Era una placa blanda con un nucleo lipidico de gran volumen y depédsitos
de calcio (azulado), que ocupaba casi 2 tercios de la luz del vaso. La capsula
tenia pocas fibras de colageno aunque con un exceso de macrofagos y
linfocitos. La estructura de la capa media, fue afectada por la presencia de la
placa ya que produjo el adelgazamiento de la capa media a lo largo del vaso.

La capa adventicia presenta fibras elasticas y de colageno.

En las biopsias de VF (Figura 11C) observamos las 3 capas bien
diferenciadas y sin patologias. La capa intima junto con el endotelio y un
subendotelio compuesto por fibras de coldgeno y elasticas, rodeado por una
lamina elastica interna bien definida, la capa media, donde predominaban las
capas de fibras musculares lisas asociadas a fibras de colageno (azulado) y
elasticas y la capa adventicia, compuesta por tejido conectivo laxo y fibras
musculares lisas, y donde podemos encontrar vasa vasorum. Las venas no

presentan lamina elastica externa.
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Figura 11. Histologia de los distintos vasos sanguineos del estudio. Arteria
mamaria interna (A), arteria poplitea (B, donde se aprecia placa de ateroma),
vena femoral (C), tefiidas con Tricromico de Masson. Imagenes tomadas por un

microscopio optico. (2X)

4.3. Expresion génica de los biomarcadores estudiados en el

sistema vascular

4.3.1 Expresion de ARN

La posible alteracion en la expresion génica de diferentes biomarcadores
involucrados en distintas rutas metabdlicas, fue analizada mediante el estudio
de los niveles de ARN de la APO, la VF y la AMI, la cual usamos como vaso

control.

De los 46 genes estudiados solo 9 fueron significativamente diferentes
en todos los tejidos. La APO fue el vaso que presenté mayores niveles de
expresion génica de los biomarcadores analizados en todas las rutas
metabdlicas estudiadas (trombosis (Figura 12A), metabolismo lipidico (Figura
12B), apoptosis (Figura 12C) o respuesta inmune (Figura 12D), respecto a la

AMI o la VF. Estos resultados se recogen en la Figura 12.
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Figura 12. Niveles de expresion de ARN de los diferentes genes implicados en

distintas rutas metabdlicas en los vasos sanguineos estudiados (AMI, VF y

APO).
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4.3.2 Expresion proteica

El proceso inflamatorio y el metabolismo lipidico son dos de las vias
claves en la formacién de la placa de ateroma en la pared vascular. Por lo
tanto, y en vista a los resultados de expresion del ARN obtenidos de dos de los
biomarcadores de estas vias (FT y LRP-1), fue cuantificada su expresion

proteica, comprobando que el patron de sobreexpresion en la OPA se repetia
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respecto a la AMI y a la VF. Los resultados de esta cuantificacion, fue recogida

en la Figura 13.

La APO tuvo mayor expresion de FT (1,93 + 0,12 UA) que la VF (0,20 +
0,12 UA) y la AMI (0,34 + 0,23 UA), lo cual mostro diferencia significativa ente
ellas (p<0.04).Lo mismo ocurrié cuando estudiamos los niveles de LRP-1; la
OPA tenia una mayor expresion (2,38 + 0,11 UA) comparado con la VF (0,14 +

0,07 UA) vy la AMI (0,30 = 0,17) con una diferencia significativa entre ellas

(p<0.05).

Figura 13. Niveles de expresion génica (ARN y proteina) de FT (A) y LRP-1
(B) de los vasos sanguineos estudiados. Las imagenes de la derecha muestra
el analisis densitométrico de la proteina de AMI, VF y APO, utilizando B-Actina

para la normalizacion de los resultados.
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B) Expresion génica de LRP-1
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4.4, Analisis de correlacion entre los parametros

antropomeétricos vy bioguimicos con los biomarcadores.

En todos los tejidos (AMI, VF, APO), solo la presion arterial, como
pardmetro antropomeétrico, mostré6 una correlacién significativa con los

diferentes biomarcadores.

En las biopsias de AMI, la presion arterial sistolica se asocio
negativamente con MMP-9 (p = 0,02), TIMP-1 (p = 0,03) TIMP-3(p = 0,03),
PPARy (p = 0,03) y VEGFA (p = 0,005). En cambio, las biopsias de APO
mostraron una correlacion positiva entre la presiéon arterial sistolica y MMP9 (p
= 0,03), y entre la presion arterial diastélica y SREBP1 (p = 0,02). Las biopsias
de VF presentaban una correlacion positiva entre la presion arterial diastolica y

HIFA1A (p = 0,04).

