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Presentacion |

Este segundo volumen de la obra Control global del riesgo cardiometabdlico. La disfuncion endotelial como
diana preferencial, completa un proyecto brillante y ambicioso, producto de la iniciativa, ilusion y constancia de
José Saban, quien con una amplia e integradora vision del tema, ha sido capaz de conseguir aunar las aportaciones
de gran nimero de expertos, desde diferentes angulos, alrededor del eje endotelio —factores de riesgo cardiovas-
cular— sindrome cardiometabolico — aterosclerosis y sus complicaciones. La relacion de la disfuncion endotelial
con la enfermedad aterotrombotica ha sido ampliamente demostrada, asi como la influencia de los factores de
riesgo en la alteracion de la capacidad endotelial para realizar su funcion fisioldgica, moduladora del lecho vas-
cular. De ahi la relacion entre disfuncion endotelial y riesgo cardiovascular, ya que la alteracion de la funcion
del endotelio es una de las primeras manifestaciones de la enfermedad vascular en sus diferentes localizaciones.

El enfoque de este volumen es fundamentalmente clinico. Mientras en el primero se analizaron todos los as-
pectos relacionados con las bases fisiopatoldgicas de los diferentes factores de riesgo, en este segundo volumen
se tratan los aspectos terapéuticos y las pautas de prevencion, basadas en el diagnostico bioquimico, funcional,
en los métodos de imagen, etc., tanto en la fase inicial de la enfermedad como cuando esta ya establecida. En
relacion con los factores de riesgo, se abordan en su conjunto los factores clasicos, asi como los nuevos, que
aunque de menor evidencia cientifica también deben de ser contemplados en el manejo integral del paciente,
persiguiendo de esta forma mejorar o reparar la funcion del endotelio en las fases iniciales de este proceso, lo
cual tiene un enorme interés clinico.

Aunque los objetivos marcados en esta obra han estado dirigidos a la actualizacion integrada de los conoci-
mientos en esta area, que estan creciendo exponencialmente, también se han abordado otros temas que ya estan
aqui y que constituyen una puerta abierta al futuro, tales como las bases moleculares de los procesos biologicos,
la genética y su interaccion con los factores ambientales, la angiogénesis y la medicina regenerativa o la teleme-
dicina.

La obra, con un enfoque integral tnico en su género, consta en su totalidad de 107 capitulos, 54 en este vo-
lumen, y han participado mas de 150 autores de diferentes areas: investigadores basicos, clinicos (internistas,
cardidlogos, neurdlogos, angidlogos, endocrindlogos, nutricionistas, hematdlogos, nefrologos, psiquiatras) y de
otros campos tan diversos como la genética, imagen, bioingenieria, psicologia, epidemiologia y farmacologia.

Esperamos que el esfuerzo realizado por todos para responder a esta iniciativa del Dr. Saban constituya un
instrumento Util para todos aquellos profesionales implicados en esta area del conocimiento en permanente de-
sarrollo, y que ello redunde en beneficio de la prevencion y tratamiento de esta nueva pandemia que afecta a la
sociedad, que son las enfermedades cardiocerebrovasculares, donde a pesar del progreso en los tltimos 50 afios,
los habitos de nuestra sociedad y la mayor expectancia de vida hacen que contintien en aumento.

ENRIQUE AsiN CARDIEL

Jefe de Servicio del Hospital San Francisco de Asis de Madrid.
Director de la Catedra de Salud Cardiovascular

de la Universidad Alfonso X El Sabio.

Presidente de Honor de la Sociedad Espatfiola de Cardiologia.



Introduccion

Cuando en 2009 conseguimos culminar la tarea emprendida diez afios antes de dar forma a un texto que reunie-
ra las bases de la Medicina Cardiometabdlica, parecia tarea practicamente imposible completar la obra con los
aspectos terapéuticos y preventivos. Sin embargo, una vez tomada la decision de embarcarnos en tan ambicioso
proyecto, y con el apoyo de dos ilustres de la Cardiologia nacional, Asin Cardiel y Fernandez-Avilés, enseguida
tuvimos el compromiso de excelentes profesionales que se sumaron al mismo. Desde entonces, y por respeto a su
compromiso, en ninglin momento bajamos los brazos y hemos remado contracorriente durante todo este tiempo
para hacerlo realidad, aunque para ello el material inicial haya tenido que ser actualizado dos y hasta tres veces
en algunos casos.

Siguiendo con una perspectiva historica, el protagonismo dado al término cardiometabolico en el titulo de la
obra supuso en su momento una sorpresa para muchos. Su eleccion no fue facil, pero desde nuestra dptica era el
reflejo de un cambio de paradigma en este campo, en el que lo epidemioldgico ya no era suficiente. Sin embargo,
la Medicina Cardiometabdlica, nacida en Boston en 2006, a pesar de nuestros esfuerzos y los de muchos otros
autores, sigue sin arrancar como debiera. Ojala el presente volumen ayude a vencer barreras, abrir los ojos, crear
expectativas. Cardiometabolico, en su auténtica pureza, es un término que es mucho mas que la suma de lo car-
diovascular y lo metabolico, es sobre todo anticipacion.

Esta nueva Medicina pone a internistas, cardidlogos, neurdlogos, vasculares, endocrinos, genetistas y bio-
logos a remar en la misma direccion, de forma que el flujo de ideas y aportaciones han ido tomando cuerpo de
una forma aparentemente inabordable, algo que desde el principio nos negamos a aceptar. La obra completa que
conforman los volimenes I y II es, sin haberlo pretendido, un auténtico tratado de esta Medicina, que ademas
de anticipativa, es mas predictiva y preventiva que el abordaje convencional de la enfermedad aterotrombotica,
antigua aterosclerosis. Y todo ello sin olvidarnos de que hay una interconexion entre las medicinas Cardiometa-
boélica y Antiaging, que la medicina cardiovascular clasica no tiene. Dicha interconexion queda bien reflejada en
este volumen II, en el que el envejecimiento es abordado por primera vez como si fuera una enfermedad, con sus
causas, mecanismos y llegado el caso, incluso su tratamiento y prevencion.

Antes de llegar al envejecimiento, a lo largo del presente volumen se van analizando con rigor las estrategias
terapéuticas, presentes y futuras, de los diferentes factores de riesgo y de la enfermedad cardiovascular. Todo
ello con una vision diferente a la convencional, haciendo, como se hacia en el volumen I, continuos “guifios” al
endotelio como un referente comun a toda la obra.

Mi agradecimiento al mas ilustre cientifico y clinico espafiol en esta area, Valentin Fuster, por honrarnos acep-
tando de nuevo prologar el presente volumen y manifestarnos su aprobacion de una forma tan explicita como
hizo en el volumen I. También a Enrique Asin y Francisco Fernandez-Avilés por incorporarse como coeditores en
este segundo tramo del proyecto, y cuya colaboracion ha sido de gran ayuda para la orientacion y desarrollo del
mismo. Un agradecimiento extensible a todos los autores que, como dijimos anteriormente, se volcaron desde el
principio y de forma desinteresada con el presente proyecto. Vaya también mi agradecimiento a todo mi equipo
de la Unidad de Endotelio del Hospital Ramon y Cajal, por la ayuda prestada en tareas de edicion y coordinacion,
reconociéndoles lo meritorio de su trabajo, especialmente en los momentos en los que el volumen parecia que
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nunca saldria a la luz. En el listado de agradecimientos no podia faltar el dirigido a los responsables de la editorial
Diaz de Santos, por su confianza, por remar contracorriente en tiempos de dificultad, por permitirnos actualizar
los contenidos de la version original, por seguir apostando por el papel en un mundo tal vez excesivamente digita-
lizado, y por aportar de nuevo su experiencia, calidad y prestigio para terminar una obra de esta envergadura. Una
obra que ojala contribuya a la formacién no solo de nuestros jévenes médicos de diferentes especialidades, sino
también de los no tan jovenes. A los primeros les facilitard el acceso a aspectos fundamentales en su formacion.
A los segundos, les permitira reciclar sus conocimientos y aclarar sus dudas en el quehacer diario.

Por ultimo, el presente volumen, ademas de servir de herramienta al clinico, incluido el médico de familia es-
pecialmente motivado, deja fluir con naturalidad conceptos de genética y biologia molecular, porque sobra decir
que ambas ciencias seran el fundamento de toda medicina futura, no solo la cardiometabolica. Tampoco elude
hablar de telemedicina, entre otros contenidos relacionados con la bioingenieria cardiovascular. Con todo ello se
ha pretendido por una parte fomentar en el clinico la investigacion, y por otra dar a conocer al investigador los
aspectos de mayor interés médico, abriendo en ambos la mente para la puesta en marcha de proyectos traslacio-
nales bidireccionales.

Con esta intencion dual tan ambiciosa, clinica y traslacional, fue concebida la obra, la cual, con el lanzamiento
de este segundo volumen, se da por cerrada. El enfoque endotelial merecia ser rescatado de las paredes frias de un
laboratorio y llevarlo a la cabecera del enfermo, merecia un esfuerzo asi y una obra como esta.

Jost SABAN Ruiz
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Diagnostico bioquimico de la
disfuncion endotelial

J. Saban, N. de las Heras, M. Fabregate, D. Barrio,
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INTRODUCCION
El estudio de la funcion endotelial dentro de las
bases de la medicina cardiometabdlica
Endotelio sano y enfermo
Relevancia de la disfuncion endotelial y los fac-
tores endoteliales e inflamatorios en el desarrollo
aterosclerotico
La disfuncion endotelial como expresion de se-
nescencia vascular
Regulacion de la expresion de NOSe. Implicacio-
nes diagnosticas
LA UTILIDAD DEL TEST DE LA L-ARGININA EN LA
EVALUACION ENDOTELIAL

INTRODUCCION

El estudio de la funciéon endotelial
dentro de las bases de la medicina
cardiometabdlica

Los conceptos de Riesgo Cardiometabdlico (RCM)
y su sustrato fisiopatologico, el Sindrome Cardiome-
tabolico (SCM) fueron analizados en el Capitulo 6
del volumen I de una forma extensa. En referencia al
RCM, que es ante todo un concepto clinico, fue un tér-
mino acufiado por un grupo de expertos de la ADA, in-
tegrado por Khan, Buse, Ferrannini, y Stern. Este nue-
vo concepto complementaba el riesgo asociado con el
Sindrome Metabolico (SM) afiadiéndole factores de
riesgo clasicos no relacionados con la insulinorresis-

UTILIZACION DE BIOMARCADORES EN EL ESTUDIO
ENDOTELIAL

Marcadores indirectos

Marcadores directos
UTILIDAD DEL USO DE MULTIPLES BIOMARCADO-
RES EN LA PREDICCION DE LA MORTALIDAD CAR-
DIOVASCULAR

Perspectivas futuras
CONCLUSIONES
BIBLIOGRAFIA

tencia (IR), como la historia familiar de enfermedad
coronaria, el sedentarismo, el colesterol elevado y el
tabaquismo.

Dentro de la vertiente fisiopatoldgica, en cada uno
de los capitulos del Volumen I destacabamos el papel
sobresaliente de la Disfuncion Endotelial (DE), cuyo
diagnodstico no debe tomarse como una “ilustracion”
del historial de nuestros enfermos sino que poco a
poco se van obteniendo resultados que en un corto pla-
zo de tiempo la van a hacer protagonista en el diagnos-
tico y en la toma de decisiones. Esta naciendo en torno
a ambos conceptos, RCM y DE, una nueva medicina
cardiovascular cada vez mas anticipativa, cada vez
mas predictiva. Tambien las futuras clasificaciones de
hipertension, dislipemia y diabetes tendran en cuenta
no solo las cifras sino el dafio que estas producen en
los casos individuales. Sirva como ejemplo la nueva
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clasificacion de HTA del INC-8 y que sera analizada
en el Capitulo 70.

Endotelio sano y enfermo

El endotelio, en la frontera entre la sangre y los teji-
dos, es mucho mas que una capa sencilla de revesti-
miento celular que recubre por completo el interior del
corazon, los vasos sanguineos (arteriales y venosos)
y linfaticos, y de los cuerpos cavernosos. Es conside-
rado el mayor “organo virtual” de nuestro organismo,
y como tal controla funciones tan importantes como
la regulacion del tono vascular y el mantenimiento de
la circulacion sanguinea, garantizando el aporte de O,
y nutrientes a los diferentes tejidos (Marquez et al.,
2009).

El endotelio es esencial para la sintesis y libera-
cion de sustancias que afectan al tono vascular (6xido
nitrico- NO, endotelina), a la adhesion celular (qui-
mioquinas, moléculas de adhesion), a la agregabilidad
plaquetaria (prostaciclina), y a la homeostasis de la
coagulacion y fibrinolisis (inhibidores del activador
del plasminogeno, factor von Willebrand), teniendo
un papel antiinflamatorio, antitrombético y antiproli-
ferativo bajo condiciones fisioldgicas (Deanfield et al.,
2007)

El tejido vascular, en mayor cantidad que otros
tejidos en situacion basal, produce especies reactivas
de oxigeno (reactive oxigen species —ROS), en espe-
cial anion superoxido (O,7), como precio a pagar por
el consumo de oxigeno a nivel celular. La produccion
de ROS esta controlada de forma que no sobrepase
un dintel que comprometa la oxidacion de metaboli-
tos relacionados con las grasas, proteinas, hidratos de
carbono y el propio ADN. En dicho control participa
de forma activa la produccion de NO por el endotelio,
que actua como un elemento antioxidante de primera
magnitud (Badimon et al., 2006).

En situaciones patologicas de “agresion” al endo-
telio por causa metabolica (hiperglucemia, hiperco-
lesterolemia) o hemodinamica (hipertension arterial)
se van a producir una disminucién de NO a nivel en-
dotelial y junto con un aumento en la produccion de
ROS. Al actuar el NO como un “scavenger” de radica-
les libres, el aumento de ROS disminuye aun mas los
niveles de NO, proceso conocido como disminucién
de la biodisponibilidad de NO. Este proceso cambia
el escenario previo de normalidad (antiinflamatorio,
antitrombotico y antiproliferativo) por otro patologico
dominado por la inflamacion, la trombosis y la prolife-

racion vascular, conocido como Disfuncion Endotelial
(DE) (Ray et al., 2005) (Figura 53.1). La asociacion
de inflamacion, DE y alteraciones de la coagulacion
forman una triada vascular inseparable en el entorno
de alto riesgo (Ray et al., 2005).

TRIADA VASCULAR

A

(Inflamacién)- | Estatus

T Nj D/ Procoagulante
& \/ &

E /Disfuncién\ ,ir
/ Endotelial

Figura 53.1. Triada vascular. La disfuncion endotelial va
acompanada de inflamacion y alteraciones de la coagula-
cion.

