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La aterosclerosis es una patologia importante eestrmi medio, cuyas
consecuencias pueden suponer secuelas importametigo la muerte. Por ello, es
interesante profundizar en el conocimiento de kagenia implicada en este proceso

para poder tomar medidas en un estadio tempralzoetdermedad.

En el desarrollo del proceso aterosclerético addds niveles, esta presente el
aumento del estrés oxidativo, que se define comes#quilibrio entre la produccién de
especies reactivas del oxigeno y la capacidad deatiear los productos intermedios
altamente reactivos o de reparar el dafio celukultemte. Los peroxidos y radicales
libres producen un dafio celular fundamentalmemtieel de proteinas, lipidos y DNA.
Las células presentan un entorno reductor gradias enzimas, que lo mantienen asi a

través de un gasto de energia metabdlica constante.

Los pacientes con una estenosis carotidea mayor@%l medido por Eco-
doppler son sometidos a tratamiento quirdrgico atekal riesgo que supone dicha
estenosis desde el punto de vista de complicaciarasologicas. Dentro de estos
pacientes encontramos dos grupos, los que ya paessimtomatologia neurologica y
los que no. Hasta ahora en la literatura se hadgardiado en conjunto desde el punto
de vista del estrés oxidativo. El objetivo fundatmakrlel presente trabajo ha sido
esclarecer estos niveles en los pacientes que npaessintomas neurolégicos con
respecto a los que no presentan sintomas. De estaranestablecemos una relacion
entre el incremento de los niveles de oxidacionlanplaca y la aparicion de
sintomatologia. Este incremento se debe valoralocamfactor de riesgo predictor de
sintomatologia. De tal manera, se podria identificpuellos pacientes con una estenosis
significativa (con sintomas o sin ellos) suscepside tratamiento quirdrgico. Para ello
consideramos fundamental medir los niveles de ®sixélativo en el tejido carotideo
afectado por la placa de aterosclerosis, ya que sse nivel no hubieran existido
diferencias tampoco las hubieramos hallado en @askn esta linea, también
consideramos medir los niveles de estrés oxidagivaivel plasmatico. Aunque no
hemos encontrado diferencias significativas, esgilglemente sea debido a la reducida

gama de marcadores que hemos utilizado o la ilked&a con otras patologias.

Dada la relacidon del estrés oxidativo con el daidolycido a nivel déos lipidos

consideramos también realizar un estudio del plgsfdico. Hemos encontrado en este
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punto una disminucion de los niveles de Apo Al acigntes sintomaticos con respecto
a los asintomaticos. Este hallazgo no esta deseritola literatura y supone un
importante avance a la hora de encontar marcagaematicos que diferencien estos
grupos. De hecho, aunque ApoAl no es consideradanarcador de oxidacion
podriamos considerarlo asi ya que su expresion rastiulada por los niveles de

oxidacion segun algunos autores.

La mieloperoxidasa, marcador de inflamacion queelsga en situaciones de
estrés oxidativo, resulto significativamente magarenfermos que en sanos, aunque

entre sintomaticos y asintométicos la diferencidugosignificativa.

Por otra parte, se han estudiado los niveles plasmsade osteopontina, que es
una proteina que esta presente en lesiones ataigiEds asociada con macrofagos y
células espumosas, lo cual sugiere que particida progresion de la enfermedad, ya
gue permite diferenciar entre individuos sanos gigrdes afectados de aterosclerosis,

en los cuales se encuentran valores mas elevados.

El uso de antioxidantes para prevenir la aterassieres controvertido. Sin
embargo, parece que los niveles de antioxidantemzhdos a nivel plasmatico pueden

tener cierta importancia en el mantenimiento deldesreductor.

La ApoD es una proteina implicada en el estrésabxid, de manera que
aumenta su expresion ante patologias que cursaaurnento de niveles de oxidacion,
actuando como protector a nivel celular. Por eaim, se ha estudiado tanto la
presencia de esta proteina como la expresion daelgge codifica ApoD en tejido
aterosclerético de pacientes intervenidos de emdmtbmia carotidea, con el fin de
esclarecer si existen diferencias entre pacieniespgesentan sintomas y aquellos que
permanecen asintomaticos a pesar de presentar sm@mo®s suficientemente

importante como para ser intervenidos.

Dentro del estudio de la expresion génica en tejatotideo, se incluye ademas
el estudio de expresion de un conjunto de genekiciads en el estrés oxidativo, con el
fin de describir diferencias entre los pacientesosnaticos y asintomaticos. Es en este

punto donde hemos encontrado diferencias signifact Podemos afirmar que los
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pacientes sintomaticos tienen menores niveles ¢ees¥n de aquellos genes que
codifican proteinas protectoras frente al estréglativo. Esto constituye un hecho
novedoso y no descrito hasta la fecha en la liemaDe esta manera podemos decir que
en el proceso patogénico de la enfermedad intexmiemecanismos que silencian estos
genes, dando lugar a un aumento de los nivelesstiéseoxidativo en la placa. La
aparicion de la sintomatologia es por tanto un ggocconsecuencia de este cese de
expresion de genes protectores y de un aumentm més10s brusco de los niveles de
oxidacion sobre los niveles basales de estos eofefya elevados sobre los controles).
Este hallazgo es importante en la patogénesis a@mfiermedad, pues constituye un
punto de inflexién entre los mecanismos de defendas mecanismos de dafio,
produciendo un hecho relevante clinicamente comla eparicion de complicaciones

neurologicas de la enfermedad.

De forma global podemos concluir que los pacieatesaterosclerosis carotidea
poseen unos niveles mas elevados de estrés oxiddfiste aumento puede ser
consecuencia de una menor ingesta de sustanciasidantes, lo que se demuestra por
una menor concentracion de estos metabolitos en,qu@ una alteracion a nivel de la
expresion de genes antioxidantes o por una conibmae ambas situaciones. Si a los
individuos enfermos los clasificamos como sintonw#i y asintomaticos podemos
concluir que los sujetos sintomaticos tienen nwetés elevados de estrés oxidativo
gue los asintomaticos, al menos en tejido. Adeests,aumento de los niveles de estrés
oxidativo en tejido viene acomparfiado de la dismdrnude la expresion de genes que
codifican proteinas protectoras frente al estrédativo. Esto indica que existe algun
mecanismo en la fisiopatologia de la enfermedad aumsigue silenciar estos genes
permitiendo la progresion de la misma. Este es echd novedoso que pone de
manifiesto la importancia de los niveles de estrédativo en la fisiopatologia de la
enfermedad. A partir de aqui se pueden generarasuestrategias tanto preventivas

como diagnadsticas y terapeuticas.
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2.1. ATEROSCLEROSIS

La aterosclerosis es una causa importante de mortaidad en el mundo
desarrollado. Se trata de un problema importantesgucobra mas vidas que incluso los
canceres y que supone un gasto economico condelefal?). En sociedades

occidentales llega a ser responsable de hasta%ardédas muertes (3).

La aterosclerosis es un fendmeno complejo de fadmade placa en vasos
sanguineos. Se caracteriza por el acimulo de dep@ colesterol en los macréfagos
en arterias de mediano y gran calibre. Estos desdpromueven la proliferacion de
ciertos tipos celulares en la pared arterial deersmque la luz del vaso se hace mas
estrecha al formarse una placa ateromatosa, lodpmeinuye el flujo normal de la
sangre. Los componentes quimicos de la placa puadenir eventos ateroembalicos.
Este proceso puede durar décadas, desde que ajaalesién aterosclerética hasta que
los componentes de la pared arterial quedan exgauabflujo sanguineo y esto lleva a
la trombosis y el compromiso de distribucion degexrib por érganos como el corazon y

el cerebro, lo cual lleva a sufrir un infarto emlcuiera de las localizaciones (1,4).

2.1.1. Patogénesis de la aterosclerosis.

Diversos estudios epidemioldgicos revelan que exignportantes factores de
riesgo ambientales y genéticos que se asociaratetdasclerosis (3). Los factores que
contribuyen a la patogénesis de la ateroscler@sipugden clasificar en factores de
riesgo no modificables, entre los cuales se encared edad, sexo, raza y herencia, y
factores de riesgo modificables, cuando una debtewiai accion terapéutica puede

corregir o disminuir su intensidad.
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FR No modificables FR Modificables Otros FR

Edad Obesidad Lipoproteina (a) Angiotensina Il
Sexo Sd. Metabdlico Disfuncién endotelial Endotelin
Raza Hipertensién Inflamacion Moléculas de adhesién
Herencia Diabetes Mellitus PCR Ac anti-LDL oxidadas
Dislipemia Lp-PLA2 Dafio en DNA mitoc
Tabaco Citoquinas Caracteristicas del flujo
Sedentarismo MMP-7 Rotura de la placa
Dieta rica en grasas Citoquinas Homocisteinemia
Niv | antioxidantes Activacion de leucocitos  Apolipogioa E
Toll-like receptor 4 Infecciones
Factor tisular

Tabla 1. Factores de riesgo asociados a aterosclerosis.

Factores de riesgo no modificables:

— Edad: Es uno de los factores no modificables que tiemayor poder
predictivo acerca de la enfermedad cardiovascuéamagnitud exacta de la
comparacion del riesgo cardiovascular con la ed#dl documentada en el
célebre Framingham Heart Study, en el cual se abalulos factores de
riesgo con una puntuacién de hasta 14 puntos padegr el riesgo de
enfermedad cardiovascular a los 10 afos. De egtgsuftos, hasta 7 se

pueden atribuir solo a la edad (1).

— Sexo: Muchos estudios han indicado un aumento de riesgel género
masculino respecto al femenino. Se barajan comtegmres los niveles
mas elevados tanto de estrégenos como de HDL (leghkity lipoprotein)
en las mujeres. Se constata un mayor riesgo casbolar en mujeres
postmenopausicas, sin embargo, hay estudios quenuestran efecto

protector de los estrogenos administrados de fesogena (1).

— Raza: La incidencia en afroamericanos es casi el dalseean individuos de
raza blanca que viven en la misma region, siendobitn mayor la

mortalidad y dejando secuelas mas graves (5).
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— Herencia: Se ha observado mayor concordancia en el infatebcal en
gemelos monocigotos (6). Asi mismo, la historiaifi@mde ictus aumenta

el riesgo de padecerlo (7).

Factores de riesgo modificables:

— Obesidad: Se entiende por obesidad un exceso de peso cbgmirauna
proporcion anormalmente elevada de grasa. Estaicddnmdaumenta el
riesgo de enfermedad cardiovascular, aunque laiceggn no es
demasiado clara ya que junto con la obesidad sgelkexistir otros factores
de riesgo como son la hipertension, niveles bapscalesterol HDL y

diabetes mellitus (1).

- Sindrome metabdlico: Se trata de una asociacion de obesidad,
hipercolesterolemia, hipertension y resistencia asulina, que se asocia

con un riesgo incrementado de enfermedad cardiolaag@).

— Hipertension: Se define como una presion sistolica por encimal4ie
mmHg o una presion diastélica por encima de 90 mnhlddipertension se
relaciona estrechamente con la edad, de forma gs®@ lel 75% de los
mayores de 75 afios pueden ser diagnosticados edemigion. Parece que
la elevacion de la presion sistdlica y la incidande enfermedad
aterosclerotica guardan una relacion casi linepl §& considera un factor
de riesgo mayor para el desarrollo de aterosckerpsirticularmente en la
region coronaria y cerebral (9). Al aumentar lasién de la pared arterial
favorece la disfunciéon de los sistemas de repamagioformacion de

aneurismas (10).

— Diabetes mellitus: Los diabéticos tienen un riesgo de aterosclerosis
coronaria que llega a ser de 3 a 5 veces mayoempeblacion no diabética
(1) debido a la dislipemia asociada a la diabetegli¢éridos elevados,
niveles bajos de colesterol HDL y elevados de tetes LDL)(11). Los
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niveles elevados de insulina favorecen el desarrdk enfermedades
arteriales. Los macréfagos expresan moléculasiadizacion de la insulina
excepto IRS1 y transportador de glucosa tipo 4insalina activa a los
macrofagos a través de las vias IR/IRS2/PI3K/Akt.insulina favorece la
formacion de células espumosas al incrementar paiesddon de CD36 y
disminuir la expresion de ABCA-1, lo cual favoree¢ acumulo de

colesterol en los macrofagos (12). En los diabstipo 2 el mecanismo
patolégico es el mismo incluyendo la elevacion d&ogainas

proinflamatorias como MCP-1 e IL-6 (13). La dialsesele asociarse a
otros factores de riesgo como la hipertensién yliipemia. De estos
factores que se asocian parece que la diabeteguseds la que mas

contribuye al aumento del riesgo cardiovascular.

Dislipemia: Las alteraciones en los lipidos (colesterol totaDL y
triglicéridos) y lipoproteinas (lipoproteina(a)) @socian a un mayor riesgo
de enfermedad cardiovascular y tienen un papel ritapie en el desarrollo

de la aterosclerosis (14).

LDL

!

LDL oxidadas
Disfuncion endotelial Estria grasa Inflamacion

!

Placa estable

|

Ruptura de la placa

!

Trombosisy sindromes agudos

Figura 1. Representacion esquematica de los efectos de LDRIDly oxidadas en la
patogénesis de la aterosclerosis. Existen otrasriEcque aumentan las LDL como niveles
bajos de HDL, tabaco, hipertension, diabetes roslijtdeficiencia estrogénica.
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La asociacion entre colesterol LDL y la aterosdey@s clara (14,15) (15)e
incluso esta demostrada en la hipercolesteroleamulifir, donde el riesgo
cardiovascular esta aumentado sobre todo en sujeto®cigotos. En la
poblacion general se ha observado una disminuaolasi manifestaciones
de aterosclerosis al disminuir los niveles de ¢eftes mediante terapia con
estatinas, que son inhibidoras de la 3-hidroxi-3Hgletaril coenzima A

reductasa y actuan disminuyendo los niveles destawld LDL. Las LDL se

acumulan en los macréfagos enriquecidos en églereslesterol formando
las células espumosas para proteger al endoteliadafe que pueden
producir las LDL oxidadas. Estas LDL deben estavigmente oxidadas
para que los receptores (CD36 o también llansamdeenger receptor)Ble

los macrofagos puedan captarlas (16,17). Sin erapaste acumulo de
colesterol en células espumosas hace que eéstamn sufra disfuncion
mitocondrial que les lleve a la apoptosis y nesrddierando proteasas,

citoquinas inflamatorias y moléculas protromboti¢Es).

Lipid drops
Macrophage

Figura 2. Representacién esquematica de la formacién déaséspumosas (17).
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Por otro lado, el colesterol HDL y la aterosclesoguardan una relacion
inversa, que puede ser evidente de forma naturdilamie la enfermedad de
Tangier. Estos pacientes se caracterizan por kanaizsde colesterol HDL
en sangre y en ellos se constata una enfermedadcbronaria prematura
(1). ElI HDL tiene propiedades antiaterogénicas c@mnwansporte reverso
del colesterol, el mantenimiento de la funcion el y la proteccion
frente a la trombosis. En el estudio de Framingbardefinié el HDL como
un factor de riesgo negativo para la enfermedadiimaascular, sin
embargo, un aumento de HDL no parece reducir elendinde eventos

cardiovasculares (19).

La hipertrigliceridemia parece estar implicada araterosclerosis cuando
los niveles en suero se encuentran por encima @er@ddl pero no se ha

podido confirmar debido a su asociacién con nivelges de HDL (20).

Tabaco: El habito de fumar se considera un factor de oasgyor (9) y

tiene impacto en diferentes fases de la aterositedesde la disfuncién
endotelial hasta la aparicion de eventos clinigasque tiene un efecto
protrombdtico (10,21). El tabaco dafia la vasodilata dependiente de
endotelio probablemente por un mecanismo de disitinu de la

biodisponibilidad de 6xido nitrico (NO)(22). Se asocon un imcremento
de marcadores inflamatorios como la PCR, IL-6 y TdN@R3). Otro efecto

del tabaco es el incremento de la activacion y sidheplaquetaria debido al
descenso de del NO y a la disminucion de la séigsitlide las plaquetas al
mismo (24). Por otro lado, el tabaco aumenta ldanion de las LDL (25) y

disminuye la actividad plasmatica de la paraoxangse es una enzima
que protege de la oxidacién a las LDL (26). El tabse relaciona con una
mayor incidencia de infarto de miocardio, inclusoege aumentar la
enfermedad aterosclerética en un 50%. El abandehtatdaco podria ser
efectivo en cuanto a la disminucion del riesgo ¥ens cardiovasculares,
ya que el riesgo de infarto de miocardio en ex-flonas se aproxima al de

no fumadores en un periodo de tan solo 2 afios)(1,27
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— Sedentarismo: Se asocia significativamente con la enfermedad
cardiovascular independientemente de otros factbeesesgo. El ejercicio
aerdbico reduce el riesgo cardiovascular. Los iddiss que gastan de 2000
a 3000 kcal/semana en actividades de ocio tiergiwvet:es menos eventos
coronarios que los que gastan menos de 500 kcafeenktl ejercicio
regular hace que el cuerpo tenga menos grasa, esagiveles de colesterol
HDL, menores niveles de LDL Yy triglicéridos, maysensibilidad a la
insulina, menores niveles de glucosa y menor pnegiterial (27).

— Dieta rica en grasas: Estudios epidemiolégicos y de migracion de
poblaciones indican que hay una fuerte asociacan et estilo de vida,
siendo la dieta el factor mas significativo. Lagtds ricas en grasas y
colesterol son las que mas predisponen al desadella aterosclerosis en

experimentos animales (27).

— Niveles bajos de antioxidantesDebido a la naturaleza inflamatoria de la
aterosclerosis parece que las sustancias antiiaftaias pueden tener un
papel beneficioso para proteger la salud. Los eaoadles de la dieta tienen
propiedades para eliminar radicales libres de fompe aumentan la
resistencia a la oxidacion de las LDL. Algunos tamoides ¢-caroteno -
caroteno, luteina, zeaxantina, licopeno, astaxanpaeden tener un efecto
protector frente a la aterosclerosis temprana @i®)embargo, no esta claro
el papel de los suplementos de carotenoides respatt riesgo
cardiovascular ya que la literatura al respect@agradictoria (29). Los
suplementos de vitamina C y E se asocian con wmaimlicion del riesgo
cardiovascular (30)(31), sin embargo en ensayodoraizados no se ha

constatado este beneficio (32)(33).

Otros factores de riesgo:

— Lipoproteina (a): Es una combinacion de LDL con apolipoproteina a y
mantiene un papel desconocido en la patogénesia dterosclerosis. Se

localiza en placas ateroscleréticas y se une adfaays contribuyendo a la
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formacion de células espumosas (34). Ademas demsicter aterogénico

también se le atribuye una capacidad protromb¢iiga

Disfuncién endotelial: El endotelio constituye una barrera entre la sagygr
tejidos subyacentes potencialmente trombogénicos, mpodula el tono,
crecimiento, homeostasis e inflamacion del sistear@ulatorio. La
disfuncion endotelial forma parte de uno de loadiss mas precoces de la
aterosclerosis y es causada principalmente porisiaiucion de 6oxido
nitrico derivado del endotelio (35). La disfunciéndotelial se asocia con
otros factores de riesgo como hipercolesterolediahetes, hipertension y
tabaco. Las LDL (low density lipoprotein) oxidadeslucen disfuncion
endotelial (36), por lo que se podria mejorar lacfan endotelial
corrigiendo la hiperlipidemia bien con una dietaogpada (37) o bien con
terapia con estatinas (inhibidores de la HMG-caeazA-reductasa) ya que

incrementaria la biodisponibilidad del 6xido niri@8).

Inflamacion: Existe evidencia clara de componentes inflamadogn la
histologia de las lesiones ateroscleroticas (383.LDL oxidadas modifican
los macréfagos y éstos liberan sustancias inflanaata@omo citoquinas y
factores de crecimiento (40). En este proceso secdrstatado la
implicacion de diversas moléculas como la protefuamiotactica de
monocitos (MCP-1), moléculas de adhesion interaeldCAM-1), factores
estimulantes de colonias de macréfagos y granogci€D40 ligando,
interleucinas (IL-1, IL-3, IL-6, IL-8, IL18) y facr de necrosis tumoral-alfa
(TNF-0) (41)(42)(43).

Proteina C reactiva (PCR) sérica: Es una proteina de fase aguda
producida fundamentalmente por los hepatocitosaeé$ del estimulo de
ciertas citoquinas como la IL-6 y el TNF¢44). Participa en la progresion
de la aterosclerosis y sus consecuencias clinicagua no se ha establecido
una relacion causal. Se ha encontrado PCR en éssmteroscleroticas, se
une a las LDL, lo cual permite que sean fagocitgmeidos macrofagos sin
necesidad de ser modificadas (45). Los valoresadtessrde PCR se asocian

con elevacion de marcadores de inflamacion (IL-63,lamiloide sérico A)
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y de coagulacion (factor von Willebrand, protroneiR1+2, dimero D,
inhibidor del activador de plasmindgeno tipo 1).eAws, la PCR induce la
expresion de moléculas de adhesiéon y la produatgdih-6 y MCP-1 en el
endotelio humano, lo cual atrae a macrofagos yditds aumentando la

respuesta inflamatoria en la placa ateroscler¢4i6ai7).

Fosfolipasa A2 asociada a lipoproteina (Lp-PLA2):Es una enzima
secretada por macrofagos, que esta asociada adipoyas y que mantiene
la inflamacién en la placa. Es un marcador inflamatemergente. Los
valores elevados de esta enzima se relacionanrcarcremento del riesgo
cardiovascular. La recomendacion actual de la chéacion de Lp-LPA2

se basa en la identificacion de personas que tienaiesgo incrementado
de infarto de miocardio en individuos de riesgo arado o severo (48-50).

Citoquinas: La liberacién de citoquinas proinflamatorias egtamovida
por la modificacion de las LDL, la formaciéon de icades libres, el estrés
hemodindmico, la hipertension y la infeccion. Lasquinas IL-1 y TNFe
tienen efectos aterogénicos, favorecen la expred®nde selectinas y
moléculas de superficie como ICAM-1, VCAM-1, CD4DD40 ligando y
estimulan la proliferacion de células musculareasliy macrofagos. Las
citoquinas proinflamatorias también contribuye@a @rioduccion de especies
reactivas de oxigeno, estimulan a las metaloprates de la matriz e
inducen la expresion de factor tisular (41). Lasqtiinas CCL19 y CCL21
estdn aumentadas en la aterosclerosis carotided21C@romueve la
acumulacion de lipidos en macrofagos y LLC19 indada proliferacion y
expresion de metaloproteinasa-1 de la matriz (MNPeh células
musculares lisas de los vasos contribuyendo gsitahcial aterogénico de
las citoquinas (51). Sin embargo, existen tambiémterleucinas

antiaterogénicas como la IL-4 o la IL-10 (52).
Metaloproteinasa-7 de la matriz (MMP-7): La MMP-7 puede contribuir a
la inestabilidad de la placa en aterosclerosistichra, ya que se encuentra

elevada en pacientes con sintomas recientes. Serdra elevada en suero
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y en macrofagos en la inmunohistologia de la plResece que el TNE; la

hipoxia y las LDL oxidadas incrementan la expresiérMMP-7 (53).

Activacion de leucocitos:Se aprecia un reclutamiento de leucocitos en las
lesiones tempranas de aterosclerosis, por lo guendener una implicacion
en estas lesiones relacionada con la inflamacidip @arece que también
hay un incremento en la cantidad de RNA mensajerftsmatorios en
personas con disfuncién cardiovascular que hadsuinfarto de miocardio
(55).

monocyte

Intima

foam cell

Figura 3. La presencia de LDL oxidadas en la intima estimalamigracion de
monocitos desde el lumen hacia la intitf&6).

Toll-like receptor 4: Es un receptor celular implicado en la respuesta
inflamatoria frente a patégenos gram negativos silpemente frente a
otros ligandos. Un polimorfismo de este receptoonceetamente el
Asp299Gly, parece estar relacionado con nivelesriores de marcadores
inflamatorios, como son la PCR, moléculas de adhes IL-6 y, por tanto,
una incidencia menor de aterosclerosis carotidedecidela por

ultrasonografia. Ademas, esta relacionado con enefmento de infecciones
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bacterianas serias al disminuir la respuesta irdtarra frente a patdogenos

gram negativos (57).

Factor tisular: Es el factor iniciador de la coagulacion y se entta en

placas de aterosclerosis avanzada. El factor tisutaementa la actividad
plaguetaria y puede contribuir asi al desarrollotrdenbosis seguida de
rotura de la placa. Una sobreexpresion de esterftatorece el crecimiento
de la placa tras una primera rotura al incremeakarombo mural y la

migracion de células musculares lisas, lo cualeaaedl nuevo crecimiento
del endotelio (58).

Angiotensina Il: El incremento de la angiotensina Il en plasmares® el
desarrollo de la aterosclerosis, sobre todo ssseia con hiperlipidemia. Es
capaz de modular la proliferacion de células masesllisas vasculares y la

produccion de matriz extracelular (58,59).

Endotelina-1: Es un potente vasoconstrictor y estimula el cresito y

migracion de células musculares lisas, por lo quede contribuir a la
patogénesis de la aterosclerosis incluso cuangialza es imperceptible.
Las LDL pueden estimular la produccion de endagelinque se encuentra
en espacio intra y extravascular en el tejido atdenotico y desde aqui

puede ser liberada en situaciones de estrés (60,61)

Moléculas de adhesionias moléculas de adhesion intercelular (ICAM-1)
y de adhesioén celular vascular (VCAM-1) son glicdpinas del endotelio
cuya induccion esta regulada por la inflamaciémyofecen la adherencia
de leucocitos al endotelio. Las ICAM-1 se encuentren ceélulas
endoteliales de arterias normales aunque en maydidaed cuando existe
lesion aterosclerética, mientras que VCAM-1 séloegpresa cuando hay
inflamacién en los microvasos de las lesiones atdeodticas (62).

Anticuerpos anti-LDL oxidadas: Estos anticuerpos se localizan en placas

y plasma de pacientes con aterosclerosis. Se ethwrante el mes siguiente
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a la presentacion de un sindrome coronario agude ynantienen mas
elevados en enfermedad coronaria crénica que eierpes con arterias
normales. Las LDL oxidadas al favorecer la disfanaéndotelial provocan
cambios inflamatorios e inmunoldégicos a través deliberacion de
citoquinas por parte de macréfagos, de producc®ramticuerpos y del
incremento de la agregacién plaguetaria. Esto pusmigribuir a la
inestabilidad de la placa (63).

Dafio en DNA mitocondrial: Parece estar relacionado con la progresion y
rotura de la placa de ateroma de forma indeperalidet las especies
reactivas de oxigeno a través de efectos ejercgime las células
musculares lisas. En el ensayo VIVAirtual Histology in Vulnerable
Atherosclerosis se observé asociacion entre DNA mitocondrial de
leucocitos y vulnerabilidad de la placa. Las leseoen DNA mitocondrial

se asocian unicamente al fibroateroma de capswda gue son los que se

relacionan con alto riesgo de eventos cardiovasEs(4—-67).

Caracteristicas del flujo: Las placas de ateroma son mas frecuentes en
bifurcaciones y ramas de arterias, lo que sugieesun flujo alterado y en
cizalla o turbulento puede contribuir al desarrak la aterosclerosis. Un
flujo laminar desestructurado da lugar a un flujbtilento que puede
alterar la funcion celular endotelial, siendo memwsbable dafar las
interacciones entre leucocitos y pared del vagmltanto, promocionando
la uniébn de monocitos y acumulacion y modificacide LDL. Estos
cambios tienen lugar por la liberacion de NO portepale las células
endoteliales (68). Por otro lado, una tension hendmdica de cizallamiento
se asocia a un incremento en el grosor de la iriedia de la arteria
carotida (69).

Rotura de la placa: La aterosclerosis generalmente es asintomatida has
gue la estenosis por el crecimiento de la placarsug 70-80% de la luz del
vaso, lo cual produce una reduccioén del flujo. &imbargo, los sindromes
coronarios agudos y los cerebrovasculares puedemirocon roturas de

placas de menos del 50% de estenosis. Aunqueuearde la placa puede
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cursar también de forma asintomatica, la lesiGenaila suele provocar un
remodelado arterial patoldgico, hacer que progetsgrado estendtico o
conducir a la trombosis arterial (70,71).

- Homocisteinemia: Niveles elevados de homocisteina se asocian can un
aparicion mas temprana de la enfermedad ateroScker&e piensa que
promueve la proliferacion e inflamacién de la paagérial e incrementa los
niveles de inhibidor del activador de plasmindgehin exceso de
homocisteina lleva al engrosamiento de los vasstgnesis de la luz y

formacion de trombos (72).

— Apolipoproteina E: La influencia de los fenotipos de apolipoproteinan

la enfermedad cardiovascular y el infarto isquémé variable. Esta
apolipoproteina es un ligando para los quilomicsorfepaticos, los
receptores de VLDL remanentes y receptores LDL, loogue al unirse a
estas moléculas favorece el aclaramiento del Iasnas de la circulacion.
El alelo APOE e4 se ha mencionado en algunos estuxtimo factor de
riesgo de infarto cerebral (73) mientras que easoéstudios no ha sido asi
(74,75).

- Infecciones:Se ha asociado la aterosclerosis con infecciomesgcas como
Chlamydia pneumoniaér6), Citomegalovirus(77) y Helicobacter pylori
(78). También se han visto implicados algunos emtears (virusCoxsackie
B), virus de la hepatitis A, virus herpes simpletipy tipo 2 (79).

2.1.2. Aspectos morfoldgicos de la aterosclerosis.
2.1.2.1. Estructura de la pared arterial normal.

La pared arterial normal consta de tres capas otmc#s bien definidas

qgue rodean la luz vascular. La capa mas proxima tle es la intima, seguida
de la media y ambas envueltas por la adventiciaeHas capas se encuentra la

31



elastina, separando la intima y la media encontsdmt@&mina elastica interna y

entre la media y la adventicia se encuentra laramaiastica externa.

En la intima, la luz arterial estd revestida pom Uimea de células
endoteliales. Estas células regulan ciertos precestre los que se incluyen la

trombosis, el tono vascular y el paso de leucocitos

La media esta constituida principalmente por célutausculares lisas
dispuestas en capas, cuyo numero depende del gteder arteria. La matriz
extracelular esta constituida por fibras elastigasolageno, junto con cierta
cantidad de proteoglicano que se encarga de mandsnigoras elasticas unidas.