Como parametros bioquimicos, Unicamente los niveles de glucemia en
ayunas y la hemoglobina glicosilada se correlacionaron significativamente con
los biomarcadores analizandose en las biopsias de APO y VF. Por el contrario,
las biopsias de AMI no mostraron ninguna correlaciéon significativa con ninguno
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de los biomarcadores estudiados. Las biopsias de VF mostraron una
correlacion negativa entre los niveles de glucemia y los niveles de BCL2 (p=
0,02), CDKN1A (p= 0,04), COX-2 (p= 0,05) y SREBP2 (p= 0,03). La HbAlc
sélo se correlacioné negativamente con BCL2 (p = 0.05). Las biopsias de APO
Gnicamente mostraron una correlacion positiva entre los niveles de glucemia
en ayunas Yy los biomarcadores CD83 (p < 0,0001), LRP-1 (p < 0,0001),

NDUFA2 (p=0,05) y TIMP1 (p = 0,03).

4.5. Influencia del control glucémico sobre la expresidn génica

de los biomarcadores.

Para analizar si el control glucémico ejercia algun efecto sobre los
distintos biomarcadores de las rutas metabdlicas estudiadas, los pacientes
diabéticos con EAP fueron clasificados en dos subgrupos, aquellos que
presentaban una hemoglobina glicosilada (HbA1c) < 6,5 (pacientes con buen
control glucémico, n = 6) y aquellos con HbAlc > 6,5 (pacientes con mal control

glucémico, n = 9).

Como cabia esperar, los niveles plasmaticos de glucosa y HbAlc fueron
significativamente mayores en los pacientes mal controlados (151,2 mg/dl +
32,6 y 8,9 % + 1,3, respectivamente) frente a los pacientes bien controlados
(96,2 mg/dl +£31,1y 6,0 % % 0,4, respectivamente) con un valor de p =0,02 y

p = < 0,0001, respectivamente.

Por otro lado, fueron analizados los niveles de expresiéon del ARN en el

paquete vascular (APO y VF) de los pacientes con EAP.
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En la APO, sélo la MMP9 mostré un incremento en su expresion de
pacientes diabéticos con un mal control glucémicos frente a pacientes

diabéticos con buen control (p < 0,0001) Figura 14.

Figura 14. Niveles de expresion de ARN de MMP-9 en pacientes mal o bien

controlados en biopsias de APO.
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En la VF la expresion de diferentes biomarcadores, NDUFA2, Cox-2,
BCL-2, CDKN1A y SREBP-2, fue significativamente mayor en los pacientes
diabéticos con buen control glucémico respecto a los pacientes diabéticos con

mal control. Figura 15.

92



Figura 15. Niveles de expresion de ARN en biopsias de VF de distintos

biomarcadores en pacientes con buen y mal control glucémico
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4.6. Asociacion de anticuerpos anti-LDL oxidada con las
distintas rutas metabolicas

La forma mas aterogénica del LDL (LDL oxidada) tiene una fuerte
implicaciéon en la formacién de la placa ateromatosa, por lo que fue estudiada la
posible relacion entre los niveles plasmaticos de anticuerpos IgG/IgM anti—LDL
oxidada y los diferentes biomarcadores involucrados en las distintas rutas
metabdlicas (inflamacion, apoptosis, ciclo celular, factor de transcripcion y

metabolismo lipidico).

Llos niveles de anticuerpos IgG/IgM anti — LDL oxidada no mostraron
ninguna correlacion con los pardmetros bioquimicos estudiados. Unicamente
en la APO fue observada una correlacion negativa entre anticuerpos IgM anti —

LDL oxidada y los niveles de LDL colesterol (r=0,562 p= 0,05).
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De los 46 genes estudiados tan sélo 11 genes mostraron una correlaciéon

estadisticamente significativa en ambas biopsias (APO y VF). (Tabla 3)

Tabla 3: Biomarcadores estudiados de distintas rutas metabdlicas en APO y VF.

Gen Nombre Gen Secuencia ID Longitud
Referencia amplificacion

Inflamacion

FT Factor Tisular NM_001032281.2 Hs00196731_ml 126

VEGFA Factor de Crecimiento NM_003376.4 Hs00900054_m1 60
Vascular Endotelial A

Apoptosis

MMP10 Metaloproteinasa de NM_002425.2 Hs00233987_ml1 82
Matriz 10

MMP2 Metaloproteinasa de NM_004530.2 Hs00234422_m1l 83
Matriz 2

BAX Proteina asociada a NM_138761.2 Hs00180269 _m1 62
BCL2

Casp 3 Caspasa 3 NM_032991.2 Hs00234387_m1l 100

AKT1 v-akt Oncogen Viral NM_005163.2 Hs00178289_m1 66
Homologo Timoma
Murina 1

CDKN1A Inhibidor Quinasa NM_078467.1 Hs00355782_m1 66
Ciclina Dependiente
la

Metabolismo Lipidico

SCARB1 Receptor Scavenger NM_001082959.1 Hs00969827_m1 75
Clase B, Miembro 1

PPARY Proliferador de NM_138711.3 Hs00234592 m1l 77
Receptores de
Peroxisoma
Activados y