Gran parte de los modelos humanos que cursan con
DE responden al llamado sindrome metabdlico (SM),
cuya caracteristica patogénica esencial tiene a la insu-
linorresistencia (IR) (Saban-Ruiz et al., 2009) como
principal mecanismo para explicar las alteraciones
metabdlicas y hemodindmicas que concurren en dicho
sindrome. Cuando la IR se acompafia de una altera-
cion en la célula B pancreatica sobrevendra la Diabetes
Mellitus tipo 2 (DM2) (Lebovitz, 1999). Se considera
que tanto en el SM como en la DM2 la IR y la hipe-
rinsulinemia asociada participan de forma activa en el
proceso de DE y aterosclerosis, habiéndose observado
ademas que una vez desarrollada la DE se puede exa-
cerbar la IR y por ende todos los factores relacionados
con ella. En este sentido, la IR genera DE al disminuir
la producciéon de NO y por otra parte la vasoconstric-
cion asociada a dicha disminucion va a comprometer
el flujo en los tejidos periféricos (muscular y adiposo).
De esta forma la DE contribuiria a la accion deficiente
de la insulina al alterar el paso transcapilar de la insu-
lina a los tejidos diana, estableciéndose asi un circulo
vicioso entre la DE y la IR (Yudkin, 2007). Este circulo
vicioso se ve magnificado por dos potentes vasocons-
trictores, como son la angiotensina All y la endotelina
ET-1, que se encuentran en niveles bajos en situacio-
nes fisiologicas y por el contrario muy elevados en
condiciones patoldogicas tales como el SM, la DM2, la
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hipertension arterial, la hipercolesterolemia y el taba-
quismo entre otros.

Con respecto al endotelio venoso son escasos los
estudios centrados en su patologia, si bien se consi-
dera cada vez mas su participacidén en los procesos
trombogénicos o de hipercoagulabilidad, aunque de
una forma indirecta o pasiva. En relacion con la enfer-
medad tromboembolica ha sido comunicado el bene-
ficio de las estatinas (Ray et al., 2001), beneficio que
ha sido confirmado en el estudio JUPITER (Glynn et
al., 2009) presumiblemente relacionado con los efec-
tos pleitropicos de estos farmacos (Capitulo 86). En
relacion con la Disfuncion Eréctil (DEr), en la que el
dafio endotelial juega un papel determinante, indepen-
dientemente de la causa que lo origine (Capitulo 101),
empieza a aparecer multitud de informacion cientifica
que aborda su interrelacion con la enfermedad cardio-
vascular, tanto desde el punto de vista epidemiologico
como a nivel de biomarcadores de inflamacién vascu-
lar (Solomon et al., 2003; Ma et al., 2008).

Relevancia de la disfuncién
endotelial y los factores endoteliales
e inflamatorios en el desarrollo
aterosclerético

Como se ha comentado previamente, el endotelio vas-
cular desempefia un papel principal en la regulacion
de las funciones y relaciones entre la pared vascular
y la sangre, por lo que se considera el principal or-
gano de regulacion vascular y de los elementos de la
sangre, que cumple una funciéon homeostatica funda-
mental. Cuando se alteran las condiciones del entorno
endotelial, como ocurre en presencia de factores de
riesgo como dislipemia, hipertension o diabetes, sus
funciones se alteran y se presenta un estado de dis-
funcion endotelial (Lahera et al., 1997; Cachofeiro et
al., 2003), que se caracteriza principalmente por una
reducida disponibilidad de 6xido nitrico (NO). Como
consecuencia de dicha situacion, se alteran varias fun-
ciones de las células endoteliales, que como se vera a
continuacion desencadenan el desarrollo del proceso
aterosclerotico, su progresion y complicaciones. En
una situacion de disfuncion endotelial, los monocitos
circulantes se adhieren al endotelio y, posteriormente
penetran a la zona intima subendotelial, como conse-
cuencia de un aumento de la expresion de selectinas E
y P, y de moléculas de adhesion (VCAM-1 e ICAM-1)
en la membrana de las células endoteliales (Chia et al.,

1998). Los monocitos pasan a través de las uniones
intercelulares a la zona intima subendotelial, atrai-
dos por las moléculas quimiotacticas, especialmente
la MCP-1 (monocyte chemotactic protein type 1) que
se sobreexpresan en estas circunstancias. Una vez se
hallan en la subintima, los monocitos se diferencian
a macréfagos gracias a la accion de diversos agentes
como el factor estimulante de colonias de monocitos
(M-CSF), TNFa y otros. Asimismo, el M-CSF y otras
citoquinas estimulan la expresion de receptores para
las LDL oxidadas, como el CD36 y el SR-A (scav-
enger receptor A) en la superficie de los macrofagos.
Este aumento va a contribuir a una eficaz captacion de
LDL modificadas y la posterior formacion de células
espumosas (Ross, 1993).

Cuando existe disfuncion endotelial, se pierde la
funcién de barrera selectiva, de manera que las lipo-
proteinas de baja y muy baja densidad, LDL y VLDL
pueden pasar con facilidad a la zona subendotelial; alli
interaccionan con la red de proteoglicanos, donde son
retenidas y sufren procesos de oxidacion. Las elevadas
concentraciones circulantes de LDL-colesterol favo-
recen la acumulacion de estas moléculas en la zona
subintimal, pero si no existe una pérdida importante
de la funcién barrera del endotelio, no se produce la
progresion aterosclerotica. No es necesario que exis-
ta una hipercolesterolemia muy marcada para que se
produzca el proceso aterosclerdtico. Se puede generar
a concentraciones relativamente normales de LDL-co-
lesterol, pero en presencia de otros factores de riesgo
que producen disfuncién endotelial, especialmente la
hipertension (Ross, 1993). La oxidacion de las LDL
se produce por la accion de las especies reactivas de
oxigeno producidas por las células endoteliales, mus-
culares lisas y macrofagos de la subintima.

Las principales fuentes de la produccion de aniones
superdxido son la mieloperoxidasa (MPO), las lipooxi-
gensas 12 y 15 (12/15 LO), la familia de la NADPH
oxidasa endotelial (enzimas NOX), la iNOS (que se
induce como consecuencia de las acciones del las LDL
oxidadas y las citoquinas de los macréfagos), la propia
eNOS desacoplada, asi como la COX-1y COX-2.

Hay que destacar que las LDL oxidadas juegan un
papel importante en la progresion de la aterosclerosis
a través de sus acciones sobre todas las células im-
plicadas en el proceso. Estimulan la diferenciacion de
los monocitos subendoteliales que se han infiltrado a
macrofagos y promueven la secrecion de citoquinas
y especies reactivas de oxigeno por estos. Estimulan,
asimismo, la produccion de citoquinas y ROS por las
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células musculares lisas, la produccién de moléculas
de adhesion, moléculas quimiotacticas y ROS por las
células endoteliales, asi como la produccién de interfe-
ron gamma por los linfocitos T. Por ello, se considera
que las acciones de las LDL oxidadas sobre el endote-
lio y la pared vascular son esenciales para la produc-
cion de los mediadores que participan en la progresion
de la aterosclerosis (Libby, 2001).

Los macrofagos residentes en el subendotelio pro-
ducen numerosos factores como CD40 y CD40 ligan-
do (CD40L), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
interleuquinas 6 y 1 beta (IL-6, IL-1b) y otros. Estas
citoquinas promueven la progresion del proceso ate-
rosclerético mediante la estimulacion de la expresion
VCAM-1, ICAM-1, MCP-1 y proteina C reactiva
(PCR) por las células endoteliales. A su vez, estas mo-
léculas promueven y perpetian la disfunciéon endote-
lial, favoreciendo la entrada de LDL y monocitos al
subendotelio, y la produccidon de aniones superoxido.
Por ello, se considera que los factores inflamatorios
son los principales responsables de la progresion del
proceso aterosclerético (Libby, 2002).

La disfuncién endotelial como
expresion de senescencia vascular

La disfuncién endotelial es una de las expresiones de
la senescencia vascular (Toda, 2011) junto a la rigidez
arterial (Capitulo 57). Esta DE asociada a la edad esta-
ria relacionada con los estilos de vida cardiosaludables
con independencia de que el sujeto desarrolle o no una
aterosclerosis y podria ser responsable de algunas de
las manifestaciones de la edad tales como el Alzhei-
mer y la disfuncion eréctil ademas de participar junto
a otros factores en la DE de la enfermedad coronaria y
de la arteriopatia periférica.

Regulacion de la expresiéon de
NOSe. Implicaciones diagnésticas

Es conocido que la expresion de la NOSe puede regu-
larse. Esta regulacion puede fundamentalmente reali-
zarse en dos niveles de complejidad: a) mediante la
inhibicion o activacion del gen de NOSe; b) mediante
la regulacion de la vida media del ARNm (regulacion
postranscripcional). Por ejemplo, la fuerza de roza-
miento de la sangre sobre la pared vascular aumenta la
expresion del gen que codifica NOSe. Lo mismo ocu-
rre con el ejercicio, ya que probablemente el aumento

de la expresion del gen de la NOSe por la actividad
fisica aumenta la fuerza de rozamiento de la sangre
sobre la pared vascular a través del aumento del gas-
to cardiaco, lo que podria ser un motivo importante
del beneficio clinico del ejercicio. Sin embargo, otros
estimulos parece que modulan la expresion de NOSe
mediante la modulacién de la vida media del ARNm
de NOSe.

Factores que regulan la expresién del gen
de la NOSe

El promotor del gen que codifica para NOSe ha sido
clonado en multiples especies, incluida la humana, ob-
servandose la existencia de una alta homologia entre
especies. En el promotor existen multiples secuencias
CIS reguladoras de la expresion del gen, entre las que
se incluye una caja CCAT, sitios Sp-1, AP-1 y AP-2,
y regiones de union de p53, elementos reguladores de
esterol y elementos respondedores a la fuerza de roza-
miento (shear-stress). Por lo tanto, son muchos los es-
timulos fisioldgicos que pueden modular la expresion
del gen que codifican para NOSe. Se conocen algunos
estimulos de la expresion de NOSe entre los que se
encuentran:

El factor de crecimiento  (TGF-f,): es un pép-
tido de 25Kda involucrado en la génesis de la
aterosclerosis, remodelado vascular asociado a
la hipertension y angiogénesis. El TGF-B, au-
menta la expresion de ARNm de NOSe estimu-
lando la transcripcion del gen a través de mul-
tiples factores de transcripciéon como Smad2 y
NF-1.

+ La lisofosfatidilcolina: es un componente de las
LDL oxidadas que estimula la célula endotelial
aumentando la transcripcion del gen de NOSe.
El mecanismo de estimulacion de la expresion
del gen de NOSe por lisofosfatidilcolina es pro-
bablemente comun a la que utilizan los radicales
libres de oxigeno y ocurre mediante la estimu-
lacion de factores de transcripcion como Sp-1.

* Los estrégenos: estudios en mujeres postme-
nopausicas han demostrado que niveles fisio-
logicos de estrogenos potencian la respuesta
vasodilatadora a la acetilcolina en vasos de
conductancia y resistencia. Estudios realizados
sobre células endoteliales en cultivos han de-
mostrado que los estrogenos aumentan la pro-
duccién de NO mediante efectos no gendmicos
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y efectos genomicos, estos ultimos a través
de la estimulacion de la expresion del gen de
NOSe. La estimulacion de la expresion del gen
que codifica a NOSe por los estrogenos ocurre
a través de los receptores de estrogenos de tipo
o y posiblemente mediante la estimulacion del
factor de transcripcion Sp-1 y la unién de este
a su sitio de reconocimiento en el promotor del
gen que codifica para NOSe. Algunos estudios
realizados en miocardiocito de ratas neonata-
les, sin embargo, han sugerido la implicacion
del receptor de tipo B de los estrogenos en la
estimulacion de la expresion del gen de NOSe.

* La fuerza de rozamiento de la sangre: como
hemos comentado la fuerza de rozamiento de
la sangre, mas conocida como shear-stress, es-
timula la expresion del gen que codifica para
NOSe. La forma de estimulacion del shear-
stress sobre la expresion del gen NOSe es a
través de la activacion de la transcripcion. Hay
una secuencia de 1.600 pares de bases en el
promotor del gen NOSe directamente invo-
lucrada en la estimulacion de la expresion de
NOSe por el shear-stress.

Es importante sefialar que el nivel de expresion del
gen que codifica para NOSe puede también verse in-
fluenciado por polimorfismos presentes en la secuen-
cia del gen. Un polimorfismo que se ha analizado mas
en relacion al nivel de expresion del gen de NOSe es
uno de 27 nucleotidos (5'-GAAGTCTAGACCTGCT-
GCAGGGGTGAG-3") repetida en el intron 4 del gen.
Se ha observado la existencia de micro ARN de 27
nucledtidos derivados de esta secuencia repetida del
intréon 4. La transfeccion de estos micro ARN de 27
nucleotidos en células endoteliales humanas reduce la
transcripcion del gen de NOSe en aproximadamente
un 63%. Es también interesante conocer que esta se-
cuencia de 27 nucleodtidos del intron 4 une B-actina.
La B-actina parece que estimula la transcripcion de un
promotor construido in vitro que contenia 5 secuencias
repetidas de estos 27 nucleétidos, sugiriendo que la
B-actina puede actuar como un factor de transcripcion
para la expresion del gen de NOSe y que la funcion de
estos 27 nucleétidos en el promotor seria la de actuar
como amplificador de la estimulacién de la expresion
del gen de NOSe. La interrelaciéon entre la secuencia
repetida de 27 nucleétidos como un elemento ampli-
ficador de la expresion del gen y como fuente en el
intrén 4 de micro ARN no esté clara, pero estos micro

ARN podrian funcionar como atenuantes de la res-
puesta estimuladora de la B-actina sobre la expresion
del gen de NOSe.

Regulaciéon del ARNm de NOSe

En las células eucariotas los nuevos ARNm generados
por la expresion génica estdn sujetas a regulacion en
multiples niveles antes de ser traducidas a proteinas.
Este control postranscripcional esta mediado por ele-
mentos que act@ian en las regiones 5 y 3" no codifi-
cantes del ARNm (regiones 5" y 3'-UTR, del inglés
“UnTranslated Regions™).

Generalmente esta regulacion ocurre por protei-
nas que se unen a esas zonas especificas del ARNm
y modulan la vida media de los ARNm. En concreto,
en el ARNm de NOSe existe una region en posicion
3’-UTR que une proteinas. Esta region presenta un
66% de homologia entre el ARNm de NOSe humano
y bovino, lo que sugiere que es una region bastante
conservada entre especies, lo que apoya su importan-
cia funcional. Generalmente, en las regiones 3'-UTR
de los ARNm, las regiones involucradas en la unién de
proteinas son ricas en secuencias AUUUA. Sin embar-
go, en el caso concreto de la region 3°-UTR del ARNm
de NOSe esta region es mas rica en UC y particular-
mente una secuencia de entre 40 y 60 nucleétidos que
parece tener un papel determinante en la estabilidad
del ARNm de NOSe, de aproximadamente 60 nucled-
tidos, estd comprendida en un bucle en la region 3’-
UTR del ARNm de NOSe, lo que hipotéticamente ser-
viria para la estabilizacion del mismo. Probablemente
la desestabilizacion de esta zona facilite de alguna ma-
nera la accesibilidad de enzimas del tipo RNAasa que
puedan desestabilizar el ARNm de NOSe. De hecho,
estudios realizados construyendo un ARNm de NOSe
quimérico tiene una mayor estabilizacidon al eliminar
esta region de nucledtidos.