La adventicia consiste en una amplia matriz de tielgs células
musculares lisas, fibroblastos y colageno. Los isgsu nerviosos sobre los
vasos sanguineos suelen atravesar hasta la adwe& considera una capa
inactiva respecto a la homeostasis vascular, sbeego, parece que a traves de
la produccidn de especies reactivas de oxigeno JR@ede tener un papel
importante controlando el remodelado vascular ybi@actividad del 6xido
nitrico (NO)(1,3).

2.1.2.2. Estadios de la placa aterosclerética.

La aterosclerosis se manifiesta como lesionesiagsrconocidas como
placas. Estas placas se han clasificado en fundén desarrollo de la
enfermedad. (80,81) LAmerican Heart AssociatiofAHA) propuso en 1994 un
sistema de estadificacion de la placa ateroscbarét funcion de su estructura y
composicion histolégica.
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Grado o Comentarios y
Criterios o
(AHA) clasificacion

Arteria normal, con/sin engrosamiento de la
0 o Tejido normal
intima

Células espumosas aisladas, no lipidos | Lesion aterosclerética
1 extracelulares, variaciones adaptativas deilacial, a veces visible con

intima tincion para lipidos

Numerosas células espumosas,

frecuentemente en capas, no acumulos deEstrias lipidicas, visible

2
lipidos extracelulares, engrosamiento con tincion 1l
adaptativo de la intima
] Placa grasa, estrias
Numerosas células espumosas con o y
) o lipidicas elevadas, lesion
3 acumulos de lipidos extracelulares, no | . y
] o o intermedia o lesion de
nucleos definidos de lipidos extracelulares o
transicion
Numerosas células espumosas y nucleos _
_ o o Ateroma, placa fibrosa o
4 bien definidos de lipidos extracelulares, gon
o o _ lesion elevada
superficie de la intima relativamente normal
Numerosas células espumosas, nucleos
. multiples bien definidos de lipidos Fibroateroma, placa
extracelulares, capsula fibrosa reactiva, | fibrosa o lesion elevada
vascularizacion o calcio
Todas las anomalias de superficie
6 anteriores, hematoma, hemorragia o Lesién complicada

trombosis

Tabla 2. Criterios de clasificacion de lesiones de la pamerial segun I[&merican Heart Association
(AHA).
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B | Man i Clinical
Momenclature and | " ; Earliast
| Saquences in progression growth ooie-
main histalogy mechanism|  Onset \ation
Type I (initial) besion
| isolated macrophage o |
[ foam cels | from
[ - first
| Type IN [fatty streak) basion decada .
| mainly intracelhar arewh clnicaly
| lipid accumulation | mainky
Type LI {intermediate) lesion : .a'ETu
Type 1l changes & smal @ BCCUMIL-
extracelluar lipid poos lation o
Type IV (atheroma) lesion dgﬁe
Typa 11 changes & cona of @
enfracellular lipid
Type V (fibroatheromal lesion al:l::e;er%_lte-:l
lipid core & fibeolic layer, Sod cliiical
oF mulple lipid cores & fbrtic o "";'fjle suenlhr
Iyers, or mainhy calcic, o
! : collagan f
o mainly fibrotic nersasa hm aver
decade
Type V1 (complicated) leshon
surface defect, theombiasis,
hematoma-hemorhags, hematoma
thramibus

Figura 4. Esquema de la evolucion y progresion de las lesicateroscleréticas humanas,
indicando la nomenclatura y cambios histolégicdy.(8

En localizaciones propensas, el primer cambio ldigico es el
engrosamiento de la intima, con un incremento didase musculares lisas y
matriz extracelular, lo que se denomgrado 1 En las lesiones dgrado 2 se
acumulan tanto lipidos extracelulares como intrdasds. Los macrofagos
acumulan lipidos intracelulares (conocidos comdulaé espumosas"), sobre
todo colesterol-LDL, que junto con un nimero Maleade linfocitos T forman
las "estrias grasas". La continua formacion del@glaspumosas y necrosis de
macrofagos es lo que da lugar a las lesionggaldo 3, que contienen pequefios

depositos extracelulares de lipidos (ésteres aestawbl).

La evolucidon de las lesiones se caracteriza poasarge lipidos
extracelulares mas extensas que forman el nuclecore de la lesion
aterosclerotica. Las lesionesgiado 4 se caracterizan por la separacion relativa
de una fina capa de tejido cercano a la luz dehithointerposicién del nucleo
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lipidico. En las lesiones dgrado 5 esta capa que ha quedado separada se
fibrosa. Esta capsula puede ser relativamente lacdliormada por colageno
denso) o puede tener abundantes células lisas. dddengue se desarrolla la
placa, adquiere su propia red microvasculesgd vasorum que se extiende
desde la adventicia, atraviesa la media y llegégaHasintima engrosada. Estos
vasos de pared fina son propensos a la roturanando una hemorragia en el
interior de la placa. Las lesiones gido 6 tienen una estructura caracterizada
por areas de fibrosis calcificadas, formadas pomatacion de tejido conectivo
con un incremento de células musculares lisasdldedipidos y frecuentemente
con lipidos extracelulares, con zonas de ulcerasi8ible. Estos tipos de
lesiones se asocian frecuentemente con sintomasno embolizaciones
(1,3,82,83).

Coronary artery at
lesion-prone location Type 1l lesion

Adaptive acrophage

thickening am cells

{smooth muscle)

Type lll (preatheroma) Type IV (atheromay)

_-Core of
/ extracellular ‘ extracellular
lipid lipid

Type V (fibroatheroma) Type VI (complicated lesion)

~Fibrous

thickening

Figura 5. Cortes mostrando las caracteristicas morfologiea®s distintos tipos de lesiones en
arteria (80).

35



|1f’8?(gen 1 Placa aterosclerdtica fibrosada. H/Bmagen 2 Placa aterosclerética calcificada. H/E.
. 10X.

Imagen 3 Placa aterosclerética osificada. H/Emagen 4 Placa inestable con hemorragia
10X. intraplaca. H/E. 10X.

Imagen 5 Placa que ha sufrido rotura, en la que se
observan abundantes histiocitos y tejido necrotico
con reaccion inflamatoria. H/E. 40X.
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2.1.2.3. Vulnerabilidad de la placa.

La rotura de las placas esta implicada en la dpargte manifestaciones
clinicas (84), por ello, se pueden clasificar lésc@s maduras en estables e
inestables. Una placa estable se caracteriza pandaleo lipidico pobre en
ésteres de colesterol, una capsula fibrosa grussa&m células musculares lisas
y matriz extracelular y escaso infiltrado inflanvao mientras que una placa
inestable o vulnerable contiene mayor concentrag@hipidos en el nucleo, con
una capsula fibrosa fina y gran componente inflanmat constituido por
macrofagos, linfomonocitos y células T (1,85). Adsmla placa vulnerable
expresa mayor cantidad de marcadores como la tedpira, citoquinas
inflamatorias, y apoptosis de células de la intqua conducen al aumento del
nacleo necrotico en la placa (86). Esta estrudiace que las placas vulnerables
sean mas propensas a la rotura en respuesta addmizas del flujo sanguineo
(85). La vulnerabilidad de la placa esta influedaigpor aspectos morfolégicos
como la geometria de la placa, el grosor de la utapdibrosa, la
neovascularizacion, la proliferacion de células culases lisas, la hemorragia
intraplaca y la erosion endotelial (87—89). Poodado, también influyen los
mecanismos bioquimicos, como la inflamacion y dtéssoxidativo, y las
fuerzas hemodinamicas locales que se ejercen $mlplaca, como la tension
hemodinamica de cizallamiento y la presién loc).(Ra ulceracion de la placa
de caroétida y la rotura suele afectar al lado prnakide la placa, donde el flujo

turbulento es maximo (91).

El estrés oxidativo y particularmente la peroxidacile lipoproteinas de
baja densidad que contienen acido araquidonicanglélico, participa en el
desarrollo de la aterosclerosis y favorece la amstiad de la placa (92). La
inflamacion es otro factor que contribuye a la ratde la placa, ya que en la
zona de erosion de la placa existe un acumulo deoaitos activados y
macrofagos y en menor medida de células T. Lan#tadén es mayor en las

placas sintomaticas que en las asintomaticas.
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La ulceracion de la placa es un acontecimiento dasencadena
sindromes coronarios agudos y esto mismo podriarioaon las placas
carotideas. La rotura de la placa es més freceenpacientes sintométicos (93).

La hemorragia intraplaca es otro marcador de riesgtomatico. La
prevalencia de la hemorragia intraplaca es mayopamientes con estenosis
carotidea cuando los pacientes son estudiadospoéxa un evento sintomatico,
por tanto, la hemorragia esta relacionada conddymrcion de sintomas, bien sea
infarto o ataque isquémico transitorio en pacientesn enfermedad
aterosclerotica carotidea (94,95). La hemorragieaphaca también predice la
recurrencia de eventos isquémicos ipsilaterales nfartd en pacientes
sintomaticos con estenosis carotidea mayor o gua0% (96). Sin embargo, la
hemorragia intraplaca es un hallazgo comun en plse@eras asintomaticas que
han sido extraidas por endarterectomia carotidea se diferencia de aquellas
gue habian sido sintomaticas (97). La presencia@ndieolos en pacientes con

placas asintomaticas tiene mas riesgo de suftoreis en un futuro.

2.1.3. Manifestaciones clinicas de la aterosclerosis.

La clinica de estenosis carotidea se caracterizarpsoplo en la region
carotidea y sintomas de isquemia cerebrovasculmgua no es infrecuente

encontrar pacientes asintomaticos.

El soplo carotideo en pacientes asintomaticos emalnpredictor de la
presencia de estenosis carotidea, asi como logssopllares y asimetrias en
pulsos faciales (98). En pacientes sintomaticossadlo carotideo no es
suficiente para predecir una estenosis severa,uausiges Util para seleccionar

los pacientes en los que hay que realizar un eridhagnostico (99).

Las manifestaciones clinicas de la oclusion detkria carétida interna
son las mas diversas de todos los sindromes cesdowdres. Esta variabilidad
se relaciona fundamentalmente con tres factoreirtalacion colateral, la

vasorreactividad cerebral con sus factores hemodaws y las caracteristicas
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de la oclusion. Los mecanismos de compensacioma aelusion de la arteria
carotida interna estan influenciados por los fagate riesgo preexistentes en el
individuo. La aterosclerosis carotidea se sueleassien la bifurcacién carotidea
y predominantemente implica la pared posteriorvdsb. El vaso va reduciendo
su diametro a medida que crece la placa y progmesate el componente
aterotrombdético se desarrolla en la pared. Poptaitmecanismo de isquemia
cerebral puede ser un émbolo del material trombd&iauna disminucion del
flujo debido a la estenosis acompafada de una awmapen colateral
inadecuada (84,100). Por otro lado, tras un evagaalo, la evolucidn clinica en
un paciente con oclusion cronica de la carétideria es muy variable, desde
mantenerse asintomatico hasta sufrir ataque isgoémnansitorio (AIT) o

infartos mayores o menores (100).

Ataque isquémico transitorio (AlT): Puede ser debido a un bajo flujo
sanguineo o a un émbolo. Cuando los AIT se debem dajo flujo con
inadecuada circulacion colateral (hipoperfusion odimamica), se trata de
eventos breves, repetitivos y estereotipados yesuwmtunciar futuros infartos en
el territorio de la arteria carétida interna (L@R)YL Sin embargo, cuando los
AIT son de naturaleza embdlica suelen ser Unicasag prolongados y los
sintomas se relacionan con el territorio vascutarespondiente. En la mayoria
de los casos, un evento embodlico-isquémico reladiorcon la estenosis de la
arteria carotida produce sintomas en el territdeola arteria cerebral media
aungue también puede estar implicada la arteriebcar anterior. El término
amaurosis fugax define una ceguera monocular toai@sicausada por un

pequefio émbolo en la arteria oftalmica.

Oclusion total de la arteria carétida: Cuando la arteia carétida se
ocluye completamente puede causar un efecto derdision del flujo o un
evento embalico-isquémico dependiendo del desarrdié la circulacion
colateral a través de la érbita y el poligono ddi8VEI mayor riesgo de un AIT
o un infarto por bajo flujo es el tiempo que dusaoklusion y el riesgo de
repeticion disminuye tras el primer afio. Sin embaexiste un infarto retardado

que ocurre varios meses tras la oclusion de laidar@resumiblemente debido
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a la propagacion del trombo o a la embolizaciofadeorcion distal del coagulo
(103-106).

Una alteracion en la funcibn hemodinamica cerelasl un factor
importante en la aparicion de sintomas e infartopa&cientes con estenosis
carotidea. El pronostico de estos pacientes tramfanto debido a oclusion
carotidea se relaciona con el desarrollo del fagtateral (106). Los pacientes
sintomaticos tienen una reserva de flujo cerebmuas mas alterada (cambios
en la velocidad de flujo en arterias cerebralealbasnedidos por Doppler CO2)
gue en los pacientes asintomaticos (107). Sin aobdps pacientes con
estenosis carotidea severa asintomatica y unaividadt cerebrovascular
alterada también tienen un riesgo aumentado der sifentos isquémicos

ipsilaterales (108).

2.1.4. Evaluacion de la estenosis carotidea. Métodos diaggticos.

Se define estenosis carotidea sintomatica o asattcendependiendo de
si existen 0 no signos o sintomas de isquemia eeretorio carotideo. La
deteccion de infartos silentes con tomografia cdermada (TC) o con
resonancia magnética (RMN) permite clasificar lemssis como sintomatica,
aunque no hayan dado sintomas clinicos aparendéesvidencia de signos o
sintomas isquémicos en el territorio de la caréiidarna es decisiva para el

manejo y tratamiento de estos pacientes.

Actualmente se utilizan tres métodos (NASCET, EQXIC) para medir
la estenosis carotidea con angiografia convencimoralcontraste, aunque estos

meétodos se pueden utilizar también con angioRMNgrad C.

El método NASCET North American Symptomatic Carotid
Endarterectomy Trigl mide el diametro residual de la luz en la porcidas
estenotica del caso y la compara con el diametria tlez de la arteria carotida

interna distal a la estenosis (109).
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Figura 6. Métodos de medida de estenosis carotidea en NAYEEIST (110).

El método ECSTHuropean Carotid Surgery Tripimide el diametro de
la luz en la porcibn mas estenodtica del vaso ydapara con el diametro

original estimado en esa zona de maxima esterakls. (

El método CC Common Carotiimide el diametro residual de la luz en
la porcidbn mas estendtica del vaso y lo comparaetali@metro de la luz de la

arteria carotida comun proximal (112).

La estenosis méaxima generalmente se encuentradaitea el bulbo
carotideo, que es una porcion mas ancha que elesegmistal de la arteria. El
mismo grado de estenosis puede ser cuantificadaucamayor porcentaje de
estenosis con los métodos ECST y CC que con eldméASCET. Otro
inconveniente del método ECST es que asume umaaesfin de la verdadera
medida de la luz, lo cual incrementa el riesgo aléabilidad interobservador. A
pesar de estas diferencias se ha estimado un@relawal entre los métodos

para que los valores medidos tengan un valor ptimoésmilar (113,114).
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Se utilizan cuatro modalidades para visualizarmiagen de la arteria
carétida interna: la ultrasonografia daplex (Ecgpler), la angiografia cerebral
convencional, la angio-resonancia magnética nu¢kagio-RMN) y la angio-

tomografia axial computarizada (angio-TAC).

2.1.4.1. Eco-Doppler carotideo.

El eco-doppler (ultrasonografia duplex) utilizarattonidos modo-B para
caracterizacion morfologica de la placa y Doppkerapdetectar la velocidad del
flujo sanguineo, lo cual puede ser indicativo deldg de estenosis (115). La
velocidad durante el pico sistélico es la medida mtilizada para estimar la
severidad de la estenosis, aunque la velocidadinal fle la diastole, la
configuracion del espectro y el indice carotideaii¢rde velocidad en arteria
carétida interna y velocidad en arteria carétiden@o) aportan informacion
adicional (116). Se trata de una técnica no ingasbegura y relativamente
barata para evaluar las arterias caroétidas, corsemsibilidad del 81-98% y una
especificidad del 82-89% en la deteccion de esiemsignificativa en la arteria
carétida interna (115,117).

Atendiendo a las caracteristicas morfologicas sdin&cas, se pueden
describir distintos tipos de placas, siendo laifitasion definida por Gray-
Weale (118) la mas frecuentemente utilizada. Lasgd con eco-doppler se
clasifican en cuatro tipos:

Tipo I: Predominantemente ecolucente.

Tipo II: Principalmente ecolucente pero con areageénicas.

Tipo lll: Principalmente ecogénica pero con areadueEentes.

Tipo IV: Uniformemente ecogénica.

Existe un Tipo V reservado para aquellas placasvisahlizadas o muy
calcificadas. Utilizando esta clasificacion se lbaseguido establecer que los
pacientes sintomaticos tienen una mayor prevaledeigolacas tipo |y Il,
mientras que los asintomaticos la tienen de losstil y V. Sin embargo,
puede que la visualizacién sea mala o que sedegpdacas dificiles de clasificar

entre tipo 1l y Il, por ello se aconseja descrdmmpletamente las caracteristicas
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de la placa y utilizar la clasificacion de Gray-WeasOlo de forma

complementaria (119).

A parte del caracter eco o anecogénico, el ecoidoppporta
informacion sobre la superficie de la placa, dgtiendo entre superficie
irregular, mas asociada con infartos cerebralesrign emboligeno (placas
ulceradas) y superficie regular o lisa, mas relemi@ con infartos de

caracteristicas hemodinamicas (120).

La placa también puede clasificarse en homogéneatarogénea. Una
placa heterogénea se compone de una mezcla dedgshipoecogénicas,
isoecogeénicas e hiperecogénicas, mientras quelaca l[pomogénea contiene un
solo tipo de estas lesiones. Una placa isoecogéeiakefine como aquella que
tiene una ecogenicidad igual que el complejo intingalia normal, mientras que
la placa hiperocogénica es mas clara y la hipoedogés menos clara que la

isoecogénica (121).

2.1.4.2. Doppler Transcraneal

El doppler transcraneal se puede utilizar como demento para
examinar las arterias intracerebrales a través debita y la ventana temporal
en la base del cerebro. El Doppler transcraneadliavia repercusion de la
estenosis de la arteria cardtida interna, pudierddmtificar patrones de
desarrollo de un flujo colateral en el poligonoW#is, un flujo reverso en las
arterias oftalmica y cerebral anterior, ausencidluje en el sifon carotideo u
oftdlmico o reduccion de la pulsatilidad o velodddel flujo en la arteria
cerebral media (122,123).

Otras modalidades de ultrasonografia carotideaistersn la utilizacion
de eco-contrastes. Se trata de la perfusion endesede microburbujas que
pueden ser Utiles para evaluar la neovascularizad@la placa, como posible
marcador de inestabilidad, o servir de ayuda patanguir la oclusién casi total
de la arteria carétida (124-126). Los ultrasoni@Bs representan un avance

diagndstico que aporta una visualizacion mejoradéadanatomia. Aunque aun
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no se utilizan de rutina, permite identificar mejgs cambios de volumen en la

placa en cuanto a grosor, longitud y amplitud (127)

2.1.4.3. Angiografia cerebral convencional.

La angiografia cerebral es gbld standardpara objetivar en imagenes
las arterias carotideas. El desarrollo de la amgitay con sustraccion digital
intraarterial (DIVAS) reduce la dosis del contragtermite utilizar catéteres de
luz mas pequefa y acorta la duracion del procedimiéAunque la resolucion
espacial es baja, el DIVAS ha reemplazado a laogngfia convencional (128).
La angiografia cerebral permite evaluar todo diesia de la arteria carotida
obteniendo informacion de la localizacion y cardstiea de la placa y la
circulacion colateral, asi como de la presenciendfermedad aterosclerotica
intracraneal, lo cual ayuda a identificar a losig@es que mas se pueden
beneficiar de la endarterectomia carotidea (129).

2.1.4.4. Angio-Resonancia Magnética.

La angio-RMN es la técnica mas empleada para avdhisaarterias
carotidas extracraneales, tanto en dos como eritremnsiones (TOF: time of
flight) y con contraste de gadolinio. Ofrecen umagen en 3D de la bifurcacion
carotidea con una buena sensibilidad (91-99%) ¢hetesctar oclusidon o estenosis
de alto grado, siendo la especificidad del 88-9B&autilizacién de un contraste
paramagnético permite obtener imagenes de mayoidadaly menos
artefactadas. Sin embargo, tanto la angio-RMN-TOmRa la angio-RMN con
contraste son menos precisas para detectar estenoderadas. En comparacion
con los ultrasonidos, esta técnica es menos dep@rdie operador y ofrece una
imagen de la arteria. Como desventaja, cabe destpma es mas cara, no
siempre esta disponible y conlleva mayor tiempoeddizacion, ademas de que
no puede realizarse en pacientes realmente critcs claustrofobia o con

implantes ferromagnéticos o marcapasos (130).
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2.1.4.5. Angio-Tomografia Computerizada.

La angio-TAC ofrece una visulaizacién anatémica rbugna de la luz
del vaso y de los tejidos adyacentes, asi comaasleestructuras éseas. Las
reconstrucciones en 3D permiten medir el diamedsidual de la luz de la
arteria y es util sobre todo en casos en los qudtdasonografia daplex no es
fiable, como pueden ser arterias severamente @égrccalcificacion severa,
cuello corto o bifurcaciones altas. La sensibiliégsddel 97% y la especificidad
del 99% en la deteccion de estenosis carotideaasgveclusion(131,132). El
angio-TAC requiere inyectar un contraste, generateneodado, por lo que
estaria relativamente contraindicado en individumsn la funcion renal

deteriorada, sobre todo si son diabéticos o tiemefiallo cardiaco congestivo.

2.1.5. Manejo y tratamiento de la aterosclerosis carotidea

2.1.5.1. Tratamiento de la aterosclerosis carotidea sintomita.

La enfermedad sintoméatica se define por la preaede signos o
sintomas neuroldgicos focales de aparicion aguda eswritorio de distribucion
ipsilateral de la arteria carétida afectada, inehdo uno o mas ataques
isquémicos transitorios caracterizados por disfimcneurolégica focal o
ceguera monocular transitoria (amaurosis fugax)urm o0 mas infartos
isquémicos menores (que no incapaciten al individnogran medida). Esta
definicion es valida para la presencia de sintoemalos seis meses previos, de
otra manera no se considera que la enfermedadideaosea "sintomatica"
(133).

El tratamiento de la aterosclerosis carotidea siatira incluye una
opcion quirdrgica de revascularizacion mediante agedectomia carotidea
(CEA) o stent carotideo (CAS) en estenosis sigtifras de la arteria carotida

0, en su caso, tratamiento médico si la estenoses isignificativa (<50%).
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Endarterectomia carotidea:La endarterectomia carotidea (CEA) es un
tratamiento seguro y efectivo para reducir el esg infarto isquémico en
pacientes con enfermedad sintomatica. Se recomieéadafrente a tratamiento
meédico o0 stent en pacientes con sintomas recieesésnosis del 70-99% vy
esperanza de vida de al menos cinco afos si curgdesiguientes condiciones:
lesion quirdrgicamente accesible, ausencia decelinardiaca, pulmonar o de
otra naturaleza que suponga un riesgo para la emgesd la intervencion
quirdrgica y que no tenga una endarterectomia grgsgilateral (110,133). La
CEA podria ser beneficiosa incluso con estenosis gnzima del 50% en
pacientes sintomaticos. Sin embargo, no hay quaobue los beneficios de la
CEA no dependen sélo del grado de la estenosis dmmtros factores
incluyendo el tiempo de retraso desde la aparidérsintomas hasta que se

realiza la intervencion (134).

Stent carotideo:La angioplastia carotidea con stent tiene hoydiaso
limitado debido al riesgo ateroembdlico durantprecedimiento y a la alta tasa
de restenosis (135). Aungue Su usO es controveris@o recomienda su
utilizacién con algun sistema de proteccién newiokd en cuellos hostiles
(radiados o con cirugias previas), bifurcacionasttdeas altas, comorbilidad
importante de los pacientes por patologias ascxiadeeestenosis carotideas.
Como ventajas ofrecen su menor agresividad quoargi menor riesgo de

lesion de nervios craneales (136,137).

Tratamiento médico: Se considera que el mejor tratamiento meédico es
la administracion de un agente antiplaquetario yadininistracion de una
estatina. A esto hay que asociar un buen contrdé dension arterial y de los
factores de riesgo cardiovascular (tabaco, diapeibssidad). Por eso, las
directrices publicadas por la American Heart Asatomn/American Stroke
Association (AHA/ASA) en 2011 recomiendan optimidar terapia médica
(agentes antiplagquetarios, estatinas y modificad®ios factores de riesgo) en

todos los pacientes con estenosis carotidea y Adfado (138).
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2.1.5.2. Tratamiento de la aterosclerosis carotidea asintontiga.

En este caso se trata de enfermedad aterosclecatiotidea que no ha
presentado sintomatologia. Como en el caso de ferneedad sintomatica,
tenemos tres opciones de tratamiento (CEA, stetfatamiento médico) y
aunque no se ha determinado con claridad el madef de estos pacientes,
suele recomendarse segun sus caracteristicas (137).

Endarterectomia carotidea: Los pacientes asintomaticos con una
estenosis de carétida intera®0% pueden beneficiarse de una CEA (139),
aunque el beneficio no sera de la misma magnituel eu los pacientes
sintomaticos (140,141). En el caso de las mujesggamaticas parece que una
CEA es menos beneficiosa que en hombres asintasator lo tanto, es muy
importante seleccionar e individualizar los factode riesgo de cada paciente
antes de tomar la decision de realizar una CEA{142).

Stent carotideo: Aunque es una alternativa a la CEA, en pacientes
asintomaticos su indicacién es dudosa y muy coettimla. Actualmente no se
recomienda salvo en ensayos clinicos o pacientesamorbilidad elevada que

imposibilitan una cirugia convencional (137).

Tratamiento médico: Falta evidencia cientifica para determinar si los
pacientes asintomaticos se beneficiarian mas deatamiento quirdrgico que
s6lo con tratamiento médico (146). La terapia nedictual incluye estatinas y
agentes antiplaquetarios junto con un tratamiemtgidb a disminuir otros
factores de riesgo como son los farmacos antil@psitos, abandono del tabaco
y control de la diabetes. Con un buen control neédi estos factores se reduce
la diferencia de riesgo de sufrir un infarto entae terapia médica y la
intervencion quirdrgica, por tanto, parece razomaftdalizar un tratamiento
meédico en pacientes asintomaticos (147,148). Ehrtrento médico es mas
coste-efectivo que la cirugia en pacientes asinioosay se beneficiarian mas
de él en un 90% de los casos (149). Varios ensaijmisos estdn en marcha
para intentar dilucidar si el tratamiento médicdaesiejor opcion terapéutica en

estos pacientes.
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Las recomendaciones publicadas por la AHA/ASA edl2@ara el
manejo de pacientes con enfermedad carotidea lwitiba incluyen (150):

Identificar los factores de riesgo para cambiaedilo de vida en lo

posible a la vez que se mantiene un tratamientocméd

Seleccionar bien a los pacientes asintomaticossqueuedan beneficiar

de una terapia de revascularizacion teniendo enntzudas

comorbilidades, la esperanza de vida, los factalesriesgo y el

riesgo/beneficio del procedimiento.

El uso de antiagregacion plaquetaria y estatina restomendado (salvo

gue exista contraindicacién) aunque el pacienteaedidato a CEA.

La CEA profilactica realizada con menos de un 3%ndebi-mortalidad

puede ser (til en pacientes asintomaticos selemgam (estenosis

minima del 60% por angiografia o del 70% por ecqyier).

El stent profilactico podria ser considerado enigrdes asintomaticos

seleccionados de ensayos clinicos (estenosis minieha60% por

angiografia, 70% por eco-Doppler u 80% por angioel@hgio-RM si la

estenosis por ultrasonografia es del 50-69%).

La utilidad del stent como alternativa a la CEA @acientes

asintomaticos con alto riesgo quirargico es inaiert

2.2.ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo fue descrito por Sies como aseduilibrio entre factores
pro-oxidantes y antioxidantes en favor de los pdolantes, que son potencialmente
dafinos. Sin embargo, un aumento de oxidantes @érmida de antioxidantes aislada
no constituye lo que se conoce como estrés oxmaBin embargo, la formacion de
sustancias oxidantes acompafiada de una pérdidatidgidantes y/o un acumulo de
formas oxidadas de los antioxidantes, si constiioygue se conoce como estrés
oxidativo (151).

48



ORIGEN DE ESPECIES
OXIDANTES

H20 4}
Catalasa
GSH
peroxidasa Flavina
H,0 < oxidasas
/ FV %
Mitocondria
Vitamina E
GSSG GSH A\ P450
Quelantes Xantina oxidasa
NADPH oxidasa
L-cisteina (fagocitos)
(0]

\ Quinonas SOoD -
DANOS / L\'li’e, Cu
Dafio en DNA Peroxinitrito NO

Peroxidacion lipidica
Oxidacion de proteinas Radiacién ionizante

H,0

Figura 7. Mecanismo de produccion de radicales libres, dafmducidos y defensas antioxidantes.

Conceptualmente se puede distinguir entre estriatovo y dafio oxidativo.
Una amenaza oxidativa acompafiada de una pérdidantiexidantes no causa
necesariamente dafio oxidativo. Los sistemas bumdgise caracterizan por tener
respuestas adaptativas que compensan, a vecesoirecln creces, el estrés oxidativo y
puede manifestarse como una situacion de ambiedliex rincrementado (1). En el
aspecto quimico, se trata de reacciones de oxig@educcion que llegan a un
desequilibrio.

El estrés reductivo esta intimamente ligado al ésstoxidativo. Una
sobreproduccion de equivalentes reductivos comdAdD(P)H puede incrementar el
ciclo de redox, lo cual puede incrementar la ganénade radicales anién superoxido
(O2--) y secundariamente de oxidantes. Esto tambith legmdo a la formacion de

especies reactivas de oxigeno (ROS) por desegodilnetabdlicos como la hipoxia

(D).
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2.2.1. Biomarcadores de estrés oxidativo.

2.2.1.1. Radicales libres.

Un radical libre se define como cualquier espeaie @pntiene uno 0 mas
electrones desemparejados. En los sistemas biofgi& generan gran cantidad
de radicales libres. Si dos radicales se encuenwaeden unir sus dos
electrones desemparejados dando lugar a un entamdente, con lo cual
resultaria un producto libre de radicales. Un ejemglevante en los vasos es la
union de un anién superoxido con un radical NO ddaodar a la formacién de
peroxinitrito. Por otro lado, un radical se puedé @ una molécula neutra 0 a
un atomo de hidrogeno de enlaces C-H, O-H o S-khdculas neutras, que
suelen ser antioxidantes, cofactores enzimaticigsgols, proteinas, acidos

nucleicos y azucares (1).