Factor de Transcripcion

NKIRAS2 Inhibidor de la interaccion NM_003998.2 Hs00765730_m1 66
Ras-like 2

Genes Control

18SrRNA 18SrRNA X03205.1 Hs99999901_s1 187

GAPDH Gliceraldehido -3- fosfato NM_002046.3 Hs99999905 m1l 122

deshidrogenasa
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Cuando fueron analizadas las biopsias de APO, solamente los
anticuerpos IgM anti — LDL oxidada mostraron una correlacion positiva con
varios biomarcadores implicados en inflamacién, apoptosis y metabolismo
lipidico. Sin embargo, los anticuerpos IgG anti-LDL oxidada no tuvieron
correlaciéon con ninguno de los biomarcadores estudiados. Los resultados se

muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Correlacion entre los diferentes biomarcadores y los anticuerpos IgM

anti — LDL oxidada en APO

IgM
Biomarcador r p
MMP10 0,597 0,05
AKT1 0,718 0,009
BAX 0,618 0,03
CDKN1A 0,575 0,05
SCARB1 0,600 0,04
VEGFA 0,663 0,03

En cambio, en las biopsias de VF, se observd una correlacion positiva
entre anticuerpo IgM anti — LDL oxidada con biomarcadores de inflamacion,
apoptosis, metabolismo lipidico y factores de transcripcion, y una correlacion
significativa entre los anticuerpos IgG anti-LDL oxidada con algunos de los

biomarcadores involucrados en apoptosis (Tabla 5).
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Tabla 5. Correlacién entre los diferentes biomarcadores y los anticuerpos anti —

LDL oxidada en VF.

IgG lgM
Biomarcador R p r p
MMP10 -0,710 0,04 NS NS
MMP2 0,673 0,05 NS NS
AKT1 NS NS 0,670 0,05
BAX NS NS 0,657 0,05
Casp3 NS NS 0,677 0,04
NFkB NS NS 0,659 0,05
PPARYy NS NS 0,686 0,04
TPF1 NS NS 0,704 0,03
VEGFA NS NS 0,682 0,04

* NS = No significativo
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5. DISCUSION,

Actualmente se conoce que la diabetes mellitus tipo 2 es una enfermedad
que se asocia a un aumento de riesgo cardiovascular. Estudios
epidemioldgicos han demostrado que la resistencia a la insulina junto con otras
alteraciones metabdlicas que se asocian, como la dislipemia, la hipertension y
la obesidad, influyen en la precocidad y severidad de la aterosclerosis que
desarrollan los pacientes con diabetes mellitus. La relacidon existente entre la
resistencia a la insulina y el proceso aterogénico esta clara, pero es compleja.
Esta complejidad puede ser debida a la interaccion existente entre genes
involucrados en la aparicion de la resistencia a la insulina con otros que regulan
el metabolismo lipidico, cascada de coagulacion, apoptosis y la disfuncion

endotelial de la pared arterial.

Sabemos que distintos factores de transcripcién regulan la expresion de
genes que codifican proteinas proinflamatorias, claves en el desarrollo de la
placa de ateroma (105), y que en el estado de resistencia a la insulina existen
multiples factores activadores que pueden explicar la precocidad y severidad

del proceso aterogénico (106).

Ademas, la mejora del control glucémico en pacientes diabéticos, podria
condicionar el desarrollo de la placa cuando la lesion endotelial ya se encuentra

establecida.

Por otro lado, es interesante estudiar qué implicacion puede tener la

presencia de Ac AntiLDLox en las zonas de la lesion. Como sabemos la
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ateroesclerosis es consecuencia de la acumulacién de exceso de lipidos en los
vasos sanguineos, lo cual desencadena una respuesta inmune que conlleva a
la secrecién de citoquinas inflamatorias que promueven su desarrollo, pero
¢qué niveles de expresion de biomarcadores podemos llegar a encontrar?,
¢qué ocurre en los vasos sanguineos de los pacientes con una aterosclerosis
avanzada? ¢influye el control glucémico del paciente diabético?, ¢qué efecto

tiene la presencia de Ac AntiLDLox?

En este trabajo analizamos los resultados obtenidos en las biopsias de
nuestros pacientes diabéticos con enfermedad isquémica sobre el desarrollo

del proceso aterosclerético.

En nuestro estudio, la VF y la AMI poseen un patron de expresion
similar, pero muy diferente al que se ve en la APO. Una de las diferencias entre
el sistema arterial y venoso es que el proceso ateroesclerético se acentla en
las grandes arterias, donde se ejercen fuerzas hemodinamicas diferentes y con
mayor presion que en el sistema venoso. Es un hecho ampliamente aceptado
que la ruptura de la placa desempefia una funcién crucial en la patogénesis de
los eventos vasculares y desestabilizacion de la placa aterosclerética. En
nuestro estudio encontramos diferencias significativas entre estos vasos como

resultado de un proceso de arterosclerosis avanzada.