Se ha identificado también una proteina especifica
que se une a esta region del ARNm de NOSe. Esta pro-
teina se ha denominado EDIP (endothelial dysfunction
inducing protein), proteina inductora de disfuncién en-
dotelial, de 60 kDa de peso molecular aparente y se ha
asociado la unién de esta proteina a la region 3'-UTR
del ARNm de NOSe con una mayor desestabilizacion
del ARNm. La incubacién de células endoteliales con
TNF-a estimula la interaccién de EDIP con la region 3'-
UTR del ARNm de NOSe, asociandose con una reduc-
cion en la expresion de la proteina NOSe. De hecho, la
vida media del ARNm de NOSe se reduce de 48 horas a
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3 horas tras la incubacion del endotelio con TNF-a. Este
efecto también se ha asociado con una reduccion en la
respuesta vasodilatadora dependiente del endotelio con
segmentos arteriales aislados vinculados con TNF-a.

Experimentos de union de extractos protéicos ob-
tenidos de células endoteliales humanos tratados con
TNF-a con la regién 3°-UTR del ARNm de NOSe han
demostrado la existencia de tres complejos ribonu-
cleoproteicos de 53, 56 y 66 kDa de peso molecular
aparente. Esto sugiere que podrian existir diferentes
proteinas que regulan la estabilidad del ARNm de
NOSe y que, probablemente, esta sea extremadamente
compleja.

Como ya hemos comentado, las LDL oxidadas tie-
nen un papel fundamental en la regulacion con la ex-
presion de NOSe, fundamentalmente mediante la liso-
fosfatidilcolina. Las LDL oxidadas también modulan
la estabilidad del ARNm de NOSe. Se ha demostrado
en células endoteliales bovinas que las LDL oxidadas
aumentan la estabilidad de ARNm de NOSe de forma
dependiente de la concentracion de LDL oxidada. Este
efecto es también dependiente de la oxidacion de LDL,
ya que las LDL maduras no producen este efecto.

La expresion de NOSe y particularmente de su
ARNm puede regularse farmacoldgicamente. Los inhi-
bidores de la HMG CoA reductasa, las estatinas, parece
que prolongan la vida media del ARNm de NOSe. En
animales experimentales esta prolongacion del ARNm
de NOSe por estatinas, y por lo tanto el aumento en la
expresion de NOSe, se ha asociado con una reduccion
en el infarto de miocardio y el ictus. Por lo tanto, las
estatinas aumentan la expresion de NOSe, regulandolo
a nivel postranscripcional. El efecto sobre la vida media
de ARNm de NOSe de la simvastatina fue dependiente
de la inhibicion de la HMG CoA reductasa, ya que se
revirtid con L-mevalonato. También se ha descrito que
el efecto de las estatinas sobre la expresion de NOSe
ocurre por la inhibicion de la geranilgeranilacion de
Rho. De hecho, la proteina Rho regula negativamente
la expresion de NOSe en células endoteliales humanas
y las estatinas inhiben la proteina Rho.

En células no endoteliales se ha descrito otra for-
ma de reducir los niveles de ARNm de NOSe. Esta
consiste en la existencia de ARNm antisentido, que es
complementario al ARNm de NOSe humano y cubre
aproximadamente 662 nucleétidos. Este ARNm anti-
sentido se denomina sONE. Se puede detectar en di-
ferentes tipos celulares pero no en la célula endotelial.

En resumen, existen ya muchas evidencias cienti-
ficas que demuestran la importancia de la regulacion
de la vida media del ARNm de NOSe en la mayor o

menor expresion de NOSe en el endotelio. Este meca-
nismo de regulacion puede tener importancia fisiopa-
tologica en la génesis y desarrollo de la disfuncionali-
dad endotelial.

LA UTILIDAD DEL TEST DE LA
L-ARGININA EN LA EVALUACION
ENDOTELIAL

El diagnostico de la DE puede hacerse evaluando la
Vasodilatacion Dependiente de Endotelio (Capitu-
lo 54) y con técnicas bioquimicas que estudiaremos
en el presente capitulo. Como una tercera alternativa
estaria el test de la arginina (Gugliano et al., 1997),
siendo la L-arginina el precursor fisiologico del oxi-
do nitrico (Capitulo 3). En su trabajo original dichos
autores comprobaron como un bolo intravenoso de
3 g L-arginina puede ser un test util para valorar la
funcion del endotelio tanto en la salud como en la en-
fermedad. En el grupo control sano la presion arterial
media (PAM) y la agregacion plaquetaria en respuesta
al ADP disminuyeron en respuesta a dosis progresivas
de L-arginina (1, 2, 3 g) mientras que la D-arginina (3
g) no producia ningiin cambio en las dos dianas eva-
luadas. La respuesta era edad-dependiente de ahi que
sea muy importante controlar por edad en todos los
estudios llevados a cabo en la exploracion del endo-
telio. La infusion suele administrarse tras preparar 10
ml de una solucion de monocloruro de L-arginina al
30%. Tanto la tension arterial como la respuesta de la
agregacion plaquetaria al ADP deben hacerse antes y
10 minutos después de la infusion. El mismo grupo de
trabajo (Esposito ef al., 2004) ha elaborado una esca-
la de puntuacion de la funcion endotelial basada en al
tipo de respuesta tensional y de la agregabilidad pla-
quetaria a dicho test.

UTILIZACION DE BIOMARCADORES
EN EL ESTUDIO ENDOTELIAL

Teniendo en cuenta que el test de arginina es una técni-
ca sofisticada que requiere unas instalaciones especia-
les para monitorizacion y que la posibilidad de estudiar
la agregabilidad plaquetaria no esta muy extendida, la
mayoria de las Unidades de Investigacion Vascular re-
curren a los biomarcadores como una medida fiable
para aproximarse al status del endotelio en un sujeto
dado, sea este presuntamente sano o enfermo.
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Marcadores indirectos

Dentro de los marcadores indirectos vamos a centrar-
nos en aquellos de tipo inflamatorio-inmunoloégico,
péptidos endoteliales, todo lo relacionado con el estrés
oxidativo asi como un conjunto de biomarcadores rela-
cionados con la funcion y dafio endotelial (Tabla 53.1).

Tabla 53.1. Marcadores indirectos de disfuncién endotelial.

Los factores de crecimiento (Tabla 53.2) pertenecen en
nuestra opinion al area de la investigacion y no existen
datos que justifiquen por el momento su determinacion
en la practica clinica, con excepcion de la osteopon-
tina. La evaluacion del IGF-1 podria tener interés en
otras areas como la del envejecimiento (Capitulo 102)
pero no como indicador de funcidon endotelial.

MARCADORES INFLAMATORIOS E INMUNOLOGICOS

Proteina C reactiva ultrasensible (PCRhs)
Fosfolipasas LPLA2 y sPLA2

Citoquinas: TNF-a, IL1, IL6, IL10
Chemoquinas: MCP-1.

Marcadores de activacién macrofagica: Neopterina

Moléculas de adhesién: Selectinas E,P; VCAM / ICAM

PEPTIDOS ENDOTELIALES

Angiotensina A Il (All)

Endotelina 1 (ET1)

Factor von Willebrand (FVW)

Activador tisular del pasminégeno (tPA)

Inhibidor del activador del plasmindgeno 1 (PAI-1)

ESTRES OXIDATIVO

Capacidad antioxidante total del plasma
RatioGSH/GSSG
Enzimas antioxidantes: SOD, GPx, GHD, Catalasa
Enzimas prooxidantes: MPO
Ortotirosina en orina
Hierro libre intraeritrocitario
Biomarcadores especificos de estrés oxidativo:
» Dafio ADN: 8-OH-guanina (orina)

* Peroxidacion lipidica:
— Perdxidos totales
— LDLox
— TBARS
— Beta-OH-colesterol
— Isoprostanos: 8-iso PGF2a (orina)

» Oxidacion de proteinas: nitrotirosina /proteinas carboniladas

OTROS BIOMARCADORES

Factores de crecimiento —véase Tabla 53.2—
indice aterogénico del plasma
Prostanoides:

* TxA2 (TXB2 en orina)

* Marcadores de la MEC:
— Fibronectina
— Trombospondina 5
— Osteopontina
— MMP
— Piridolinas (orina).

+ PGI2 (6k-PGF1a y 2,3d-6k-PGF1a (en plasma y orina)
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Marcadores inflamatorios
e inmunolégicos

La inflamacion vascular crénica se asocia no solo a la
disfuncion endotelial estable sino que se piensa que
esta relacionada con la vulnerabilidad de la placa y
hace que esta sea propensa a la ruptura y por consi-
guiente a una activacion de la coagulacion, sustrato
fisiopatologico del sindrome coronario agudo. La re-
lacion entre inflamacion y el evento coronario agu-
do es explicable por la secrecion de metaloproteasas
por el sistema monolito-macréfago. Estas enzimas
son proteoliticas para la capsula fibrosa de la placa
de ateroma exponiendo su contenido, el colesterol, al
mismo tiempo que libera factor tisular que activa la
coagulacion. La reduccion del 6xido nitrico que carac-
teriza a la disfuncion endotelial, contribuye al status
proinflamatorio y protrombdtico, situacion que hemos
llamado previamente como “triada vascular”. El papel
de las células musculares lisas es determinante en la
perpetuacion del fenémeno inflamatorio al segregar
sustancias que reclutan nuevos monocitos.

La hipétesis de la aterosclerosis como enfermedad
inflamatoria se debe a Russell Ross y la influencia que
su trabajo tuvo en investigadores como Ridker, Libby
y Yudkin, quienes con sus respectivos grupos han en-
riquecido nuestro conocimiento en este campo en las
dos ultimas décadas. Asi marcadores tanto inflamato-
rios como inmunolédgicos que actuan de forma com-
binada, como las chemoquinas (MCP-1), citoquinas
(interleuquina-6 y TNF-alpha y la citoquina inhibi-
toria del macrofago -MIC-1), moléculas de adhesion
(ICAM-1 y VCAM-1 solubles, selectinas Py E), y el
ligando CD40 parecen actuar en el mismo sentido con-
tribuendo a perpetuar la lesion vascular.

Proteina C reactiva PCRhs

Uno de los aspectos mas sobresalientes de la fisiopa-
tologia vascular moderna es el conocimiento de “cito-
quinas mensajeras” capaces de inducir a nivel hepatico
la produccion y liberacion de “reactantes de fase agu-
da” como la Proteina C Reactiva (PCR) y el amiloide
sérico (SAA), esta ultima relegada a estudios de inves-
tigacion basica.

La PCR ultrasensible o PCRhs (high sensitivity), es
considerada por una mayoria de autores un marcador
de RCV inflamatorio aunque no se descarta su valor
como diagnostico indirecto de DE o vulnerabilidad de
la placa como apuntdbamos previamente. Su utilidad

como marcador de riesgo vascular y de SM se analiz6
en el Capitulo 2.

Se considera que la determinacion de proteina C
reactiva ultrasensible es el marcador del que se dispo-
ne de mas informacion sobre su utilidad clinica. Desde
hace afios se ha demostrado la relacion de la PCR con
la aparicion de eventos coronarios. El aumento de la
concentracion plasmatica de PCR es debido a un au-
mento de su produccion hepatica como consecuencia
de la estimulacion que producen las llamadas citoqui-
nas mensajero como la IL-6, IL-1B, TNF-a e IFNy,
que desempefian un papel relevante en el proceso ate-
rosclerotico (Ridker er al., 2000). La posibilidad de
detectar marcadores en sangre que permitan conocer
la existencia de placas vulnerables que puedan desen-
cadenar un accidente cardiovascular agudo es un as-
pecto diagnoéstico de gran relevancia. Pero la PCR no
es solo un marcador de fase aguda, sino que participa
directamente en la progresion de la lesion ateromatosa
a través de diversos mecanismos. Favorece la disfun-
cion endotelial, aumenta la expresion de moléculas de
adhesion (VCAM-1 e ICAM-1) y, por ello, la fijacion
de células inflamatorias en la pared, promueve la cap-
tacion de LDL no modificadas por los macrofagos y
la activacion del complemento. Ademas, se ha demos-
trado que la PCR se produce en la propia lesion atero-
matosa por las células musculares lisas y macréfagos.

Diversos estudios han demostrado que las estatinas,
ademas de reducir la concentracion de colesterol-LDL
y la aparicion de accidentes aterotromboticos, también
disminuyen la PCR, y lo hacen de manera indepen-
diente de las concentraciones de LDL-colesterol. Ri-
dker et al., (2008) demostraron en el estudio JUPITER
que la rosuvastatina reduce la morbimortalidad cardio-
vascular (Figura 53.2) en pacientes con niveles eleva-
dos de PCR y niveles no elevados de LDL-colesterol.
Hay que considerar también que este fue un ensayo
clinico de tratamiento con estatinas y no un ensayo
para evaluar el valor diagnostico de la PCR (Hlatky,
2008). De cualquier manera, los resultados apoyan,
por una parte, la relevancia de la PCR en la progre-
sion y complicaciones de la lesion ateromatosa, y su-
gieren un posible mecanismo de actuacion novedoso
de las estatinas en la reduccion de la morbimortalidad
cardiovascular. Asimismo, en un estudio de cohortes
se evalud especificamente la relacion causal entre la
PCR vy el evento cardiovascular en mas de 50.000 in-
dividuos de la poblacion general danesa (Zacho et al.,
2008). En ¢l se observo una relacion entre los niveles
elevados de PCR y la mayor probabilidad de accidente
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cerebrovascular y enfermedad isquémica del corazon.
Estos resultados evidencian la importancia de la PCR
como marcador de riesgo de un factor que interviene
en el proceso aterosclerotico, aunque no claramente
como factor de riesgo causal de la enfermedad vas-
cular. A partir de estos resultados se incorporo la PCR
ultrasensible al algoritmo de calculo de algunos mode-
los de riesgo cardiovascular como el Reynolds Score
(Ridker et al., 2007).

*Primer Revascularizacion Mortalidad
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evento CV total
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Estudio JUPITER

Figura 53.2. Resultados del estudio Jupiter. Se incluyeron
17.802 pacientes en prevencion primaria (62% varones,
edad media 66 afios) con colesterol LDL bajo (mediana 108
mg/dl) y proteina C reactiva ultrasensible elevada (mediana
4,2 mg/l). Reduccion del riesgo de ocurrencia eventos de
rosuvastatina 20 mg vs placebo durante 1,9 afios.

*El objetivo principal del estudio fue la primera ocurrencia de
un evento cardiovascular mayor, definido como infarto agu-
do de miocardio no fatal, ictus no fatal, hospitalizacién por
angina, revascularizacion o muerte cardiovacular. Ridker et
al., 2008.

En los ultimos afos se ha progresado en los co-
nocimientos fisiopatologicos de la conexion de la
PCR con el dafio vascular siendo dos los principa-
les descubrimientos: a) la relacion entre PCR e IR
(Alessandris et al., 2007) lo que potencia el nucleo
fundamental del sindrome cardiometabdlico (Capitu-
lo 6) y b) la relacion entre la PCR y la produccion
de AGE (advanced glycation products end) (Capitulo
10) lo que altera el estatus oxidativo del vaso e in-
duce apoptosis de la célula endotelial (Fujii et al,
2006). Posteriormente Devaraj et al. (2011) ha de-
mostrado in vitro estudiando células de aorta huma-
na (human aortic endothelial cells -HAECs—) que la
PCR promueve DE por un mecanismo hasta ahora
desconocido y dependiente de NO, liberando a la cir-
culacion tanto CEC (células endoteliales circulantes)
como microparticulas endoteliales (EMPs) de las que

hablaremos en el apartado de perspectivas futuras.
Dicha liberacion no se produce si previamente se tra-
tan las HAECs con sepiapterina o DETA (diethylene-
triamina), preservadores del NO.