2.2.1.2. Otros oxidantes.

Ademas de los radicales libres, otras moléculadamtées pueden causar
modificaciones en las paredes de los vasos. Lampstante es el peréxido de
hidrogeno (HO2) derivado de la accion de oxidasas como la ghuaxidasa

sobre el O2 o de la dismutacidn del radical supdod¢O; -)
20 +2H = H,0, + O

El peroxido de hidrogeno es un oxidante débil, aenguede oxidar
grupos tiol (-SH) de los sitios activos de algueagimas y reaccionar con

ciertas proteinas hemo (mioglobina, citocromo C).
Otros oxidantes sin radicales son: acido peroxisitr (ONOOH),

especies de nitrdgeno reactivo, acido hipoclorotOCl), residuos de

metionina, ozono (§) y singlete de oxigeno (1).
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2.2.1.3. Especies reactivas de oxigeno (ROS)

El término especies reactivas de oxigeno incluyedas las moléculas
altamente reactivas y radicales libres que contienxégeno, como los radicales
hidroxilo, el radical anién superoxido, peroxidolddrogeno (HO,), singlete de
oxigeno, radical 6xido nitrico, radical hipocloritdO, peroxinitrito (ONOQ y
varios lipidos peroxidados. Las especies clasifisatbmo radicales libres son
‘O, *OH y *NO, ya que tienen electrones desemparejados \efaapacidad de
oxidacion. HO,, HOCI, ONOO son clasificados como sin radicales libres pero

con capacidad de oxidacion.

Los ROS son producidos por varias enzimas oxidesmo son la
nicotinamida-adenina dinucleotido fosfatasa oxidads®DPH), xantina oxidasa,
NO endotelial sintasa (eNOS), ciclooxigenasa, glaaaxidasa y lipooxigenasa.
También son producidos por el transporte mitocahde electrones (81).

.. NAD{P)H oxidase
H-Nr.’! o
F_,.r-_ I Nmﬁ -h\' -
| Mooxs | 922 |
/ Arachidonic acid < ,‘)\_1; \S{RO
7
f
f 1
12M15L0
12115{SHHETE 0,
0. BH, deﬂc\‘iancy Xanthine oxidase
\ Uncoupled eNOS \‘ L
/ - -+ 02'
=

CuZnsoD
HADIJH /Mfachandm/ <
\ by GPx

e
0,—» 0, = g H.0, H0: = talase = M0 7 0:

\““*x.___ }__ Mnst)f} i \

e
HOC! 4,0

OH-+ OH-

| Fanton ‘k X |
\ reaction OH"+ Oy cr Hy0, + H* /

Figura 8. Generacién de ROS por NADH/NADPH oxisasa y degratiade ROS en los vasos
(81).
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Los ROS son capaces de reaccionar con lipidos daebraea, acidos
nucleicos, proteinas y enzimas de manera que paavdafno celular. Los ROS
se generan en varios lineas celulares (célulasideuto liso vascular (VSMCSs),
células endoteliales y células mononucleares) @édrade diversas vias,
fundamentalmente como consecuencia de:

El metabolismo aerébico normal, a través del siatate transporte

mitocondrial de electrones.

El metabolismo oxidativo que tiene lugar en los ofagps como

mecanismo de eliminacion de bacterias y virus, pbrcual se

desnaturalizan los antigenos extrafios.

El metabolismo xenobidtico, como por ejemplo, ldogiicacion de

sustancias toxicas.

Por tanto, todo lo que acelera el metabolismo aelobntribuye a la
generacion de ROS, como el ejercicio intenso, Ifarmacion croénica,
infecciones, exposicion a alergenos, drogas o &xirhumo de tabaco,

contaminacion, pesticidas e insecticidas (152).

Los efectos mas importantes de los ROS se citantinaacion (153):

- EI Oy es tdxico para las enzimas mitocondriales talesocdsn
aconitasa, pero tiene una vida media muy corta.

- El HO,* difunde facilmente y es altamente reactivo.

- EI HO- también difunde facilmente y es altamente reacttaca al
DNA, macromoléculas, proteinas y lipidos.

- Los radicales hidroxilo también atacan indirectaferaccionando
con &cidos grasos insaturados o formando perdoxadgénicos que
se descomponen hasta aldehidos dando lugar a pusdihidos
entre proteinas.

- AGEs (“Advanced Glycation End products”), formadpsr la
reaccion de azucares con grupos amino de protdiithge uniones
proteina-proteina y mutaciones del DNA, asi comanetabolito
reactivo s-adenosil-metionina que altera los pusedéehidrégeno de

las bases del DNA a través de la metilacion deiéama.
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— Inestabilidad del DNA.
— Depurinacién y deaminacion de las bases del DNA.
- Isomerizacion y deaminacion de aminoacidos.

— Defosforilacion de fosfoproteinas.
2.2.1.4. Peroxidacion lipidica

La peroxidacion lipidica puede promover la ater@géna través de otras
vias como la oxidacion de los lipidos de membramdad plaquetas, células
endoteliales de la pared arterial y células de mddeso. Algunos productos de
la oxidacion del colesterol son directamente ciioids, como el 7-beta-

hidroxicolesterol, y promueven la aterogénesis (154

Como hemos comentado anteriormente, los radicdless|se producen
durante el metabolismo y son capaces de destruichasu biomoléculas
importantes. Las moléculas de perdxido de hidrogesom productos
intermediarios en el ciclo catalitico de oxidacidel citocromo P-450 de
acuerdo con la reaccion (4):

- _ 2H+
0; — 0] ——» H;0,

Las moléculas de perdxido de hidrégeno que se formpaeden
reaccionar con cationes de hierro bivalentes*Fe con cationes de cobre
bivalentes (Ct) de las proteinas, asi como con iones metaliceisa® de
metales de transicion (€ Ni?*, C#") produciendo radicales libres hidroxilo de

acuerdo con las reacciones de Fenton o Haber-\(lBiss

Fe?* +H,0, - Fe'* + HO"+ OH"

Los radicales libres hidroxilo que se producen puetkaccionar con
lipidos por abstraccion de hidrogenos dando lugkr farmacion de radicales

libres lipidicos:
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H3C-O-C -

Una vez que se han formado los radicales lipidiRefs reaccionan unos

con otros siguiendo una reaccion de dismutacion:

2 R" —= R + R.CH=CH,

A través de esta reaccion la molécula inicial did)i se combina con
otras moléculas que tienen un atomo menos de l@dodgenerando un doble
enlace terminal. Como en humanos predominan lagicdones aerobias, el
oxigeno, que es un doble radical libr®%£0O-) reacciona rapidamente con el

radical formado anteriormente y genera un radipalico hidroperoxilo.

. radical formation
%) )
R N — initiation of peroxidation

/\/l\m
— lipid hydroperoxide
N\ AN

Los radicales peroxilo formados (C-Oj@ogen muy rapido los atomos

de hidrégeno moviles de los compuestos (donantesgleambiente, como
lipidos adyacentes, tioles, etc. y pueden finalmemroducir grupos

hidroperoxilos (-C-O-OH), que no son iénicos. BEs@accion también da lugar al
dafio lipidico, inducido por abstraccion de hidraggede los radicales hidroxilo.
Los grupos hidroperoxilo también se pueden produairreaccion de radicales
lipidicos con radicales hidroperoxilo (HQde la siguiente manera:
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SN 2 = radical formation

W — lipid hydroperoxide

Parece que los radicales hidroxilo son necesaidna la formacion de

lipidos peroxidados y aldehidos de acuerdo coiglaente reaccion:

R. .R'O Ht i

gSro T HO = > R-C-H +2ROH
7 several steps

Acetal Aldehyde  Alcohol

Se acepta que los lipidos peroxidados se descompfaedmente,
generando aldehidos, libres o0 no, y cetonas queficard covalentemente los

grupose-amino de los residuos de lisina de los restogoeimas (4).

2.2.1.5. LDL oxidadas

La oxidacion de las LDL es un factor clave paradetarrollo de la
aterogénesis, en el cual participan especies veactiel oxigeno (ROS) y del
nitrogeno. La modificacion oxidativa promueve ehgomo y la retencion de las

LDL circulantes en la pared arterial (154,155).

El peroxinitrito, producto de la reaccion entre dixinitrico (NO) y
radicales superoxido, y el malondialdehido, proolalet la peroxidacion lipidica,
son potentes oxidantes de LDL que generan LDL nuadifis con un potencial
aterogénico elevado. Las LDL oxidadas (LDLox) puredmarticipar en la
produccion de mas ROS y crear asi unas condicitmewables de estrés
oxidativo (155).

La activacion de las metaloproteinasas (MMPs) ded#iz contribuyen

también a la desestabilizacion de la placa, rerandel la matriz extracelular.
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En algunos estudios esta activacion dicen que depda estrés mediado por

oxido nitrico, mientras que en otros las LDLox &mprincipales responsables.

Se han descrito otras formas de estrés oxidatmmocla peroxidacion
lipidica y la oxidacion de proteinas en la ateregé pero su contribucion al
proceso requiere mas estudios, especificamente négermedad carotidea
sintomatica y generacién de inestabilidad en lag(a55).

2.2.1.6. Proteinas nitrosiladas

En el marco del proceso del estrés oxidativo selym® un potente
oxidante peroxinitrito, producto de radicales apmrsuperéxido con Oxido
nitrico. El peroxinitrito causa numerosos efecta®t@xicos como son la
nitrosilacion de proteinas, la rotura de DNA, léwacion de poli(ADP-ribosa)
polimerasa produciendo cambios en la expresion cgentambios en la
sefalizacion celular, disfuncion mitocondrial y,@s0s extremos, induccién de

apoptosis y necrosis.

Se ha comprobado que el nivel de proteinas niadesd se correlaciona
bien con el estrés oxidativo, la respuesta inflaneatistémica (en concreto con
los niveles de PCR), el aumento de masa corpotast yniveles de glucemia
(156).

2.2.1.7. Mieloperoxidasa

La mieloperoxidasa (MPO) es una glicoproteina ot con un peso
molecular de 144 kDa que contiene hierro. Formaamplejo tetramétrico de
uniones covalentes y esta compuesta por dos caddaagucosiladas de 59-64
kDa y dos cadenas beta desglucosiladas de 14 kRBaMPO es una
hemoproteina que se almacena de forma abundatds gréanulos azurofilos de
neutréfilos polimorfonucleares y macréfagos. Se tesima durante la
diferenciacion mieloide en la médula 6sea y supnas de un 5% del contenido
proteico total en los neutrofilos y el 1% en losnmcitos. Como respuesta a una

invasion microbiana, los granulos citoplasmicosndatroéfilos liberan la MPO
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en el espacio fagosomico y extracelular, cataliadadconversion de peroxido
de hidrégeno e iones de cloruro JGh &cido hipocloroso, un potente agente
oxidante(157-160)

Figura 9. Estructura tridimensional de MPO formando un hoimasdlo. En rojo, los
grupos hemo; en verde, las hélices alfa y en aimdak hojas beta.

La MPO se caracteriza por su potentes propiedadeexidativas y
proinflamatorias. Se ha propuesto como un marcddoriesgo y herramienta
diagndéstica en sindromes coronarios agudos y eierpgas que ingresan de
urgencias con dolor toracico (161). La mieloperazal se emplea
tradicionalmente como marcador de inflamacioneslade vias respiratorias
causadas por asma o irritantes medioambientaldsmissno, se cree que la
MPO participa en las distintas fases de la atemgén(inicio, propagacion y
complicaciones agudas) y que puede influir en lapggacion de la
aterosclerosis. La relacion entre los niveles elegsade MPO en suero y las
enfermedades cardiovasculares (CAD) representamportante papel de la
MPO como marcador de inflamaciones en las CAD, fpemdo la
identificacion de pacientes con riesgo de padeoadentes cardiacos a falta de
necrosis miocardica (159,162,163). Sin embargosenba demostrado el valor
de la MPO como marcador de vulnerabilidad de lag&derosclerética (164).
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La MPO esta implicada en la oxidacion de lipidositenidos en el
colesterol LDL. La MPO es capaz de promover la agidn de lipoproteinas in
vivo. Los macréfagos utilizan NADPH oxidasa paraducir anion superoxido,
que puede dismutarse y formar peréxido de hidrogeérmo MPO cataliza
reacciones con D, para generar mas oxidantes como &cido hipocloroso
(HOCI) y radical tiosilo. Es la Unica enzima humaregpaz de generar HOCI.
Este HOCI generado por la MPO activa la MMP-7, gsi€apaz de promover la
degradacion de la matriz extracelular de la capsbifasa y, por tanto, puede

contribuir a la rotura de la placa aterosclerdticdd).

La MPO es capaz de consumir NO derivado del endatal condiciones
fisiolégicas durante su accion como catalizadory pm que reduce la
biodisponibilidad del NO vy altera su vasodilatacion propiedades
antiinflamatorias. Ademas del consumo de NO, ladantes que se generan son
capaces de inhibir la actividad de la NO sintetasaducir sus cofactores como
NADPH (164). Se ha sugerido en varias ocasionpam@| catalizador de MPO

para la modificacion oxidativa de las lipoproteieada pared arterial.

Por otra parte, se ha demostrado que el HDL tandsé&usceptible a las
modificaciones oxidativas mediadas por MPO a tradésla nitracion o
halogenacion de residuos de tirosina en la Aposiogdanan la capacidad de la
proteina para promover el transporte reverso destabl dependiente de
ABCA-1, lo cual contribuye a la formacion de lessnateroscleroticas (164).
Los niveles plasmaticos de HDL y ApoAl, la mayooklyroteina de las HDL,
se correlacionan inversamente con el riesgo derrddaa enfermedad arterial
coronaria. Hay evidencia constatada de que las E®1 un objetivo in vivo
para la oxidaciéon catalizada por MPO, que puedeesgpmtar un mecanismo
molecular especifico para convertir las lipopradsinardioprotectoras en formas
disfuncionales, elevando la posibilidad de queniarea represente un potencial
objetivo terapéutico para prevenir la enfermedatwiar en humanos (161). La
inhibicién de la MPO puede tener efectos anti-seeyoticos a través de la
inhibicion del estrés oxidativo y favorecer el filde salida del colesterol, tal y

como se ha demostrado en un estudio con el fariiNeé815 en modelo de
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raton, proponiendo la modulacion farmacolégicaad®MPO en la aterosclerosis
(165).

La MPO podria ser utilizada como marcador parauewva pacientes con
dolor toracico sin elevacion del segmento ST ydrapa negativa. Parece que
tiene un valor predictivo con elevada sensibiligada eventos adversos, como
el infarto de miocardio (166). Por otro lado, pareser un marcador de
mortalidad intrahospitalaria en pacientes con tofde miocardio con elevacion
del segmento ST que se presentan con shock canttogg son tratados

primariamente con intervencion percutanea (167).

2.2.1.8. Proteina C reactiva

Es una proteina cuyo peso molecular esta entréd0d8; 144.000 Da
con un contenido sustancial de hidratos de carbBh@en de la PCR esta
localizado en el cromosoma 1 humano. Su conceotragrica normal suele ser
de 100 ng/mL en el momento del nacimiento, de XJ/thh durante la infancia
y de 470 ng/mL a 1340 ng/mL en sujetos adultos. ésap de estas
concentraciones la PCR tiene gran importancia coeactante de fase aguda
altamente sensible. Generalmente se determinaupmapacidad de precipitar la
sustancia C o por métodos inmunologicos que induyefelometria,
precipitacion, RIA y enzimoinmunoanalisis. En nuwestcaso lo hemos

determinado por inmunoturbidimetria.

La PCR es una proteina con migracion gamma enektreforesis y
puede formar una banda distinta de aspecto moraiclem pacientes que
presentan una respuesta inflamatoria intensa. LR re€onoce especificamente
a la fosfocolina, parte hidrofébica de la fosfdtidiina en la membrana celular.
Esta union activa la via clasica del complemenastymula a los macrofagos.
En los casos en que sus niveles se elevan por @mamOmg/L suele indicar la
existencia de un proceso en fase aguda como intgtmlo de miocardio,
traumatismo, infeccion, cirugia, estrés o tumadescambio, cuando sus niveles

son inferiores a 10mg/L actia como un indicadompuoixesos cronicos tales
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como el dafo endotelial, aterosclerosis, infecgérniodontal, infeccion por C.
pneumoniae, H. pylori, Citomegalovirus o inflamaci®ronquial. Es una
proteina scavenger (limpiadora) que ayuda a recpgeansportar los restos
celulares y los productos de degradacion de loscfags (sistema reticulo
endotelial) para procesarlos y conservar sustandaes como, por ejemplo, el
hierro (168).

2.2.2. Estrés oxidativo y enfermedad cardiovascular.

Varias lineas de evidencia demuestran que el eskiéativo juega un papel
importante en la patogénesis y desarrollo de emfeaates cardiovasculares, incluyendo
hipertension, dislipemia, diabetes mellitus, atelerssis, infarto de miocardio, angina

de pecho y fallo cardiaco (2,81).

Como ya comentamos anteriormente, la susceptitlilii#alas células vasculares
al estrés oxidativo esta en funcion del equiliteidre el grado de estrés oxidativo y la
capacidad de defensa antioxidante. Los sistemasdedensa, como superoxido
dismutasa (SOD), glutation peroxidasa y catalageljCeliminan ROS de los vasos,

por lo que se inhibe la degradacion de NO.

El estrés oxidativo induce proliferaciéon celularipdrtrofia, apoptosis e
inflamacién a través de la activacion de variaxadas de sefializacion y factores de
trascripcion. El exceso de ROS, especialmente diealas libres, oxida a lipidos y
proteinas lo cual induce sobreexpresion de gendsxresobrecarga de calcio
intracelular y fragmentacion del DNA, resultandouendafio para células del masculo
liso vascular, células endoteliales o células miticds. Por tanto, el ciclo vicioso del

estrés oxidativo induce aterosclerosis (81).

2.2.3. La funcién endotelial.

Las células endoteliales secretan varios agentesagtvos, como son los
vasodilatadores, como el 6xido nitrico (NO), prosfana y factor de hiperpolarizacion

derivado del endotelio (EDHF), y los vasoconstriesp como endotelina-1,
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angiotensina 1l y tromboxano A2. Por tanto, el dalio vascular podria ser
considerado el mayor 6rgano endocrino del cuerpoamo, ya que su peso total seria
equivalente al del higado. Un endotelio sano maete tono vascular y la estructura al
regular el equilibrio entre vasodilatacion y vaswtaccion, inhibicion y promocion del
crecimiento, protrombosis y antitrombosis, proimfecion y antiinflamacion y

prooxidacién y antioxidacion.

Hay diferentes mecanismos del dafio de la funcidlotetial. La disminucion de
la biodisponibilidad del NO (descenso en la produto incremento de la inactivacion
del NO) induce disfuncion endotelial. La funciondetelial esta regulada por un
equilibrio entre vasodilatadores derivados del &lan especialmente NO, y ROS. Por
tanto, un desequilibrio de NO y ROS (llamado estrédativo) esta involucrado en la

disfuncion endotelial a través de la inactivaciéhNO (81).

El NO tiene un papel importante en la regulaciohtoleo vascular, inhibicién
de la agregacion plaquetaria y supresion de lafgration celular del musculo liso
vascular. La vasodilatacion dependiente del enidoti@liiado se ha encontrado en vasos
de antebrazo, coronarios y renales en pacientehipentension, dislipemia, diabetes
mellitus y enfermedad de arterias coronarias. Lsfudcién endotelial es una
caracteristica precoz en la patogénesis de aterosd y enfermedad vascular, por lo
cual una mejora de la funcion endotelial previegledgsarrollo de aterosclerosis, lo que

se traduce en una reduccién de eventos cardiatps (8

Varias intervenciones han demostrado mejorar laifumendotelial y prevenir
complicaciones cardiovasculares, incluyendo |gpiararmacoldgica, la administracion
de agentes antihipertensivos como inhibidores deemaima convertidora de
angiotensina y blogueantes del receptor de angio@nipo Il, estatinas y derivados de
tiazolidinedionas, terapia suplementaria como ahtnaction de NO L-arginina, terapia
estrogénica sustitutiva, administracion de un dofacle NO tetrahidrobiopterina,
tratamiento con vitaminas antioxidantes como viten€ y modificacion en el estilo de
vida como ejercicio aerébico, reduccién de pesesyriccion de sodio. Estos hallazgos
sugieren gue la disfuncion endotelial en paciecvesenfermedades cardiovasculares es

reversible (81).

61



Algunos investigadores han descrito posibles meo@ws del dafio de la funcidn

endotelial, incluyendo anomalias en el freno déléses aumento de inhibidor eNOS

enddgeno asimétrico de dimetilarginina,

incremewi® vasoconstrictores como

angiotensina Il, endotelina-1 y norepinefrina, yidactivacion de NO por los ROS.

Parece que la interaccion entre el estrés oxidatilao funcion endotelial es cada vez

mas evidente. El aumento de ROS y la disminuciénlodeantioxidantes pueden

contribuir a la disfuncién endotelial en enfermeskadardiovasculares.

Hypertension, Hypercholesterolemia, Diabetes mellitus,
Aging, Obesity, Smoking, Menopause

/ Angiotensin Il TNF-a Mechanical pressure ROCKs —— eNOS
Anti-oxidative system High glucose / . ‘
(eg, SOD, GPx, catalase) AT.-R / Xantine oxidase
T / Cyclooxigenase
~a ¥  Mitochondrial electron transport
NADPH oxidase s
~ ¢ K///
> «
PIaK < : t ROS W v

Ras — MAPK 4 /
Akt

s

Redox transcriptional factors
(eg, NF-«B , AP-1)

Oxidized LDL

T v

NO inactivation Decreased NO production

——" Endothelial dysfunction

’ |

‘ VSMC growth, Inflammation, Thrombosis, Remodeling, Apoptosis, Altered vasomotion

|

Cardiovascular complications

Redox gene expression
(eg, VCAM-1, ICAM-1)

Figura 10. Mecanismos por los que ROS induce disfuncion elidb{81).

La disfuncion endotelial se ha asociado al incremale ROS en modelos

animales y en humanos con aterosclerosis. La ctacgn de SOD, glutation

peroxidasa, catalasa y vitaminas C y E estan disdas en pacientes con

aterosclerosis. La NADH/NADPH oxidasa, que es uran duente de produccion de

ROS en paredes vasculares, esta activada en madglesmentales de aterosclerosis.

También se ha mostrado que el acido ascorbiconfiriea C) restaura la vasodilatacion
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dependiente del endotelio dafiado en pacientes ipentdnsion esencial, dislipemia y
enfermedades de arterias coronarias. El aumenka idactivacion de NO, mas que el
descenso en la produccion de NO, causa un excegwodeccion de ROS, lo que

provoca un dafo en la vasodilatacion dependienendetelio (81).

Muchas proteinas y factores de transcripcidbn geggn un papel clave en la
fibrosis y calcificacion son sensibles a la redowedxidacion. En las arterias el
incremento de fibrosis en las placas ateroscle®ties probablemente protector

transformando la placa vulnerable en placa es{aple

2.3. ANTIOXIDANTES.

Los antioxidantes son sustancias capaces de &stalol desactivar radicales
libres cuando ésta sustancia se encuentra en aamidcho menor que la sustancia a la
que protege. Son imprescindibles para el mantenimige la salud a nivel sistémico y
celular (152). En referencia a la aterosclerosis,dntioxidantes vasculares tienen que
proteger frente a radicales y otros oxidantes,tyaactanto en el espacio intracelular

como en el extracelular (1).

2.3.1. Antioxidantes enzimaéticos.

A nivel celular existen antioxidantes enzimaticasnplejos y multifactoriales
como la superoxido dismutasa (SOD), glutation peesa, glutation reductasa y

catalasa que tienen la funcién de convertir los R®8xigeno y agua (169).

2.3.1.1. Superoéxido dismutasa (SOD).

El sistemade defensa antioxidante, como la SOD, GPx y csdala
elimina los ROS de los vasos y esto hace que $igaiid degradacion del NO.
La enzima SOD rapidamente dismuta gt @ HO, y oxigeno molecular:

0+ Oy +2H = H0, + O,
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Se han identificado tres tipos enzimaticos de SCDZn-SOD, Mn-
SOD y SOD extracelular. La destruccion del sistamt#goxidante, incluyendo el
descenso de la actividad enzimatica antioxidanta gapacidad de eliminar
ROS, puede contribuir al estrés oxidativo en paegewron aterosclerosis (81).
En la mayoria de tejidos con incremento del esirédativo hay una elevacion
de los niveles de SOD con funcidn protectora y camsptoria. En lesiones
vasculares aterosclerdticas se ha visto que incri@ame no cambia (2). La
regulacion positiva de Cu/Zn-SOD, Mn-SOD, GPx yatada, aparte de la SOD
extracelular, pueden mejorar la funcidén endotaitdavés de la inhibicion de la

degradacion de NO con un descenso de ROS (81).

Varias intervenciones como la administracion damihas antioxidantes
y agentes antihipertensivos y ejercicio fisico, lamostrado mejorar el nivel de
proteinas y la actividad enzimatica de SOD, com&Z@$OD y Mn-SOD en el
endotelio vascular y en células de musculo listaceorta en modelos animales

experimentales.

Aproximadamente el 50% de la SOD total de los vdsa®anos es
extracelular (81). La actividad de la SOD extraleglumejora la funcion
endotelial, probablemente por el incremento deiddisponibilidad de NO, en

pacientes con enfermedad de arteria coronaria .(170)

Aunque la SOD convierte rdpidamente e @ HO,, el H0O, esti
involucrado como un segundo mensajero intraceknagl remodelado vascular,
la inflamacion, apoptosis y crecimiento de célutassculares lisas de los vasos
(81).

2.3.1.2. Catalasay peroxidasas.

Son dos enzimas que metabolizan gdDHque resulta de la dismutacion
del anién superdxido o que se genera a través ziemas oxidasa, como la
xantina oxidasa. La catalasa descompone directeneéhtO, a agua y oxigeno
molecular, mientras que las peroxidasas eliminami€), utilizandolo para

oxidar a otra sustancia (1).
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2.3.1.3. Glutation peroxidasas.

Las glutation peroxidasas cooperan con las catlpasa eliminar el
H.O,. Utilizan el glutation reducido (GSH) para redueir O, a HO y
glutation oxidado (GSSG). En lo respectivo a leedaarterial, pueden catalizar
la reduccion de un perédxido (L-OOH) a su a alcalwtespondiente (L-OH).
Esta conversién es lo que representa la defengaidante, ya que frena las

sustancias pro-oxidantes derivadas de la degraddeitos hidroperoxidos.

Las glutation peroxidasas utilizan selenio comoalcador de las
reacciones. Se distinguen cuatro tipos de peroxslés:

Glutation peroxidasa clasica (cGPx): actua soly®@,H hidroperoxidos

de acidos grasos y colestero, pero no sobre lipgdterificados como

ocurre en las lipoproteinas.

Hidroperéxido fosfolipidico glutation peroxidasaHBPX): es la Unica

enzima conocida que reduce hidroperéxidos lipidomsplejos en las

lipoproteinas.

Glutation peroxidasa gastrointestinal: esta implican la detoxificacion

de perdxidos que provienen de la dieta.

Peroxidasa extracelular: actia sobre,OH e hidroperdxidos

fosfolipidicos.

Las glutation peroxidasas actian conjuntamente monglutation
reductasa, que cataliza la reducciéon de GSSG ansapele NADPH, el cual
proviene de la via oxidativa de las pentosas fosfaiciada por glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa y que mantiene en equilidaio pareja redox
NADPH/NADP'. En este sentido, la glucosa-6-fosfato deshidraggrpuede

considerarse como un antioxidante (171).

2.3.1.4. Tiol-disulfuro oxidorreductasas.

En este grupo se incluyen las protein-disulfuro me@asas, la
tiorredoxina y la glutarredoxina. El sistema tiologina estda compuesto por

tiorredoxina, NADPH y tiorredoxina reductasa y essistema antioxidante para
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la defensa contra el estrés oxidativo a travésaadetividad disulfuro reductasa
regulando el equilibrio proteico ditiol/disulfuro142), mientras que la

glutarredoxina puede ser reducida directamentéapBSH.

2.3.1.5. Peroxirredoxinas.

Son enzimas ubicuas, tiol especificas, que tienéltipies funciones en
la proteccion frente al estrés, incluido el estgglativo. Son capaces de
proteger frente a los ROS generados por la mitatmdiando existen errores
en el plegamiento de las proteinas (173). Presamanactividad peroxidasa
dependiente de tiorredoxina reducida y/o GSH.

2.3.2. Antioxidantes no enziméaticos

Por otro lado, los antioxidantes no enzimaticosetietambién una funcion de
eliminacion de radicales libres. En este grupmskiyen los antioxidantes liposolubles,
como ela-tocoferol (vitamina E) y ep-caroteno, y los antioxidantes hidrosolubles,
como el acido ascérbico (vitamina C) y glutatioBq)L También se incluyen en este
grupo las proteinas unidas a metales, como latifexrilactoferrina, albumina vy
ceruloplasmina, que secuestran iones capaces dizaatreacciones oxidativas, asi
como otros antioxidantes que pertenecen a la adéede fitonutrientes, igualmente

capaces de interferir en el metabolismo oxidath&®].

2.3.2.1. Proteinas biologicas secuestradoras de hierro y cab

Los metales de transicién, y especialmente el dnigrrel cobre, son
esenciales para la sintesis de proteinas que @s&sentes en los vasos
sanguineos normales. Estos metales tienen la daplade transferir un electrén,
lo que da lugar a reacciones de autoxidacion cedeainposicion de peroxidos
en radicales, lo cual induce dafio oxidativo enlifasproteinas como las LDL.
Algunas proteinas (ferritina, transferrina, haptbgta, hemopexina y

ceruloplasmina) son capaces de unirse al hierdocglae formando complejos
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de forma que actian como antioxidantes frenandapacidad oxidativa de los
metales (174,175).

2.3.2.2. Hemo-oxigenasas.

Estas enzimas disminuyen los niveles de hierro,ohgrinemo-proteinas
como el citocromo P-450 y protoporfirina oxidasalaavez que inducen el
aumento de sustancias antioxidantes, como bilimardi bilirrubina, en los
tejidos. Las células inducen un aumento de hemgeosisas en respuesta al
estrés oxidativo. Si existe un déficit de estasreaz aumenta la sensibilidad al
H,0, y a la hiperoxia y aumentan los marcadores de daitiativo (1,176).

2.3.2.3. Antioxidantes hidrosolubles

En este grupo se incluyen el acido urico, la hibina y componentes de

la dieta como vitamina C y varios flavonoides yifgololes.