Cuando analizamos el nivel de expresién génico de los biomarcadores
en los diferentes vasos, encontramos que la APO muestra mayores niveles que

el resto de vasos, lo cual se reitera en todas las rutas metabodlicas estudiadas
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(trombosis, metabolismo lipidico, apoptosis, respuesta inmune). Esto nos
confirma de nuevo que son los grandes vasos los que estan mas influenciados

por la reaccion inflamatoria y lipidica que conlleva el proceso aterosclerético.

La presion arterial tiene una relacion continua y positiva con la
morbimortalidad de los pacientes con enfermedad cardiovascular. Este
pardmetro antropométrico es el unico factor de riesgo en nuestro estudio que
presenta una correlacion significativa y positiva con los diferentes
biomarcadores tanto en la APO como en la VF, siendo esta correlacion negativa

en la AMI.

La lesion vascular facilita la interaccién entre la sangre circulante y
sustancias protrombdéticas, como el FT presente dentro de la lesién
aterosclerotica. Nuestros resultados muestran un aumento de niveles de
expresion génica de FT en la APO con respecto a la VF y la AMI, concordantes

con la literatura (107).

El FT es una glicoproteina de peso molecular pequefio que inicia la
cascada de la coagulacién extrinseca y es considerado un importante regulador
de la coagulacion, la hemostasis y la trombosis. El grado de expresion del FT

predice el grado de trombogenicidad de la placa aterosclerotica.

El FT se ha encontrado en muestras de pacientes en los que se les ha
realizado endarterectomia de carétida aterosclerética y, mas recientemente, en

algunos especimenes de lesiones ateroscleréticas en arterias coronarias de
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pacientes con cardiopatia isquémica. Todo esto sugiere que esta proteina esta
implicada potencialmente en la complicacion trombdtica de la aterosclerosis

después de la rotura de la placa (108).

El metabolismo lipidico, como ya conocemos, esta involucrado en la
formacién de la placa de ateroma y posee un valor indudable como marcador
de riesgo de eventos cardiovasculares futuros. Tanto los niveles de expresion a
nivel de ARNm de NDUFA2 como de LRP1 estan aumentados en la APO,
respecto al resto de vasos estudiados. Esto podria ser debido a que NDUFA2
es una proteina implicada en el proceso de estrés oxidativo (109) y que se
produce durante la formacién de la placa. Por otro lado, LRP1 esta regulado
por varios factores de riesgo cardiovascular como la hipercolesterolemia (110) y
la hipertension (111), ademds, este receptor contribuye a la absorcion de
agregados de LDL (112). El aumento de expresion de LRP1 en la APO sugiere
que es una proteina crucial en la progresion de arterosclerosis, como se ha

corroborado también en estudios previos (113,114).

El aumento de los depdésitos intracelulares de lipidos en la placa de
ateroma esté relacionado con altos niveles de expresion de LRP1 en la region
coronaria (114). Debido a ello, es l6gico pensar que en aquellos vasos con mas
evidencia de aterosclerosis (demostrado histologicamente, como es el caso de
la APO) presente mayor expresion de de ARN y proteinas implicadas en el

metabolismo lipidico.
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Los lipidos son capaces de activar vias intracelulares para aumentar,
ademas de la inflamacién local y sistémica, la apoptosis celular (115). Nuestros
resultados mostraron, en la APO, una sobreexpresion significativa de multiples
de los biomarcadores analizados, hecho no corroborado ni en la VF ni en la

AMI.

Dado que la apoptosis es un proceso muy relevante en la enfermedades
cardiovasculares, analizamos las posibles implicaciones que podian tener las
metaloproteinasas (MMP) , familia de endopeptidasas dependientes de zinc
que degradan la matriz extracelular vascular y los componentes de la
membrana basal implicados principalmente en la reparacion tisular y la

remodelacion vascular, asi como sus inhibidores tisulares naturales (TIMPS) .

Sabemos que las MMPs median la desestabilizacién de la placa
aterosclerdtica y que la ruptura de la misma participa de forma crucial en la
patogénesis de los eventos cardiovasculares. Nuestros resultados muestran un
incremento de los niveles de expresion génico, tanto de MMP2 como de MMP9
en la APO, lo cual concuerda con datos publicados previamente (116). Ambas
MMPs ejercen acciones pro- y anti-inflamatorias, las cuales estan asociadas

con la rigidez arterial y la hipertension esencial (117).