Fosfolipasas LPLA-2 y sPLA-2

Las fosfolipasas son un grupo de enzimas que pertene-
cen a la superfamilia de las lipasas y a la megafamilia
de las hidrolasas, que induciendo cambios en la com-
posicion de las membranas son capaces de activar la
cascada inflamatoria y alterar las vias de sefalizacion
celular. Las fosfolipasas A2 (PLA-2) son capaces de
movilizar acidos grasos, incluyendo el 4cido araqui-
doénico a partir de los fosfolipidos. Se clasifican en ci-
tosolicas, secretorias y ligadas a lipoproteinas. El peso
molecular difiere de una a otras, alto en el primer caso,
bajo en el segundo e intermedio en el tercero. Actuan
sobre receptores de superfice entre los que se ha iden-
tificado el PLA2RI1.

La fosfolipasa LPLA-2 (lipoprotein-associated
phospholipase A2 o Lp-PLA-2) (Packard et al, 2000)
tambien denominado como “factor acetilhidrolasa
activador de la plaqueta”, no debe confundirse con
otra enzima que se reconoce por el mismo acroni-
mo pero que es de origen lisosdmico —Lysosomal
phospholipase A2 (LPLA2)- y altamente expresada
en el macrofago alveolar. El papel de la fosfolipasa
A2 asociada a lipoproteina en la inflamacion vascular
es incuestionable pero la propuesta de su utilizacion
como marcador en esta patologia tiene el inconve-
niente de su elevado coste. En su trabajo original,
Packard et al., evaluaron a 580 varones del estudio
WOSCOPS (West of Scotland Coronary Prevention
Study). En su estudio los niveles de LPLA-2 se co-
rrelacionaron de forma significativa con los eventos,
y a diferencia de otros marcadores evaluados (PCR,
fibrindégeno, leucocitos) la aociacidn permanecian
cuando se ajustaron los resultados por los factores de
confusion (edad, TAS, cifras de lipidos). En el Ca-
pitulo 77 se proporciona mas informacion sobre el
significado clinico de este biomarcador.

Por su parte la fosfolipasa secretoria tipo II (sPLA-
2) (Kougias et al.,, 2006), cuya determinaciéon es de
menor coste que la anterior, representa al igual que la
LPLA?2 un marcador de RCV (Neidlinger et al, 1996)
y ha sido relacionada tanto con la disfuncién endo-
telial como con la enfermedad coronaria (Kugiyama
et al., 1999). Hay varios mecanismos por los cuales
la sSPLA-2 puede estar implicada en la aterosclerosis,
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incluyendo la hidrélisis de LDL y HDL. Como conse-
cuencia de su actuacién se producen LDL densas de
mayor potencial aterogénico. Con respecto a las HDL
se produce un mayor catabolismo de dichas particulas
afectando a su funcion recolectora de colesterol.

Fabregate et al., 2009, han comunicado los resul-
tados de un estudio llevado a cabo en una poblacion
de riesgo moderado-alto mostrando una buena co-
rrelacion de los niveles circulantes de sPLA-2 con
marcadores de estrés oxidativo como los TBARS y
moléculas de adhesion como los VCAM, pero lo mas
relevante de nuestro estudio fue la correlacion de los
niveles de sPLA-2 con el estado de la microcircula-
cion, cuando esta fue evaluada por andlisis no invasivo
de la onda de pulso (Figura 53.3).
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Figura 53.3. Asociacion entre los niveles de s-PLA2 (pg/ml)
y el estado de la microcirculacion, cuantificado por el indice
de elasticidad de las pequefias arterias (C,), obtenido por
analisis no invasivo de la onda de pulso mediante HD/Pulse
Wave CR-2000 (Hypertension Diagnostics Inc., Eagan, Min-
nesota). Puntos de corte para los terciles de C,: 2,45y 3,60
ml/mmHgx100. Fabregate et al., 2009.

Citoquinas
TNFa (factor de necrosis tumoral o)

Esta citoquina estd implicada en numerosos procesos
cardiovasculares relacionados con la Disfuncion En-
dotelial. En este sentido se ha demostrado que los ni-
veles de TNF-a se elevan en respuesta a episodios de
isquemia miocardica aguda tanto a nivel experimental
como en sujetos con Sindrome Coronario Agudo. Un
estudio demostr6 ademas que concentraciones séri-
cas de TNF-a persistentemente elevadas en pacien-
tes post-IAM se asociaban a un riesgo incrementado

de muerte coronaria o recurrencia de infarto (Ridker,
2000). También se ha visto elevada en sujetos con in-
suficiencia cardiaca avanzada (Capitulo 81) y en mo-
delos experimentales se ha observado que no solo es
un marcador sino que participa en la descompensacion
induciendo disfuncion ventricular.

Existe evidencia de que el TNF-a juega un papel
pivote en la disregulacidon micro-macrovascular por su
implicacion en multiples “signaling pathways” entre
las que se encuentran NF«B, Spl, activator protein 1,
IJNK, p38, STAT3, y es de los pocos marcadores que
pueden beneficiarse de suplementos dietéticos (aceite
de pescado y fibra) y de una actividad fisica regular y
programada (Zhang y Zhang, 2012).

En un estudio llevado a cabo por nuestro grupo se
encontr6 una correlacién entre los niveles circulan-
tes de TNF-a y los niveles de superoxido-dismutasa
(SOD) en una poblacién de riesgo CV moderado-alto
en situacion clinica estable, estableciendo una cone-
xi6n entre la defensa para la oxidacion, evaluada por la
SOD, y la severidad de la respuesta inflamatoria eva-
luada por el TNF-a (Figura 53.4).
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Figura 53.4. Comportamiento de la TNF-a segun el tercil
de SOD en sangre periférica. SOD: Superoxido dismutasa.
Fabregate et al., 2009.

IL1, IL6, IL10

Interleuquina 1(IL-1): Es un mediador inflamatorio/
inmune, que actua directamente y de forma selectiva
en las células endoteliales, con dos propiedades fun-
damentales: 1) induce la biosintesis de las células en-
doteliales y la expresion en la superficie de un factor
con actividad procoagulante; y 2) incrementa de forma
importante la adhesividad de la superficie endotelial
para leucocitos (6-42 veces) y monocitos (2-5 veces).
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Estos efectos son dependientes de su concentracion
(maximo 5-10 U/ml).

Interleuquina 6 (IL-6): Es un marcador demostra-
do de inflamacion. Se trata de una citoquina circulante
producida por monocitos, macrofagos, linfocitos T y
células endoteliales. La IL-6 puede inducir un estado
protrombotico mediante el incremento de la expresion
de fibrin6geno, factor tisular, factor VIII y factor von
Willebrand, asi como mediante la activacion de célu-
las endoteliales y de las plaquetas. En un estudio lle-
vado a cabo por nuestro grupo observamos que la IL-6
se correlacionaba con el estado microcirculatorio que
hasta ahora no habia sido previamente descrito (Figura
53.5).
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Figura 53.5. Asociacion inversa entre los niveles de II-6 (pg/
ml) y la elasticidad de las pequefias arterias (C,), medido
por HD/Pulse Wave CR-2000 (Hypertension Diagnostics
Inc., Eagan, Minnesota). Puntos de corte para los terciles de
C,: 2,45y 3,60 m/mmHgx100. Fabregate et al., 2009.

Interleuquina 10 (IL-10): Es considerada la cito-
quina antiinflamatoria por excelencia. Actia sobre
diferentes tipos celulares, incluyendo timocitos, célu-
las T citotdxicas, los mastocitos, las células B y los
monocitos macréfagos. Es producida por un subtipo
de linfocitos CD4+ (Th2) y también en grandes can-
tidades por los macrofagos. Inhibe la produccion de
citoquinas proinflamatorias por los macrofagos y por
las células T, activadas por distintos estimulos. Ha sido
identificada en fases tempranas y avanzadas de lesio-
nes ateroscleréticas, principalmente localizada en el
citoplasma de los macréfagos, en células de musculo
liso y en la matriz extracelular. Inhibe la sintesis de
citoquinas inflamatorias incluyendo la I1-1 a, I1-1p, II-
6, 11-8, TNF-a, INF-y, GM-CSF y G-CSF por los mo-
nocitos, ejerciendo un efecto autorregulador sobre su
propia produccion. Diferentes autores han encontrado

una relacion inversa entre los niveles de interleuquina
10 y la enfermedad coronaria.

Chemoquinas

La MCP-1 (monocyte chemoattractant protein —1I) es
una chemoquina de naturaleza protéica, de 8,6 kDa
con 76 AA, producida por varios tipos celulares en
la pared arterial incluyendo a las células endoteliales,
células musculares lisas y monocitos—macrofagos,
como respuesta a diferentes estimulos, siendo un ele-
mento destacado en la patogénesis de la aterosclerosis,
y su elevacion es especialmente inducida por la LDL
oxidada. Se denomina chemoquina por su capacidad
quimiotactica. Los niveles séricos de MCP-1 se en-
cuentran elevados en todos los sujetos con disfuncion
endotelial pero especialmente en aquellos pacientes
con sindrome coronario agudo y en pacientes con en-
fermedad arterial obstructiva periférica.

La determinacion de MCP-1 se lleva a cabo median-
te diferentes tipos de ELISA con un rango de deteccion
entre 10-3.000 pg/ml. Los valores obtenidos en indivi-
duos sanos varian de unos métodos a otros pero la media
suele estar en torno a 125 pg/ml. No esta estandarizado
el punto de corte para disfuncion endotelial.

Moléculas de adhesién

El endotelio disfuncionante induce la aparicion de mo-
léculas de adhesion (Figura 53.6) en su superficie, de
tal modo que la aparicion de selectinas (E,P) favorece
la adhesion primera de los monocitos a su superficie, y
la presencia de “ligandos de las integrinas” (VCAM-1,
ICAM-1) reafirma el proceso de adhesion y el de la
transmigracion de los monocitos a través del endotelio.
Estas moléculas pueden ser detectadas en el plasma y
servir como marcador del proceso inflamatorio vascu-
lar. Dentro de las moléculas de adhesion las agrupadas
con el acrénicmo CAM (cellular adhesion molecule)
estan expresadas en la superficie celular con un domi-
nio expuesto al torrente circulatorio. Esta parte externa
se rompe y queda circulante, de forma que podemos
medir la cantidad de fragmentos del dominio extrace-
lular solubles en plasma. Los niveles de expresion de
las CAMs en la superficie celular se correlacionan con
los niveles de los fragmentos solubles. (Kansas, 1996;
Newman et al., 1994).

En el estudio Hoorn, uno de los pioneros en el se-
guimiento a largo plazo de los biomarcadores en una
poblacion de riesgo CV alta, el VCAM soluble es con-
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siderado un marcador inflamatorio en paralelismo con Enrelacion el VCAM-1 se ha comunicado que pue-
la PCR mientras que el ICAM soluble y el FvW son  de estar elevado tanto en la disfuncion endotelial que
considerados marcadores de disfuncion endotelial (Ja-  acompaiia al dafio macrovascular como la que acom-
ger et al., 2006). paia al dafio microvascular (Figura 53.7).
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Figura 53.6. Mecanismo de accién de las moléculas de adhesién. MCP-1: Monocyte chemotactic protein-1; ICAM-1(Inter-
Cellular Adhesion Molecule 1 or Cluster of Differentiation (CD) 54); VCAM1: vascular cell adhesion molecule-1; CML (Célula
muscular lisa); LDL: Low-density lipoprotein LDLox: LDL oxidada.
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Figura 53.7. Distribucion de los niveles de VCAM-1 (ng/ml) atendiendo al estado de la macrocirculacion (C,) y la microcir-
culacion (C,), evaluado mediante HD/Pulse Wave CR-2000 (Hypertension Diagnostics Inc., Eagan, Minnesota). C,: indice
de elasticidad de las grandes arterias (ml/mmHgx100); C,: indice de elasticidad de las pequefias arterias (ml/mmHgx100).

Fabregate et al., 2009.
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Marcadores de activacion macrofégica

La neopterina fue descubierta en las larvas de las abe-
jas y posteriormente en la orina humana en 1967. Es
el principal marcador de activacion macrofagica (Ha-
merlinck et al., 2000). Bioquimicamente pertenece al
grupo de compuestos pteridinicos. Es producida tras
degradacion del guanosin trifosfato (GTP) por accion
de la enzima dihydroneopterin trifosfato (Figura 53.8).
El otro producto de esta enzima es la tetrahidrobiopte-
rina (BH4), cofactor esencial en la formacion de NO
(Capitulo 3). La produccion de neopterina esta regula-
da tanto por las interleuquinas como por la TNF-a. Su
accion intracelular es la de modular el estado redox,
probablemente a través de la NOSi y NOSe. El prin-
cipal estimulo de la neopterina es el interferon gamma
que procede del linfocito.

La neopterina sérica predice eventos cardiovascu-
lares en pacientes hipertensos sin enfermedad coro-
naria significativa y ademas es predictora de una pro-
gresion rapida en pacientes con enfermedad coronaria
establecida. Diferentes estudios han demostrado una
asociacion entre neopterina y aterosclerosis en arterias
periféricas (Gupta et al., 1997; Tatzber et al., 1991,
Weiss et al., 1994). También se ha comprobado que la
neopterina estd mas elevada en pacientes con Sindro-
me Coronario Agudo, tanto en su forma clinica de an-
gina inestable como de infarto de miocardio (Garcia-
Moss et al., 2000).
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Figura 53.8. Produccién de neopterina por el macréfago.
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Péptidos endoteliales

Las células endoteliales liberan factores antiagregan-
tes, protromboticos, asi como factores relajantes (NO,
Factor hiperpolarizante) y constrictores (All, ET1)
que modulan el tono del musculo liso vascular. En
condiciones normales existe un equilibrio en la libe-
racion de estos factores (Vapaatalo et al., 2001), dicho
equilibrio se rompe en situaciones de dafio endotelial
predominando los vasoconstrictores y protromboéticos,
con excepcion del factor von Willebrand que disminu-
ye. A ellos se suman factores de crecimiento y factores
hipofibrinoliticos como el PAI-1 que se producen en
cantidades infimas por el endotelio en situaciones de
normalidad.

Angiotensina A Il (All)

La hiperactividad del Sistema Renina Angiotensina
(SRA o RAS) tanto sistémico como vascular es con-
siderado como uno de los principales mediadores de
la enfermedad vascular no solo en el enfermo hiper-
tenso sino en todos los procesos relacionados con la
disfuncion endotelial y la aterosclerosis (Capitulos 3 y
4; Capitulo 86). Propuesto como marcador diagnostico
y de seguimiento en respuesta al tratamiento, la eva-
luacion de la angiotensina A II (All) en clinica ha sido
desestimada salvo en investigacion bésica, por tenerse
que llevar a cabo mediante RIA, de mayor coste que
el ELISA.