Acido ascoérbico (vitamina C): Es el mas importante de los
antioxidantes hidrosolubles. Es un cofactor pand@asade las enzimas
implicadas en reacciones de hidroxilacion. El aciagcorbico es
necesario para la biosintesis de colageno porlderilas prolina y lisina
hidroxilasas. El coldgeno formado en ausencia deorbato esta
insuficientemente hidroxilado y no forma fibras @padas, de forma
que los vasos sanguineos son mas fragiles. Praedes lipidos
plasmaticos de la peroxidacion, elimina especiastineas de oxigeno y
participa en el reciclaje deb-tocoferol (177). La administracion
intravenosa de acido ascorbico reduce los marcadierestrés oxidativo
y mejora la disfuncion endotelial (178). La admtr@sion cronica de
vitamina C también reduce el estrés oxidativo yatdividad de los
radicales libres aunque no tiene se han constatdbios en la funcion
endotelial (179).

Acido dUrico: Se produce por oxidacion de hipoxantina y xantina,

catalizada por xantina oxidasa y deshidrogenasatrieye una funcion
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antioxidante a los uratos porque son capaces denali singletes de
oxigeno, radicales hidroxilo y peroxilo, ciertosdantes producidos por
enzimas y otros radicales derivados del ONCO@s uratos también
tienen la capacidad de unirse a metales de transggie intervienen en
la peroxidacion de lipidos en la pared vasculas taxinas urémicas
participan, por tanto, en la generacién de estsédativo y mas aun
cuando esta asociado a enfermedad renal cronicaodéicacion de la
LDL, observada en pacientes urémicos, supone uendadenante

precoz de la aterogénesis (1,180).

Bilirrubina: Es el producto final de la degradacion del grupmd. Es
un agente reductor y, por tanto, un potencial aiige. La bilirrubina
en su forma libre o unida a albumina es capaz laeima peroxidacion
de las LDL en plasma como agente de segunda liespuds del
ascorbato (181).

2.3.2.4. Antioxidantes liposolubles

a-Tocoferol (vitamina E): Esta vitamina es liposoluble y es un
componente importante de las particulas de LDLIligsolubilidad le
permite atravesar la pared de los vasos y elimiadicales libres, asi
como inhibir la proliferacion de células musculalisas y reducir la
agregacion plaquetaria. Se le ha atribuido tamlbi&apacidad de limitar

la modificacion oxidativa de las particulas aterogés de LDL (182).

Licopeno: También denominadg,y—caroteno es el carotenoide, junto
con el beta-caroteno, mas abundante en los tdjidomnos, donde esta
presente en relativamente altas concentracionésséiculos comparado
con otros tejidos como higado y glandulas adrengl®&3). Tiene
propiedades antioxidantes y anticancerigenas. Lgdementos de
licopeno més luteina parece que disminuyen el gisda intima-media
de la arteria cardtida en sujetos con aterosckesngiclinica (184).
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Coenzima Q10:Es una molécula similar a las vitaminaggmin-like.
Se trata de una quinona liposoluble que se eneueelr altas
concentraciones en las mitocondrias del coraz@adoi y rifién, donde
esta implicada en la transferencia de protonesegtreines durante la
fosforilacion oxidativa. Tiene propiedades antiaites y elimina
radicales libres a través de mecanismos de eg@tidn de membranas
(185).

Alicina: Es un compuesto organosulfurado derivado del Ajbu
sativun). Tiene importantes beneficios a nivel cardiovéscicomo
reduccion de la presién sanguinea y de la ateroside asi como
capacidad antitrombdtica y antiinflamatoria. Inhida respuesta
hipertréfica inducida por la angiotensina 1, redu@ sobrecarga de

presién y suprime la generacion de ROS (186).

2.4. APOLIPOPROTEINA D

La apolipoproteina D (ApoD) es una glicoproteinraoelular de la familia de

las lipocalinas, debido a su estructura de plegamigipo B-barril tipico de las

lipocalinas, implicadas en diversas funciones colaorespuesta inmunoldgica,

regulacion de la proliferacion celular, quimiornecién, metabolismo de retinoides,

crecimiento de axones y regulacion de proteoli33Y).

El peso molecular de la ApoD humana madura es kBd.%5e compone de 169

aminoacidos presentando puntos de glicosilacion lan residuos 45 y 178,

correspondientes a asparragina. Su peso molealtadado mediante electroforesis en

SDS es de 32kDa, de los cuales aproximadamen&ekttrresponden a carbohidratos.

El patron de glicosilacion de la ApoD varia dependp del lugar en el que se

encuentre, correspondiéndose lo anteriormenteccitad la ApoD plasmatica, donde

los carbohidratos son menos complejos y extensaglcosilacion es por tanto menor

que en la ApoD de otras secreciones y tejidos rdginismo (188).

69



El gen de la ApoD esta localizado en el cromosorda s seres humanos y en
el cromosoma 16 de los roedores. Su secuencia i@a&ridos no guarda similitud con
la del resto de las apolipoproteinas pero si ungatido de similitud con miembros de

la familia de las lipocalinas (188,189).

Los estudios poblacionales ponen de manifiestagiames en el gen de ApoD
en forma de polimorfismos que podrian afectar fut@ion de ApoD, al metabolismo
de las lipoproteinas y a las concentraciones plasaséde las mismas. De hecho ciertos
alelos del gen ApoD muestran una correlacion siatifa con la predisposicion a

padecer ciertas enfermedades neurodegenerativ@s (19

Esta lipocalina se expresa de manera predominargeS&istema Nervioso (SN),
tanto en la etapa prenatal (pericitos vascularesjocpostnatal (glia y neuronas) asi
como durante la vida adulta (191,192). También)g®esa en otros tejidos, y en el
plasma va transportada por las HDL, por lo que gradintervenir en la regulacién del

colesterol y otros lipidos (193).

La cantidad de ApoD se incrementa de forma corslderen los tumores
sistémicos originados por glandulas apocrinas, yakljunos tumores cerebrales
primarios, en carcinoma hepatocelular y en carcande mama invasivo. Se eleva en
cerebro en sujetos con esquizofrenia cronica yl @dreex prefrontal en pacientes con
enfermedad de Alzheimer. Aunque el papel biolégammcreto de la ApoD se
desconoce, la presencia de ApoD en tumores pasrcansfactor prondstico en la
evolucion. En relacion con el SN, el aumento dexXpresion de ApoD observado en
numerosas patologias neurodegenerativas podria gama realizar un diagnostico
precoz de las mismas. Ademas, el tratamiento ctipsisdticos, especialmente con
clozapina, eleva la expresion de ApoD en cerebraat@én y en cerebro humano
(188,194).

Se ha demostrado que la ApoD se eleva en zonasnfsetadas durante el
periodo de recuperacién tras un infarto en ratato Bugiere que una elevaciéon de la
ApoD favorece el transporte de colesterol y fopidids en el proceso de remodelado en
la recuperacion del dafio cerebral. En fallo candiaenbién se ha visto aumentada, lo

cual puede indicar que la ApoD se podria utilizano biomarcador en el fallo cardiaco

70



en estadio final (194). En el caso de estrés aedeldna observado una sobre-expresion
de ApoD, que ademas es intracelular, lo que llevpeasar que tiene un papel
fundamental en la proliferacion-supervivencia-meieglular (195,196).

La ApoD se ha detectado en gran variedad de orgéjaios vy fluidos, lo que
refleja su importancia y sugiere que puede deseanpefiferentes funciones
dependiendo del érgano en el que se encuentre. Agm@xpresa en tejidos de
mamiferos como cerebro, higado, intestino, muscala@iaco y esquelético, tejido
adiposo y pancreas (194). Se ha detectado en plasneh fluido lacrimal, en el cuerpo
ciliado ocular, en el liquido cefalorraquideo siregus concentraciones tengan relacion
con la plasmatica, en la perilinfa con concentraesocomparables a las del plasma, en
los fluidos del oido medio, de forma libre en lanar donde es la lipoproteina

mayoritaria, y también se ha encontrado en el s{id8).

En contraste con el resto de las lipoproteinassra mtestino y el higado donde
encontramos una mayor sintesis de ApoD sino egldasiulas adrenales, en los rifiones
y en el sistema nervioso central (SNC) (188). Lelalas que expresan mayor cantidad
de mRNA de ApoD son los fibroblastos perivasculatas células gliales, piales y
perivasculares del SNC y en algunas neuronas (Q91,1

Debido a su caracteristico plegamiento, forma umaded de forma coénica
capaz de albergar ligandos hidrofébicos, como sbncadesterol, estrogenos,
andrégenos, progesterona, pregnenolona, bilirrugirdecido araquidonico (194). De
todos estos, la ApoD presenta una mayor afinidacpécido araquidonico, lo que nos
lleva a pensar que a través de la L-CAT la ApoDriaoohtervenir en la regulacion de
su metabolismo, retirandolo para prevenir asiaosformacion en ésteres de colesterol
(188). Es también importante mencionar que otriaslenoléculas que une es el acido
retinoico, molécula que juega un papel principalebrdesarrollo del SN. De hecho

ApoD es la lipocalina humana con mayor afinidadgi@cido retinoico (197).

La condicion de lipocalina de la ApoD vy la variedaal tejidos en los que se
expresa hacen pensar en la hipotesis de que edfpogpoteina sea multiligando y
multifuncion y que tanto la funcion como los ligasdvarien dependiendo del 6érgano

en el que se exprese (188).

71



2.4.1. ApoD y el metabolismo lipidico.

La ApoD se encuentra principalmente (en un 83%inémdo parte de las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) debido a Ipacalad de formar enlaces
covalentes con ApoA-Il, de las que supone un 1 a(298), aunque también puede
encontrarse en pequefia cantidad en las de muylbagadad (VLDL) y en las de baja
densidad (LDL) (188). Como componente de las HDblsservo que se asociaba con la
proteina colesterol-éster-transferasa, con la ApaAon Apo A-Il (mas del 50% de la
ApoD presente en las HDL estad formando estos cqospleon la Apo A-1l) (198).
También en las HDL esta formando parte de los cejmplresponsables del transporte
del colesterol desde los tejidos periféricos ahtitgpara su metabolismo, especialmente
con el enzima lecitin-colesterol-acil-transferakeCAT). Se cree que la ApoD podria
estabilizar la actividad enzimatica de la L-CATabuar como transportador de sustratos
o productos de la reaccion, como el colesterolsoékteres de colesterol, ya que se ha
observado un aumento en la actividad de esterifioagel colesterol por la L-CAT en
presencia de ApoD. Todo esto sugiere interaccienagg el metabolismo del colesterol
y la ApoD, pero existen evidencias de que no e®lelsterol el principal ligando de la
ApoD tal y como se creia en un principio. Esto gi@valado por la baja afinidad
existente entre ambos y por el hecho de que dui@bfquistico del cancer de mama la
concentracion de ApoD aumenta hasta 1000 vecestnaseque la del colesterol solo
aumenta el doble. Un incremento en el contenidape en el HDL puede representar
un marcador patolégico o una respuesta compersatbralterado metabolismo del
colesterol en sujetos con enfermedad arterial err@mstablecida (188,194).

La ApoD esta también implicada en el metabolisméodériglicéridos. Existen
tres mutaciones en poblacién africana asociadasicarelevacion significativa de los
niveles plasmaticos de triglicéridos y reducciomdeles de HDL, perfil caracteristico
del sindrome metabdlico, por lo cual parece quAdaD sufre una disfuncion en la
patogénesis de esta patologia. Se han constataglesnbajos de ApoD en pacienes con
hiperquilomicronemia, asi como niveles bajos dglitéridos y ApoD en nifios con
problemas del metabolismo carbohidratado en perifmmatal. Por tanto, una mala
regulacion de ApoD puede contribuir a las anornaalés metabdlicas en pacientes con

resistencia a la insulina, obesidad o diabetes2i(i®4).
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2.4.2. Acciones vasculares de ApoD.

Como ya hemos comentado anteriormente, el 1-2% g@articula de HDL esta
formado por ApoD. Asi mismo, podemos decir que 3%8del ApoD sanguineo se
encuentra en las HDL. De esta manera, se ha wistaigdisminuye ApoD en las HDL
antes que en suero aumenta el riesgo de infartbeé&to de que sean las HDL las
responsables de transportar el colesterol desdejides periféricos al higado y que la
mayor parte de ApoD se encuentre en estas lipdpest@os hace pensar en sus efectos

beneficiosos desde el punto de vista cardiovas¢ids).

Se ha detectado la presencia de ApoD en la plactedema, pero no en las
coronarias normales (198). Un hecho importantel dsakazgo de gran cantidad de
ApoD en células quiescentes (199), pero sin embarggpresion esta muy disminuida
en las células que proliferan. Los estudios inovidemuestran que ApoD inhibe la
proliferacion celular, obteniéndose un efecto mwrepido al que producen los
antagonistas del calcio, lo que demuestra sus osfelseneficiosos en el terreno
cardiovascular. Asi mismo, en su faceta de inhifaidie |la proliferacién podria jugar un

papel importante en el campo del cancer (198).

2.4.3. ApoD y estrés oxidativo.

Un incremento del estrés oxidativo est4d estrechtemessociado con
inflamacion, resistencia a la insulina, diabeteatgrosclerosis. ApoD tiene un papel
importante en el estrés oxidativo. Do Carmo et(2D0) mostraron en cultivos de
fibroblastos NIH/3T3 que la expresiéon de ApoD dstducida en respuesta al estrés
celular independientemente de si el estrés estadnssado por estimulacion
lipopolisacérida, tratamiento con,®, o irradiacion con luz UV. Por otro lado, estos
mismos autores mostraron que la ApoD confiere antefneuroprotector en cerebro de
raton. Demuestran que la sobreexpresion de ApoDahanen neuronas de ratones,
respecto a los controles, eran mas resistentesjr@supervivencia tres veces mayor,
en respuesta a encefalitis inducida por coronaviwsano (201). Ganfornina et al.

demuestran que la sobreexpresion de ApoD protdge eelulas neuronales del estrés
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oxidativo debido a la capacidad de la ApoD de pmegvie peroxidacion lipidica en las
células (202).

En estudios llevados a cabo en modelos animalexdeareto en la mosca
Drosophila melanogastey en el ratdn), en los que se ha modificado geadiente la
expresion de ApoD, el déficit de ApoD conlleva a@éds del comportamiento y muerte
neuronal por apoptosis. Asi mismo, hay una mersistencia del SN ante estimulos
que inducen estrés oxidativo. Por otra parte, bmesxpresion de la lipocalina conduce
a una mayor resistencia a factores que inducerumnemto del estrés oxidativo (202—
204).

La ApoD es una proteina con multiples funcionesddgndo de la localizacion
en la que se exprese. El hecho de que sea adentdgamado no nos permite resefiar
una funcién especifica para esta proteina, poru® @in son necesarios mdultiples
estudios para desentraiar el papel funcional deDAgio los diferentes niveles en los
que actia. Lo que si podemos afirmar es que tiempapel importante en las patologias
del SNC y si aun no podemos afirmar que actla comwaroprotector o como
neurotéxico, si podemos reseflar que se comporta eora proteina de fase aguda,

elevandose ante el dafio neuronal.

Por otro lado, parece que el estrés oxidativo iadacexpresion de ApoD en el
sistema nervioso (202). Esto unido al hecho demuehas de las patologias citadas
anteriormente cursan con un aumento del estrésatbuid hace pensar que esta
lipocalina juega un papel relevante en el conteldicho estrés cuando aparece en

condiciones patoldgicas.

Las evidencias obtenidas en modelos animales apestanhipoétesis. Se trata
concretamente de experimentos llevados a caborandea Drosophila y en ratones. En
la mosca la proteina Glial Lazarillo (GLaz) es landloga de ApoD. En moscas
mutantes para GLaz que inactivan su expresion saeatra una mayor muerte y
degeneracion neuronal ante un estimulo que indetras oxidativo. Por el contrario,
en moscas con exceso de ApoD podemos ver comortaagnayor resistencia al estrés

oxidativo (204). En experimentos llevados a caboatones knock-out de ApoD (en los
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que el gen esta inactivado) se ha comprobado das psseen igualmente una menor

resistencia al estrés oxidativo asi como alteras@omportamentales (202).

2.4.4. ApoD y aterosclerosis.

Sarjeant et al. (198) someti6 finas secciones tdias coronarias de humano a
inmunohistoquimica anti-apoD. Se visualizé un inceato de depositos de ApoD en
las placas ateromatosas. De acuerdo con este desiembo, se localizO ApoD en
lesiones de ratones knockout para ApoE. Por taetalemostraron depdsitos de ApoD
junto con excesivo colesterol en lesiones atero$ites tanto de humano como de
raton. Esto corrobora la capacidad de ApoD pare wiiansportar colesterol, lo cual
hace pensar que la ApoD tiene un papel signifioatetn la patogénesis de la
aterosclerosis. Un depdsito excesivo de ApoD dores ateroscleroticas puede derivar
de una respuesta compensatoria de ApoD para daciét retirada de colesterol de
células periféricas o resultar como consecuenciadefectos en el transporte de
colesterol mediado por ApoD. Por tanto, no quetirente aclarado si el papel de la

ApoD es contribuir o proteger del desarrollo datkrosclerosis (194).

2.4.5. ApoD en el sistema nervioso.

Podemos encontrar ApoD tanto en el Sistema Nen@zsdral (SNC) como en
el nervio periférico (SNP) y forma parte del escgagpo de apolipoproteinas que se

sintetizan en el SN junto a la Apo E, Jy C-I (188)

El papel de ApoD como transportadora de molécipédi¢as sugiere que podria
desempeiar una importante funcion en el transplertgidos durante la regeneracion

neuronal (188).

La ApoD se acumula en el nervio periférico trasldsion del mismo. Su
concentracién alli es mucho mayor que el restadapolipoproteinas y ademas se ha
demostrado que se sintetiza localmente y que nagme del torrente sanguineo, como

es el caso de la Apo A-l y la Apo A-IV. En la lesidel nervio ciatico de rata su
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concentracion estd aumentada 500 veces en reladsohasal y su mRNA esta elevado
hasta 40 veces. Su misidn podria ser la del tratespde colesterol para la

remielinizacion y la formacion de nueva membranaleras, podria transportar
bilirrubina, la cual se encuentra en los nervioadi@s, previniendo asi la acumulacion

toxica de la misma (188).

En los animales adultos la expresion de ApoD salile principalmente en las
células piales y perivasculares, astrocitos y diggairocitos y de forma inconstante en

las neuronas (188).

En el Sistema Nervioso ApoD podria participar engoocesos de regeneracion
y remielinizacion. También se ha propuesto la fimale transportadora de lipidos y
otras sustancias a través de la barrera hemataédinaefTambién podria desempeniar
una funcién relevante en el mantenimiento de legles apropiados de colesterol en
compartimentos no expuestos directamente a la esafgpr Gltimo, también se ha
propuesto como funcidn de esta lipocalina el trariepocal de hormonas esteroideas,

las cuales modulan la formacién de las conexioméptcas (188).

2.5.PARAOXONASA-1

La paraoxonasa-1 (PON1) es una enzima unida a HBlcjo dependiente,
sintetizada en el higado y secretada al torremgusaeo. Esta enzima cataliza la
hidrolisis de multiples compuestos, como organettos!, arilésteres y lactonas. Muchas
de las funciones anti-aterogénicas del HDL seribwaten a la PON1 que va asociada.
La PON1 aumenta el flujo de colesterol de los nfagas a través del transportador
ABCAL para proteger a las LDL de la oxidacién andinuir los niveles de lipidos
peroxidados, para disminuir la ingesta de LDLox jpante de los macréfagos (evitando
asi la formacion de células espumosas), para mhilbiosintesis de colesterol en los
macrofagos y para inhibir la oxidacion de las HDhasy preservar su funcion. Se han
observado niveles mas bajos de PON1 en pacientekigercolesterolemia, diabetes y
enfermedad cardiovascular. Se ha observado queesatmn déficit de PON1 son mas

susceptibles de padecer aterosclerosis. La sobe=sdp de PON1 en ratones
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transgénicos inhibe el desarrollo de aterosclerdsis niveles de PON1 se regulan a

través de la genética, la nutricion y la farmact@dg05).

La familia paraoxonasa (PON) consta de 3 genes (RGON2 y PON3), que
tienen similares propiedades antioxidantes pemratites perfiles de expresion: PON1
y PON3 se expresan en higado y circulan en asooiasitrecha con apolipoproteina A-
1 en la lipoproteina de alta densidad (HDL), mentPON2 se expresa en diferentes
tipos de tejidos y células incluyendo las céluladadpared arterial. Los polimorfismos
de PON se asocian con aterosclerosis, diabetesercéle prostata, enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Parkinson y pérdida awditidquirida. Se sugiere que los
genes de las paraoxonasas, involucrados en e$ estidativo y la inflamacion, juegan

un papel clave en el comienzo y progresion delksap de aterosclerosis (206,207).

Las PON1 y PON3 se acumulan especificamente emaasdfagos de la pared
arterial a medida que la placa progresa de estdsaga lesion mas avanzada. El
acumulo de PONL1 en la placa sugiere que aporta ecamsmo protector frente al
incremento de la oxidacion y sus niveles se elevaredida que progresa el estadio de
la placa (205).

Es una proteina antioxidante que protege a las d®la oxidacion y que pierde
su actividad en un ambiente oxidativo. De entresistemas de oxidacion, el sistema
ascorbato/Cil es el mas potente inactivando la PON1, asf cor®®lii1 unida a HDL
(HDL-PONZ1). La inactivacién por Eées limitada, mientras que la inclusién deé*'Cu
potencia de forma considerable la inactivacion @&P en presencia de ascorbato. La
oxidacion catalizada por metales puede ser un rfgationario que disminuye la
actividad de la HDL-PON1 en un ambiente de estrédativo. La inactivacion de
PON1 inducida por radicales puede ver disminuidaaioén antioxidante frente a la
oxidacion de las LDL (208).

2.6.OSTEOPONTINA

La osteopontina (OPN), un pequefo ligando que e aurintegrina, es una

glicoproteina N-ligada perteneciente a la fan8liIBLING. Los miembros de la familia
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SIBLING (small integrin-binding ligand N-linked glycoproteinproteinas N-
glucosiladas con ligandos de union de integrina) glicoproteinas sintetizadas por
células 6seas con actividad de conexion celuldasHzroteinas son la osteopontina, la
sialoproteina, la proteina de la matriz dentariasiglofosfoproteina dentaria vy
fosfoglicoproteina extracelular de la matriz. Sncidn es fomentar la conexién celular
a través de adhesiones focales estables o traasisbmacromoléculas extracelulares,
gue estan mediadas por receptores de la supedatidar que posteriormente se
traducen en sefales intracelulares. Estas protéjaados osteoclastos en el hueso v,
ademas de mantener la conexién celular, fijan el Gaediante secuencias de

aminoacidos poliacidos (209,210).

Fue identificada por primera vez en 1986 como woéea de la matriz del
hueso en los osteoblastos y se expresa en vahidagscdmunes y vasculares. Se secreta
a los fluidos para llevar a cabo su funcion muttivinio. Se encuentra en cerebro,
higado, tracto gastrointestinal, pulmones, huesmzén, articulaciones vy rifiones, asi
como en fluidos biolégicos como la sangre, oriregché y liquido seminal. En
condiciones normales, la OPN se expresa en prdxastos, osteoblastos, osteocitos,
células musculares lisas y células endotelialescdfrdiciones proinflamatorias o de
cicatrizacion de heridas, la expresion de OPN seeimenta cerca de las células
inflamatorias. La OPN se produce como una citogunacélulas T activadas y
macrofagos, lo cual sugiere que tiene un papel iitapte en la modulacion de la
inflamacién. En estudios clinicos de pacientes icdlamacion crénica, enfermedad
autoinmune, o cancer, los niveles séricos de OPiNcsementan y estos pacientes son
mas propensos a desarrollar calcificacion vascgla aquellos con bajos niveles
séricos de OPN. Por todo esto, se piensa que la gdrticipa en la inflamacion,
aterosclerosis y calcificacion vascular y que tianportancia en la progresion de la
enfermedad vascular (211).

2.6.1. Osteopontina e inflamacion.

En muchos tejidos se ha visto que la OPN esta d¢aqgidi en importantes

procesos fisiologicos y patoldgicos, incluyendodparacion del tejido, la inflamacion y
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la fibrosis (212). La OPN se asocia con la mignacyo proliferacion y regula la

guimiotaxis de la célula inflamatoria.

La OPN se expresa en macrofagos y células derivdeldss macréfagos, pero
no en monocitos circulantes. Favorece el reclutaimiele monocitos/macrofagos y
regula la produccion de citoquinas en estas cébriaondiciones de inflamacién (211).
En modelo de ratas con enfermedad renal progresi@a,reduccion de la
biodisponibilidad del 6xido nitrico por inhibiciéde la NO sintasa increment6 la
infiltracion de los macrofagos, la inflamacion repda fibrosis mediante la activacion
del sistema renina-angiotensina-aldosterona eortaza renal. La expresion de OPN se
incrementd en la corteza y se correlaciona comiglemo de macrofagos infiltrados. En

este modelo los antagonistas de la aldosteronarserpta expresion de OPN (213).

Su expresion en vasos sanguineos y corazon samngyebaja, pero aumenta
considerablemente en respuesta al dafio y predaduntion cardiaca pobre. En el
rinidn normal humano, las células tubulares distale®mentan la expresion de OPN en
las glomerulonefritis (214). La OPN incrementa thesion y la infiltracion y es un

intermediario de la inflamacién en areas dariadas.

La expresion de la OPN se correlaciona con la israsociada a la inflamacion.
Las células inflamatorias son reclutadas durantedaracion del tejido para defenderse
de microbios invasores y esto provoca una respuaestirosis y ciccatrizacion de las
heridas. En modelo de piel dafiada, el factor deirarento derivado de las plaquetas
(PDGF)-BB de los macroéfagos, induce la expresio@B@l en fibroblastos provocando
la fibrosis. Esto indica que la OPN inhibe la resdaion del tejido pero produce
fibrosis de la herida (211).

2.6.2. Osteopontina y aterosclerosis.

La aterosclerosis es un proceso inflamatorio cagiee conduce a la formacion
de la placa en condiciones de disfuncion endotglielevados niveles de colesterol en
sangre. Estas placas tienen un componente inflailmatoportante con macrofagos

infiltrados y otras células del sistema inmune. QRN se encuentra en lesiones
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ateroscleroticas, especialmente asociada con losdfagos y células espumosas (foam
cell), lo cual sugiere que la OPN participa en tagpesién de la aterosclerosis, el
remodelado vascular y la reestenosis (211,215).

Los pacientes urémicos tienen niveles elevados N, o solo en plasma
correlancionandose con la calcificacion coronasiag también en células de musculo
liso de aorta y macrofagos que rodean a las pkteasmatosas, identificandose células
que expresan mMRNA de OPN (214). Se encuentra cammpanente de las placas
ateromatosas y esta asociado con su calcificacgexpresion de mRNA en las placas
parece estar fuertemente asociado con la sevedddd aterosclerosis. Los niveles
plasmaticos de OPN se correlacionan con la exterdgdla aterosclerosis coronaria y

tiene implicacion en el desarrollo de la enfermecadiovascular (216).

La OPN tiene multiples efectos que pueden acelkranterosclerosis en
pacientes con uremia y se expresa en gran cargitladacrofagos de las lesiones, en
células de musculo liso y en células endoteliafdsl,17). La OPN incrementa el
reclutamiento, migracion y adhesion de los mackgayg modula la expresion de
citoquinas proinflamatorias e interleuquinas, psoseconocidamente implicados en la
aterogénesis. En las células de musculo liso, paesion de OPN se incrementa en
respuesta al dafo arterial in vivo y a la estimalacon LDL oxidadas in vitro (218).
La expresion de OPN se incrementa durante la deedifiacion de las células de
musculo liso, proceso clave en la aterogénesia. destdiferenciacion se caracteriza por
un cambio de fenotipo de contractilidad a fenospuético. Esto se asocia con cambios
especificos en los patrones de expresion de geng®otginas, como el factor de
transcripcion miocardina y otros genes, incluyef@actina de musculo lise-(219).
Jiménez-Corona et al. (220) emplearon la hipertarelemia para analizar la relacion
entre el proceso de calcificacion vascular y lasexpresion de la OPN en la neointima
de las placas aterosclerdticas en modelo de coBsjo. demuestra in vivo el papel
regulador la OPN en el deposito de fosfato caleisda intima en respuesta al estrés

oxidativo.

La OPN puede sufrir escisiones por accién de matadeinasas de la matriz y
por trombina. La trombina rompe la OPN en dos fragims, N-terminal y C-terminal,

los cuales mantienen actividad biologica. El fragtoeN-terminal contiene unos
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motivos de adhesion que lo hacen mas proinflantatgue la OPN sin fragmentar,
mientras que las propiedades del fragmento C-tainsion menos conocidas. Wolak et
al. (221) observaron que el fragmento N-terminallal®©PN se asocia mas con la
inflamacion de la placa en pacientes hipertensesetjfragmento C-terminal y la OPN

integra.

Se ha visto que el suero de pacientes urémicosnarta la expresion de OPN
en células de musculo liso bovinas, el depdsitoerainy la calcificacion de forma
similar a lo que ocurre en las arterias de paciemte dialisis. Sin embargo, al
neutralizar los anticuerpos directamente contra GBNhhibe el engrosamiento de la
neointima de carétida de rata tras la denudacid@otelal (222,223). Ademas, la
deficiencia de OPN inhibe la formacion de lesioatsosclerdticas e inflamatorias en
ratones deficientes en ApoE (ApoE-/-) (224), miastgue la expresion de OPN en
ratones transgénicos alimentados con una dietaericeolesterol induce y acelara la
formacion de lesiones tipo estria grasa e inhibepriaduccion de IL-10 en los
macrofagos, lo cual sugiere que la OPN tiene urelpamportante en el desarrollo de

estrias grasas in vivo (225).

La inhibicion del exceso de OPN parece conferitgm@ion tanto en enfermedad
cardiovascular como en enfermedad renal en estadional tal y como se muestra en
la Figura 11. La OPN es un reciente regulador dshdollo de vasculopatia asociada a

aterosclerosis (214).