Estas MMPs estan reguladas por citoquinas pro-inflamatorias, LDLoX, 0

situaciones de resistencia a la insulina, donde se incrementa el estrés

oxidativo, ademas de por sus TIMPs (118).
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Estos TIMPs, concretamente, TIMP1 y TIMP3, presentan mayores
niveles de expresion en la arteria con aterosclerosis avanzada (APO), lo cual
concuerda con la literatura (119,120) respecto al resto de los vasos estudiados,

VF y AMIL.

Por otro lado, TIMP-1 y TIMP-3 son inhibidores enddgenos regulados por
LDLox en las células endoteliales vasculares (121), y son mecanismos de
compensacion para evitar la ruptura de la placa de ateroma. Por tanto en
aquellos vasos donde hay mas aterosclerosis, habrd méas expresiéon de TIMP-1

y TIMP-3.

La presencia de acidos grasos libres en exceso en los tejidos periféricos
puede empeorar la resistencia a la insulina y puede estar involucrada en la
activacion de los procesos inflamatorios a través de la activaciéon de los
receptores de tipo toll (TRL) (122). TLR son una familia de receptores de
reconocimiento de patrones que se encuentran en diversas células
inflamatorias (123). En nuestro estudio, encontramos que TLR2 presenta un

incremento de expresion en la APO en comparacién con la VF y la AMI.

Por tanto, y a raiz de los resultados obtenidos, podemos afirmar que en
aguellos vasos con aterosclerosis avanzada, (en nuestro caso la APO), existen
mayores niveles de expresion génica (tanto ARN como proteica) de algunos
biomarcadores constituyentes de las diferentes rutas metabolicas implicadas en

el proceso ateroscleraotico.
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Con todos estos datos, cabe preguntarnos ¢qué aporta dicho
conocimiento a nuestra practica clinica diaria?, ¢podriamos actuar sobre estos
biomarcadores para enlentecer el proceso aterosclerotico? vy, si es asi, ¢,de qué

forma?

El hecho concordante de que en vasos con mayor presencia de
ateromas exista un aumento de expresion de genes involucrados en diferentes
rutas metabdlicas, nos confirma que la aterosclerosis es un proceso
multifactorial en el que tiene implicacion, ademas de mudltiples factores de
riesgo, otros biomarcadores implicados en inflamacion, metabolismo lipidico o
apoptosis. Por todo ello es importante modificar y disminuir los habitos propios
del paciente: reducir el consumo de dieta rica en grasas, el tabaquismo o la
falta de ejercicio. Administrar distintos tipos de medicamentos segun las
caracteristicas del paciente como pueden ser anticoagulantes para disminuir el
riesgo de trombosis, antiagregantes plaquetarios que favorezca el riego
vascular, y evidentemente farmacos que ayuden al control de la tension arterial

y el colesterol.

Recientemente (124), la Sociedad Internacional de la Ateroesclerosis
(International Atherosclerosis Society -IAS-), emitié recomendaciones respecto
a la disminucion de los niveles de colesterol y manejo de la dislipemia,
buscando el abatimiento del riesgo de enfermedad cardiovascular

ateroescleroética.
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Es bien conocido, y asi queda demostrado, que la dieta mediterranea,
reduce la incidencia de eventos cardiovasculares mayores en las personas con

alto riesgo cardiovascular (125).

En el estudio PREDIMED (126) realizado con 772 participantes, puede
comprobarse que una intervencion con una dieta mediterrdnea (aceite de oliva
y frutos secos) a los 3 meses, reduce la presion arterial, mejora el perfil lipidico
(con aumento del colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad (HDL-c) y
reduccion del colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad (LDL-c)) y

disminuye los marcadores de inflamacion relacionados con la arteriosclerosis.

En estudios posteriores, se ha comprobado que esta intervencién
también disminuye la concentracién plasmatica LDLox y otros marcadores
sistémicos de oxidacion, asi como los parametros inflamatorios celulares y
séricos relacionados con la aparicién y la progresiéon de la arteriosclerosis

(127).

Se ha visto que niveles altos de LDL y particularmente de su forma
oxidada estan correlacionados con la aterosclerosis (31,128-131). La oxidacion
de las LDL, que es una etapa crucial en la ateroesclerosis (128), puede ser
inhibida por las HDL a través de sus componentes oxidables o sus enzimas

asociadas tales como las similares a paraoxonasas y la PAF-acetilhidrolasa.

Por otro lado, en prevencion secundaria, la utilizacion de algunos

farmacos en el tratamiento de la diabetes y la aterosclerosis como metformina,
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pioglitazonas y estatinas pueden ejercer sus efectos de proteccion a través de
la activacion de la protein quinasa activada por AMP (AMPK), la cual tiene
potencialmente efectos beneficiosos anti-ateroscleréticos, como la reduccién de
la adherencia de la célula inflamatoria, la acumulacion de lipidos y la

proliferacion de células inflamatorias (132-134).