Endotelina 1 (ET1)

En el pasado la cantidad de endotelina se media me-
diante RIA pero ademas del coste tenia como problema
el cruce de reactividad que se producia con las distin-
tas isoformas de ET y con la big Endotelina (Capitulo
3). Existe un método ELISA para la cuantificacion de
ET1 que es mas econdmico y mas especifico. Admi-
tiendo el importante papel jugado por esta sustancia
en la lesion vascular aterosclerdtica falta por aclarar su
papel como herramienta en el diagnoéstico de las fases
mas precoces y su valor predictivo de eventos a media-
no y largo plazo.

Factor von Willebrand (FvW)

Para que ocurra la hemostasis, las plaquetas deben ad-
herirse al colageno expuesto, liberar los contenidos de
sus granulos y agregarse. La adhesion plaquetaria al
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colageno expuesto en las superficies endoteliales de
las células es mediada por el factor von Willebrand
(FvW). La funcion del FvW es actuar como un puente
entre un complejo especifico de glicoproteinas en la
superficie de las plaquetas (GPIb-GPIX-GPV) y las fi-
brillas de colageno. Ademas de servir como puente el
FvW se une y estabiliza el factor de coagulacion VIII.
La unidn del factor VIII por el FvW es necesaria para
la supervivencia normal del factor VIII en la circula-
cion.

El Factor von Willebrand (FvW) es una glico-
proteina sintetizada por las células endoteliales y
almacenada en los megacariocitos (granulas alpha).
Sus niveles plasmaticos han sido relacionados con la
disfuncion endotelial en diversas enfermedades vas-
culares (Lip et al., 1997). Aunque el descenso del
FvW que acompafia a la DE podria ser beneficioso
para el organismo desde el punto de vista de la en-
fermedad aterogénica, sin embargo tiene una lectura
patologica por indicarnos que la célula endotelial
estd muy dafiada. Asi en sujetos con DM2, prototipo
del enfermo con disfuncién endotelial, uno de los
marcadores que demostraron tener un mayor valor
predictivo es el Factor von Willebrand (Ouvifia et
al., 2008).

Activador tisular del plasminégeno (tPA)

El activador tisular del plasminogeno (tPA) en su for-
ma nativa es una serin proteasa monocatenaria cons-
tituida por 530 aminoacidos y dos cadenas. El tPA es
sintetizado por las células endoteliales y liberado a la
circulacién por diversos estimulos. La principal via de
eliminacion del tPA es a través del higado, siendo su
vida media de cinco minutos.

La fibrinolisis es un sistema en cadena compues-
to por una serie de activadores e inhibidores los cua-
les regulan la conversion de la proenzima circulante,
plasminégeno, en la enzima activa plasmina. La pro-
duccion de plasmina libre en la superficie del trombo
conduce a la lisis de la fibrina y esto es muy importante
para el mantenimiento de la permeabilidad vascular.

El plasmindgeno es una glicoproteina monocatena-
ria compuesta por 790 aminoacidos que sintetizada en
el higado tiene una vida media de 2,2 dias. Una de las
peculiaridades de esta molécula es su unién al endo-
telio a través de los LBS (lysine binding sites) favore-
ciendo su activacion local.

La activacion del plasmindégeno, macromolécula
inactiva, da lugar a su escision en plasmina, molécula

activa. Una de las vias de activacidon se conoce como
“activacion por contacto o XII-dependiente” por estar
implicados diversos factores del sistema de contacto
de la coagulaciéon. Se sabe que ademas del factor XII
existen otras sustancias en la sangre, denominadas pre-
cursores, como la precalicreina o el quinindgeno de
alto peso molecular (HMW-K) que pueden inducir la
activacion del plasminogeno. La activacion del factor
XII conduce a la generacion de calicreina que va a ser
un potente activador de la fibrinolisis intrinseca. Otra
via de activacion es a través del tPA.

Los niveles de tpA se elevan en el IAM, pero al ser
este péptido de producciéon endotelial se ha propues-
to ademas su utilizaciéon como biomarcador de riesgo
vascular. Los resultados han sido desalentadores por
el momento, al menos en situacion basal. Nuevos en-
foques relacionados con un test de estimulacion, espe-
cialmente disefiado para este fin, promete como mar-
cador fiable de disfuncion endotelial y sera tratado en
un apartado posterior de este capitulo referente a los
métodos de evaluacion de la funcién endotelial en el
futuro.

En nuestra Unidad hemos llevado a cabo una eva-
luacion del tpA en un sindrome clinico emparentado
con el SM, la Cintura Hipertrigliceridémica (CH) (Ca-
pitulo 6) y hemos demostrado que los sujetos afectos
tienen niveles mas elevados que los sujetos controles
(Figura 53.9).
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Figura 53.9. Distribucion de los niveles del activador tisular
del plasminégeno (tPA) en el Sindrome de la Cintura Hiper-
trigliceridémica. Se define el Sindrome de la Cintura Hiper-
trigliceridémica (CH+) cuando los niveles de triglicéridos son
> 127 mg/dl y el perimetro de cintura > 95 cm para hombres
y > 88 cm para mujeres, de acuerdo a los criterios de Kahn 'y
Valdez (2003). CH-: si no se cumplen los criterios anteriores.
Tello et al., 2009.
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Inhibidor del activador del plasminégeno
1 (PAI-1)

En situaciones de disfuncion endotelial, para contra-
rrestar el estado fibrinolitico caracteristico del dafio
incipiente liderado por la produccion de tpA y upA
(activador del plasmindgeno tipo uroquinasa, Capitu-
lo 3), el endotelio va a producir PAI-1 (Inhibidor del
activador del plasminogeno 1), una serin proteasa,
que en circunstancias normales es producida funda-
mentalmente por el hepatocito. También el adipocito
tiene la genética para su secrecion y puede contribuir
en situaciones de resistencia a la insulina (Saban et
al., 2004). Por su parte el PAI-2 (plasminogen acti-
vator inhibitor-2) es segregado por la placenta y solo
esta presente en niveles detectables circulantes du-
rante el embarazo.

En nuestro laboratorio, el PAI-1 se ha comportado
como un marcador fiable de disfuncion endotelial con
una buena correlacion con la vasodilatacion depen-
diente de endotelio evaluada por el test de Celermajer
(Capitulo 54); (Figura 53.10).
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Figura 53.10. Asociacién entre los niveles del inhibidor del
activador del plasminogeno 1 (PAI-1) y la disfuncién endo-
telial, medida por vasodilatacién dependiente de flujo (Flow
Mediated Vasodilation, FMD). Unidad de Patologia Endote-
lial. Hospital Ramon y Cajal. Madrid.

Estudio de la bateria enzimatica
antioxidante y del estrés oxidativo

Las especies reactivas de oxigeno y de nitrogeno (ROS
y RNS) descritos en el Capitulo 3 y 81 son dificiles de
medir porque no circulan por la sangre ni se eliminan
por la orina. La determinacion de vitaminas antioxi-
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dantes puede ser necesaria si se sospecha una dieta no
equilibrada con bajo consumo en frutas y verduras.
Para su suplementacion remitimos al Capitulo 87. En
la practica podemos aproximarnos al estudio de estrés
oxidativo del paciente con disfuncién endotelial me-
diante las siguientes técnicas:

Capacidad antioxidante total del plasma

Hay evidencias que indican que la capacidad antio-
xidante total del plasma (CAP o TPAC -Total plasma
antioxidant capacity) parece estar disminuida en pa-
cientes con disfuncion endotelial y muy especialmen-
te en sujetos diabéticos mal controlados. El valor de
esta capacidad expresa el nimero de moles de radica-
les peroxido que pueden ser secuestrados por el suero
humano y esta determinado por el contenido de acido
ascorbico, alfa-tocoferol, acido urico y proteinas como
la albimina cuyos grupos -SH libres pueden secuestrar
radicales peroxido. Este método refleja el equilibrio
dinamico entre el sistema antioxidante y la produccion
de especies reactivas de oxigeno.

La CAP se correlaciona con todos y cada uno de
los componentes de la bateria antioxidante circulante
pero especialmente en nuestra experiencia guarda muy
buena correlacion con los niveles de superoxido dis-
mutasa (Figura 53.11).
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Figura 53.11. Distribucién de los niveles de la capacidad
antioxidante total del plasma (CAP) en los terciles inferior y
superior de superéxido dismutasa (SOD). Fabregate et al.,
2009.

En los tultimos afios, como complemento de la CAP,
que es una medida de la capacidad antioxidante total,
enzimatica y no enzimatica, se ha descrito la medida de
la capacidad antioxidante no-enzimadtica, conocida por
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su acronimo CANE o NEAC (non enzymatic antioxi-
dant capacity) y que tiene en cuenta la sinergia de todos
los antioxidantes no enzimaéticos (Zamora-Ros et al.,
2013). El CANE plasmatico puede analizarse usando
dos tipos de técnicas: FRAP (ferric reducing antioxi-
dant potential) y TRAP (total radical-trapping antioxi-
dant parameter). Sin embargo aun faltan estudios que
correlacionen estas determinaciones con la clasica CAP.

Ratio glutatiéon reducido/oxidado
en plasma

El glutatién circulante en situacion basal es un gluta-
tién reducido (GSH). Su principal mision periférica
es mantener en perfecto estado antioxidante la vita-
mina C y la vitamina E. La disponibilidad de GSH
puede estar disminuida en procesos créonicos como
la diabetes mal controlada y en fumadores, haciendo
a estos individuos mas vulnerables a los procesos de
isquemia-reperfusion en casos de accidentes cardio-
vasculares y cerebrovasculares. Cuando el glutation
se oxida se convierte en glutation disulfuro o glutation
oxidado (GSSG). Durante el proceso de oxidacion, la
pérdida de un electrén de la molécula GSH da lugar
a dos dimeros unidos por un puente disulfuro, unién
que es reversible. La ratio GSH/GSSG es considerada
un buen indicador de estrés oxidativo, equiparable a
la ratio quinol/quinona que abordaremos en el Capi-
tulo 87.

Enzimas antioxidantes
Superoxido dismutasa (SOD)

La enzima superéxido dismutasa (SOD) cataliza la
dismutacion de superoxido en oxigeno y peroxido de
hidrogeno. Es una enzima antioxidante de gran impor-
tancia y su manipulacion genética (gen SOD1) con-
sigue prolongar la vida en la mosca de la fruta hasta
un 40%. Dicha manipulacion conferiria al animal una
“resistencia innata al estrés”. Una mutacion de dicho
gen ha sido relacionada en humanos con la “esclerosis
lateral amiotrofica”.

En humanos existen tres formas de superoxido dis-
mutasa. SOD1 se encuentra en el citoplasma, SOD2
en las mitocondrias y SOD3 en el liquido extracelu-
lar. La primera es un dimero mientras que las otras
dos son tetrameros. SOD1 y SOD3 contienen cobre y
zinc, mientras que SOD2 tiene manganeso en su cen-
tro reactivo. Los genes se encuentran localizados en

los cromosomas 21, 6 y 4, respectivamente (21q22.1,
6q25.3 y 4p15.3-p15.1). De las tres la SOD3 parece
que es la que menos proteccidn ejerce si nos atenemos
a los resultados de sus deficiencias en ratones. Los
ratones sin SOD1 desarrollan una gran variedad de
patologias, incluyendo hepatocarcinoma acelerada,
pérdida de masa muscular relacionada con la edad,
una temprana incidencia de cataratas y una esperanza
de vida reducida. Los ratones carentes de SOD3 no
muestran deficiencias obvias y tienen una esperanza
de vida normal.

Ademas de su actuacion intracelular y de circular
de forma que pueda ser determinada en una muestra
de sangre, la enzima ha sido identificada a nivel extra-
celular, localizada estratégicamente entre el endotelio
y las células musculares lisas. Los estudios experi-
mentales han demostrado que la inhibicion de la SOD
produce disfuncién endotelial. En la Figura 53.12 se
representa el comportamiento de la SOD3 en sujetos
con cintura hipertrigliceridémica (Capitulo 6).
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Figura 53.12. Distribucion de los niveles de la enzima su-
perdxido dismutasa (SOD3) en sujetos con y sin cintura hi-
pertrigliceridémica (CH+ y CH-, respectivamente). Cintura
hipertrigliceridémica de acuerdo a los criterios de Kahn y
Valdez (2003): triglicéridos > 127 mg/dl y perimetro de cin-
tura > 95 cm en hombres y > 88 cm en mujeres. Tello S et
al., 2009.

Glutation peroxidasa (GPX)

La GPX desempeifia un importante papel en la defen-
sa antioxidante (Sies et al., 1999), también en plasma
(Miller et al., 1993), catalizando la reaccion de oxida-
cion del glutation a glutation-disulfuro utilizando para
ello peroxido de hidrégeno. Esta enzima usa como co-
factor el selenio. La glutation peroxidasa tiene como
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principal funcion proteger al organismo del efecto
degradante de los hidroperoxidos formados de forma
endogena. Estd por definir su papel en el manejo del
enfermo de riesgo vascular.

Glutation deshidrogenasa (GDH)

Es una enzima citosélica e intramitocondrial que de-
grada la mayor parte del peroxido de hidrogeno trans-
formandolo, en presencia de glutatién reducido, en
aguay en glutation oxidado. Esta enzima limita la pro-
pagacioén de radicales reduciendo los peréxidos RPPH
inestables a &cidos grasos hidroxilados ROH. No se
conoce bien su papel en el diagnodstico y manejo de
las fases precoces de la enfermedad vascular, aunque
se acepta que niveles circulantes bajos o indetectables
de GDH se asocian a un mayor riesgo cardiovascular.

Catalasa

La catalasa es una enzima que cataliza la descompo-
sicion del peroxido de hidrogeno (H,0,) en oxigeno y
agua. Se presenta en forma de homotetramero y se lo-
caliza en los peroxisomas. Sus niveles circulantes son
bajos pero juegan un papel primordial en la defensa
antioxidante del plasma junto a la glutation peroxidada
y el glutation, mas potentes a nivel circulante que la
SOD, la viamina E y el betacaroteno (Miller, 1993).

El peroxido de hidrogeno es un residuo del meta-
bolismo celular de muchos organismos vivos y tiene
entre otras una funcion protectora contra microorga-
nismos patogenos, principalmente anaerobios, pero
dada su toxicidad debe transformarse rapidamente en
compuestos menos peligrosos. Esta funcién la efectia
la catalasa. La ausencia congénita de catalasa es cau-
sante de una acatalasemia (o acatalasia), la enfermedad
de Takahara que se manifiesta con severas infecciones
gangrenosas de la cavidad bucal, pudiendo producir la
pérdida de los dientes y graves destrucciones de los
maxilares y regiones blandas que los cubre. Se trata de
una enfermedad congénita en Japon donde 2 de cada
100.000 habitantes la padecen.

Enzimas prooxidantes

Son enzimas prooxidantes (Capitulo 87) la mielopero-
xidasa (MPO), la lipoxigenasa, la xantino-oxidasa, la
MAO, la NADPHoxidasa (NOX), la triptofano-dioxi-
genasa, la indolamin-dioxigenasa y la galactosa oxi-
dasa. De todas ellas la mieloperixodasa es la que tiene
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utilidad como marcador indirecto de estrés oxidativo
porque niveles circulante altos de la misma se corre-
laciona con dicho estrés y con disfuncion endotelial.