La OPN es util como biomarcador novedoso para evgeéad cardiovascular. En
pacientes con enfermedad arterial coronaria, logles plasmaticos de OPN
incrementan al aumentar el estrés oxidativo, pgue puede considerarse un marcador
de aterosclerosis. En pacientes con fallo cardid@aoOPN plasmatica aumenta
drasticamente comparado con controles sanos. Sibargm los mecanismos

moleculares de expresion de la OPN no estan deldoldrados (211,226-228).
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Figura 11. Participacion de la osteopontina (OPN) en difarerfases de la enfermedad
cardiovascular (CVD) y progresion de la placa. béeenedad renal crénica (CKD) puede
inducir calcificacién al incrementar los niveles d#PN y otros mediadores de la
mineralizacion del hueso. SMC: células musculdses|

2.7.APOLIPOPROTEINA A1 Y APOLIPOPROTEINA B.

Las apolipoproteinas son los componentes de laspriypeinas. La
apolipoproteina B (ApoB) refleja la concentraciore das LDL, particulas
potencialmente aterogénicas, mientras que la aygwlyeina Al (ApoAl) refleja la
concentracion de HDL (229). La ApoB es necesaria pa@nsportar lipidos desde el
higado e intestino hasta los tejidos periféricosrnfa parte de la estructura de
quilomicrones, VLDL, IDL (lipoproteinas de densidadtermedia), LDL y LDL
pequefias y densas (230). La insulina tiene un pagelador de la ApoB, disminuye su
secrecion promoviendo la degradacion de ApoB erhegatocito y aumenta su
aclaramiento de la circulacion. Por tanto, en diabg tipo 2 en los que existe una
resistencia a la insulina, se ve aumentada la @éorede ApoB y disminuye su

aclaramiento, aumentando asi el riesgo de desaretétrosclerosis (231).

En la dislipemia, se acepta que niveles bajos deAApy altos de ApoB son

factores de riesgo de enfermedad arterial corankais concentraciones de los lipidos
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pueden alterarse con la dieta, sin embargo, lasectraciones de las apolipoproteinas

no se afectan, por lo cual tampoco es necesarialagedn ayunas (229).

2.7.1. Apolipoproteinas en suero.

El HDL puede dar medidas falsamente inferiores aeldidad, ya que la
composicion de colesterol en las HDL puede vamafuacion de procesos fisiologicos
0 patoldgicos. Por tanto, la medida de ApoAl esompjedictor de infarto que los
niveles de HDL. Las LDL son heterogéneas y estémpoestas por particulas densas
grandes y pequefias. Solo las particulas densagugifies estan asociadas con el riesgo
de aterosclerosis. Contienen menos colesterolegpoia medida de LDL no refleja de
forma exacta la concentracion en plasma. En candidpoB, que forma parte de las
LDL, predice mejor el desarrollo de un infarto futuLas particulas aterogénicas
VLDL, IDL y LDL contienen una molécula de ApoB cadaa, por lo que midiendo la
ApoB en plasma, sabremos con exactitud las molgatlerogénicas que existen. Las
apolipoproteinas tienen una buena sensibilidadeoffspdad y exactitud en el
diagnostico, por tanto la ApoAl, ApoB vy el ratio@®ApoAl se pueden utilizar como
predictores de infarto en vez de fiarse solo ddilpggidico tradicional. Como resulta
caro medir las ApoB en suero, Hwang et al. hanrdaedo una férmula para estimar
su concentracion basandose en medidas de coledtdad) HDL y triglicéridos
(229,230).

El ratio ApoB/ApoAl es un indicador del equilibrientre el transporte de
colesterol aterogénico y ateroprotector, que esi@pendientemente asociado con la
enfermedad cardiovascular. Este ratio predice deeraamas exacta el riesgo vascular
que ApoB o ApoAl por separado y que otros indicescolesterol. Este ratio ha
resultado ser mejor indicador de aterosclerosisnasia oculta que la que es capaz de
detectar la tomografia computerizada multidete@@DCT) y los individuos con un

ratio mayor de 0.58 seran buenos candidatos paliaaela MDCT (232).

El grosor de la intima-media de las arterias cdaSties un marcador precoz de
aterosclerosis y un factor de riesgo para el iofdeg miocardio y el infarto cerebral.

Huang et al. han demostrado que los niveles de ApaB ratio ApoB/ApoAl se
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asocian con el aumento del grosor de la intima-anedipoblacion china con tolerancia

normal a la glucosa (233).

Como ya es conocido, la concentracion de HDL seelamiona inversamente
con la incidencia de enfermedad cardiovascular ycre® que protege frente al
desarrollo de la aterosclerosis. La infusion o sekpresion genética de ApoAl retrasa
la progresion de las lesiones ateroscleroticasckisa acelera la regresion de las
mismas debido a que tiene efectos beneficioso® sl@stado inflamatorio de la placa
en modelos animales. La influsion de ApoAl se hadiésdo también en pacientes con

sindrome coronario agudo y enfermedad vasculaiéped (234).

Se ha demostrado el papel de péptidos que mimetazancion de la ApoAl
puede tener un papel protector frente a la atenasik, lo mismo que si se infunden
HDL en sangre para aumentar los niveles de ésthsmAs parece que la administracion
de péptidos miméticos de ApoAl presenta ventag@sdra la infusion de HDL, ya que
pueden administrarse por via oral y su producc®maés sencilla. Se asume que las
proteinas miméticas tienen la misma funcion y mdades que la ApoAl y que esto se
debe a su estructura secundaria, que es imitadlapqroteinas miméticas aunque la
secuencia primaria de la proteina es diferente pépgidos en tandem son mas costosos
pero tienen unas propiedades miméticas de ApoAkrsups en relacion con la
activacion de LCAT, el flujo de salida de colesteyola asociacion con las HDL.
Existen diversas moléculas que intentan mimetiaaackion de ApoAl pero no todas
son igual de eficaces ni protegen de la aterosikesm la misma medida (235).

Basandose en que en la aterosclerosis existe udalgéle tolerancia contra
antigenos propios en la placa, que desencadena respuesta autoinmune
proinflamatoria, induciendo tolerancia frente abesintigenos mediante inmunoterapia
se conseguiria un efecto protector y se prodriarsirpel efecto proaterogénico de las
células T efectoras. En esta linea, Mundkur €B8l. han visto que la administracion de
ApoB unido al péptido HSP60 induce tolerancia feemtambos péptidos y se atenda la
inflamacién en ratones. Si esta administracionas® Ipor via oral en combinacion con
modificaciones dietéticas, han comprobado que mava detenciéon de la progresion
de la placa y la estabiliza. La estabilizacion a@laca se relaciona con una reduccion

de la apoptosis.
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Las HDL y la ApoAl pueden sufrir modificaciones ptyaslacionales que les
conducen a la disfuncion. La ApoAl es una de lasali de la oxidacién mediada por la
mieloperoxidasa que in vitro le conduce a la pérdié su capacidad para retirar el
colesterol (mediante el flujo reverso) de los megos. Ademas, se han observado
niveles elevados de ApoAl modificados por mielopel@sa en pacientes con
enfermedad arterial coronaria y en placas atenddias humanas. La infusién de
ApoALl en ratones hace que se asocie con HDL plasas& incrementa sus niveles, de
forma que favorece el flujo reverso del colestgroene efectos beneficiosos en cuanto
a composicion de la placa y el estado inflamatdeados macréfagos de la placa en un
periodo de tratamiento a corto plazo. Debido asesfectos, se podria utilizar ApoAl
por su potencial terapéutico para estabilizar glacalnerables. Por otro lado, al
disminuir los niveles de mieloperoxidasa tambiée\ataria la disfuncién de la ApoAl
(234).

2.7.2. Apolipoproteinas en la placa aterosclerotica.

Por otra parte, las propiedades funcionales dept@?A y HDL en la circulacién
no reflejan fielmente lo que ocurre en la parecrat, ya que la distribucién de
particulas de HDL es diferente y la funcion de lp@oAl también lo es. Las
lipoproteinas aisladas en la pared arterial, pdeimente las LDL, sufren alteraciones
como la proteolisis, modificaciones oxidativaspolisis en mayor o menor medida. La
ApoAl recogida de lesiones arteriales aterosclasties un objetivo para la
modificacion oxidativa generada por la mieloperasi y los oxidantes derivados de
NO. Esta modificacion de ApoAl y HDL puede ser cample con la pérdida de
actividad del flujo reverso del colesterol ejerciglar la lipoproteina. Un aumento de
ApoAl modificada por oxidaciéon se asocia con ursfudicion del casette Al del
transportador de membrana dependiente de ATP (AB);Ael cual depende la funcién
de la lipoproteina implicada en el flujo reversbawdesterol, la actividad de la LCAT y

la actividad proinflamatoria (236).

Entre las diferencias que existen entre los niveéeapolipoproteina en suero y

en placa podemos destacar que la mayoria de la Api#dada de las lesiones puede
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llegar a ser unas cien veces mayor, esta reticidadana proporcion de 2/3 y que no
toda la ApoAl se encuentra asociada a HDL. Endajmrmal adrtico se encontré que
de forma similar la ApoAl estaba pobremente acor@arde lipidos y que estaba
reticulada en gran medida. Sin embardo, en el @ladm ApoAl se encuentra
predominantemente asociada a HDL y esta poco latiguen la fraccion de HDL
comparada con la fraccion pobre en lipoproteinasApoAl aislada en las lesiones
ateroscleroéticas resulta ser disfuncional, ya dqaeet menor actividad aceptora de
colesterol y por tanto menor capacidad de sacaolelsterol mediante el transporte
reverso. Ademas, presenta una actividad LCAT mahanir la ApoAl de la placa al

HDL que si se une ApoAl del plasma al HDL (236).

2.7.3. ApoAl e inflamacion.

A parte de su papel en el flujo reverso del cotektéa ApoAl tiene efectos
antiinflamatorios e interfiere con la peroxidacidipidica y los receptores
imnunologicos innatos. Las propiedades antiinflamas se deben a la capacidad de
inhibir la migracién transendotelial de las célulasunes por reduccion de la expresion
de integrinas, para inhibir la activacion de motaxciy la produccién de citoquinas
inducidas por el contacto con células T y para riete con los receptores
inmunologicos. Durante la inflamacion cronica laBlHpueden perder algunas de sus
funciones protectoras frente a la aterosclerosignyertirse en disfuncionales o incluso
adquirir propiedades proinflamatorias. Las moddioaes postraslacionales de la
ApoAl transforman a esta molécula antiinflamatenaproinflamatoria. Estos cambios
estructurales consisten en cloracion, nitracionagbamilacion de aminoacidos por
accion de la mieloperoxidasa, oxidacién de carbsnileactivos y glicacion. Estas
modificaciones, en consonancia con lo comentadel @partado anterior, se traducen
en una inhibicion de la LCAT y del flujo de salidkel colesterol a través del

transportador ABCA-1 (237,238).
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Figura 12. Se muestra el papel antiinflamatorio y proinflaonat de la ApoAl/HDL. CV:
cardiovascular. IC: inmunocomplejos. HDL: high dgnslipoprotein. PTM: modificaciones
postraslacionales. TLR: receptor Toll-like (237).

Las propiedades de ApoAl como molécula inflamatsoia: la inhibicion de la
migracion transendotelial de las células inmunocatemtes, la inhibicion de la
activacion de monocitos mediada por el contacto células T, inhibicion de la
peroxidacién lipidica, modulacion de la respuestaune innata y de los receptores
Toll-like y modulacion de la respuesta inmune aatiyd. Sin embargo, en la
inflamacion tanto aguda como croénica, las HDL selwen proinflamatorias, fendmeno
explicado inicialmente por el reemplazo de ApoAX pooteina amiloide sérica A,
ceruloplasmina y haptoglobina. Estas particulagibDé son mas facilmente retenidas
en la pared arterial y asi se facilita la interdeaton proteoglicanos vasculares y estan
mas expuestas a modificaciones oxidativas. Comloasexplicado anteriormente, las
ApoAl modificadas postraslacionalmente se convierigualmente en moléculas
proinflamatorias (237).

87



2.8. FOSFOLIPASA A2

La fosfolipasa A2 unida a lipoproteina (Lp-PLA2)rseonoce por su accion en
la hidrélisis del factor activador de plaquetas FP.AElI PAF es un fosfolipido activo
relacionado con reacciones fisiologicas y patokgicLa PLA2 citosélica actua
primeramente en la membrana fosfolipidica produtidisofosfolipidos, después estos
lisofosfolipidos son modificadas por la PAF acetiiisferasa dando lugar al PAF (239).
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Figura 13. Papel de la PLA2 en la sintesis de lisofosfolipido

La Lp-PLA2 fue descubierta en 1980 y se clasifiocdmo una enzima
independiente del &4 producida por una variedad de células inflamasoy no
inflamatorias. Se considera miembro de la famikalak fosfolipasas (PLA2), aunque
tiene diferentes propiedades comparada con otra®.Hla Lp-PLA2 es especifica de
la rotura de PAF y residuos acido graso oxidadaentmas que la PLA2 es especifica
para fosfolipidos que tienen dos grupos acilo dewca larga (239,240).

La Lp-PLA2 se presenta en dos formas diferented,pl#°LA2 secretada al

sistema circulatorio y la Lp-PLA2 presente en lacpl aterosclerética. Tras ser
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producida por los macrofagos en la placa, la Lp-PLpasa a la circulacion
convirtiéndose en Lp-PLA2 secretada (240). Estanéorplasmatica, circula en
asociacion con LDL en un 70-85% y en menor proporcil5-30%, unida a HDL, lo
cual hace que su actividad esté en relacion coodiasentraciones de colesterol. Se ha
extraido de plasma y eritrocitos humanos, cerehigado y plasma seminal bovino,
plasma vy liquido peritoneal de cerdo, plasma yystap de raton (239,240). Aunque
tanto la forma secretada como la asociada a lipeim@ catalizan la hidrélisis de
lipoproteinas generando mediadores lipidicos, lm&osecretada tiene un papel mayor
en la modificacion de las LDL (241), se une a lecjgm ApoB de las LDL e hidroliza

las LDL dando lugar a lisofosfatidilcolina y acidmaquidonico (240).

2.8.1. Fosfolipasa A2 como agente antioxidante.

El estrés oxidativo, como hemos indicado, estanantiente asociado con la
inflamacion y la formacion de lipidos bioactivosst@és lipidos, como PAF vy
fosfolipidos oxidados, han sido identificados eplica aterosclerdtica. Cuando se dafia
la membrana celular por el estrés oxidativo, defds$olipidos derivan residuos mas
cortos peroxidados que pueden mimetizar la aca@bPAF. La Lp-PLA2 se encarga de
eliminar estos fragmentos de fosfolipidos oxidadwosuando asi como un agente
antioxidante. Matsuzawa et al. (242) sugieren cuesdbreexpresion de Lp-PLA2
protege a las células de las especies reactivasigeno (ROS), que inducen apopotosis
a través de la hidrdlisis de fosfolipifos oxidadddemas, la formacion de fosfolipidos

oxidados en las LDL parece estimular la actividadadLp-PLA2.

Por otra parte, Lourida et al. (243) demostraroa lquactividad de la Lp-PLA2
es importante para reducir la inmunogenicidad dd_@Lox, un fenémeno que puede
atribuirse al descenso de fosfolipidos oxidadogatientes con enfermedad arterial
coronaria y en sanos. Se ha llegado a proponep{BUA2 recombinante como una

potencial herramienta dirigida a la terapia anta@génica.
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2.8.2. Lp-PLA2 e inflamacion.

Multiples células inflamatorias involucradas enal@rosclerosis secretan Lp-
PLA2, como son los monocitos, macréfagos, neut®fimastocitos que derivan de la
médula 0sea activada y plaquetas activadas. Cuande-PLA2 hidroliza los lipidos
bioactivos reduciendo su actividad biolégica, layaréa de metabolitos generados son
lisofosfolipidos, mayoritariamente lisofosfatidilec@. Estos lipidos estan implicados en
el proceso aterosclerotico y muestran un papetétele de la Lp-PLA2, contribuyendo
a la respuesta inflamatoria frente a las lipopratei oxidadas (239,244). La
lisofosfatidilcolina induce la expresién de molésutle adhesion intercelular-1 (ICAM-
1) en la pared vascular, CD8 y CD11 en la superfitd neutréfilos e intensifica la
proliferacion de células musculares lisas vascslatependiente de la via protein-
quinasa activada por mitdgenos (245). Los lisolgsfios que provienen de la
apoptosis favorecen la atraccion de monocitos yngmiamente macrofagos. Al
comprobar que si se inhibe la Lp-PLA2, disminuyes lisofosfolipidos, éstos ultimos
se propusieron como biomarcadores de la intengdéakh producciéon de ROS en el
lugar de la inflamacién. Los pacientes con ateswesis coronaria incipiente presentan
niveles mas elevados de lisofosfatidilcolina coragarcon sujetos control. En placas
ateroscleroticas carotideas de pacientes sintomsatitos niveles de Lp-PLA2,
lisofosfolipidos, macrofagos y colageno eran mayayee en pacientes asintomaticos
(239,246). Sin embargo, otros autores afirman quactividad de Lp-PLA2 no esta
asociada a la aterosclerosis ni a los eventoscoBnaunque sugieren que la PLA2
secretada si se puede asociar a eventos carditarasc(241).

2.8.3. Lp-PLA2 y aterosclerosis.

En cuanto al papel de la Lp-PLA2 en la ateroscigrosa existido cierta
controversia, ya que se han defendido tanto lostafeantiaterogénicos como los
proaterogénicos. Primeramente, se reconocia lalLl42Romo enzima antiaterogénica
por su capacidad de hidrolizar el PAF y colest&dl, ambos perjudiciales para la
pared vascular. En esta linea, se ha demostradmeéelos animales que un incremento
de Lp-PLA2 en suero puede mitigar la inflamaciéscwar. Ademas, la reduccion de

Lp-PLA2 debido a mutaciones sin sentido conducennaincremento del riesgo
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cardiovascular. Por otro lado, mas recientememtdyasvisto en muchos estudios que
ganan los argumentos a favor del papel proaterogéie la Lp-PLA2. El incremento
de actividad o de masa de Lp-PLA2 se asocia a idadeen la aterosclerosis y a

aumento del riesgo cardiovascular independient@,224,245).

Ambas clases de fosfolipasas, la secretada y ldauai lipoproteina, se
encuentran incrementadas en placas de aterosslenamizadas y se han asociado con
signos de inflamacion y vulnerabilidad. Lind etsalgieren que la actividad de la PLA2
secretada, pero no la Lp-PLA2, se asocia al gradaterosclerosis ya que es la que se

asocia de manera mas significativa con la respuffaaatoria (241).

Sin embargo, otros autores mantienen que la Lp-PaARx forma implicada en
la aterosclerosis. La fosfatidilcolina presentelash LDLox potencia la expresion del
inhibidor del activador de plasmindégeno-1. La lassatidilcolina contribuye a la
calcificacion de células vasculares en la placeostéerética a través de la regulacion

de genes y proteinas osteogénicas (239).

Tanto la lisofosfatidilcolina como los acidos grasw esterificados oxidados
favorecen el estrés oxidativo, la disfuncion enlildteafectan a la proliferacion y
supervivencia de las células musculares lisas l&®s,) promueven la acumulacion
tisular de macrofagos, aumentan la respuesta iaftaima a través de citoquinas,
aumentan la expresién de metaloproteinasas, expagldelcleo lipidico necrético y
adelgazan la capsula fibrosa (240).

Aunque la Lp-PLA2 se acumula en la pared vascutar ka retencion de
particulas de LDL, los macrofagos son la mayor teiectiva de Lp-PLA2 en la pared
vascular. La Lp-PLA2 puede ser un mediador de nuatiiones secundarias de LDL y
estrés oxidativo, por lo que en esta implicadaaere$puesta oxidativa a la inflamacion

(246). Por tanto, la Lp-PLA2 esta implicada enrekcpso aterosclerotico.
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Figura 14. Acciones de la Lp-PLA2 en el proceso ateroscleodi239).

En un paciente susceptible a aterosclerosis pseptar factores de riesgo como
dislipemia, obesidad, hipertension, resistencia msulina y estrés oxidativo, es mas
probable que aparezca disfuncién endotelial, lo ltaee que aumente la expresion de
moléculas de adhesién y queden espacios mas granledas células endoteliales (ver
figura 14). En esta situacion, las LDL, macrofagdsfocitos T migran a través de la
intima arterial. Como ya explicamos en otro apartadterior las LDL son mas
susceptibles a la oxidacién y la reduccién de amtamtes favorece la produccion de
radicales libres y, consecuentemente, la modificade las LDL. En este contexto, la
Lp-PLA2 se activara gracias a los fosfolipidos exids presentes en las LDLox. La
enzima minimiza las modificaciones de las LDLox rbidando sus fosfolipidos
oxidados, lo cual se interpreta como una accidimddante (239).
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Sin embargo, durante este proceso se producen egapdntidades de
lisofosfolipidos y acidos grasos esterificados rRw@dos que promueven la expresion
de moléculas de adhesion y atraen macréfagos atitaai También estimulan la
produccion de citoquinas que incrementan el peflimatorio de la placa. Las células
musculares también son atraidas y producen colagelastina y elastasas que
estabilizan la placa lipidica (239,246). En esteceso, la presencia de LDLox y
lisofosfolipidos y acidos grasos esterificados Rml@dos producidos por la Lp-PLA2,
estimulan el crecimiento de la placa y son factgres pueden ser decisivos para que la
placa se rompa y desencadene un evento cardioaa$s0]/239). Cavigiolio et al. (247)
han identificado una actividad proteolitica difdeede la PLA2, que es especifica para
ApoAl y puede contribuir al catabolismo de la ApoAd la inflamacién y en la

aterosclerosis.

Recientes estudios patoanatdmicos han confirmaddajexpresion de la Lp-
PLA2 esta aumentada en la placa a medida que egfeepa y que estas placas resultan
mas vulnerables y, por tanto, mas sintomaticasnyne@s complicaciones. Ademas, la
expresion de Lp-PLA2 y lisofosfatidilcolina (indaar de la actividad enziméatica de
Lp-PLA2) en la placa es mayor en pacientes conrdgteventos cardiacos y es un
predictor de riesgo cardiovascular a largo plaatependientemente del nimero de

predictores bien establecidos como el tabaco mfaito previo (244,246).
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2.8.4. Lp-PLA2 como marcador de riesgo cardiovascular.

Respecto a la utilizacion de la Lp-PLA2 como maocadie riesgo
cardiovascular, se publicé una guia consenso amnrendaciones para incorporar este
test en 2008 (48). Esta avalado por la AmericarrtHessociation/Centers for Disease
Control (AHA/CDC) y esta en coherencia con la giii@ Il (Adult Treatment Panel
[l). Recomienda el uso de Lp-PLA2 como marcadorimfeamacion junto con los
tradicionales factores de riesgo en pacientes Bmga de 10 afios moderado y alto.
Parece ser un biomarcador altamente especifico lpar#lamacion vascular. Se ha
definido un punto de corte apropiado para Lp-PLAResior a 200 ng/mL (240). En
pacientes con Lp-PLA2 en niveles altos se reconaiedgminuir los niveles de
colesterol LDL unos 30 mg/dL independientementéodaiveles de base que tuviera el
sujeto. Por tanto, se puede recomendar Lp-PLA2 destodiagnostico de inflamacion
vascular para identificar mejor a los pacienteseagtan en alto o muy alto riesgo y que
mas se pueden beneficiar de una intensificacida tirapia hipolipemiante (48).

Nambi et al. (248) indican que en estudios clinileosombinacion de Lp-PLA2
con PCR de alta sensibilidad clasifica el riesgalicaascular mucho mejor que la PCR
de alta sensibilidad sola. En esta linea, comobjmserapia para disminuir el riesgo
cardiovascular, se ha probado el darapladib, uibiohdr oral especifico de Lp-PLAZ2,
en investigacion basica y estudios preclinicos resnltados prometedores (244,249).
Al disminuir la actividad o la masa de Lp-PLA2 gescal darapladib o a las estatinas,
el volumen del ndcleo necrético y el nimero de Wfagos y células espumosas

disminuye profundamente comparado con el grupaabf240).

Un metaanalisis muestra que la actividad de la LAZPestd positivamente
correlacionada con colesterol no-HDL, colesterolLLIApoB y loge triglicéridos,
mientras que se correlaciona inversamente conteocdédiDL y ApoAl. Esto indica
que el efecto aterogénico de la Lp-PLA2 esta adactmn los lipidos convencionales

aterogénicos (250).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E HIPOTESIS
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El estrés oxidativo, ya conocido como factor fagedor del desarrollo de
aterosclerosis, se puede medir a través de diésreptoductos de reacciones de
oxidacion-reduccion. En este trabajo, se ha cueatib de forma directa a través de las
LDL oxidadas y mieloperoxidasa, y de forma indisgehediante niveles de moléculas
implicadas en los procesos oxidativos que ocurrelaeélula, como sofi-carotenos,
vitaminas A, E y C, licopeno y paraoxonasa-1. Adens® han estudiado moléculas
implicadas en los procesos inflamatorios, promatade la formacién de la placa

aterosclerotica, como son la PCR, osteopontinéglfpasa A2, lipoproteina(a) y ApoD.

En esta linea, se estudia igualmente el metabollgfdico, ya que representa
un pilar fundamental en el desarrollo de la atdenssis. Las particulas aterogénicas
VLDL, IDL y LDL contienen una molécula de ApoB cadaa, por lo que midiendo la
ApoB en plasma, sabremos con exactitud las molgatierogénicas que existen. El
ratio ApoB/ApoAl es un indicador del equilibrio entel transporte de colesterol
aterogénico y ateroprotector, que esta indeperafi@ite asociado con la enfermedad

cardiovascular.

La ApoD es una proteina con multiples funcionesdd@endo de la localizacion
en la que se exprese. El hecho de que sea adentiéigyamao no nos permite resefiar
una funcién especifica para esta proteina, poru® @in son necesarios mdultiples
estudios para desentrafiar el papel funcional deDAgro los diferentes niveles en los
que actua. Lo que si podemos afirmar es que tiempapel importante en las patologias
del SNC y si aun no podemos afirmar que actla comaroprotector o como
neurotéxico, si podemos resefar que se comporta ecora proteina de fase aguda,

elevandose ante el dafio neuronal.

El estrés oxidativo induce la expresion de ApoDeksistema nervioso. Esto,
unido al hecho de que muchas de las patologiadasitanteriormente cursan con un
aumento del estrés oxidativo, hace pensar quelipstalina juega un papel relevante

en el control de dicho estrés cuando aparece aticones patoldgicas.

La ApaoD tiene capacidad para unir y transportaesterol, lo cual hace pensar
que la ApoD tiene un papel significativo en la pg&toesis de la aterosclerosis. Un

deposito excesivo de ApoD en lesiones aterosoba®ipuede derivar de una respuesta
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compensatoria de ApoD para facilitar la retiradacdkesterol de células periféricas o
resultar como consecuencia de defectos en el waesde colesterol mediado por
ApoD.

Para plantear la hipétesis general de esta tesignpa de la idea basica, ya
demostrada por otros autores, que un aumento pidhiccion de radicales libres de
oxigeno (ROS), ya bien sea por factores genétitassecos o por factores extrinsecos,
provoca dafos en los tejidos que determinan layoa@dn de la placa aterosclerdtica. Si
bien esta es una idea generalmente aceptada y amlaeanteriormente, no conocemos
si existen diferencias sustanciales en los nivdéesstrés oxidativo entre pacientes con
aterosclerosis carotidea que presentan sintomasquell@s que permanecen
asintomaticos.

Por esta misma razén, hemos disefiado una teséscgre lla hipétesis general de
la misma postula que existen diferencias en cuants niveles de estrés oxidativo en
los pacientes sintomaticos y en aquellos que perogamnasintomaticos, pero que ambos
padecen aterosclerosis carotidea. Esta idea qtaetreos de demostrar permitiria
utilizar marcadores diagndsticos o prondsticos tamgs para identificar a los sujetos

asintomaticos y ser candidatos a un tratamientopre
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A continuaciéon se detallan los objetivos que na@ppnemos conseguir en este

trabajo.

) Describir las caracteristicas demograficas y latofas de riesgo de los sujetos
de este estudio.

II) Estudiar parametros bioquimicos, en suero o platenpacientes sintoméaticos,
asintomaticos y controles, que pueden estar ingogaen el proceso
aterosclerotico.

llI) Valorar la osteopontina como marcaden la aparicion de la enfermedad
aterosclerética y su repercusion clinica neurobbdigacientes neurolégicamente
sintoméaticos o asintomaticos).

IV) Estudiar parametros implicados en el estrés oxidatn suero o plasma de
pacientes sintomaticos, asintomaticos y controles.

V) Determinar los niveles de antioxidantes en plasmaatientes sintomaticos,
asintométicos y controles.

VI) Determinar niveles de estrés oxidativo en tejidotideo aterosclerotico.

VII) Estudiar los niveles de ApoD en tejido carotidegpdeientes intervenidos de
endarterectomia.

VIII) Medir la expresion de genes relacionados con ebssixidativo en tejido
carotideo.

IX) Medir la expresion del gen de ApoD y PONL1 en te@idootideo.
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5. MATERIAL Y METODOS
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5.1.Disefio del estudio

Se disef6 un estudio de casos y controles de pesieonsecutivos intervenidos
de endarterectomia carotidea en el Hospital Clibicwersitario de Valladolid durante
el periodo de enero a junio de 2012. Los sujetasirales procedieron de Salud
Laboral. A todos se les realizd una historia clnien la que se recogieron las
principales caracteristicas demograficas y unaaegitbn sanguinea para estudio
analitico. Por razones éticas tan soélo se dispesuukstra de tejido (placa de ateroma)
en los pacientes intervenidos quirdrgicamente. Fodims pacientes dieron su
consentimiento escrito para la realizaciéon de estedio que fue aprobado por la
Comision de Etica e Investigacién del Hospital €bn Este estudio conté con la
financiacion econdémica del Proyecto de la GereR&gional de Salud de la Junta de
Castillay Le6n GRS 367/A/09.

5.2. Sujetos incluidos en el estudio

Se incluyeron en el estudio a todos los paciengggres de 18 afios que iban a
ser intervenidos de endarterectomia carotidea étospbital Clinico Universitario de
Valladolid por parte del Servicio de Angiologia yugia Vascular, a excepcion de los
excluidos. Los criterios de exclusion del estudigerbn: pacientes oncologicos,
gestantes, pacientes en tratamiento con corticgitesnmunosupresores y pacientes
trasplantados.

5.2.1. Pacientes intervenidos de endarterectomia carotidea

Consistid en un total de 44 pacientes consecuti®®@shombres y 5 mujeres,
intervenidos quirargicamente de endarterectomiaotickea por el Servicio de

Angiologia y Cirugia Vascular del Hospital Clinidaiversitario de Valladolid.