La activacién de AMPK tiene un nimero de efectos anti- ateroscleroticos
potencialmente beneficiosos incluyendo la reduccion de la adhesion de células
inflamatorias en el endotelio de los vasos sanguineos, reduciendo la
acumulacion de lipidos y la proliferacion de las células inflamatorias causadas
por LDLoX, la estimulacién de la expresién de genes responsables de células
antioxidantes y la estimulacion de enzimas responsables de la formacion de
oxido nitrico. En los seres humanos y animales la cascada de AMPK
desencadena mecanismos protectores vasculares que han demostrado reducir
la lesién isquémica del miocardio. Todos estos datos sugieren que la activacion

y la funcion de la AMPK contribuyen a la salud cardiovascular (134).

Como hemos comentado, las tiazolidinedionas, como la pioglitazona,
son capaces de inhibir el proceso aterosclerético. Sin embargo, su efecto sobre
la posible inhibicion de la expresion del factor de crecimiento del tejido
conectivo en las placas ateroscleréticas avanzadas sigue siendo desconocido

(133).

Otros farmacos como los inhibidores de la HMG-CoA reductasa

(simvastatina), inhiben el crecimiento de células musculares lisas (CML) del
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endotelio vascular de en condiciones de hiperglucemia y retrasan la produccién
de colesterol en el cuerpo para disminuir el proceso aterosclerético. Ademas,
simvastatina promueve la expresion de proteinas p53, pl6, p2l, p27 y
disminuye la actividad de las ciclinas CDK2/CDK4, implicados en la detencion

del ciclo celular, lo cual conduce a la apoptosis de la célula (132).

¢Y qué ocurre con los diferentes biomarcadores cuando los analizamos
en funcién del control glucémico del paciente diabético? Es probable que los
estados de hiperglucemia conduzcan a alteraciones en las vias de transduccién

de sefiales, viéndose afectada la expresion génica causando disfuncién celular.

La hiperinsulinemia se relaciona con la regulacién de SREBP2 (135), lo
que podria entrar en conflicto con nuestros resultados. El factor de
transcripcion SREBP2, muestra mayores niveles de expresién en la VF de
pacientes con buen control glucémico y ademas es capaz de controlar la
expresion de algunos genes implicados en la sintesis de receptores de LDL
(receptor CD36), como ya demostrd previamente nuestro grupo (136).
Sampson y col. (137) demostraron que los sujetos diabéticos con buen control
glucémico presentan mayor expresion de CD36, lo que podria reflejar una
eficiencia postranscripcional de este receptor y por lo tanto un mayor

metabolismo de LDLox en estos pacientes.

Ante la pregunta de si es necesario un estricto control glucémico, y quée
ocurre con los biomarcadores implicados en las diferentes vias metabdlicas u

qué implicaciones tiene a nivel cardiovascular, en nuestro estudio objetivamos
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gue cuando el proceso arteriosclerético se estudia comparando el buen o mal
control glucémico, se observa que la expresion de genes implicados en la

inflamacion se incrementa en la VF de pacientes con buen control diabético.

En contraste las arterias en estado avanzado de trombosis, como en la
APO, donde la luz vascular esta casi completamente obstruida, el control de la

glucemia no parece ejercer ningun efecto sobre el perfil de expresion génica.

Por tanto, cuando comparamos las arterias ocluidas con otros vasos sin
ateroma en pacientes diabéticos y con aterosclerosis, encontramos diferencias
significativas en los marcadores biolégicos implicados en el metabolismo
lipidico y en la inflamacion, destacando que aquellos pacientes con
aterosclerosis avanzada, el control estricto de la glucemia no va a modificar los

niveles de expresién génica, ya que el dafio tisular ya esta establecido.

Los resultados de nuestro trabajo concuerdan con estudios previos que
demuestran que el control estricto de la glucemia no mejora la progresion de la
enfermedad cardiovascular en situaciones de aterosclerosis avanzada (138-

139).

Poco se conoce sobre qué posible efecto podria ejercer la presencia de
anticuerpos antiLDLox (IgM e IgG) sobre el proceso aterosclerético. Esta
demostrado que la inmunoglobulina IgM tiene un caracter protector, contrario al
efecto que posee la inmunoglobulina IgG, con un marcado caracter

proaterogénico (140).
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En nuestros resultados podemos observar que en pacientes con
enfermedad arterial periférica, la estirpe de la IgM correlaciona significativa y
positivamente con el estado aterosclerético que presenta la APO, datos
concordantes con la literatura (140) y que podrian ser explicados como

mecanismo compensatorio del organismo frente a la lesion aterosclerética.

Sin embargo, esta estirpe estaba en equilibrio con la IgG dentro del
sistema venoso, lo cual podria estar evitando la formacion de la placa de

ateroma.