La mieloperoxidasa estd ampliamente distribuida
en el organismo, es producida y liberada principal-
mente por leucocitos (neutrofilos y monolitos) activa-
dos, como los que se encuentran en la placa ateros-
clerotica (Blake et al., 2003). La MPO es capaz de
generar especies reactivas que dafan lipidos y protei-
nas y parece contribuir a la aterogénesis a través de las
reacciones oxidativas que esta cataliza. Merced a ello
posee propiedades proinflamatorias y puede contribuir
directamente a la lesion tisular (Eiserich et al., 2002).
En estos casos conlleva un aumento significativo de
la actividad enzimatica directamente proporcional al
numero de neutréfilos infiltrados en el tejido, por lo
que se puede utilizar su actividad como indice de mi-
gracidn leucocitaria y por lo tanto de estrés oxidativo.
Por todo ello se ha evaluado a la MPO como marcador
de riesgo cardiaco en poblaciones con distinta preva-
lencia de sindrome coronario agudo (Brennan et al.,
2003), donde sus niveles pueden estar aumentados en
proporcidn al riesgo (Zhang et al., 2001).

Ortotirosina en orina

La tirosina es un aminoacido (AA) no esencial que se
produce a partir de la hidroxilacion del AA esencial fe-
nilalanina. A pesar de no ser un AA esencial su accion
es considerada fundamental para la fisiologia huma-
na por ser precursor del pigmento cutineo melanina
asi como de las hormonas tiroideas y catecolaminas
(adrenalina, noradrenalina y dopamina). De la tirosina
se conocen tres isomeros: para-tirosina, metatirosina y
ortotirosina, aunque la forma mas conocida y estudia-
da es la para-tirosina o L-tirosina. La determinacion
de ortotirosina en orina se estd utilizando como un test
fiable de estrés oxidativo. Asi, Brasnyo (Brasnyo et
al., 2011), en un estudio doble-ciego llevado a cabo en
19 pacientes con DM2 que recibieron 10 mg de resve-
ratrol (RV) (5 mg/12 h) vs placebo durante tan solo 4
semanas, objetivd que el RV a esta dosis tan baja re-
ducia el estrés oxidativo, evaluado por la excrecion de
ortotirosina en orina ajustada por la creatinina (umol/
mol de creatinina) (Capitulo 87) y mejoraba de forma
significativa la resistencia a la insulina, evaluada tan-
to por el HOMA-IR (Capitulo 6) (Homeostasis Model
of Assessment for Insulin Resistance) como por el co-
ciente pAkt/Akt en plaquetas.
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Hierro libre intraeritrocitario

La determinacion de hierro libre intraeritrocitario
(intra-erythrocyte free iron) fue considerado como
gold standard del estatus antioxidante en la década de
los afios 90 (Ferrali et al., 1992; Buonocore G et al.,
1994; Buonocore et al., 1998), siendo posteriormente
abandonado en el terreno clinico por ser una técnica
compleja aunque sigue siendo utilizada en el campo
de la investigacion. Su fundamento se basa en que la
liberacion de Fe libre a partir de la hemoglobina es
proporcional al dafio de la misma por el estrés oxi-
dativo intracelular y por tratarse del hematie, este es
proporcional al estrés oxidativo del plasma. Es por ello
considerado un medidor fiable tanto del estrés oxida-
tivo circulante como del potencial dafio tisular, por
ejemplo a nivel vascular.

Biomarcadores especificos de estrés
oxidativo

Terminologia tomada del grupo de Ceriello (Piconi et
al., 2003) para definir aquellos productos producidos
como consecuencia del dafio del ADN, proteinas o li-
pidos por el estrés oxidativo.

Marcadores del dario del ADN: 8-hidroxiguanina

Cada molécula de ADN, de elevado peso molecular,
esta formada por dos cadenas de polinucle6tidos com-
plementarias. Las bases nitrogenadas que la conforman
son adenina, guanina, citosina y timina, que se aparean
en forma especifica, A- Ty C - G. El ADN esta for-
mando un complejo con proteinas y ARN dentro del
nucleo de la célula, llamado cromatina y que durante
la division celular se condensa en cromosomas.

Como toda molécula bioldgica, el ADN esta ex-
puesto al dafio oxidativo producido por las especies
reactivas del oxigeno (ROS). En el ADN, este dafio
oxidativo conduce a mutaciones y pérdidas en el con-
trol celular.

Los ROS y RNS pueden causar dafio del ADN
por mecanismos diferentes pero los mas conocidos
son dos: via OH® (ROS) o via peroxinitritos (RNS).
Como producto final del dafio del ADN los productos
de mas facil determinacion son la 8-OHAG (8-hidroxi-
2-deoxyguanosina) y su base la §OH-G (8-hidroxigua-
nina) en suero o en orina.

Los niveles de 8-OHdG se pueden medir en ADN
de leucocitos obtenidos de sangre periferica por cro-

matografia liquida de alta presion (HPLC). Se ha ob-
servado en humanos que en distintas patologias como
diabetes y durante el envejecimiento aumenta la can-
tidad de 8-OHdG. Para realizar esta cuantificacion, en
primer lugar el ADN se aisla de leucocitos de sangre
periférica. Luego se hidroliza para liberar todas las ba-
ses del ADN. Los productos de la hidrdlisis se analizan
por HPLC utilizando para ello un detector electroqui-
mico o un detector UV. La cantidad de 8-OHdG se cal-
cula como 8-OHdG por cada 100.000 deoxiguanosi-
nas (dG) presentes en el ADN (Figura 53.13).
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Figura 53.13. Medicion de la 8-hidroxiguanina como mar-
cador de dafio del ADN. HPLC-EC-DAD: cromatégrafo de
liquidos con detectores electroquimicos y de matriz de dio-
dos.

Marcadores de oxidacion de proteinas: Nitrotirosina/
Proteinas carboniladas

Tres son los productos derivados de la oxidacion de las
proteinas, la metionina sulfoxido, la nitrotirosina y las
proteinas carboniladas, pero solo existen tests comer-
ciales para estas dos ultimas.

La 3-nitrotirosina es consecuencia de la reaccion del
oxido nitrico y el superoxido, que genera peroxinitrito
como producto intermediario, que es posteriormente
responsable de la nitracion de residuos de tirosina en
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proteinas. La nitrotirosina deriva de la nitrosilacion en
posicion 3 (orto) de la tirosina. Debido a que la nitrotiro-
sina es un producto final estable de la oxidacion de pero-
xinitrito, la evaluacion de concentracion de nitrotirosina
plasmatica es considerada como buen marcador de su
produccion y del dafio oxidativo (Ceriello et al., 2001),
siendo de utilidad en el diagnostico precoz de la patolo-
gia cardiovascular y muy especialmente en la poblacion
diabética. La nitrotirosina no es detectable generalmente
en el plasma de sujetos sanos (Kaur ef al., 1994).

Aunque puede determinarse por HPLC, existe un
ELISA para su deteccion. Ya que la nitrotirosina es un
producto final estable de la oxidacién del peroxinitri-
to, la valoracion de la concentracidén plasmatica es un
buen indicador de la producciéon aumentada de NO por
“agresion” continuada al endotelio.

Con respecto a las proteinas carboniladas, estas
tienen lugar en todas las células de la pared vascular
(endotelio, célula muscular lisa, fibroblasto). El grado
de carbonilizacion depende de la edad del sujeto, de la
edad de la proteina, del dafio de la proteina, y del grado
de estrés oxidativo. El contenido de hierro intracelular
interviene en el estrés oxidativo y se correlaciona tam-
bién con la carbonilaciéon de proteinas. En el musculo
cardiaco no ha sido bien estudiada su produccion pero
se presume que ocurra lo mismo que en el musculo
periférico en el que las proteinas funcionales como la
actina, la miosina, enzimas mitocondriales (CK, aco-
nitasa) y citosdlicas (enolasa, aldolasa, gliceraldehydo
3-fosfato dehidrogenasa y anhidrasa carbonica I1I) son
carboniladas en presencia de estrés oxidativo (Barreiro
et al., 2010). El verdadero impacto de la carbonilacion
en el funcionamiento de la célula miocérdica es des-
conocido, pero nuevas terapias dirigidas a mejorar el
rendimiento del miocardio con d-ribosa, CoQ10 y car-
nitina tienen por objeto mejorar la produccién de ATP
y disminuir el estrés oxidativo intracelular (Capitulo
81). Las proteinas carboniladas pueden cuantificarse
en sangre periférica mediante el método de Levine et
al. (1990) basado en la reaccion con 2,4 dinitrofenilhi-
drazona en medio acido, aunque mas técnicas metodo-
logicas han sido recogidas en Gianazza et al. (2007).

La carnosina, uno de los productos empleados en la
medicina anti-envejecimiento, previene la carbonilacion
y glicosilacion de proteinas celulares (Capitulo 102).

Marcadores de peroxidacion lipidica

La peroxidacion lipidica hace referencia al metabolis-
mo oxidativo de los lipidos tras una captura de elec-
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trones por parte de los radicales libres. Este fendmeno
ocurre fundamentalemente al actuar sobre los fosfo-
lipidos y el colesterol, tanto de las membranas celu-
lares como de los lipidos circulantes, en especial las
lipoproteinas LDL, que como se expuso en el Capitulo
21 carecen de triglicéridos y ello les diferencia de las
VLDL y de las IDL. A nivel de las membranas afecta
los 4cidos grasos poliinsaturados (dos por cada molé-
cula de fosfolipido), debido a que contienen multiples
dobles enlaces entre los cuales se encuentran los gru-
pos metileno (-CH,-) que poseen hidrégenos particu-
larmente reactivos. El acido graso radical no es una
molécula muy estable, de modo que reaccian rapida-
mente con oxigeno molecular, creando de este modo
un acido graso peroxil radical. El mismo también es
una especie muy inestable por lo cual reacciona con
otro acido graso dando lugar a un acido graso radi-
cal diferente y a un peroéxido lipido o un peroxido ci-
clico si ha reaccionado consigo mismo. La reaccion
radical se detendra cuando dos radicales reaccionan
y producen una especie no radical. Los diferentes te-
jidos disponen de moléculas que aceleran el proceso
de terminacion atrapando radicales libres y protegien-
do de esta manera la membrana celular. Los mejores
antioxidantes para evitar la peroxidacion lipidica son
la vitamina E (acompafiante junto al licopeno de las
LDL), y las enzimas superéxido dismutasa, catalasa y
glutation-peroxidasa.

Respecto a la clinica del enfermo de riesgo vascular
nosotros podemos determinar “perdxidos” en general
mediantes tests econémicos pero es mas rentable para
el manejo, aunque tambien de mayor coste, la determi-
nacion de los productos siguientes, relacionados todos
ellos con la peroxidacion lipidica:

LDL oxidada

La elevacion de la LDL oxidada (LDL-ox) es propor-
cional al nivel de LDL, pero ademas es mas alta en su-
jetos con SM (Sigurdardottir et al., 2001), prediabetes
(Kopprash et al., 2000) o diabetes tipo 2 a igualdad de
LDL, formando parte de la dislipemia que acompafa
a estas enfermedades que comparten la insulinorre-
sistencia como mecanismo patogénico (Capitulos 6,
11 y 23). En los Capitulos 3 y 4 veiamos que la LDL
oxidada estaba en el centro de la disfuncion endotelial
y de la misma aterogénesis, lo cual ha sido probado
reiteradamente en estudios especialmente disenados
con dicha finalidad (Witztum et al., 1991; Ehara et al.,
2001). La LDL oxidada induce no solo una disfuncion
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del endotelio sino que el proceso no se detiene hasta
la muerte apoptdtica de las células endoteliales (Chen
et al., 1996).

La determinacién de la LDL oxidada puede llegar a
ser un marcador de disfuncion endotelial en su estadio
inicial y por ello estar implicado no solo en el dafio
macrovascular sino también a nivel microvascular (Fi-
gura 53.14).
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Figura 53.14. Asociacién entre la elevacion de los niveles
de LDL oxidada (ng/ml) y el dafio microvascular evaluado
por el indice de elasticidad de las pequefias arterias (C,),
HD/Pulse Wave CR-2000 (Hypertension Diagnostics Inc.,
Eagan, Minnesota). Rango de normalidad para C2 ajustado
por edad y sexo. Fabregate et al., 2009.

TBARS (Tiobarbituric Acid-Reactives Substances)

Los TBARS engloban a dos productos derivados de
la peroxidacion lipidica, el malonildialdehido (MDA)
y los 4-hidroxialquenos (4-HNA), que son productos
finales derivados de la rotura de acidos grasos polin-
saturados y sus correspondientes ésteres. Al ser pro-
ductos estables se utilizan como marcadores de estrés
oxidativo en la practica clinica. E1 MDA es el aldehido
mas abundante de los resultantes de la peroxidacion
lipidica en diversos sistemas bioldgicos, mientras que
los 4-HNA son uno de los productos finales de la des-
composicion de los acidos grasos poliinsaturados y
ademas poseen propiedades citotoxicas, hepatotoxi-
cas, y mutagénicas.

En nuestro laboratorio hemos encontrado muy bue-
na correlacion entre los niveles circulantes de TBARS
y y de SOD (Figura 53.15).

p=0.001

25

= =]
w o

TBARS (uM)

Tercil inferior SOD Tercil superior SOD

Figura 53.15. Distribucién de los niveles de sustancias re-
activas al acido tiobarbiturico (TBARS) en los terciles inferior
y superior de superoxido dismutasa (SOD). Fabregate et al.,
2009.

Beta hidroxicolesterol

El beta hidroxicolesterol en suero es un marcador de la
oxidacion del colesterol en las membranas celulares. Se
ha demostrado la presencia de diversos oxidos de co-
lesterol en las lesiones aterosclerdticas. Salonen et al.
(1997) en un estudio clinico sobre la importancia de los
oxidos de colesterol sobre el desarrollo de lesiones ate-
rosclerdticas pudieron demostrar que la concentracion
sérica de uno de estos compuestos, 7-beta hidroxicoles-
terol, podia considerarse como un indicador de la pro-
gresion rapida de la aterosclerosis cardtida en humanos.
También hay estudios que indican que altos niveles de
7-beta hidroxicolesterol en plasma pueden estar relacio-
nados con un incremento de riesgo de aterosclerosis.

Isoprostanos F2a: 8-iso-PGF2a

Los isoprostanos son metabolitos resultantes de la
peroxidacion del acido araquidénico y sus derivados.
Existe una hipodtesis patogéncia que vincula los iso-
prostanos con la formacion de la placa ateromatosa en
la pared vascular (Cayatte et al., 2000). Son cuantifi-
cables y de gran estabilidad quimica por lo que se ha
llevado a cabo su medicién en diversos liquidos bio-
logicos entre los que se incluye el plasma (Morrow et
al., 1995) y la orina (Reilly et al., 1995).
Especialmente comoda y 1til es la determinacién de
los niveles de 8-iso-PGF2a en orina. Se han encontrado
niveles elevados de isoprostanos en episodios de SCA
(Cipollone et al., 2000); Mallat et al., 1998), enfermedad
coronaria cronica (Mehrabi et al., 1999) y aterosclerosis
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en general (Practico et al., 1997; 1998). La concentra-
cion urinaria de la 8-iso-PGF 20 aumenta también con
la presencia diversos factores de riesgo cardiovascular
tales como el tabaquismo (Reilly et al., 1996; Morrow
et al., 1995), la hipercolesterolemia (Davi et al., 1997)
la diabetes (Davi et al., 1999; Gopaul et al., 1995), y la
hiperhomocisteinemia (Voultilainein et al., 1999).