A los pacientes que accedieron a participar enstlde® se les realizé una
Historia Clinica, cuyas caracteristicas se deta#lanel Anexo 1. Se les tomé una
muestra sanguinea (10 ml en tubo de gel sin agitaate para las determinaciones en

suero y 20 ml en tubo con EDTA para las determoras en plasma) en la hora previa
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a la cirugia con objeto de que no interfieresestke quirdrgico en las determinaciones.
La muestra se trasladé al laboratorio en condisi@gefrio a 4°C, donde se centrifugé a
3500 rpm durante 15 minutos y fue alicuotada pangosterior analisis.

El tejido extraido durante la cirugia (placa deate) era remitido en fresco al
Servicio de Anatomia Patoldgica. La muestra eraqwada por un patdlogo, quién
realizaba un examen macroscopico de la pieza, alggpama parte para incluirla en
parafina, otra parte era congelada en nitrogenididqy otra se incluia éRNA later La
pieza incluida en parafina se utiliz6 para realizartes que fueron tefiidos con
hematoxilina-eosina y cortes que fueron procesadediante inmunohistoquimica
marcando ApoD. La muestra congelada en nitrégengoidd se homogeneizo
posteriormente y se utilizd para la medida de tipideroxidados. La parte incluida en
RNA laterfue utilizada para la extraccion de RNA y postedastudio de expresion de

genes.

5.2.2. Sujetos control

Consistié de un grupo de 25 individuos voluntaribé,hombres y 11 mujeres,
procedentes de Salud Laboral. Se les realizaromrmlamas extracciones y estudios
analiticos que al grupo quirdrgico con la excepadi@nla muestra de tejido para la

realizacion de determinaciones histopatologicas.

5.2.3. Agrupacion de pacientes

La muestra de pacientes (casos) se categorizaralo®igrupos: Sintomaticos
(aquellos que habian sufrido algun episodio de ams@ifugax, accidente isquémico
transitorio o accidente cerebrovascular establ@gydasintomaticos (sin antecedentes
neurologicos) pero que presentaron una estenosisidsa superior al 70% con una
prueba de imagen.

En cuanto al andlisis de los resultados, se hasidemado tres formas de
agrupar los sujetos que se describen a continuacién

— Controles, Asintomaticos y Sintomaticos (ClasificacA)
— Controles y Enfermos (Clasificacion B)
— Asintomaticos y Sintomaticos (Clasificacion C)
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5.3. Materiales y variables a estudio

5.3.1. Historia clinica

La Historia clinica que se realizé a todos los @ateis y controles (en éstos
altimos solo se recogieron datos demograficos gremédades concomitantes) incluidos
en el estudio fue contrastada con los informes co&dque ellos aportaban, lo que

acentua la mayor validez de los datos.

Las variables recogidas en nuestra base de dawenflas siguientes (se

muestra el modelo de recogida de datos en el Ahexo

— Edad (afios) y sexo

- Factores de riesgo y antecedentes patologicos: sex@o al tabaco,
enfermedades del sistema nervioso, enfermedad isiga, enfermedad
coronaria, aterosclerosis, diabetes mellitus (DMpfermedad renal,
enfermedades reumatoldgicas, hipertension arterrdermedad pulmonar

obstructiva crénica (EPOC), asma

— Tratamiento con: estrogenos, acido acetilsalicilicotros antiagregantes
plaquetarios (clopidogrel, triflusal), otros antiiimatorios no esteroideos
(AINE), estatinas, anticoagulantes (Sintrom® y/@dréna de bajo peso

molecular)
— Sintomatologia neurologica

— Pruebas de imagen (eco-doppler, angiografia conwaalc angio-TAC o
angio-RMN)

— Tipo de infarto isquémico (hemisférico o lacunar)
— Tiempo de evolucién desde el ictus hasta la intexiéa quirdrgica (dias)

- Grado de estenosis carotidea medido por ecograialet.
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5.3.2. Determinaciones analiticas

5.3.2.1. Medida de parametros en suero

Las muestras de sangre obtenidas en tubo de gelrdinoagulante se
centrifugaron, se alicuotaron y se congelaron &Ggfara su posterior analisis.

Las mediciones en suero se realizaron en el alipatar Cobas C711 Hitachi
de Roche DiagnostiBsmediante los reactivos proporcionados por RoclagmisticE,
a excepcion del colesterol LDL (mg/dL) que se obtde forma calculada mediante el
la formula de Friedwald. El resto de los parametmmalizados fueron glucosa (método
enzimatico colorimétrico de la hexoquinasa, mg/dita (método de ureasa-GLDH,
mg/dL), creatinina (método cinético de Jaffé, mg/dtiglicéridos (método enzimatico
colorimétrico GPO-PAP con 4-aminofenazol, mg/dL)plesterol total (método
enzimatico colorimétrico CHOD-PAP, mg/dL), colesteHDL (método enzimatico
colorimétrico homogéneo con 4-aminoantipirina, rhg/dproteinas totales (método
colorimétrico de Biuret, g/dL), y proteina C resmati (PCR) (método

inmunoturbidimérico, mg/L).

5.3.2.2. Medida de parametros en plasma

Las muestras de sangre obtenidas en tubo con ERTAestrifugaron, se
alicuotaron con BHT (500mM en etanol 96%) en projaor 1:1000 y se congelaron a -
80°C para su posterior analisis.

En plasma se realizo la determinacion de los sigeseparametros:

- Mieloperoxidasa (MPO) (ng/mL). Estas determinacsose realizaron
en el autoanalizador Architect de AbBoticon los reactivos
suministrados por Abbd&tt mediante método de inmunoensayo
automatizado.

- LDL oxidadas (U/L) mediante el kit de ELISA compet de
Mercodid’.
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- Beta carotenos (ug/L), retinol (vitamina A) (ug/ml3ifa tocoferol
(vitamina E) (ug/mL) y licopeno (ug/L) mediante @ratografia
liquida de alta resolucion (HPLC) en laboratorideexo (Balagué
Center).

- ApoAl y ApoB mediante nefelometria (mg/dL).

- Lipoproteina(a) mediante nefelometria (mg/dL).

- Osteopontina mediante enzimoinmunoensayo (ng/mLlakaratorio
externo (Reference).

- Vitamina C mediante HPLC (umol/L) en laboratoridezro (Balagué
Center).

- Paraoxonasa 1 (PON1) mediante un kit ELISA (ug/mL).

- Fosfolipasa A2 (sPLA2) mediante un kit ELISA (unmaid/mL).

5.3.2.3. Medida de parametros en tejido

Debido a cuestiones éticas, soOlo se recogio mudsttajido en enfermos, cuya

placa aterosclerética se extrajo mediante endattenéa carotidea como parte del

tratamiento habitual para esta enfermedad. Seibdesticontinuacion el procedimiento

de recogida y homogeneizacion del tejido.

Las variables medidas en tejido son: peroxidadigidita (TBARS), ApoD vy

expresion de genes de estrés oxidativo, ApoD y PON1

5.3.2.3.1. Recogida y homogeneizacion del tejido

Procedimiento de recogida

Las muestras de tejido fresco procedente de lartemeletomia carotidea
(placa de ateroma) se introdujeron en un recipiestéril rodeado de hielo que
era trasladado rapidamente al Servicio de AnatoRdologica. Alli, un
patdlogo procedia a separar dos partes: una pamiesistopatolégico y otra
para estudio bioquimico, que era introducida ercamenedor con nitrégeno

liquido.
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Homogeneizacion de los tejidos

Para homogeneizar el tejido se siguieron los sjesepasos:

1) Afnadir a la muestra previamente congelada TRIS-BIC10%
(peso-volumen). TRIS-HCI (TRIS-clorhidrico) es usalucion
tampdn ajustada a pH 7.4 y que se afiade a la muasdr vez
descongelada y atemperada a temperatura ambiente.

2) Anadir BHT a 5mM.

3) Homogeneizar con el homogeneizador OfN6N 3 pulsos de 10
segundos cada uno.

4) Incubar a 37°C durante una hora en agitacion.

5) Centrifugar a 4°C, 10000g durante 15 minutos.

6) Guardar el sobrenadante a -80°C.

7) Guardar el pellet (fracciéon lipidica soluble) a 280 Se va a

utilizar para la medida de lipidos peroxidados.

5.3.2.3.2.  Medida de Lipidos peroxidados (TBARS)

Procedimiento

El grado de oxidacion lipidica se realiz6 de laiggte manera:

1) Resuspender el pellet en PBS al 0.5% en propotcibrimg de
tejido original: pL afiadido). PBS es un tampon dasfsalino,
isotonico y no téxico para las células. Anadir BEHTomM y
mezclarlo mediante vortex. BHT es una solucion il
hidroxitolueno que se prepara a concentracion 500m@i
acetonitrilo y tiene propiedades antioxidantes.

2) Homogeinizar la muestra mediante sonicacion. Dee resiestra se
extraen 12uL (paso 4) para la medida de lipidosxmados y el
resto se congela a -80°C para medir proteinagsotal

3) Se realiza una curva patron con acido malonil-eiaido (MDA)
a diferentes concentraciones: 0, 1.5uM, 2.5uM, 5dB|M,
20uM, 40uM, y 80uM. EI MDA se diluye con TRIS-HCp&l 8

para obtener esta curva patron.
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4) En tubo se mezclan 12uL de estracto de tejido (ddA para la
curva patrén), 390uL de buffer glicina-HCI (0.2MpHl 3.6) y
250uL de TBA (acido tiobarbiturico) al 0.5%.

5) Incubar a 90°C durante 15 minutos.

6) Poner en hielo.

7) Centrifugar a 10000g durante 5 minutos.

8) Cargar la microplaca a razén de 3 pocillos por rmags 200uL
por pocillo.

9) Realizar la lectura de la placa a 532 nm de absorba

La medida obtenida se relacion6 con la medida deejmas totales de

cada muestra.

5.3.2.3.3.  Medida de ApoD

Se determiné mediante técnicas de inmunohistoqgaiemcel Servicio de

Anatomia Patoldgica.

Se trata de medidas semicuantitativas subjetivamees histologicos de
carotida extraida mediante endarterectomia. Seasig valores de 1 a 4 en
funciébn de la sefial obtenida en cada preparacionliame validacion

microscopica.

5.3.2.3.4. Medidas de expresion de genes

El tejido conservado en RNA Later (Qiaf¥rse lavé con PBS y se
homogeneizé con el homogeneizador OFfINTras la homogeneizacién del
tejido conservado se extrajo RNA mediante el kineial RNeasy Plus Kits
de SABiosciencés que incluia columnas especificas para la elindmacle
minimas trazas de DNA gendmico. Posteriormentereaizaron analisis de
expresion de genes relacionados con estrés oxadaiddiante arrays (ABI 7500
Fast y ABI 7900HT de SABiosciené®s
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Los PCR Arrays son herramientas para analizar paesion de un panel
concreto de genes utilizando la reaccién en cadenéa polimerasa (PCR)
cuantitativa a tiempo real, que amplifica y simoétamente cuantifica la

cantidad de RNA mensajero.

Para posteriormente analizar los arrays se reahzanoles de muestras.
Se hicieron cuatro pooles atendiendo a las sigesentaracteristicas:
sintomaticos, asintomaticos, valores mas bajos peDAen tejido (1 y 2) y

valores mas altos de ApoD en tejido (3 y 4).

En la misma muestra se analiz6 la expresion de ApBON1 mediante

PCR cuantitativa a tiempo real. En este caso meazaron pooles.

5.4. Distribucion de pacientes en base a las variablestadiadas

Se han realizado tres formas diferentes de andhsavariables en base a las
siguientes agrupaciones del total de individuagdds en el estudio (n= 69):

- Controles (n=25), Asintomaticos (n=20) y Sintoit@d (n=24).

- Controles (n=25) y Enfermos (sintomaticos y asimticos) (n=44).

- Asintomaticos (n=20) y Sintomaticos (n=24).

5.5. Andlisis estadistico

Todos los datos recogidos de la poblacién estudiadatrodujeron en una base
de datos Microsoft Exc& Posteriormente fueron analizados en la Unidad de
Investigacion del Hospital Clinico Universitario déalladolid mediante el paquete
estadistico SPSS/ersion 18.0.

En el analisis descriptivo se presentaron los datotablas de frecuencia. Las
variables categodricas se describen como frecuegcias cuantitativas como media y
desviacion estandar en el caso de utilizar prugaaameétricas y mediana y rango

intercuartil en el caso de utilizar pruebas no petaicas. Tras realizar un estudio de
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distribucion (normalidad) de las variables contswyaen funcion del resultado, se
utilizaron pruebas paramétricas 0 no paramétri€as.establecié que la relacion es
estadisticamente significativa si p es inferiofGb0

Las pruebas o test utilizados para analizar loglteetos se detallan al pie de

cada tabla de resultados en el siguiente apartado.
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6. RESULTADOS
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6.1. Estudio descriptivo de caracteristicas demograficas

En este apartado se describen las caracterisgdaslds los individuos incluidos
en el estudio en lo que se refiere a edad y seatores de riesgo, antecedentes
patolégicos, tratamientos farmacoldgicos, sintofogia neruroldgica, tiempo de
evolucion desde el ictus hasta la intervencionigigica, pruebas de imagen y grado de
estenosis carotidea.

Se han organizado los resultados en tres tablaacwrdo a las tres formas de

analizar los datos que se ha realizado, como ydaseomentado anteriormente

(apartado 5.4 Distribucién de pacientes en basesavkriables estudiadas

6.1.1. Controles, Asintomaticos y Sintomaticos

CONTROL | ASINTOMATICOS | SINTOMATICOS |

(n=25) (n=20) (n=24) p valor
EDAD" (afios) 59,32 (9,49) 74,47 (8,13) 75,46 (5,28) <0,001
SEXO” (Varones) 56% (14) 95% (19) 83,3% (20) 0,006
FUMADOR® 44% (11) 100% (8) 55% (6) 0,005
ENF. SISTEMA NERVIOSO® 0% (0) 10,5% (2) 4,3% (1) 0,175
ENF. PSIQUIATRICA® 4% (1) 10% (2) 0% (0) 0.194
ENF.
CORONARIA/CARDIOPATIA
ISQUEMICA? 0% (0) 50% (10) 33,3% (8) <0,001
ATEROSCLEROSIS?® 4% (1) 75% (15) 54.2% (13) <0,001
DIABETES MELLITUS? 4% (1) 30% (6) 50% (12) 0,001
ENF. RENAL® 8% (2) 20% (4) 8,3% (2) 0,409
ENF. REUMATOLOGICA® 4% (1) 33,3% (3) 25% (2) 0,061
HTA? 0% (0) 90% (18) 95,8% (23) <0,001
EPOC’® 0% (0) 10,5% (2) 16,7% (4) 0,046
AAS/ANTIAGREGANTES® 4% (1) 85% (17) 96% (23) <0,001
AINE® 4% (1) 15% (3) 13% (3) 0,374
ESTATINAS® 16% (4) 85% (17) 100% (23) <0,001
ANTICOAGULANTES® 0% (0) 25% (5) 20,8% (5) 0,007

Tabla 3.- Caracteristicas demograficas: edad, sexo, fstale riesgo y antecedentes patoldgicos,
tratamientos y grado de estenosis. Se muestraemajes con el nimero de pacientes (entre parghtesi
excepto en la edad, donde se muestran medias cesgiacion estandar (entre paréntesis).

p valor: Significacién estadistica mediante pruetea Kruskal-Wallis, prueba de Chi-cuadrado de

Pearsofy razén de verosimilituddso estadistico exacto de FisherRelacién estadisticamente
significativa si p es inferior a 0,05.

Entre los grupos Control, Asintomaticos y Sintolc@di se observan diferencias

estadisticamente significativas en el caso de kd,edexo, fumador, enfermedad
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Edad (afios)

coronaria o cardiopatia isquémica, aterosclerodiabetes mellitus, hipertensién

arterial, EPOC, farmacos antiagregantes, estajif@snacos anticoagulantes.

FUMADOR

100%
90%
EDAD g%
70%
100 60%
80 T T 50%
60 T 40%
40 30%
20%

20
10%
0 0%

CONTROL ASINTOMATICOS SINTOMATICOS CONTROL ASINTOMATICOS SINTOMATICOS

Figura 16. Se representan los datos referentes a la edas) (gfeola caracteristica de ser fumador o no
(porcentaje) en los grupos Control, Asintomatic&ntomaticos.

En lo referente a la presencia de clinica neurobgoélamente se puede
describir en el grupo de Sintométicos y la distibo seria la siguiente: del total de 24
individuos con sintomatologia neurolégica, 11 swln un accidente isquémico
transitorio (AIT), lo que supone un 45,8%, 11 rfsh un accidente cerebrovascular
agudo (ACV), lo que supone un 45,8% y 4 sufrienmaarosis fugax, lo cual supone un
16,7%. Como se puede apreciar, dos de los indigsidugieron mas de un tipo de

sintomatologia.

mAIT
mACY

Amaurosis fugax

Figura 17. Se representan los datos referentes al tipo dealheuroldgica (porcentaje) en el grupo de
Sintomaticos.
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En el grupo de Sintomaticos, el intervalo de tieraptre la presencia de clinica
y la intervencion quirdrgica fue de 3 a 90 dias) una mediana de 16 dias y un rango
intercuartil de 13-30 dias.

6.1.2. Controles y Enfermos

CONTROL ENFERMOS |
(n=25) (n=44) p vaior
EDAD' (afios) 59,32 (9,49) 75,02 (6,62) <0,001
SEXO? (Varones) 56% (14) 88,6% (39) 0,002
FUMADOR” 44% (11) 73,7% (14) 0,049
ENF. SISTEMA NERVIOSO® 0% (0) 7,1% (3) 0,288
ENF. PSIQUIATRICA® 4% (1) 4,5% (2) 1
ENF.
CORONARIA/CARDIOPATIA
ISQUEMICA® 0% (0) 40,9% (18) <0,001
ATEROSCLEROSIS? 4% (1) 63,6% (28) <0,001
DIABETES MELLITUS” 4% (1) 40,9% (18) 0,001
ENF. RENAL® 8% (2) 13,6% (6) 0,701
ENF. REUMATOLOGICA® 4% (1) 29,4% (5) 0,032
HTA® 0% (0) 93,2% (41) <0,001
EPOC® 0% (0) 14% (6) 0,078
AAS/ANTIAGREGANTES® 4% (1) 90,9% (40) <0,001
AINE® 4% (1) 14% (6) 0,248
ESTATINAS® 16% (4) 93% (40) <0,001
ANTICOAGULANTES® 0% (0) 22,7% (10) 0,011

Tabla 4.- Caracteristicas demograficas: edad, sexo, fstale riesgo y antecedentes patoldgicos,
tratamientos y grado de estenosis. Se muestraemajes con el niumero de pacientes (entre parghtesi
excepto en la edad, donde se muestran medias cesgiacion estandar (entre paréntesis).

p valor: Significacién estadistica mediante pru€lgara igualdad de medfagprueba de Chi-cuadrado de
Pearsoho estadistico exacto de FishéRelacion estadisticamente significativa si pnésrior a 0,05.

Entre los grupos Control y Enfermos se observératicias estadisticamente
significativas en el caso de la edad, sexo, fumagtdermedad coronaria o cardiopatia
isquémica, aterosclerosis, diabetes mellitus, emdad reumatoldgica, hipertension

arterial, farmacos antiagregantes, estatinas yad@osanticoagulantes.

En lo referente a la presencia de clinica neurcddgdlamente se puede
describir en el grupo de Enfermos y la distribucé@mia la siguiente: del total de 44
individuos con aterosclerosis carotidea, en 24 ¢tes eaparecieron sintomas

neurologicos, lo que supone un 54,4%.
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W Sintométicos

Asintomaticos

Figura 18. Se representan los porcentajes de pacientes msititos y sintomaticos en el grupo de
Enfermos.

De estos 24 individuos, 11 sufrieron un accidesgaémico transitorio (AIT), lo
que supone un 25% del total de enfermos, 11 sofrien accidente cerebrovascular
agudo (ACV), lo que supone un 25% y 4 sufrieron wosis fugax, lo cual supone un
9%. Como se puede apreciar, dos de los individuegerbon mas de un tipo de

sintomatologia.

6.1.3. Asintomaticos y Sintomaticos

ASINTOMATICOS SINTOMATICOS |
(n=20) (n=24) p valor

EDAD" (afios) 74,47 (8,13) 75,46 (5,28) <0,001
SEXO” (Varones) 95% (19) 83,3% (20) 0,006
FUMADOR® 100% (8) 54,5% (6) 0,045
ENF. SISTEMA
NERVIOSO?® 10,5% (2) 4,3% (1) 0,581
ENF. PSIQUIATRICA® 10% (2) 0% (0) 0,201
ENF.
CORONARIA/CARDIOPAT
iA ISQUEMICA? 50% (10) 33,3% (8) 0,263
ATEROSCLEROSIS® 75% (15) 54,2% (13) 0,153
DIABETES MELLITUS® 30% (6) 50% (12) 0,179
ENF. RENAL® 20% (4) 8,3% (2) 0,387
ENF. REUMATOLOGICA® 33,3% (3) 25% (2) 1
HTA® 90% (18) 95,8% (23) 0,583
EPOC® 10,5% (2) 16,7% (4) 0,678
AAS/ANTIAGREGANTES® 85% (17) 96% (23) 0,015
AINE® 15% (3) 13% (3) 1
ESTATINAS® 85% (17) 100% (23) 0,092
ANTICOAGULANTES® 25% (5) 20,8% (5) 1
ESTENOSIS >70%" 94,7% (18) 100% (24) 0,442

Tabla 5.- Caracteristicas demograficas: edad, sexo, fstale riesgo y antecedentes patoldgicos,
tratamientos y grado de estenosis. Se muestraemajes con el nimero de pacientes (entre parghtesi
excepto en la edad, donde se muestran medias cesgiacion estandar (entre paréntesis).

p valor: Significacion estadistica mediante pruele Kruskal-Walli§, prueba de Chi-cuadrado de

Pearsofy razén de verosimilituddso estadistico exacto de FisherRelacion estadisticamente
significativa si p es inferior a 0,05.

120



Entre los grupos Asintomaticos y Sintomaticos deseovan diferencias

estadisticamente significativas en el caso de lad.edexo, fumador y farmacos

antiagregantes.

130%
0%
0%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

g

P
S

e
v

EDAD

ASINTOMATICOS

100%
80%
60%
40%

20%

SEXO

SINTOMATICOS

0%

ASINTOMATICOS

FUMADOR

96%
94%
92%
90%
88%
86%
84%
82%
80%
78%

ASINTOMATICCS

SINTON ATICOS

SINTOMATICOS

ANTIAGREGANTES

ASINTOMATICOS SINTOMAT COS

Figura 19. Se representan los datos referentes a la edas) (a0, a la caracteristica de ser fumador o
no y al consumo de antiagregantes en los grupogokséaticos y Sintomaticos (porcentajes).
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En este apartado se ha considerado incluir el datgrado de estenosis, siendo
éste mayor del 70% en el 100% de los paciente®nséticos, mientras que en
asintomaticos representa el 94,7%.

ESTENOSIS >70%

100%
95%
90%

85%

80%

ASINTOMATICOS W SINTOMATICOS

Figura 20. Se representan los porcentajes de pacientes ggenpan estenosis carotidea superior al 70%
en los grupos Asintomaticos y Sintomaticos.

6.2. Estudio de variables analiticas medidas en sueroptasma

Para analizar los parametros medidos en suercsmplase han realizado cuatro

apartados, los cuales incluyen:

Variables bioquimicas I:

Triglicéridos, colesterol total, LDL, HDL, proteimaotales, urea, creatinina

y glucosa.

- Variables bioquimicas II:

ApoAl, ApoB, osteopontina, lipoproteina (a) y fdgfasa A2.

— Variables de oxidacion e inflamacion:

PCR, mieloperoxidasa y LDL oxidadas.

— Variables de antioxidacion:

[-caroteno, vitamina A, vitamina E, vitamina C, i@mo y paraoxonasa-1.
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6.2.1. Controles, Asintomaticos y Sintomaticos

CONTROL ASINTOMATICOS | SINTOMATICOS p valor
(n=25) (n=20) (n=24)

Triglicéridos (mg/dL) 93,0 (34,0) 126,7 (68,0) 88,1 (46.,7) 0,249
Colesterol total” (mg/dL) 207,7 (26,9) 155,6 (29,0) 129,7 (40,0) <0,001
LDL" (mg/dL) 130,2 (28,8) 92,2 (23,3) 74,3 (30,8) <0,001
HDL (mg/dL) 49,0 (15,0) 36,3 (10,8) 30,5 (10,3) <0,001
Proteinas totales (g/dL) 7,0 (0,0) 5,9 (1,0 5,8 (0,8) <0,001
Urea (mg/dL) 32,0 (12,0) 48,3 (53,2) 51,9 (40,9) <0,001
Creatinina (mg/dL) 1,0 (0,0) 1,1 (0,7) 0,9 (0,6) 0,144
Glucosa (mg/dL) 101,0 (9,0) 116,7 (31,0) 127,3 (35) <0,001
ApoAl (mg/dL) 131,0 (34,0) 106,0 (25,5) 95,0 (21,5) <0,001
ApoB* (mg/dL) 92,5 (19,1) 80,3 (15,0) 69,3 (18,9) <0,001
Osteopontina (ng/mL) 60,0 (25,0) 74,3 (60,8) 90,3 (45,4) 0,003
Lipoproteina (a) (mg/dL) - 44,7 (81,3) 62,2 (76,7) 0,557
Fosfolipasa A2 (umol/min/mL) - 5,2 (1,3) 5,5 (3,9) 0,090
PCR (mg/L) 1,0 (1,0) 1,3 (5,0) 2,0(3,5) 0,034
Mieloperoxidasa (ng/mL) 10,0 (4,0 21,8 (19,2) 23,8 (20,7) <0,001
LDL oxidadas (U/L) 83,1 (21,3) 71,2 (18,0) 65,9 (20,4) 0,015
B-Carotenos (ug/L) 380,9 (202,4) 218,0 (126,9) 261,8 (183,2) 0,009
Vitamina A* (ug/mL) 0,5(0,1) 0,5(0,2) 0,5(0,2) 0,819
Vitamina E* (ug/mL) 13,3 (3,1) 10,4 (2,1) 11,2 (3,9) 0,009
Vitamina C (umol/L) 32,2 (11,8) 25,4 (9,8) 21,7 (13,3) 0,018
Licopeno (ug/L) 115,0 (87,0) 91,0 (86,0) 92,5 (82,0) 0,438
Paraoxonasa 1 (ug/mL) 140,2 (119,1) 157,6 (124,5) 1452 (106,7) 0,907

Tabla 6.- Variables bioquimicas bésicas distribuidas erpgs Control, Asintomaticos y Sintomaticos.
Se muestran medias con desviacion estandar (emtémtpsis) en el caso de distribuciones norrhales
medianas con rango intercuartil (entre paréntesi®l caso de distribuciones no normales.

p valor: Significacion estadistica mediante ANOVA distribuciones normales y prueba de Kruskal-
Wallis en distribuciones no normales. Relaciéndistecamente significativa si p es inferior a 0,05.

Entre los grupos Control, Asintomaticos y Sintom@di se encuentran
diferencias estadisticamente significativas en adocde las siguientes variables:
colesterol total, LDL, HDL, proteinas totales, uyreglucosa, ApoAl, ApoB,
osteopontina, PCR, mieloperoxidasa, LDL oxida@asarotenos, vitamina E y vitamina

C.
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VARIABLES BIOQUIMICAS
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CONTROL ASINTOMATICOS SINTOMATICOS

Figura 21. Se representan los valores de ApoAl, ApoB y Osteoptina en los grupos Control,
Asintomaticos y Sintomaticos.

VARIABLES DE OXIDACION E INFLAMACION
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80 -
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60 -
50 - =4—PCR (mg/L)

== Mieloperoxidasa (ng/mL)

LDLoxidadas (U/L)

40 A
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o / -
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0 * . - . * .
CONTROL ASINTOMATICOS SINTOMATICOS

Figura 22. Se representan los valores de PCR, Mieloperoxigddal oxidadas en los grupos Control,
Asintomaticos y Sintomaticos.
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6.2.2. Controles y Enfermos

CONTROL

ENFERMOS

(n=25) (n=44) p valor
Triglicéridos (mg/dL) 93,0 (34,0) 105,0 (69,8) 0,799
Colesterol total” (mg/dL) 207,7 (26,9) 141,2 (37,5) <0,001
LDL" (mg/dL) 130,2 (28.8) 82,2 (28,9) <0,001
HDL (mg/dL) 49,0 (15,0) 34,0 (12,3) <0,001
Proteinas totales (g/dL) 7,0 (0,0) 5,8 (0,7) <0,001
Urea (mg/dL) 32,0 (12,0) 51,3 (45,0) <0,001
Creatinina (mg/dL) 1,0 (0,0) 1,0 (0,6) 0,056
Glucosa (mg/dL) 101,0 (9,0) 119 (29,7) <0,001
ApoAl (mg/dL) 131,0 (34,0) 98,0 (30,5) <0,001
ApoB’ (mg/dL) 92,5 (19,1) 74,5 (28,0) <0,001
Osteopontina (ng/mL) 60,0 (25,0) 83,7 (57,7) 0,001
Lipoproteina (a) (mg/dL) - 46,2 (79,9) -
Fosfolipasa A2 (umol/min/mL) - 5,3(1,3) -
PCR (mg/L) 1,0 (1,0) 2,0 (4,0 0,011
Mieloperoxidasa (ng/mL) 10,0 (4,0) 22,5 (20,7) <0,001
LDL oxidadas (U/L) 83,1 (21,3) 69,3 (20,4) 0,004
B-Carotenos™ (ug/L) 380,9 (202,4) 242,0 (159,0) 0,003
Vitamina A’ (ug/mL) 0,5(0,1) 0,5(0,2) 0,550
Vitamina E* (ug/mL) 13,3 (3,1) 11,0 (3,0) 0,003
Vitamina C (umol/L) 32,2 (11,8) 22,1 (10,1) 0,007
Licopeno (ug/L) 115,0 (87,0) 91,0 (84,0) 0,200
Paraoxonasa 1 (ug/mL) 140,2 (119,1) 148,3 (114,6) 0,854

Tabla 7.- Variables bioquimicas basicas distribuidas empgs Control y Enfermos. Se muestran medias
con desviacién estandar (entre paréntesis) ensel da distribuciones normateg medianas con rango

intercuartil (entre paréntesis) en el caso deildigtiones no normales.

p valor: Significacion estadistica mediante pru€lmara igualdad de medias en distribuciones nosnale
prueba de Mann-Whitney en distribuciones no normdRelacion estadisticamente significativa si p es

inferior a 0,05.