Ya en 2009, Lewis y col. demostraron en ateromas aorticos de modelos
murinos knockout para receptores de LDL, que la inmunoglobulina IgM es
necesaria como mecanismo de ateroproteccion y que existe una mayor

apoptosis celular en estas zonas ateromatosas (141).

Por otro lado, de todas las caracteristicas bioquimicas y antropométricas
de nuestra poblacién de pacientes diabéticos, y en concordancia con otros
estudios (77-79), sOlo los niveles plasmaticos de c-LDL mostraron una

correlacion negativa con la inmunoglobulina IgM.

Se ha visto que sujetos que son positivos para anticuerpos anti-LDLox
presentan niveles significativamente mas bajos de colesterol total y de LDL-c
(77), existiendo, ademas, una correlacion negativa entre ellos. Esta relacion
inversa junto con las discordancias ya publicadas, sugiere que la relacion entre

anticuerpos anti-LDLox, la aterosclerosis y los lipidos es muy compleja.

109



Pero, ¢existe alguna correlacidon significativa entre la presencia de los
anticuerpos anti-LDLox y la sobreexpresion de diferentes biomarcadores

implicados en las rutas metabdlicas del proceso aterosclerotico?

Durante la formacién de la placa, las células musculares migran a la
capa intima, donde proliferan y generan algunos de los biomarcadores
inflamatorios propios de la placa de ateroma. En la ultima década, se ha
sugerido que el factor de crecimiento VEGFA, actia de manera proinflamatoria
en las células endoteliales y que esta involucrado en el proceso aterosclerotico.
EL VEGF promueve la angiogénesis, pero también ejercen determinados

efectos que alteran el desarrollo de la placa aterosclerética (142).

Nuestros resultados muestran una asociacion significativa y positiva
entre la inmunoglobulina IgM y el factor de crecimiento VEGFA, tanto en la VF

como en la APO.

El inhibidor de la via del factor tisular (TFPI) es una proteina implicada
en el metabolismo y modificacién proteica (143). Nuestros resultados muestran
una correlacion significativa y positiva con IgM en VF, lo podria formar parte del
mecanismo de defensa del vaso frente a la aparicion de la lesion ateromatosa.

Esta correlacion no se da en la APO.

Como sabemos, las MMPs estan involucradas, en la proliferacion, la
migracion y la diferenciacion celular, asi como en angiogénesis, apoptosis, y

defensa celular. Participan también en el mantenimiento de la permeabilidad
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vascular después de un evento trombdtico, que requiere la eliminacién de
fibrina mediante una enzima proteolitica que implica a éstas y a la plasmina
(144). En nuestro estudio encontramos que en la APO MMP10, involucrada en
la disrupcién de la placa, se correlaciona positivamente con niveles elevados
de anticuerpos anti LDLox IgM. Esto vuelve a darnos evidencias del posible
mecanismo compensatorio que se estaria librando en el entorno aterogénico

dentro de esta arteria.

Por otro lado, algunos biomarcadores involucrados en el metabolismo
lipidico, también muestran estar correlacionados con los anticuerpos anti-

LDLox.

El receptor scavenger (SR) clase B tipo | (SCARB1) es un receptor
multifuncional que media el transporte de lipidos de forma bidireccional en el
macréfago (145). En las células periféricas, la captacion de lipidos por SR
favorece el inicio de la cascada proinflamatoria vinculada a la aterosclerosis, o
cual estaria en concordancia con los resultados encontrados en nuestro
estudio. Observamos que existe una correlacion positiva entre los niveles de

expresion de SCARB1 y la IgM en Unicamente en la APO y no en la VF.

El receptor activado por el proliferador de peroxisomas PPARYy, también
se correlaciona positivamente con los niveles de IgM en VF. Se ha demostrado
que PPARy ejerce efectos antiinflamatorios y que los agonistas de PPARy

inhiben la progresion de la aterosclerosis en los seres humanos (146).
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La activacion de PPARY por sus ligandos podria modular la transcripcién
de genes como NFkB, lo que conduce a varios efectos anti- aterogénicos y
fibrinoliticos (147). Esto concuerda con nuestros resultados ya que
encontramos que en VF, NFkB presenta una correlacion positiva con los niveles

de anticuerpos anti LDLox IgM.

Hace ya algunas décadas que la apoptosis ha sido implicada en el
proceso aterosclerdtico (148,149) ya que podria inducir a una regresion de las
lesiones reestendticas y placas ateroscleréticas primarias (150,151). Sin
embargo, la apoptosis también podria tener efectos negativos en la estabilidad

de las placas ateroscleréticas (152).

Nuestros resultados muestran que biomarcadores como Aktl, implicado
en activacion de la via PI3K/Akt, la cual conduce a una respuesta proliferativa y
anti-apoptética (153), y Bax, como regulador de la apoptosis, tienen una
correlacion positiva con la IgM tanto en APO como en VF. Por otro lado,

también Casp3, mostro esta correlacion en la vena.