La medida del 8-iso-PGF2a se esta erigiendo como
el “gold standard” de la evaluacion del estrés oxidativo
al estar apoyada por un organismo oficial de la Comuni-
dad Europea, la EFSA (European Food Safety Authori-
ty), existiendo para su determinancion kits comerciales
basados en la técnica ELISA. Existen diferentes moda-
lidades para su medida: a) medida de isoprostanos en
la primera muestra de orina tras ayuno estandar de 12
horas; b) medida en una muestra de orina obtenida de 24
h, modalidad avalada por la EFSA. En nuestra opinion
y la de otros autores (Thompson et al., 2005) una reco-
gida de orina de 24 h suele ser bastante problematica de
cara al paciente y en la practica poco fiable. La primera
modalidad gana en sensibilidad y especificidad si se ex-
presa en forma de ratio respecto a la creatinina en orina
(CrO), ratio 8-is0-PGF20/CrO, y asi se viene haciendo
en algunos de los estudios epidemiologicos mas rele-
vantes, incluido el Framningham Heart Study (Capitulo
2) (Dallmeier et al., 2012). Dicho cociente también po-
dria resultar valido, y sin duda mucho mas practico, en
“muestras puntuales” de orina recogidas por la mafiana
(first-void urine sample) (Il'yasova et al., 2012; Carter
etal., 2013).

Otros biomarcadores indirectos

Factores de crecimiento

En la Tabla 53.2 se recogen los principales factores de
crecimiento asociados a la evaluacion de la disfuncidn
endotelial.

indice Aterogénico del Plasma (AIP)

En 1997 Gaziano et al. (1997) comunicaron que el co-
ciente entre los niveles de triglicéridos y colesterol HDL
era un importante predictor de IAM. Afos después
Dobidgova y Frohlich (2001) introdujeron el concep-
to de Indice Aterogénico del Plasma (AIP), calculado
como el log (TG/HDL), con los triglicéridos y el coles-
terol HDL expresados en concentraciones molares. Este
nuevo biomarcador ha sido correlacionado con diferen-
tes biomarcadores y con enfermedad coronaria diagnos-
ticada por coronariografia (Frohlich et al., 2003).

Tabla 53.2. Factores de crecimiento relacionados en la in-
vestigacion basica con la funcion endotelial.

Factores de crecimiento

PDGF: (Platelet Derived Growth Factor IGF-1:
(Insulin-Like Growth Factor)

VEGF: (Vascular Endothelial Growth Factor)

TGF-p2: (Transforming Growth Factor 32)

TGF- B1: (Transforming Growth Factor 1)

bFGF: (Basic Fibroblast Growth Factor)

CTGF: (Connective Tissue Growth Factor)

PIGF: (Placental Growth Factor)

GM-CSF: (Granulocyte Macrophage Colony
Stimulating Factor)

IGF-1: (Insulin-Like Growth Factor)

Prostanoides TxA2 / PGI2

El tromboxano A2, sintetizado y liberado por la pla-
queta y en menor cantidad por los monocitos, estimula
la agregacion plaquetaria siendo ademas mitogénico
para las células musculares lisas (CML) y un poten-
te vasoconstrictor. Existe un balance entre el TxA2
de origen plaquetario y el PGI2 endotelial, que en si-
tuaciones fisiologicas se decanta por este ultimo, pre-
viniendo a agregacion plaquetaria intravascular. En
situaciones de disfuncion endotelial o aterosclerosis
establecida, se decanta a favor del TxA2, facilitando
asi la formacion de trombos.

Se sabe que la vida media del TxA2 es de 37 se-
gundos en condiciones fisiologicas, por lo tanto su
cuantifiacion se realiza de forma indirecta mediante la
medida de TxB2, que es el producto estable derivado
del metabolismo del TxA2. El TxB2 se origina por una
hidratacion no enzimatica del TxA2.

La determinacion de TxB2 se puede llevar a cabo
mediante ELISA con la ventaja de que se puede uti-
lizar muestras de orina, evitando asi la extraccion de
sangre al paciente.

La PGI2 o prostaciclina es sintetizada de forma pre-
ferente por el endotelio vascular y en menor medida
por la CML. Es una sustancia vasodilatadora potente e
inhibidora de la agregacion plaquetaria. Sus acciones
vienen mediadas por la estimulacion de la adenilatoci-
clasa, enzima que produce un aumento de los niveles
de adenosin-monofosfato ciclico (AMPc) en las pla-
quetas y en la musculatura lisa vascular. El incremen-
to de AMPc favorece la proliferacion, permeabilidad
y contractilidad de las células endoteliales. La PGI2
también promueve la citoproteccion, aumenta la fibri-
nolisis y estimula el metabolismo del colesterol. Ade-
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mas la PGI2 aumenta la actividad fibrinolitica, proceso
que puede ayudar en la terapia de enfermedades cir-
culatorias obstructivas cronicas. Como tUnico efecto
negativo la PGI2 inhibe la movilizacion de los sitios
de unién del fibrindgeno con las plaquetas, accién que
puede limitar la extension de las interacciones entre el
fibrindgeno y las plaquetas.

La cantidad de PGI2 circulante puede ser estima-
da a partir de sus catabolitos en orina: 6k-PGFla y
2,3d-6k-PGF1a.

Marcadores de activacién de la matriz
extracelular (MEC)

Fibronectina

La fibronectina es la glicoproteina mayor de la super-
ficie celular y juega un papel determinante en las in-
teracciones célula-célula y en la adhesion a la matriz
extracelular (MEC). Esta presente en muchos tejidos y
en la mayoria de los fluidos organicos, participando en
una variedad de interacciones tisulares fundamentales.
La mayor parte de la fibronectina plasmatica deriva de
los hepatocitos y es uno de los mayores constituyentes
proteicos del plasma. Sin embargo una isoforma de la
fibronectina esta asociada con las células endoteliales
y con la MEC y es un componente menor del total de
la fibronectina circulante.

En ciertas circunstancias clinicas acompafiadas de
disfuncion endotelial la concentracion circulante de la
isoforma “endotelial” se encuentra elevada. No hay
acuerdo en relacion con la sensibilidad y la especifici-
dad de sus valores predictivos.

Trombospondina-5

La proteina oligomérica de matriz COMP (Cartilage
Oligomeric Matrix Protein) o trombospondina 5 TSP-
5 (Thrombospondin-5) es una glicoproteina pentamé-
rica de 524 kDa, descrita inicialmente en el cartilago y
en el tendon. Se ha detectado tanto en arterias norma-
les como aterosclerdticas. La mayor parte del COMP
se expresa cerca de las células musculares lisas, y ac-
tua facilitando la migracion de estas tanto en arterias
normales como aterosclerdticas. Su deteminacion ha
sido correlacionada con otros biomarcadores y con en-
fermedad coronaria.

Osteopontina

La osteopontina es una fosfoproteina que inicialmente
se aisld en hueso. Es una proteina de matriz que juega

un importante papel en varios modelos de enfermeda-
des cronicas y agudas. Se une con gran afinidad a va-
rias integrinas y se ha encontrado en zonas de lesiones
aterosclerdticas (Giachelli et al., 1993) como un com-
ponente nuevo asociado a la calcificacion de las pla-
cas ateroscleroticas humanas. Hoy dia se considera a
la osteopontina un factor clave en el remodelamiento
vascular y en el desarrollo de aterosclerosis, regulando
la inflamacion tisular (Ikeda et al., 1993; Liaw et al.,
1997). Paralelamente, también se ha demostrado que las
concentraciones plasmaticas de osteopontina estan aso-
ciadas a la enfermedad coronaria (Ohmori et al., 2003).

Metaloproteinasas

Las metaloproteinasas de matriz (MMP) son enzimas
implicadas en la degradacion de componentes de la
MEC, un proceso que participa en eventos fisiologi-
cos y fisiopatologicos. Son sintentizadas en respuesta
a diversos estimulos incluyendo citoquinas, factores
de crecimiento, hormonas y estrés oxidativo. Asi se ha
visto como la LDLox induce la expresion de MMP-1
en células endoteliales de aorta humana. Las células
endoteliales sintetizan MMP durante la angiogénesis
y durante la aterosclerosis, en respuesta a cambios en
el flujo sanguineo. En estados avanzados de ateroscle-
rosis la sintesis de MMP esta asociada con la rotura de
la placa.

La determinacion de MMP se puede llevar a cabo
mediante ELISA, aunque existen otros métodos basa-
dos en la genética molecular (Lamas et al., 2002). Para
determinar la cantidad de MMP dicho autor determina
el grado de expresion midiendo la cantidad de ARNm.

Dentro de las metaloproteasas, la MMP-9 o gelati-
nasa B ha sido la mejor estudiada. Es una metalopro-
teasa de matriz que pertenece a la familia de las pro-
teasas dependientes de zinc. La MMP-9 esta implicada
en numerosas enfermedades somadticas incluyendo
alteraciones cardiovasculares y cancer (Rybakowski,
2009). Por otro lado también hay datos que muestran
una posible asociacion de la MMP-9 con la patogé-
nesis y el tratamiento de la enfermedad hipertensiva
(Palei, 2008). Asimismo se han correlacionado los
niveles de MMP-9 con la vulnerabilidad de la placa,
pudiendo servir de marcador en el sindrome coronario
agudo —SCA— (Konstantino et al., 2009).

Piridinolinas en orina de 24 h

Las piridinolinas son compuestos derivados de la lisi-
na y la hidroxilisina que forman parte de la estructura
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de los “cross-link” de las cadenas del colageno ma-
duro, conexiones que estabilizan la molécula. Aunque
habitualmente son utilizadas en el estudio de las enfer-
medades 0seas también podrian tener interés su estu-
dio en la patologia cardiovascular por estar activado el
metabolismo de la MEC.

Se distinguen la piridinolina (Pyr), hidroxilisil pi-
ridinolina (HP), la deoxipiridinolina (D-Pyr) y la lisil
piridinolina (LP). Estas ligaduras de estabilizacion, en
base a lisina o hidroxilina, son propias de las molécu-
las de colageno y de elastina.

Pyr se distribuye ampliamente, aunque solo en
pequenas cantidades, en el colageno tipo I del hueso,
colageno tipo II del cartilago y en otras zonas de teji-
do conectivo, incluyendo la MEC del aparato vascular
(Capitulo 4). No se encuentra en el tejido conectivo
cutaneo.

Las piridinolinas no son reutilizadas en la sintesis
de coldgeno y tampoco son metabolizadas in vivo , ex-
cretandose en la orina en forma libre (40%) o ligada
a péptidos (60%). Dado que no se absorben por via
intestinal, su medicidon no requiere precauciones die-
téticas, pero si es obligado descartar previamente una
enfermedad dsea (Paget, Mieloma) que interferiria con
los resultados.

La técnica de medicion inicial usaba cuantificacion
fluorimétrica del total de piridinolinas, efectuada des-
pués de una fase reversa de cromatografia con un ex-
tracto de orina previamente hidrolizada. Para obviar
esta dificultad metodoldgica se han desarrollado inmu-
noensayos dirigidos a Pyr libre o a D-Pyr libre o a pép-
tidos propios de la region del cross-link del colageno
tipo I, que han facilitado su determinacion.

Marcadores directos
Intracelulares

EDIP (proteina inductora de disfuncién
endotelial)

Como se exponia en un apartado anterior de este capitu-
lo, se ha identificado una proteina especifica que se une a
una region 3'-UTR del ARNm de la NOSe. Esta protei-
na, denominada EDIP, proteina inductora de disfuncion
endotelial, desestabiliza el ARNm, reduce su vida me-
dia y ello se asocia con una reduccion en la expresion
de la enzima NOSe. El EDIP se trata por tanto de “mar-
cador citosolico” del leucocito y basa su principio en la
induccién de citoquinas por parte de los FRCV. Estas
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citoquinas activan la interaccion de la citada proteina en
la region no traducible del ARNm que se encarga de la
estabilidad del ARN. Si el ARN es inestable disminuye
la produccion de NOSe y consecuentemente de NO. Es
una técnica laboriosa pero esta pendiente ser comercial-
izado un Kit para determinacion por ELISA.

Extracelulares
ADMA (dimetilarginin asimétrica)

Ante la escasa rentabilidad de la medida de NO en cli-
nica, por tratarse de un gas que se destruye en breve
tiempo después de su accion local, se ha venido traba-
jando en los ltimos afios con un marcador extracelular
mas fiable, la dimetilarginina asimétrica (ADMA), un
inhibidor endégeno que actua de forma competitiva con
la NOSe. Se trata de un aminoécido circulante presente
en el tejido vascular y que es excretado por la orina. Es
sintetizada por la célula endotelial a partir de la arginina
por actuacion de una enzima del grupo de las arginina-
metil-transferasas (PRIMTs) y mas concretamente la
PRMT-1 (Figura 53.16). El ADMA inhibe la sintesis de
oxido nitrico, de ahi su importancia en la evaluacion en-
dotelial. Fue descrito en primer lugar y de forma expe-
rimental por Matsuoka et al. (1997) en ratas hipertensas
y congjos hipercolesterolémicos, y posteriormente eva-
luado en humanos por Miyazaki y Matsuoka (1999), en
cuyo estudio lo correlacionaban con el IMT de la arteria
carotida comun, introduciéndolo asi como marcador de
disfuncion endotelial (DE) y aterosclerosis.

ADMA: DIMETIL ARGININA ASIMETRICA

PRMT

. Inhibidor
PROTEINA - BNV NI /25 e titivo de NO
DDAH
L-citrulina
+

Dimetilamina

Figura 53.16. Proceso de sintesis y degradacion del ADMA.
Existen dos enzimas que participan en la sintesis y degra-
dacién de ADMA que son redox-sensibles: PRMT: enzima
donadora de radicales metilos y responsable de la sintesis
de ADMA. DDAH-enzima responsable de su hidrdlisis. Arg:
arginina.
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Los factores de riesgo CV, y en especial el LDL-
colesterol, activarian la enzima PRMT-1. Al mismo
tiempo dichos factores inhibirian la enzima que cata-
boliza el ADMA, la DDAH (dimetilaminohidrolasa),
originando el conjunto de ambas acciones enzimaticas
una importante elevacion de este aminodcido. Se trata
por tanto de de un “marcador plasmatico”, inhibidor
endogeno que actiia de forma competitiva con la NO
sintasa endotelial (NOSe).

Se detectaba inicialmente por cromatografia HPLC
(High-Performace Liquid Chromatography) con lec-
tor de fluorescencia, pero existen ELISAS comerciali-
zados que simplifican su determinacion.