Entre los grupos Control y Enfermos se encuentif@nethcias estadisticamente
significativas en el caso de las siguientes vaggbkolesterol total, LDL, HDL,

proteinas totales, urea, glucosa, ApoAl, ApoB, aggiatina, PCR, mieloperoxidasa,

LDL oxidadas B-carotenos, vitamina E y vitamina C.
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VARIABLES BIOQUIMICAS |
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Figura 23. Se representan los valores de Colesterol total,, IHDL, Proteinas totales, Urea y Glucosa
en los grupos Control y Enfermos.

VARIABLES BIOQUIMICAS II
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Figura 24. Se representan los valores de ApoAl, ApoB y Ostetipa en los grupos Control y
Enfermos.
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Figura 25. Se representan los valores de PCR, Mieloperoxigda$a oxidadas en los grupos Control y

Enfermos.
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Figura 26. Se representan los valorpsarotenos, Vitamina E y Vitamina C en los grupanitol y

Enfermos.
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6.2.3. Asintomaticos y Sintomaticos

ASINTOMATICOS SINTOMATICOS p valor
(n=20) (n=24)

Triglicéridos (mg/dL) 126,7 (68,0) 88,1 (46,7) 0,089
Colesterol total” (mg/dL) 155,6 (29,0) 129,7 (40,0) 0,012
LDL" (mg/dL) 92,2 (23,3) 74,3 (30,8) 0,043
HDL (mg/dL) 36,3 (10,8) 30,5 (10,3) 0,082
Proteinas totales (g/dL) 5,9 (1,0) 5,8 (0,8) 0,126
Urea (mg/dL) 48,3 (53,2) 51,9 (40,9) 0,951
Creatinina (mg/dL) 1,1 (0,7) 0,9 (0,6) 0,540
Glucosa (mg/dL) 116,7 (31,0) 127,3 (35) 0,096
ApoAl (mg/dL) 106,0 (25,5) 95,0 (21,5) 0,045
ApoB* (mg/dL) 80,3 (15,0) 69,3 (18,9) 0,044
Osteopontina (ng/mL) 74,3 (60,8) 90,3 (45,4) 0,308
Lipoproteina (a) (mg/dL) 44,7 (81,3) 62,2 (76,7) 0,557
Fosfolipasa A2 (umol/min/mL) 5,2 (1,3) 5,5 (3,9) 0,090
PCR (mg/L) 1,3 (5,0) 2,0 (3,5 0,554
Mieloperoxidasa (ng/mL) 21,8 (19,2) 23,8 (20,7) 0,635
LDL oxidadas (U/L) 71,2 (18,0) 65,9 (20,4) 0,514
B-Carotenos™ (ug/L) 218,0 (126,9) 261,8 (183,2) 0,433
Vitamina A” (ug/mL) 0,5(0,2) 0,5(0,2) 0,756
Vitamina E* (ug/mL) 10,4 (2,1) 11,2 (3,9) 0,418
Vitamina C (umol/L) 25,4 (9,8) 21,7 (13,3) 0,302
Licopeno (ug/L) 91,0 (86,0) 92,5 (82,0) 0,917
Paraoxonasa 1 (ug/mL) 157,6 (124,5) 145,2 (106,7) 0,679

Tabla 8.- Variables bioquimicas basicas distribuidas enpgs Asintomaticos y Sintomaticos. Se
muestran medias con desviacién estandar (entratpai®) en el caso de distribuciones norniajes
medianas con rango intercuartil (entre paréntesi®l caso de distribuciones no normales.

p valor: Significacion estadistica mediante ANOVA distribuciones normales y prueba de Mann-
Whitney en distribuciones no normales. Relaciéadisticamente significativa si p es inferior a 0,05

Entre los grupos Asintomaticos y Sintomaticos seuentran diferencias
estadisticamente significativas en el caso de itasentes variables: colesterol total,
LDL, glucosa, ApoAl y ApoB.
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VARIABLES BIOQUIMICAS |
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Figura 27. Se representan los valores Colesterol total, LDGlycosa en los grupos Asintomaticos y
Sintométicos.
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Figura 28. Se representan los valores de ApoAl y ApoB egiopos Asintomaticos y Sintomaticos.
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6.3. Estudio de variables en tejido

6.3.1. TBARS

La comparacion de TBARS entre los grupos Asintorndtiy Sintomaticos

resulto estadisticamente significativa.

ASINTOMATICOS (n=20) SINTOMATICOS (n=24) p valor
9,21 (6,09) 12,73 (7,38) 0,009

Tabla 9.- Valores de TBARS (nmol/mg) distribuidos en grspésintomaticos y
Sintomaticos. Se muestran medianas con rango irgiic(entre paréntesis).

p valor: Significacion estadistica mediante pruelea Mann-Whitney (distribucion no
normal). Relacion estadisticamente significativa es inferior a 0,05.

30

]
u
1

[}
=]
1

TBARS (nmol/mg)
=
wu

=
=]
1

ASINTOMATICOS SINTOMATICOS

Figura 29. Se representan los valores de TBARS en los gripimsomaticos y Sintomaticos.

6.3.2. ApoD

La comparacion de ApoD entre los grupos Asintorodtig Sintomaticos no

resulté estadisticamente significativa.

ASINTOMATICOS (n=20) SINTOMATICOS (n=24) p valor
2(3) 4(2) 0,082

Tabla 10.- Valores de ApoD distribuidos en grupos Asintaowd y Sintomaticos. Se
muestran medianas con rango intercuartil (entrérpesis).

p valor: Significacion estadistica mediante pruelea Mann-Whitney (distribucion no
normal). Relacion estadisticamente significativa es inferior a 0,05.
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Imagen 6 Estria lipidica. Cuantificaciéon de ApoDIimagen 7. Placa aterosclerotica con cuantificacion
grado 1. Tincién inmunohistoquimica para ApolOde ApoD grado 2. Tincidon inmunohistoquimica
40X. para ApoD. 40X.
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Imagen 8 Placa aterosclerética con cuantificaciohnagen 9 Placa ateros'cle'r,c’)tic_a con cqantifigac_ic’m
de ApoD grado 3. Tincién inmunohistoquimic&® ApPoD grado 4. Tincion inmunohistoquimica
para ApoD. 40X. para ApoD. 10X.

Imagen 1Q Placa  aterosclerdtica con
cuantificacion de ApoD grado 4. Tincion
inmunohistoquimica para ApoD. 40X.
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6.3.3. Medida de expresion de genes

En los apartados siguientes se muestran los rdesltabtenidos de los estudios

correspondientes a la medida de expresion de genetejido carotideo. Se ha

considerado analizar la expresion de un grupo daegyeelacionados con el estrés

oxidativo, ApoD y PONL1. En este ultimo caso, losuitados fueron desestimados

debido a la escasa presencia de mRNA, debido pevhehte a la alta calcificacion del

material analizado.

6.3.3.1.Genes relacionados con el estrés oxidativo

- Comparacion entre los grupos Asintomaticos y Sinmaticos

En el estudio de expresion de genes relacionadoglcestrés oxidativo
se ha analizado la expresion de RNA mensajero destéos genes que se
muestran a continuacion en la tabla. ;D@dica el numero de ciclos de
amplificacion que son necesarios para detectarNéh\,Ror lo tanto, cuanto

menor sea el valor DOmayor cantidad de RNA esta presente en la muestra

Para comparar la expresion en dos grupos diferestematicos y
asintomaticos, se calculan los valores de expre@aron de cambio o RQ).

DDC; es la diferencia entre R@e los dos grupos que queremos comparar.
RQ = 4-DDCY

Hemos considerado que son significativos para lor d& incremento o
decremento de expresion del 150%, por tanto, valdeeRQ por debajo de 0,75
o por encima de 1,50. No obstante, consideramomalgr importancia los
valores mayores de 200% (RQ por debajo de 0,50 emqpmma de 2,00).

De esta manera, podemos describir que en pacisimisnaticos, con
referencia a los pacientes asintomaticos, se iramtaria expresion de los genes
sombreados en rojo y se expresan menos los gendgsesawlos en verde. Los
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genes que no estan sombreados consideramos queneo una expresion

significativamente diferente entre los dos grupegacientes.

Gen DCt SINTOMATICOS DCt ASINTOMATICOS RQ
APOE 4,21 2,83 0,38
SOD3 5,98 4,93 0,48
CSDE1 5,38 4,55 0,56
SOD1 2,81 2,01 0,57
DUSP1 4,13 3,35 0,58

PDLIM1 4,62 3,93 0,62
SCARAS3 8,71 8,05 0,63
PRDX2 6,93 6,28 0,63
PRNP 9,14 8,52 0,65
GPX3 5,64 5,03 0,65
TXNRD1 5,52 4,94 0,66
MGST3 3,20 2,65 0,67
MPV17 5,75 5,24 0,70
CYBA 4,62 4,18 0,73
GPX4 3,69 3,26 0,74

CAT 5,97 5,54 0,74

RNF7 5,57 5,15 0,75
ATOX1 4,05 3,66 0,76

CCs 8,07 7,71 0,78
PRDX6 5,05 4,72 0,79
SEPP1 3,76 3,54 0,86
STK25 7,69 7,50 0,87
GPX1 1,58 1,40 0,88
PXDN 4,97 4,80 0,88
PRDX5 4,48 4,31 0,88
OXSR1 6,90 6,76 0,90
MSRA 7,01 6,91 0,93
GTF2I 5,07 5,00 0,95

GLRX2 5,59 5,53 0,95
PRDX4 5,46 5,42 0,97

SELS 6,55 6,52 0,97
PRDX1 5,96 5,94 0,98
PRDX3 4,42 4,42 1,00
GSTZ1 7,94 7,95 1,00

DHCR24 8,24 8,26 1,01
FOXM1 7,80 7,83 1,02
OXR1 5,91 5,99 1,06
GPR156 8,83 8,97 1,10
CCL5 6,41 6,65 1,18
NCF2 591 6,17 1,20
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NOX5 7,97 8,28 1,23
TTN 7,67 8,01 1,26
MPO 8,21 8,58 1,29
TXNRD2 5,58 5,97 1,31
PNKP 7,78 8,18 1,31
DUOX1 6,97 7,38 1,33
NCF1 6,54 6,97 1,33
GSS 6,90 7,34 1,34
AOX1 7,32 7,75 1,35
GPX5 7,68 8,14 1,37
PREX1 8,79 9,27 1,39
SOD2 2,85 3,35 1,41
BNIP3 5,83 6,37 1,45
PXDNL 8,01 8,57 1,47
ALB 7,04 7,62 1,49
SIRT2 8,02 8,64 1,53
SFTPD 10,38 11,03 1,56
PIP3-E 7,81 8,48 1,58
CYGB 8,28 9,01 1,66
NMES5 7,08 7,82 1,66
PTGS1 6,86 7,61 1,67
MTLS 7,41 8,16 1,67
SRXN1 8,55 9,34 1,72
PRG3 8,12 8,93 1,74
GPX2 8,17 8,98 1,75
DGKK 7,86 8,76 1,87
ALOX12 7,80 8,72 1,89
GPX7 6,33 7,26 1,91
NUDT1 7,87 8,88 2,01
MBL2 7,24 8,28 2,05
ANGPTL7 7,64 8,71 2,09
MT3 8,72 9,83 2,14
PTGS2 5,59 6,72 2,18
EPX 7,72 8,86 2,21
EPHX2 7,58 8,79 2,30
GSR 9,52 10,81 2,44
NOS2A 5,67 6,97 2,46
DUOX2 9,74 11,08 2,52
LPO 7,16 8,52 2,56
TPO 7,87 9,32 2,72
SGK2 8,84 10,65 3,49
GPX6 8,02 9,96 3,85
KRT1 7,79 9,94 4,43
TXNDC2 8,50 14,26 54,17

Tabla 11.- Comparacion de la expresién de genes relacionasloglcestrés oxidativo entre los
grupos Sintomaticos y Asintomaticos.
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Genes con menor nivel de expresion en sintométicqee en asintomaticos

CAT
GPX4
CYBA

MPV17
MGST3
TXNRD1
GPX3
PRNP
PRDX2
SCARA3
PDLIM1
DUSP1
SOoD1
CSDE1
SOD3

APOE

Figura 30. Se representan los valores RQ de expresion deydoes cuya expresiébn es menor en
Sintomaticos que en Asintomaticos.
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Genes con mayor nivel de expresion en sintomaticqee en asintomaticos

LE{] eler] \_

KRTL1
GPXE
5GK2
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DUOX2
NOSZA
&SR
EPHX2
EPX
PTGS2
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MIVIES
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| | |
0 1 z 3 4 5 5 45 50 55

Figura 31. Se representan los valores RQ de expresion deydnes cuya expresiéon es mayor en
Sintomaticos que en Asintomaticos.
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- Comparacion entre los grupos ApoD elevada y Apobaja

En el estudio de expresion de genes relacionadoglcestrés oxidativo
se ha estudiado la expresion de RNA mensajero diesttbs genes que se
muestran a continuacion en la tabla. Para los eslde expresion calculados
(RQ, ya comentado anteriormente) en la comparakevés dos grupos, ApoD
elevada en tejido y ApoD baja en tejido, hemos idemado que son
significativos para un valor de incremento o de@eto de expresion del 150%,
por tanto, valores de RQ por debajo de 0,75 o poimea de 1,50. No obstante,
consideramos de mayor importancia los valores nesyole 200% (RQ por
debajo de 0,50 o por encima de 2,00).

De esta manera, podemos describir que en paciemte8poD elevada,
con referencia a los pacientes con ApoD baja, $eesmpresan los genes
sombreados en rojo y se expresan menos los gendgsesawlos en verde. Los
genes que no estan sombreados consideramos queneo una expresion

significativamente diferente entre los dos grup@pakcientes.

Gen DCt ApoD ELEVADA DCt ApoD BAJA RQ

DUOX2 12,33 9,70 0,16
ALOX12 10,05 7,92 0,22
LPO 9,32 7,29 0,24
DGKK 9,64 7,61 0,24
MPO 9,70 7,68 0,24
ANGPTL7 9,56 7,59 0,25
MTLS 8,43 6,63 0,28
SGK2 10,38 8,62 0,29
NOS2A 7,07 5,36 0,30
TXNDC2 9,92 8,28 0,32
SRXN1 9,55 7,97 0,33
TPO 9,49 7,92 0,33
DUOX1 8,13 6,67 0,36
EPHX2 8,64 7,22 0,37
GSR 11,39 9,98 0,37
TTN 8,57 7,18 0,38
GPX6 9,52 8,15 0,38
MBL2 8,99 7,63 0,38
EPX 8,96 7,62 0,39

ALB 8,37 7,06 0,40

137



MT3 9,94 8,64 0,40
PRG3 9,83 8,56 0,41
AOX1 8,01 6,81 0,43
GPX5 8,50 7,36 0,45
SFTPD 11,78 10,70 0,47
NOX5 8,43 7,36 0,47
NMES5 7,97 6,90 0,47
PIP3-E 8,76 7,74 0,49
GPX2 9,35 8,44 0,53
PNKP 8,22 7,33 0,54
FOXM1 7,88 7,01 0,54
OXSR1 7,30 6,45 0,55
GSTZ1 8,09 7,28 0,57
CYGB 8,95 8,18 0,58
NCF1 7,08 6,38 0,61
OXR1 6,19 5,51 0,62
SOD1 2,74 2,08 0,63

DHCR24 9,07 8,41 0,63
PRDX2 6,92 6,28 0,64
PXDNL 8,57 7,95 0,65

GSS 7,31 6,71 0,65
GLRX2 6,07 5,48 0,66
SELS 6,61 6,02 0,66
PRDX3 4,82 4,23 0,66
SIRT2 8,40 7,84 0,67
STK25 7,50 7,04 0,72

SCARA3 8,86 8,43 0,74

GPX7 6,92 6,54 0,77

GPR156 9,42 9,07 0,78
PRDX4 5,51 5,17 0,78
PDLIM1 4,16 3,85 0,80
PXDN 4,67 4,39 0,82
CSDE1 4,89 4,63 0,83
MPV17 5,46 5,20 0,83
NUDT1 8,69 8,44 0,83

RNF7 5,34 511 0,85

KRT1 8,50 8,28 0,86
TXNRD1 5,43 5,24 0,87
GTF2I 4,97 4,78 0,87
PTGS1 6,94 6,75 0,88
PRDX6 4,91 4,77 0,91
MGST3 3,07 2,94 0,91
PRDX1 6,24 6,14 0,93
PTGS2 5,97 5,90 0,95

PRNP 8,61 8,62 1,01

BNIP3 6,35 6,38 1,02
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CCSs 7,91 7,95 1,03
ATOX1 3,95 4,03 1,05
MSRA 6,71 6,79 1,05

TXNRD2 5,76 5,87 1,07

CAT 5,38 5,62 1,18
PRDX5 4,28 4,58 1,23
PREX1 8,78 9,11 1,25
SOD3 4,88 5,28 1,32
CCL5 6,24 6,65 1,32
GPX4 3,04 3,46 1,34
NCF2 5,59 6,09 1,41
GPX3 4,96 5,56 1,51
GPX1 1,34 2,21 1,83
DUSP1 3,00 3,88 1,83
CYBA 3,73 4,83 2,14
SEPP1 2,79 4,04 2,37
SOD2 2,24 3,84 3,02
APOE 2,41 5,00 6,03

Tabla 12.- Comparacion de la expresion de genes relacionamtoglcestrés oxidativo entre los

grupos ApoD elevada y ApoD baja.

APOE

SOD2

SEPP1

CYBA

DUSP1

GPX1

GPX3

Genes con mayor nivel de expresion en sujetos copdD elevada

Figura 32. Se representan los valores RQ de expresion dgeloss con mayor nivel de expresion en
pacientes con ApoD elevada que en pacientes cob Apfa.
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Genes con menor nivel de expresién en sujetos copadd elevada

SCARA3
SIRT2
SELS
GSS
PRDX2
SOD1
NCF1
GSTZ1
FOXM1
GPX2
NMES
SFTPD
AOX1
MT3
EPX
GPX6
GSR
DUOX1
SRXN1
NOS2A
MTL5
MPO
LPO

DUOX2

Figura 33. Se representan los valores RQ de expresién dgeloss con menor nivel de expresion en
pacientes con ApoD elevada que en pacientes cob Apa.
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6.3.3.2. Gen de ApoD

Se ha medido la expresion del gen de ApoD en taji@diante PCR
cuantitativa a tiempo real. Como se trata de magste pacientes diferentes, en
este caso, en el que no existe un grupo control eloque comparar los
resultados, no tiene sentido comparar el grupoimtersaticos respecto al de
asintomaticos o viceversa.

Por esta razon, se ha calculado para cada grupala 2

y se ha
realizado el t-test de Student para determinaxisien diferencias significativas.
En este caso, tal y como se muestra en la Figyrad @iferencias no resultaron

significativas.

Por otra parte, se ha considerado la comparaciotasianedias de
expresion del gen de ApoD entre los grupos Asintmos (DCt=16,21) y
Sintomaticos  (DCt=16,15), no obteniéndose tampocceesultados
estadisticamente significativos.

Te-4 -

8e-5 1 .

6e-5 4

-ACE

~

\
4e-5 1

2e-5+

. -

Asintomatico Sintomatico

Figura 34. Se muestran los datos de expresion del gen de Agpopacientes asintomaticos y
sintomaticos. Valores de las medianas: Asintométic@4- 16 y Sintomaticos 1,30- 10
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6.3.3.3. Gen de PON1
No se obtuvieron resultados comparables entredegydupos ya que no

se sobrepasaba el nivel umbral de deteccion déclaca en ninguna de las

muestras.
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7. DISCUSION
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La aterosclerosis carotidea es una enfemedad apm@secuencias pueden
afectar a al territorio cerebral en un momento d&ddctus es una de las principales
causas de muerte que conllevan una incapacidadgtdeeaa. La mayoria de los ictus
son isquémicos y casi una tercera parte son debidwsermedad carotidea. El primer
mecanismo de ictus relacionado con arteria car@glan evento ateroembdlico que

proviene de la ruptura de una placa ateroscleritestable (251).

Los factores implicados en la patogenia del ictgsi@mico de origen carotideo
son basicamente el estado de la circulacion imeacal, el grado de estenosis de la
arteria carétida interna y la morfologia de la pla€s conocido que en la modificacion
de estos factores influyen, por una parte, lostbaly antecedentes patologicos de los
individuos y por otra parte, los cambios de un&éesd parametros que podemos medir,
ya sea en la circulacién sanguinea o directamamtka olaca de aterosclerosis. En
nuestro estudio hemos realizado un amplio anasisstos parametros, tal y como se

ha expuesto en el apartado de resultados.

7.1. Caracteristicas demograficas

El objetivo de las Tablas 3, 4 y 5 es mostrar c@stan distribuidos los
pacientes en las diferentes clasificaciones (A, 8)yindicadas previamente. De esta
manera podemos analizar de qué forma afectan est@netros propios de cada
paciente (edad, sexo, fumador, antecedentes petaddyg tratamientos) a las variables
estudiadas en suero o plasma y tejido carotidep gda tener en cuenta que se trata de
variables descriptivas elegidas para el presentgliesy que a la hora de compararlas
con otros estudios no tienen por qué coincidireefoima en la que se distribuyen los

grupos que hemos considerado.

Con respecto a la edad, podemos observar quedienitia entre los grupos es
significativa en las tres clasificaciones. En lasdicacion A la edad del grupo control
es considerablemente menor que la de los otrogmp®s. Esto es debido a que los
controles procedian de Salud Laboral, con lo caedarata de trabajadores en activo vy,

por tanto, mas jovenes que la media de los enfersubstados. Las diferencias entre
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asintomaticos y sintomaticos también son signifieat siendo mayor la media de edad

en el grupo de sintoméaticos, lo cual concuerdaesbudios previos (252).

La proporcion de varones en nuestro estudio es mayoenfermos que en
controles en concordancia con la bibliografia (258), lo cual es légico atendiendo a
gue el sexo masculino representa un factor deaipaca la enfermedad aterosclerética
(1,253).

Respecto al habito de fumar, lo que describimosoctitnmador”, obtenemos
proporciones claramente superiores entre los enfrtanto en la clasificacion A como
en la B, lo cual concuerda con la bibliografia (22 que el tabaco supone uno de los
factores de riesgo mas importantes para la enfedhethl y como se describio
previamente. En la clasificacion C podemos obseswaro el porcentaje de fumadores
es casi el doble entre los asintomaticos, lo audica que los pacientes sintomaticos
son, probablemente, mas conscientes de su enfaimedi| riesgo que supone el
tabaco en su evolucion, por lo que habrian segwdo mas entusiasmo la
recomendacion de abandonar este habito nocivo. bévamte, no hay estudios al

respecto y lo expuesto tendria que ser demostradstadios mas amplios.

La cardiopatia isquémica y la diabetes mellitusidis de riesgo ya descritos,
son mas prevalentes en enfermos que en controlegestro estudio, tal y como se ha
descrito previamente (252,255,256). Sin embargdaelasificacion C, como se trata
de enfermos en todos los casos, no se obtienemrenlifas estadisticamente
significativas. La proporcion de diabéticos entos kenfermos (40,9%) se asemeja
bastante al 33,3% descrito en otros estudios erergas con enfermedad arterial

coronaria (257) .

La relacion de asociacion entre la aterosclerofP®C ya esta previamente
descrita (258) y en nuestro estudio asi se coreobef EPOC es mas frecuente en

enfermos con aterosclerosis carotidea que en jetosucontrol.

Otro factor de riesgo importante es la hipertensadterial, claramente mas
prevalente en enfermos, como ya esta descrito (@) ello, el tratamiento de la

hipertension, asi como el de la hipercolesterol@rimuy importante en estos pacientes
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(255,256). En nuestro estudio asi queda reflejgdogue tanto en la clasificacion A
como en la B, se aprecian diferencias estadisticamsignificativas en cuanto al

tratamiento con estatinas.

Tanto en pacientes asintomaticos como en sintoosaton o sin tratamiento de
revascularizacion, el manejo 6ptimo de la estenoai®tidea requiere, ademas de
cambios en el estilo de vida (dejar de fumar y rodat la hipertension, la
hiperlipidemia y la diabetes), tratamiento con agégantes. En nuestro caso, es
evidente la diferencia de seguir 0 no un trataroieiet este tipo respecto a los controles
en las clasificaciones A y B. Aunque en nuestraidist no se han encontrado
diferencias entre asintomaticos y sintomaticosy mdmo se muestra en la clasificacion
C, hay poca evidencia del beneficio de los ant@gaymes en pacientes asintomaticos
para frenar la progresion de la estenosis, aunges snas evidente la prevencion
secundaria de infartos recurrentes en pacientésnsiticos. Ademas, el AAS se debe
incluir en el perioperatorio de los pacientes, rmas) que el clopidogrel tiene una
indicacion mas discutida y se individualizada edacaaso (256). Aunque no sean tan
eficaces, se pueden utilizar anticoagulantes erosaerosis carotidea, dato que se

refleja en las clasificaciones A y B de nuestro@ist

El grado de estenosis en nuestro estudio, en aderecia con Musialek et al.
(259), no presenta diferencias significativas enfracientes sintomaticos vy

asintomaéticos.

7.2.Variables analiticas medidas en suero o plasma

En este apartado se discuten los resultados exglesteriormente en las Tablas
6,7y8.

Existen datos experimentales que sugieren quépia®s$ circulantes en el suero
pueden ser iniciadores de la inflamacion de lagpt@sotidea en pacientes con estenosis
carotidea sintomatica (260). En nuestro caso, fleraficia entre grupos en las tres
clasificaciones no ha sido significativa para higlitéridos. Sin embargo, si lo han sido
el colesterol totaly lasLDL, a diferencia de lo observado en otro estudioEn este

altimo no se observaron diferencias en el colektetal y las LDL aunque si en los
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niveles de triglicéridos al comparar sintomaticoasyntomaticos, siendo mas bajos en
asintomaticos, al contrario de lo observado entnuesso, si bien las diferencias no
fueron significativas (259). De las clasificaciondsy B se deduce que, al tomar
estatinas, que son farmacos hipolipemiantes queceadla biosintesis de colesterol al
inhibir la hidroximetilglutaril-Coenzima A reduci@slos enfermos obtienen valores
menores en la circulacion sanguinea. En lo referaria clasificacion C, la diferencia
también resulta significativa, de forma que losigraes sintomaticos tienen valores
inferiores de ambos parametros, lo cual podriaiesle por una mejor adhesion al

tratamiento o que el tratamiento es mas intensivo.

Respecto a la medida de LDL oxidadas, marcadoressieds oxidativo
implicadas en la patogénesis de la formacion deldea y su inestabilidad, deberian
estar aumentadas en la aterosclerosis (261). Estrowestudio podemos observar como
en las clasificaciones A y B las diferencias s@mificativas, de forma que los sujetos
control tienen valores superiores al resto de ggugsto no concuerda con un aumento
del nivel de estrés oxidativo en la aterosclerasisgembargo, este hecho se explica por
varios motivos. El primero de ellos consiste en lgueantidad de macrofagos aumenta
en los estados inflamatorios y esto hace que la@pe LDLox esté aumentada y, por
tanto, estas particulas se encuentren en menoremacion en la circulacién
sanguinea, tal y como se describe en estudiososréx62). Por otra parte, la mayoria
de los enfermos estan siguiendo un tratamiento estatinas, lo cual hace que la
peroxidacion lipidica disminuya y, por tanto, lancentracién de LDLox, tal y como se
indica en estudios previos (263,264).

Ya es conocido que el tratamiento con estatinago quincipal objetivo es
disminuir los niveles de colesterol a base de nedundamentalmente los niveles de
LDL, provoca una elevacion de los niveles de HDLptasma (265). Sin embargo, en
nuestro caso, los niveles de HDL siguen siendo neayen el grupo control, por lo que
las estatinas podrian haber hecho cierto efectomeHegan a normalizar los valores de
dicho pardametro. Teniendo en cuenta la clasificacd, se observa como en
sintomaticos los niveles son menores que en aséticos, al igual que se observa en
otros estudios, aunque la diferencia no es sigtifia, hecho que se explicaria debido a
que probablemente tengan un grado de aterosclem@ssavanzado. Algunos autores

proponen este parametro como predictor indeperadidatestado sintomatico (259),
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aungue en nuestro caso este uso seria dudoso,bj@wleate por considerar una

muestra menor a los estudios consultados.

En este trabajo se ha comprobado que existen wiifiece significativas para
proteinas totales, urea y glucosa en las clasifinas A y B, y solo para glucosa en la
clasificacion C. Las diferencias son significatiyasa la urea pero no para la creatinina,
al igual que observan Batagini et al. en grupopat#entes con aterosclerosis carotidea
con y sin progresion de la estenosis (141). Esteeato de la urea se asocia con la
progresion de la enfermedad, debido al deterio® mrovoca la aterosclerosis en la
funcion renal. Aunque en nuestro estudio no hubereticias significativas en cuanto a
antecedentes de enfermedad renal, si encontramuantados los niveles de urea en
enfermos y mas aun en los sintomaticos de formaifisigtiva, por lo que podria
emplearse, junto con otros parametros, como marcddola progresion de la

enfermedad aterosclerdtica.

Existen datos que avalan que la glucosa ingeridéa efieta se considera un
factor de riesgo para el infarto, sobre todo seiasoiveles elevados de glucosa con
estenosis arterial cerebral asintomatica, espeergknen arterias intracraneales y en
arteria carétida extracraneal (266). Este datcos®lsora en nuestro estudio ya que los
pacientes asintomaticos tienen niveles de glucopar®res a los de los controles, sin
embargo, hemos llegado un poco mas lejos al obsgunelos pacientes sintomaticos
todavia alcanzan valores mas elevados que losoasititos aunque no de forma
significativa, debido probablemente a que se ttatana muestra escasa.

Aunque algunos estudios mantienen que no existealaaon clara entre PCR
y estenosis carotidea (141), otros demuestran pguxiste (267,268) y que puede
utilizarse esta proteina como marcador de esterusistidea, tal y como hemos
observado en nuestro caso en las clasificaciong88ALa PCR esta ligada al proceso
inflamatorio y esta todavia mas aumentada en plaeagables frente a las estables, por
lo que se puede utilizar como marcador de inesdabll En nuestro caso se marca una
clara diferencia entre los niveles de PCR en sgnars enfermos. En los sintoméaticos
los valores son mayores de promedio pero la difgaeson los asintomaticos no resulta
estadisticamente significativa. Musialek et al. 925si observaron diferencias

significativas entre estos dos grupos al medir BERIta sensibilidad. Aun asi, existen
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revisiones sobre este tema que indican que elrsngeeutinario y la estratificacion del

riesgo contindan siendo temas pendientes (269).