Se ha demostrado que en las células endoteliales de la vena umbilical
humana; la apoptosis inducida por la LDLox, se asocié con la regulaciéon
positiva de genes proapoptéticos como, Bax, y Casp3 y la inhibicién de los
genes AKT1 antiapoptéticas acompafiado con cambios reciprocos en la

metilacion de regiones promotoras de estos genes (154).

112



La metilaciéon del ADN se hereda generalmente de forma estable en las
generaciones consecutivas de células adultas, pero las alteraciones de los
patrones de metilacion normales se han observado en algunos estadios de

enfermedades como el cancer y la aterosclerosis (155).

Los patrones de metilacion aberrantes del ADN pueden conducir al
proceso aterogénico por hipo- e hiper-metilacion de los genes (156) 0

vinculdndolo con el aumento del contenido de la homocisteina (157).

Un estudio, (158) ha puesto de manifiesto la implicacion critica del
LDLox en el desarrollo de la apoptosis. Esta se observa en todas las etapas
evolutivas del proceso aterogénico, sin embargo, su participacion en etapas
posteriores de desarrollo de la placa no esta claro. A este respecto, se ha
sugerido que la apoptosis se reduce a medida que avanza la placa

aterosclerotica (159).

Se ha demostrado que LDLox provoca un aumento de la metilacién del
ADN global y participa en la reprogramacion epigenética de las células
endoteliales que las hace resistentes a la apoptosis. El aumento de la
tolerancia a la LDLox esta aparentemente relacionado con la hiper-metilacion
de regiones promotoras de los genes proapoptoéticos e hipo-metilacion de los
genes antiapoptoticos. Este fenomeno de reduccion de la apoptosis en el
avance de la placa tiene importantes consecuencias fisiopatologicas en el
desarrollo de la aterosclerosis (154). En este sentido, se podria plantear la

hipotesis de que, debido a esta correlacion entre estos biomarcadores y
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anticuerpos anti LDLox IgM, estos anticuerpos podrian tener una funcién

protectora en la placa de ateroma.

Por otro lado, se demostr6 que Casp 3 es capaz de escindir
especificamente CDKN1A y puede desencadenar la via de la apoptosis (160).
CDKN1A es un regulador de la progresion del ciclo celular en G1. (161) La
expresion de este gen es modulada por la proteina p53 supresora de tumores
(162). En este estudio, se encontrdé una correlacion positiva entre CDKN1A y

anticuerpos anti LDLox IgM en la APO.

Por tanto, los resultados de este estudio muestran que la expresion de
los genes que actian en las vias metabdlicas como la inflamacion, el
metabolismo lipidico y la apoptosis de los vasos sanguineos esta directamente
relacionado con los niveles de anticuerpos antiLDLox, especialmente en la VF
y la APO, aunque, como este es un estudio transversal, no podemos
determinar si los anticuerpos anti LDLox IgM tienen un efecto favorable en la
inestabilidad de las placas, si ejerce una respuesta compensatoria de
proteccién o si son simplemente un marcador correlativo de la presencia de

células inflamatorias en los pacientes diabéticos.
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LIMITACIONES DEL ESTUDIO.

1. Este trabajo es el estudio transversal de un patologia concreta
(enfermedad arterial periférica en pacientes diabéticos tipo 2), por lo que
no podemos extrapolar nuestros resultados a otras patologias en las que
también exista una aterosclerosis avanzada.

2. Al ser un estudio genético con técnicas de elevado coste econdmico, el
tamafio muestral es reducido.

3. Por otro lado, no podemos determinar si niveles de anticuerpos IgM anti-
LDL oxidada ejercen algun efecto sobre la inestabilidad de la placa de
ateroma, si median una respuesta compensatoria de proteccion o si, por
el contrario, no son mas que un marcador relacionado con la presencia

de células inflamatorias en diabéticos pacientes.
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6. CONCLUSIONES.

l.Las arterias popliteas ocluidas de pacientes con diabetes tipo 2, en
comparacion con las arterias mamarias libres de ateroesclerosis, presentan
una alta expresion de biomarcadores de apoptosis, de inflamacién y de

metabolismo lipidico.

2.El mal control glucémico no modifica la expresion génica de diferentes
biomarcadores proateroscleréticos (apoptosis, inflamacién, metabolismo

lipidico) en las arterias popliteas ocluidas de pacientes con diabetes tipo 2.

3.EXxiste una correlacion positiva entre los niveles plasmaticos de anticuerpos
anti-LDL oxidada IgM y la expresion génica de diferentes biomarcadores
implicados en la aterogénesis (apoptosis, inflamacién, metabolismo lipidico)

en las arterias popliteas ocluidas de pacientes con diabetes tipo 2.
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