El ADMA es considerado por algunos como el
marcador de DE directo mas fiable. Aunque se han
observado concentraciones elevadas de ADMA en pa-
cientes con hipertension, hiperlipemia, hiperhomocis-
teinemia y enfermedad coronaria, asi como una buena
correlacion entre el aumento de la concentracion de
ADMA y el grado de estrés oxidativo y/o disfuncion
endotelial, faltan estudios que lo posicionen como un
marcador predictivo y fiable con fines diagndsticos y/o
terapéuticos.

Por otro lado hay estudios que demuestran que el
incremento de ADMA en células endoteliales en culti-
vo o0 en pacientes con disfunciéon endotelial esta rela-
cionado en algunos casos con el incremento de la pro-
duccion de ROS. La pregunta es si el aumento de ROS
es la razén por la que aumenta ADMA o la produccion
de ADMA contribuye al estrés oxidativo vascular tal
como ocurre con el NO, cuya produccion excesiva, ha-
bitualmente a través de la NOSI, resulta lesiva para el
lecho vascular por ser prooxidante.

UTILIDAD DEL USO DE MULTIPLES
BIOMARCADORES EN LA
PREDICCION DE LA MORTALIDAD
CARDIOVASCULAR

La precision en el calculo y evaluacion del riesgo CV
es un aspecto de alto interés clinico ya que permite
identificar de una manera mas precisa aquellos indi-
viduos que tienen un mayor riesgo de padecer eventos
CV, y sobre los cuales se pueden intensificar las medi-
das preventivas.

Hace aproximadamente 30 afios del uso del primer
modelo multivariante de prediccion de riesgo cardio-
vascular (Kannel y McGee, 1976). Sin embargo, toda-
via se continuan buscando nuevos factores de riesgo

que puedan predecir la enfermedad cardiovascular
y ser incorporados en los algoritmos para el calculo
del riesgo. Existe un consenso bastante generalizado
de que la edad, el género, la presion arterial sistoli-
ca y diastdlica, el colesterol total y el colesterol HDL
(cHDL), el tabaco, y la diabetes son predictores utiles
del riesgo cardiovascular en un periodo de hasta 10
anos. Aunque los factores de riesgo clasicos siguen
teniendo un peso importante, numerosos estudios han
mostrado que la enfermedad coronaria ocurre en un
50% de las ocasiones en ausencia de cualquier de los
factores de riesgo cardiovascular considerados como
mayores (Magnus y Beagleohole, 2001). Ademas, son
muchos los estudios que demuestran que la evalua-
cion del riesgo cardiovascular basado exclusivamente
en los factores de riesgo clasicos no explica totalmen-
te la incidencia actual de enfermedad CV (Wang et
al., 2006). En los ultimos afios se ha propuesto que
varios nuevos marcadores estan relacionados con un
riesgo aumentado de eventos CV independientemen-
te de los marcadores clasicos. Sin embargo no se ha
demostrado todavia, de manera clara, que dichos mar-
cadores contribuyan a una mejor estratificacién de
los pacientes de manera individual. Los factores de
riesgo clasicos habitualmente utilizados no reflejan
aspectos de gran relevancia clinica que han demostra-
do estar asociados a riesgo aumentado de morbilidad
y mortalidad CV, entre ellos la disfuncion endotelial,
la inflamacion, el estrés oxidativo, la disfuncidon ven-
tricular o la insuficiencia renal. Por ello se ha pro-
puesto que la incorporacion de una combinacion de
nuevos biomarcadores podria afiadir una informacion
prondstica adicional con respecto a la evaluacion de
riesgo CV. El estudio ULSAM (Uppsala Longitudinal
Study of Adult Men), estudio de cohortes comunitaria
de hombres de edad media de 71 anos, con una me-
dia de seguimiento de 10 afios evalu6 la muerte por
todas las causas y la muerte cardiovascular (Zethe-
lius, 2008). Ademas de los factores de riesgo clasicos
(edad, presion arterial, medicacién antihipertensiva,
colesterol total, colesterol HDL, medicacion hipolipe-
miante, diabetes, tabaco e indice de masa corporal),
se evaluo si la inclusion de nuevos biomarcadores
como la troponina I (relacionada con dafio celular en
el miocardio), N-terminal del pro-BNP (relacionada
con disfuncién ventricular), cistatina C (relacionada
con insuficiencia renal), y proteina C reactiva (rela-
cionada con inflamacion) mejoraba la estratificacion
del riesgo mas alla de la llevada a cabo solo por fac-
tores establecidos clasicamente. El estudio demostro
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que en esta poblacion de hombres de edad avanzada,
con o sin enfermedad CV presente, la inclusion de los
nuevos marcadores mejora sustancialmente la estrati-
ficacion del riesgo de muerte de origen CV respecto
a la basada exclusivamente en los factores clésicos
habituales.

Hay que destacar el resultado positivo del estudio
ULSAM, a diferencia de estudios anteriores que no
observaron diferencias relevantes con la inclusion de
nuevos biomarcadores. Los biomarcadores de este es-
tudio parecen ser mejores que los utilizados anterior-
mente, quizas porque se incluyeron tres biomarcado-
res que reflejaban dafio renal o cardiaco. La cistatina
C es un mejor marcador de la filtracién glomerular
que la creatinina y ha demostrado una relacion line-
al con la enfermedad cardiovascular (Shlipak et al.,
2005). El péptido natriurético N-terminal BNP se ha
asociado con multiples fenotipos de patologia cardi-
ovascular y también predice el riesgo de muerte y de
eventos cardiacos (Galsako et al., 2005). La troponina
I es un marcador de dafio miocardico que cuando se
detecta en poblacidon general, se asocia con anomali-
as cardiacas como la hipertrofia ventricular izquierda,
la disfuncion sistélica, e incluso con la insuficiencia
renal y la diabetes (Wallace et al.,, 2006). Todos es-
tos marcadores son moléculas, que aportan un valor
diagnostico o prondstico independiente, reflejando en
el caso de la enfermedad coronaria la enfermedad de
la pared del vaso subyacente, es decir, el proceso ate-
rosclerdtico.

Por otro lado un grupo pionero en el estudio de los
biomarcadores aplicados a la prediccion del riesgo, el
estudio Hoorn, encontrd que la disfuncién endotelial
evaluada de forma conjunta por moléculas de adhesion
y el factor von Willebrand conferian un incremento del
43% de mortalidad CV en el grupo con DM tipo 2 (Ja-
ger et al., 2006).

Por ultimo la regulacién neuroendocrina de los
elementos inmunolégicos que intervienen en la ate-
rosclerosis podria ser central, y en opinidon de algu-
nos autores guardan relacidon con la melatonina y el
cortisol. Basado en estos comportamientos circadianos
se ha desarrollado un modelo matematico que correla-
ciona los niveles de melatonina, cortisol y los niveles
circadianos de citoquinas con el grado de inflamacion
(Scheff et al., 2010) que podria ser de gran interés en
el enfermo de riesgo CV por la tendencia a presentar
los eventos a determinadas horas del dia, en especial
las primeras horas de la mafiana.

25
Perspectivas futuras
Liberacién dindmica del tPA

Como se vi6 en un apartado anterior de este capitulo
el tPA lo sintetiza y libera el endotelio. Dicho factor
promueve la fibrinolisis rompiendo la fibrina y es el
responsable de la fibrinolisis endogena. Factores tales
como la bradicinina (BK), la sustancia P, la metacoli-
na, y la ADH liberan Ca™ intracelular, y este induce la
secrecion de tPA sin afectar la produccion de su inhi-
bidor, el PAI-1. El conocimiento de la fisiologia vas-
cular ha permitido disefiar tests de estimulacion con
cualquiera de estas sustancias en lo que se ha llamado
“liberacion dinamica del tPA”. Los sujetos evaluados
no pueden tomar IECA en las 24 h previas por interfe-
rirse la prueba con la BK.

Si empleamos la BK como estimulo, esta libera
tPA via receptores B2, independiente de NOS y COX,
y de este modo esta modalidad de test proporciona
una medida de la funcion endotelial distinta y comple-
mentaria de las pruebas que lo exploran por respuestas
mediadas por NO. No se conocen bien los mediado-
res del resto de las sustancias liberadoras de tPA. Aun
asi se esté investigando en ellos y ya hay estudios que
muestran una amputacion de la respuesta a la ADH en
HTA (Hrafnkelsdottir ef al., 1998) y de la sustancia P
en fumadores (Nerby et al., 1999). Este ultimo grupo
evalud el valor predictivo del test en los eventos CV.
En su estudio la liberacion de t-PA inducida por sus-
tancia P fue un 72% mas bajo en los sujetos que luego
fallecieron o presentaron un evento no fatal (IAM, o
ACV) (Robinson et al., 2007).

Microparticulas endoteliales circulantes

En 2004 Ferreira et al., realizaron un estudio para
evaluar la posible relacion entre microparticulas en-
doteliales (EMPs, endothelial microparticles) cir-
culantes con los mismos determinantes antigénicos
(CD31+ y CDA42) que el endotelio, y la hipertriglice-
ridemia postprandial. Estas microparticulas, de <1,5
um pueden ser obtenidas por activacion o apoptosis
in vitro de células endoteliales cultivadas. En los es-
tudios in vivo son detectadas por citometria de flujo.
En el estudio citado se evaluaron 80 sujetos sanos.
Lipidos y niveles de microparticulas se midieron an-
tes y 1 y 3 horas después de una comida pobre y rica
en grasas. Se vio que la ingesta de una dieta rica en
grasas gener6 una significativa elevacion de los nive-
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les plasmasticos de EMPs y esto se correlacion6 con
el aumento postprandial de triglicéridos séricos. Por
lo tanto, los niveles de EMPs pueden ser un marca-
dor indirecto de disfuncion endotelial en dicha situa-
cion. Estan en marcha estudios que evaluan la técnica
en otras situaciones como son los pacientes con un
unico FRCV (hipertensos, fumadores, hipercoleste-
rolémicos), los que acumulan multiples factores de
riesgo (SM, DM2) o aquellos que ya han desarrollado
un evento.

NUmero de células progenitoras circulantes

El nimero de células progenitoras circulantes (EPCs)
ha sido propuesto como un nuevo biomarcador de DE
(Devaraj y Jialal, 2012). Su fenotipo seria el CD34(+)
KDR(+), siendo KDR (kinase insert domain receptor)
sinénimo de VEGFR-2 (vascular endothelial growth
factor receptor 2). Los sujetos con SM sin diabetes ni
enfermedad CV tienen un numero disminuido de EPCs
y ademas son disfuncionantes. Segtin dichos autores la
DE es anterior a la aparicion de diabetes y/o enferme-
dad CV. El nimero y funcionalidad de las EPCs pue-
de aumentar con estatinas, ARA-II, IECA y agonistas
PPAR gamma.

Los MicroARNs como marcadores de
disfuncién endotelial

Los llamados MicroARNs (miARNSs) son pequefios
ARN no codificantes, de entre 21 y 26 nucledtidos, a
los que se le atribuye gran parte de la epigenética (Ca-
pitulo 102), una rama de la genética que muchos ha re-
descubierto ahora cuando en realidad fue descrita por
Conrad Hal Waddington en 1942. Dichos MicroARNs
regulan una gran variedad de funciones bioldgicas en
plantas y animales (Lee y Shin, 2012). En 2013, cerca
de 2000 miARNs habian sido descritos en el ser hu-
mano ¢ incorporados a una base de datos especifica.
Cada miARN interactia con 100 a 200 ARN mensaje-
ros (ARNm) que son por lo general regulados a la baja
(downregulated). Se admite que cerca del 60% de los
genes que codifican las proteinas humanas son regula-
dos por miARNSs. Lo mas sorprendente es que muchos
miARNSs son a su vez epigenéticamente regulados. En
este sentido cerca del 50% de los genes miARN es-
tan asociados con CpG (citosina guanina) y estos pue-
den ser reprimidos por metilacion epigenética. Una
minoria de miARNs son epigenéticamente regulados
por modificaciones de la histona y/o por metilacion

del ADN. No deberia confundirse a los miRNAs con
los siARN (Small interfering ARN), ni con los small-
ARNs (sRNAs). Los siARN, de 20-25 nucledtidos,
son ARN no-codificantes tambien conocidos como
“short interfering ARN” o “silencing ARN”. Mientras
que los miARNSs tienen apareamiento incompleto de
las bases (incomplete base pairing) para permitirles
“ligar” con diferentes ARNm, los siARNs tiene sus ba-
ses perfectamente apareadas y solo combinan con un
ARN especifico. Respecto a los small-ARNs (SARNs),
estos son igualmente no-codificantes como los ante-
riores pero contienen 50-250 nucledtidos y afectan de
forma exclusiva a las bacterias.

Otras investigaciones han sugerido que los Mi-
croARNs (miARNSs) juegan un papel critico en la pa-
togenia del SM (Ramirez et al., 2011), diabetes y sus
complicaciones micromacrovasculares y su relacion
con la DE, de forma de que su nivel circulante se ha
propuesto como un novedoso marcador precoz de dicha
disfuncion (Shantikumar ef al., 2011). Mas interesante
aun, se ha comunicado que determinados microARN
(miARN-16 y miARN-424) regulan importantes fun-
ciones angiogénicas de las células endoteliales, por lo
que podrian estar implicados directamente en la DE
y serian potenciales dianas terapéuticas (Chamorro-
Jorganes et al., 2011). Afos antes, el mismo grupo
de trabajo habia demostrado que determinados micro
ARN dependientes de las enzimas Dicer regulan la ex-
presion génica de factores clave en el funcionamiento
endotelial (Suarez et al., 2007).

CONCLUSIONES

Hoy tenemos una gran informacion sobre el funcio-
namiento normal y anormal del endotelio pero no dis-
ponemos de un diagnostico bioquimico estandarizado.
El médico interesado puede llevar a cabo una bateria
de tests indirectos o directos que proporcionen infor-
macion precisa del estatus endotelial y correlacionar
los mismos con el cumplimiento de los objetivos de
control y a largo plazo con la prediccion de eventos.
La PCR es el biomarcador con mejor coste/beneficio,
pero también uno de los mas inespecificos. Si siendo
tan inespecifico esta dando resultados y tiene ya impli-
caciones terapéuticas en poblacion considerada sana,
urge poner en marcha estudios a medio-largo plazo
con marcadores mas especificos del dafio endotelial.
En este sentido los principales megaestudios ain en
seguimiento, como el Framingham, ya hace afios que
los han incorporado, y a las evaluaciones bianuales
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han incorporado muchos de los marcadores descritos
en el presente capitulo. En el mismo sentido estudios
prospectivos como el Hoorn, llevado a cabo en la Uni-
versidad de Maastricht, son un ejemplo imitable y
después de mas de una década de seguimiento a buen
seguro que en breve plazo de tiempo nos dara infor-
macion precisa sobre su verdadera utilidad. Asimismo,
con independencia de su inclusion en un estudio pro-
tocolizado, parece motivador para el paciente y para el
médico objetivar un cambio en los biomarcadores en
respuesta al tratamiento. Por ultimo novedosos tests
como la liberacion dinamica de tPA, la determinacion
de particulas circulantes, el nimero de células proge-
nitoras circulantes y los micro ARNs apuntan de forma
directa al endotelio y sus resultados parecen promete-
dores, aunque su aparente complejidad las limita por el
momento al area de la nvestigacion.
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