Respecto a la mieloperoxidasa, otro marcador danmaicion que se eleva en
situaciones de estrés oxidativo, resultd signifieaente mayor en enfermos que en
sanos, aunque entre sintomaticos y asintomatictiédieencia no fue significativa, de la
misma manera que en otro estudio (259). No existgrhos datos acerca de la MPO en
aterosclerosis carotidea, aunque esta bastantdonasmentado el aumento de MPO en
enfermedad coronaria (161,164,166,167).

La lipoproteina (a) y fosfolipasa A2 no presentéferdncias estadisticamente
significativas, igual que observaron Musialek e{2&l9). Probablemente este hecho se
deba a que se trata de poblacion no seleccionasig@tes sintomaticos y asintomaticos
gue ya estan en tratamiento farmacoldgico y esicutta la confirmacién de la utilidad
de estos biomarcadores de sintomatologia medidssiem o plasma. Existen estudios
previos que relacionan la fosfolipasa A2 con prosesflamatorios y con aterosclerosis
(247), sobre todo a nivel cardiovascular, de foqua unida a HDL contribuye a la
reduccion de la aterosclerosis y unida a LDL edtmal proceso (48,239). A nivel
carotideo se ha estudiado también la relacion qusteeentre la actividad de la
fosfolipasa A2 secretada y la mortalidad (241) greindstico de evento cardiaco a
largo plazo (240,246).

La osteopontina, un conocido inhibidor de la calaifion, aunque con un papel
poco definido a nivel vascular, tiene una buenaetacion con la inflamacion y la
incidencia de eventos cardiovasculares relacioneoio$a aterosclerosis. Sus niveles en
plasma, que se incrementan en situaciones de esidtivo, se pueden utilizar como
marcador de aterosclerosis en pacientes con erdadvaterial coronaria (211,228). En
concordancia con Kadoglou et al. (270) encontramms elevacion de la OPN en el
grupo de enfermos respecto al grupo control. Eatderes afirman que, ademas, la
OPN se encuentra significativamente mas elevagmeientes sintomaticos frente a los
asintomaticos. En nuestro caso, esta diferencidan@sultado significativa, aunque la
denominacién de "sintométicos" no es exactamemgdena que en el estudio anterior.
Por otro lado, Berezin et al. (271) proponen ungsles de OPN de 48,5 ng/mL como

el mejor potencial predictor de riesgo de ateressle coronaria en pacientes con
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diabetes mellitus tipo 2 con enfermedad arteriabaria asintomatica, mientras que en
nuestro estudio no se alcanzan valores tan bajsgjmiera en el grupo control, cuya
mediana es de 60,0 ng/mL. Parece que las medid@teno se correlacionan bien
entre los diferentes estudios, ya que Ohmori €2&b) describen valores de 443 ng/mL
en un grupo control frente a valores de 616 ng/mpacientes con enfermedad arterial

coronaria.

ApoAl y ApoB son factores de riesgo ampliamenteptads en enfermedad
arterial coronaria, sin embargo, en ictus la caniéh no ha sido establecida con la
misma claridad. Parece esperable, por tanto, qoeneentraciéon de ApoB aumente, ya
que refleja la concentraciéon de LDL, y que ApoAkndinuya, ya que refleja la
concentracion de HDL (261). Esto es lo que observés et al. (229) en un estudio de
casos de accidente cerebrovascular y controless@trtores han observado asociacion
entre ApoB en suero y aumento del grosor de lanaminedia carotidea (233). En
concordancia con estos datos, en nuestro estudangamos niveles disminuidos de
ApoAl en enfermos frente a controléglemas, dentro del grupo de enfermos, en
sintomaticos los niveles son significativamente meres que en asintomaticos, lo
cual no ha sido previamente descritoPodemos considerar por tanto a la Apo Al un
marcador que se encuentra disminuido en aquelloemas con enfermedad mas
avanzada. por lo tanto estos enfermos podrian agercandidatos a tratamiento
quirdrgio. No hay que desdefiar el hecho de quetaAil esta relacionada con el estrés
oxidativo, ya que es conocido que sus niveles asnph son modulados por los niveles
de oxidacion. Respecto a ApoB, a diferencia de Wéseet al. (272), en nuestro estudio
esta también disminuida en enfermos frente a destrg entre los enfermos, en
sintomaticos los niveles son significativamente ones que en asintomaticos. Quizas
esto pueda justificarse por el tratamiento exhaoistbn estatinas en enfermos, como se
ha comentado anteriormente, ya que estos farmadosean los niveles de HDL y de
ApoB (273,274).

En referencia a las sustancias antioxidantes, s®loan encontrado diferencias
significativas parg-carotenos, vitamina E y vitaminaC en las clastiicaes A y B, es
decir, que podemos afirmar que encontramos niveldgcidos de estas sustancias en
enfermos respecto al grupo control. Sin embargodiferencias entre asintomaticos y

sintomaticos no son relevantes. Los niveles elevatip-carotenos en plasma se
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asocian a menor riesgo de aterosclerosis, ya @mirdiyen las concentraciones de
ROS y de LDL oxidadas (275-278), lo cual concuatda nuestros hallazgos. Asi
mismo, bajas concentraciones de vitamina A, vitantiny p-carotenos se asocian con
aterosclerosis carotidea (279). Sin embargo, @usres no encontraron diferencias
significativas en lo referente prcarotenos, vitaminas A, E y C en aterosclerosis
carotidea (275,280). Por otro lado, algunos autsirgsie han observado que los niveles
de vitamina A, vitamina E yB-carotenos estan descendidos en pacientes con
enfermedad renal y aterosclerosis carotidea asaticen(281,282). Ademas, niveles
mayores de carotenoides en suero parece que ppexteger frente a estadios precoces

de aterosclerosis (283).

7.3.Variables analiticas en tejido

La medida d&BARS se utiliza para estudiar peroxidacion lipidica. Aunque
la especificidad del ensayo es limitada cuandotdigaucon materiales biologicos ya
que hay otras sustancias que también reaccionarelcéeido tiobarbitarico, es un
método sensible y acepatado para la medida de Mibado como producto de la
peroxidacién. Existen pocos estudios que midan TBAR tejido, sin embargo, no nos
consta que se haya medido en tejido carotideondiséndo entre pacientes
asintomaticos y sintomaticos. Nishi et al. midieMBARS en placas carotideas en
relacion con la histopatologia concluyendo que Malores de TBARS se
correlacionaban con la morfologia y especialmemte la inestabilidad de la placa
(284). En otro estudio se relacionan TBARS conoatderosis carotidea de forma no
significativa en pacientes con rapida progresidm yrogresion de la enfermedad (154).
Por eso,nuestro estudio resulta novedoso, ya que se ha atiado el nivel de
peroxidacién lipidica en la placa aterosclerética idtinguiendo entre pacientes
asintomaticos y sintomaticossometidos a endarterectomia carotidea. Ademas, la
diferencia de peroxidacion entre los dos gruposlt@significativa (p=0,009) lo cual
permite postular queel nivel de TBARS en la placa estaelacionado con la
inestabilidad de la placa y, por tanton la aparicion de sintomatologiasiendo més
frecuente la aparicion de sintomas cuanto mayoelseael de lipidos peroxidados en

la placa ateroscleratica.
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Por otro lado, bien es verdad que no se podrigartieste parametro como
predictor de la aparicion de sintomatologia enld@gy ya que hay que extraer tejido de
forma cruenta y no se debe someter a cirugia aadciemte por padecer la enfermedad,
sino en funcion del grado de estenosis y del rieggo ello suponga. No obstante, el
nivel de estrés oxidativo en tejido es muy posthle se relacione con el nivel de estrés
oxidativo en suero. Aunque en nuestro estudio iosles de estrés oxidativo en suero
entre sintomaticos y asintomaticos no han resultsidaificativos probablemte se
puedan encontrar diferencias utitlizando otros adwees (lipidos peroxidados en
suero, proteinas nitrosiladas en suero) que neae tan afectados por los tratamientos

farmacoldgicos de estos pacientes.

La ApoD circulante esta unida fundamentalmente a HDL gssia a ApoAll,
participando asi en el transporte de lipidos. Pa@r parte, se ha observado depdésito de
ApoD en placas ateroscleréticas de humanos (194 )er8Sbargo, no nos consta que se
haya medido ApoD en tejido mediante inmunohistoigdamEn nuestro estudio, se
mide ApoD por un método semicuantitativo en paegrasintomaticos y sintomaticos
intervenidos de endarterectomia carotidea. Loslteekais no muestran diferencias
significativas entre los grupos (p=0,082), y estobpblemente se trate de un eror
debido al tamafio muestral reducido. Ademas, eldvdehque sdélo haya cuatro valores
posibles y que se hayan utilizado medianas, nodegs apreciar lo que puede estar
ocurriendo, es decir, que con mayor potencia esteaiprobablemente se hubieran

encontrado diferencias.

Como una de las limitaciones del estudio, cabeadastun analisis poco
riguroso de las tinciones de muestras de tejidoosterético, ya que no se utilizo
ningin método morfométrico de medida para cuaatifigpoD. No se considero repetir
el estudio ya que este trabajo se centra fundaimarige en el analisis bioquimico.

En nuestro estudio hemos medido dapresion de determinados genes
relacionados con estrés oxidativautiizando una micromatriz. Se han medido la
expresion génica en el propio tejido de la placadoE los resultados obtenidos en
cuanto a la expresiéon de genes son novedosos gmsido descritos previamente en la

literatura.
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Entre ellos se encuentra el gen APOE, que coddiaolipoproteina E, y que
tiene genotipos aociados con LDL elevadas y canradsgo coronario, sin embargo, la
asociacion con el infarto isquémico no esta tamacdainque existe asociacion con el
grosor de la intima-media carotidea (285,28&®).nuestro estudio, este gen es el que,
con mas diferencia, muestra mayores niveles de egsioOn en pacientes
asintomaticos que en sintométicosEste hecho difiere de lo observado por otros
autores que estudiaron de forma similar, la expresie APOE en placas de
aterosclerosis sintomaticas y asintomaticas megliamtroarrays, aunque no todas las
placas eran de arteria carétida. Ellos observaumm @n pacientes sintomaticos con
lesiones incipientes habia un depdsito mayor deEApque en lesiones ateroscleréticas
avanzadas la cantidad de ApoE era mayor indepdediente de la sintomatologia
(287). Por otra parte, también observamos que ABOE gen que, con mas diferencia,

se expresa en mayor medida en pacientes con Agvda.

En cuanto a la familia de las superoxido dismutdS43D), compuesta por
SOD1 (citoplasmatica), SOD2 (mitocondrial) y SO@3t(acelular), encontramos que
en pacientes sintomaticos, SOD3 muestra menoreslesivde expresidon que en
pacientes asintomaticos, al igual que lo hacen SPDAT (catalasa, relacionada con
SOD) aunque en menor grado de importandia.incremento en la expresion de
SOD1 confiere proteccion frente al dafio oxidativoanto agudo como cronico,
incluyendo de esta manera la enfermedad ateroscldita. Este hecho concuerda con
nuestros hallazgos, ya que se puede pensar qumdbisntes sintomaticos tienen un
estado mas avanzado de la enfermedad. Por ot parha encontrado que SOD1
puede tener una actividad patolégica en estascgitues, de forma que el aumento de
expresion de SOD1 y catalasa retrasan el desamellta aterosclerosis en ratones
ApoE” (288). SOD3 esta presente en la pared de los wasss sintetizada en las
lesiones ateroscleréticas, aunque su actividadidligma en las lesiones ricas en tejido
conectivo. Su expresion se incrementa en macrofggoésminuye en células de
muasculo liso vascular. Sin embargo, esta expresésta regulada por la
biodisponibilidad de NO, por citoquinas inflamaés;j por la homocisteina (que
disminuye su expresiéon perdiendo asi la capacidatggiora frente al estrés oxidativo)
y el estado de metilacion de la region 5° del geS@D3 (que aumenta la expresion del

enzima SOD3 en estadios precoces de aterosclef238)
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Hemos encontrado qu& expresion de CSDEXCold shock domain-containing
protein E1), una proteina que se une a RNA englalaeién post-transcripcional de un
subconjunto de RNA mensajeros celulaesgta disminuida en sintomaticos respecto
a asintomaticos Se ha descrito que este gen codifica una prot&inain papel crucial

en el control de la migracion radial y tangenceh@uronas precerebelosas (289).

La expresion de DUSP1, también conocido como MKP{MAP quinasa
fosfatasa 1)esta disminuida en sintomaticos respecto a los agmaticos Lai et al.
(290) describieron una disminucion de la expresiéreste gen en arteria carotida de
rata tras producir un dafio arterial con un bal&taEeduccidon de la expresion puede
contribuir en parte a la proliferacién de célulasnalisculo liso tras sufrir un dafio en la
arteria. Esto puede concordar con nuestros halkazga que se espera que la

progresion, el dafo, de la aterosclerosis sea n&ypacientes sintomaticos.

El gen PDLIM1 (PDZ and LIM domainl) ha sido estudiado a niveleunolar y
se expresa en distintos tejidos humanos como hjgéim, pancreas, bazo, timo y
prostata, y parece que sintetiza una proteina glecaliza en el nucleo celular (291).
También ha sido relacionada con el recambio dadibde actina y con migracion celular
en cancer de mama (292,293). Sin embargo, no msacque se haya relacionado en
ningun caso este gen con la aterosclerosis niaatirlica. En nuestro estudio este gen

ha resultado expresarse menos en pacientes sintoas

El gen SCARA3 (scavenger receptor class A, merBpendifica una proteina
que interviene en la respuesta hipoxica celulaug aumenta en situaciones de estrés
oxidativo protegiendo a las células (294,295).&nbargo, lo que hemos observado en
nuestro estudio es que este gen disminuye su éXpEs pacientes sintomaticos, en los
cuales existe un estado de estrés oxidativo magepecto a los asintomaticos. Esto
indica que puede existir algin mecanismo a niveladesgulaciéon de este gen que
impida su correcta expresion y que por tanto laegma que codifica no pueda proteger
las células. Esto daria lugar a una progresiorddab histolégico y evolucionaria la

enfermedad a la fase de sintoméaticos.

La familia de peroxirredoxinas, cuyo gen se nombmmo PRDX, son

eliminadoras de peroxido de hidrégeno, por lo guastituyen un sistema de
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prevencion frente al dafio inducido por radicalbeeb. Estos genes codifican enzimas
antioxidantes con propiedades antiaterogénicas,umeatarian su expresion en
situaciones de estrés oxidativo. Algunos autorssri®en este hecho en referencia a la
PRDX1 (296,297) y Guo et al. lo hacen en referead?RDX4 (298). En nuestro caso
se han estudiado PRDX2, cuya expresion es menosirgomaticos respecto a
asintomaticos, y PRDX1, PRDX3, PRDX4, PRDX5 y PRDX6ya expresion ha sido
indiferente entre los dos grupos. En caso de PRaX8ce que existe un mecanismo en
el contexto de la enfermedad avanzada (sintomatiqag esta disminuyendo la
expresion de la proteina, lo que produciria un auionelel estrés oxidativo y un

aumento del dafio.

Otros genes que, con quizas menor importancia, XpEesan menos en
sintomaticos que en asintomaticos son: PRNP (ppmiein), GPX3 (glutathione
peroxidase 3), TXNRD1 (thioredoxin reductase), M@Smicrosomal glutathion&-
transferase 3 MPV17 (mitochondrial inner membrane protgjrCYBA (cytochrome b-
245, alpha polypeptidey GPX4 @lutathione peroxidase)4Parece ser que estos genes
también codifican proteinas con efectos antioxesnpor lo que en condiciones
normales deberian estar aumentados en caso de taudeeestrés oxidativo. Como ya
hemos comentado parece existir un mecanismo eattaygnia de la enfermedad que
impide la correcta expresion de estos genes, pamgic la aparicion de sintomas.
CYBA es uno de los genes que, con mas diferengiaxpresa en pacientes con ApoD
elevada respecto a aquellos con ApoD baja SienddAma proteina protectora frente
al estrés oxidativo parece logica esta asociacion.

Todos los genes que hemos comentado hasta ahoificanodproteinas
porotectoras del estrés oxidativo. Por primeraearefa literatura describimos que estos
genes se encuentran silenciados en pacientesrtomatologia. Ademas esta ausencia
de expresion se corresponde con un aumento dékestidativo en tejido (medido por
TBARs como ya hemos comentado). Podemos decirapbo gjue existe un mecanismo
en la fisiopatologia de la enfermedad que disminiayeexpresion de estos genes,
permitiendo asi un aumento de los niveles de eski@ativo en la placa que a su vez
tiene como consecuencia una progresion de la eaflxthy la aparicion de la
sintomatologia. Hasta ahora ahora todo eran higdgesuposiciones sobre que esto era

asi, pero este estudio consigue arrojar los prisndados sobre lo que hasta ahora solo
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era una hipotesis. Hasta ahora se sabia que leteside estrés oxidativo estaban
aumentados en enfermos con respecto a sanos. c&s$tenlos corroborado con los
marcadores en suero que hemos comentado anterternSensuponia que la oxidacion
seguia aumentando propiciando la progresion defierreedad. Ahora mediante este

trabajo lo hemos confirmado.

En nuestro estudio, el gen que con mayor diferenciamuestra mayores
niveles de expresion en sintomaticos que en asintatitcos es el TXNDC2
(thioredoxin domain containing, Zpermatozoa)fambién conocido como SPTRX o
SPTRX1. Este gen codifica una proteina de la familia a® tiorredoxinas con un
patron de expresion especifico de tejido encontrddusivamente en el tallo de
elongacidon de espermatides y espermatozoides. dhalgiente se comporta como un
agente oxidante in vitro cuando se utiliza sele(#&9) y es un protector importante de
los espermatozoides frente al estrés oxidativoiadoa@ la edad paterna (300). En un
estudio de ratones se plantea el efecto cardiapootgue tiene la sobreexpresion de
TRX1 (thioredoxin 1}, procurando una recuperacion mas rapida tras nfarto
isquémico y una reduccion del tamafio del mismo)(30dmbién se ha relacionado con
un efecto de incremento del factor de crecimientoelial vascular (VEGF) y con un
aumento de la angiogénesis en tumores (302). Estroueaso no tenemos muy claro
que funcién puede tener la mayor expresion enrsi@ticos, ya que podriamos esperar
que la expresion fuera menor en sintomaticos pesgmtar supuestamente unos valores
mayores de estrés oxidativo, ya que parece quertadoxina tiene poder antioxidante,
como pasa con la expresion de los otros genescprats frente al estrés oxidativo. Sin
embargo el patron de expresion no tiene porquégsed para todos los genes. De
hecho, es posible que la sobreexpresion de esteugela estar intentando compensar el

déficit de expresiéon de los demas.

El gen KRT1 (keratin 1) parece que esta relacioramvola respuesta al estrés
provocado en los queratinocitos de la piel provoaaédiante radiacion ultravioleta, ya
gue aumenta su expresion en estas condicionepeger a la célula (303). El patron
de expresion de los filamentos de queratina erelagst humanos es complejo y, a
veces, caracteristico, como es el caso de algueaplasias (304). Aunque se ha
estudiado la expresion del gen en tumores endet®limo nos consta que se haya

estudiado el patron de expresion de este gen enetiodvascular aterosclerético. Se ha
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detectado citoqueratina ocasionalmente en célelds ohedia de arterias musculares, en
muchas células endoluminales y formando aglomeradda intima coronaria y células
de musculo liso en la media de arterias elasti®@5s)(Nosotros hemos observado que
la expresion del gen KRT1 es mayor en tejido arteal de pacientes sintomaticos
gue en asintomaticosDado que esta relacionado el aumento de exprdsiogen con

el estrés oxidativo, podria ser logico este hataagpnsiderando que en pacientes

sintomaticos el nivel del estrés oxidativo es mayor

La aterosclerosis es una enfermedad cronica infamaade la pared de los
vasos en la que las vias de transcripcion que ¢aplROS, mediante reacciones de
reduccion y oxidacién, son capaces de afectampaolgresion de la placa. Las NADPH
oxidasas son determinantes criticos del estad@dleccion-oxidacion de la pared del
vaso y tienen un papel importante en la fisiopafelode la aterosclerosis. En esta
familia de NADPH oxidasas se han identificado Nokbx2, Nox3, Nox4, Nox5,
Duox1 y Duox2. En células de musculo liso vascd&araton se han identificado como
predominantes Nox1 y Nox4. Vendrov et al. propom&tanismos moleculares por los
que la activacion de NADPH oxidasa favorece la Bmion de la lesion aterosclerdtica
(306). NOX5 calcio-dependiente es la forma implacaeh el dafio oxidativo en
aterosclerosis en humanos (307,308). En el panekpiesion de genes llevado a cabo
en nuestro estudio, se analizaron DUOX1, DUOX2 yXNOObservamos cOmo
DUOX2 tiene mayores niveles de expresion en sinticog que en asintomaticos de
forma significativa, sin embargo, DUOX1 y NOX5 ngegentan diferencias de
expresion entre los dos grupos. Otros autoreseshgn encontrado sobreexpresion de
genes NOX en placas ateroscleroticas de arteriamamas (309). Por otra parte, al
analizar estos mismos genes respecto a los nidele&poD, en pacientes con ApoD
elevada se expresan menos DUOX1, DUOX2 y NOX5. Estauerda con el hecho de
que ApoD protege frente al estado de oxidacion idisyendo el nivel de estrés

oxidativo.

El estrés oxidativo, como ya es conocido desde ti@egpo, acumula ROS, que
tienen un papel regulador de los genes y vias aesduccion implicados en los
mecanismos de defensa frente al mismo. Este estidativo puede estar causado a su
vez por la inactivacion de los sistemas glutatiemopidasa. Este sistema glutation

peroxidasa esta contituido por 8 enzimas, de latesuse ha estudiado la expresion
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génica en todas ellas: GPX1(citosdlica, en eritogcy gran variedad de células), GPX2
(citoplasmatica y nuclear, en higado y tracto gasistinal), GPX3 (citololica, en
plasma), GPX4 (citoplasmatica, nuclear y mitocaaiiriGPX5 (similar a GPX3, en
esperma), GPX6 (secretada, en epitelio olfativdpX® (citosdlica y secretada, en
diversos tejidos, relacionada con estrés oxidatwvo cancer de mama) y GPX8

(membranosa).

Se ha estudiado que la actividad de GPX1 dismienyeasos de aterosclerosis,
sobre todo a nivel cardiovascular (310), sin emiyang parece que se haya estudiado el
patron de expresion del gen. Nosotros no hemosnéacio diferencias resefiables en
cuanto a la expresién del gen en pacientes sintoosat asintomaticos.

Sacks et al. observaron sobreexpresion de GPXa&@antes con aterosclerosis
coronaria severa estable frente a controles (3&f).nuestro caso, GPX3 muestra
mayores niveles de expresion en asintométicos gquenéomaticos, no habiendo sido
posible la comparacién con un grupo control, lo g¥plicaria el aumento de estrés

oxidativo al fallar la expresion del gen.

La sobreexpresion de GPX4 mitocondrial inhibe lapapsis protegiendo la
cardiolipina de la oxidacion, mientras que la sekpeesion de GPX4 no mitocondrial
suprime la activacion de lipooxigenasas y cicloer@sas en respuesta a varios
estimulos. La pérdida de la actividad de GPX4 sadwziado a aterosclerosis. Hemos
observado quéa expresion de GPX4 es mayor en pacientes asintotic@s que en
sintomaticos lo cual concuerda con un mayor dafio en este aligrapo debido a que

se expresa menos Yy pierde la proteccion frentezidacion.

Por otro lado, hemos encontrado que la expresioBRI¢6, GPX7 y GPX2 es
mayor en sintomaticos que en asintomaticos, loingiearia que la expresion de estos
genes no estaria dafiada e intentarian protegecaula del estrés oxidativo GPX1 y

GPX5 tienen patrones de expresion similares eddegrupos.

Otro de los genes que muestra mayores nivelespmesion en sintomaticos es
SGK2 (Serum/glucocorticoid regulated kinase 2),acpyoteina es similar en un 80% a

sgkl, un mediador de transporte de sodio regulamonmineralocorticoides en la
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nefrona distal del rifidn (312). Este aumento dexgresion podria estar relacionado
con la hipertension y la nefropatia diabética, cqmaoece estarlo la sgkl (313), sin
embargo, no parece que esté estudiada directarsemsacion con la aterosclerosis.
Otros autores relacionan a esta enzima con la Mésccoronaria y la respuesta

fibrética intestinal y perivascular (314).

Los genes de LPO (lactoperoxidasa), TPO (thyrordxpease), EPX (eosinophil
peroxidase) y NOS2An(tric oxide synthase 2a, induciblese expresan en mayor
medida en sintomaticos que en asintomaticos. Parexda expresion de estas enzimas
no se han relacionado previamente con aterosderbai expresion de TPO, LPO y
MPO son mayores cuando los pacientes tienen Ap@D ba

El gen GSR (glutathione reductase), vemos que tmagores niveles de
expresion en sintomaticos que en asintomaticoserrzgp et al. observaron que, en
lesiones ateroscleréticas humanas, existe un efgotector antioxidante de caracter
enzimatico relacionado con el glutation, lo cualepa relacionar el desequilibrio entre
antioxidantes y prooxidantes en la pared vascuigorecesos de aterosclerosis (315).
Sin embargo, parece que la expresion de este gesta@studiada en relaciéon con este

tema.

EPHX2 (epoxide hydrolase 2) es un gen relacionatola formacion de acidos
epoxieicosatrienoicos, que tienen mdultiples funegbioldgicas, entre ellas influye en
la inflamacion y la aterosclerosis. Tanto es asé ge postulan tratamientos de
inhibicion de estos acidos como terapia frente atéosclerosis (316). En nuestro
estudio se ha encontrado mayor expresion de esteegesintomaticos frente a

asintomaticos, lo que indica una mayor progrestadgnfermadad.

Respecto a PTGS2 (prostaglandin-endoperoxide ss@tBatambién conocida
como COX2) y PTGS1 (prostaglandin-endoperoxide hegeg 1, también conocida
como COX1), Liu et al. encontraron que la expresiénCOX2 era mayor en placas
ateroscleréticas que en el grupo control, lo cugiese que la enzima codificada por
este gen participa en la patogénesis de la ateros@ y la modulacion del proceso
inflamatorio involucrado en la estabilidad de lagal (317). Otros autores demostraron

gue aumentaba la expresion de este gen in vitexeacto lipidico de placas carotideas
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humanas (318) y que la exprsion de COX2 era mayarterias ateroscleroticas que en
controles, mientras que la expresion de COX1 nodeterminante (319). Nosotros
hemos observado, que en concordancia con estazdwd, la expresion de ambos
genes es mayor en el grupo de pacientes sintorsaicmque es mas significativa la

diferencia en el caso de PTGS2.

MT3 (metallothionein 3) se expresa en células desauld liso de arterias
coronarias y en macrofagos en la placa aterosmarbtmana. Uzui et al. demostraron
que las moléculas proinflamatorias aumentaban paesion de este gen en cultivos de
macréfagos, contribuyendo asi a la desestabilinacié la placa (320). Nuestros
hallazgos concuerdan con estos autores, ya quentemgms mayor expresion en

pacientes sintomaticos.

ANGPTL7 (angiopoietin-like 7) es un gen que exprasa proteina implicada
en la angiogénesis y relacionada con el canceqguausu funcion no esta bien definida.
Parri et al. consideran que hay evidencia de quexpresion aumenta en situaciones de
hipoxia (321). Nuestros pacientes sintomaticos esqr en mayor medida este gen que
los asintomaticos. Esto podria explicarse en blasallazgo de Parri et al. si en la placa
de los sintomaticos la hipoxia fuera mayor. Adenedsgonocido que en situaciones de
hipoxia aumentan los niveles de estrés oxidativor [ que podria estar en

consonancia.

La proteina codificada por el gen MBL 2 (mannosallrig lectin 2),
perteneciente al sistema inmune innato, parece madifica el desarrollo de la
aterosclerosis, ya que esta proteina se ve fadareci estados de inflamacion cronica e
infecciones subclinicas. Tanto los niveles altosedéna de unibn a manosa en suero,
como los bajos, se asocian con enfermedad cardwalaasy también con aumento del
grosor de la arteria cardtida comun (322). En maestso no se estudian niveles en
suero sino la expresion del gen en tejido, obselvajue se expresa en mayor medida
en pacientes sintomaticos que en asintomatico: Bstiria asociarse con niveles
elevados de la proteina en suero, lo que podriamofirmar en posteriores estudios.

No obstante, los resultados obtenidos concuerdatosade la bibliografia.
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En referencia a NUDT1 (nucleoside diphosphate tinksoiety X o también
conocida comdMTH1) observamos que su expresién es mayor en sintmeajue en
asintomaticos. Este hecho estaria apoyado por Rétoah. (323), que estudiaron la
expresion de NUDT1 en relacién de hipoxia y reoxapon sin encontar alteraciones
tras las mismas, con lo cual apoyan que la hipagiala no influye en la regulacion de

genes implicados en la reparacion de DNA oxidadsiteaciones de estrés oxidativo.

El gen ALOX12 (arachidonate 12-lipoxygenase) hewisto que tiene mayor
nivel de expresion en sintomaticos que en asinioogl en pacientes con ApoD baja
respecto a los que tienen ApoD elevada. Gertow: €824) estudiaron la expresion de
ALOX12 entre otros genes de la familia de las lijpgenasas (ALOX) en placas de
carotida y estudiando dos grupos similares a lestnos, sintomaticos y asintomaticos.

En este caso no encontraron niveles de expregjaiiisativos en el caso de ALOX12.

Otros genes que hemos detectado que muesytran miagbrde expresion en
sintomaticos que en asintomaticos pero con meressidad son los siguientes, que no
se comentan por no ser especificos del procesasaterotico y no haberse encontrado
bibliografia en relacion con el mismo: DGKK (diaglyicerol kinase, kappa), PRG3
(proteoglycan 3), SRXN1 (sulfiredoxin 1), MTL5 (ra#obthionein-like 5), NME5
(NME/NM23 family member 5), CYGB (cytoglobin), PIHB (interaction protein for
cytohesin exchange factors 1 o IPCEF1), SFTPDd4stait protein D) y SIRT2 (sirtuin
2). DGKK, MTL5, SRXN1 SFTPD, NME5 Y PIP3-E se exga@ mas en pacientes con
ApoD baja.

SEPP1 gelenoprotein Pes uno de los genes cuya expresion es indifeegtite
sintomaticos y asintomaticos. Sin embargo, es @nlosl que, con mayor diferencia, se
expresa mas en pacientes con ApoD elevada queauetiagcon ApoD baja.

De forma general, observamos que los genes quetnamuawmayor nivel de
expresion en los pacientes sintomaticos son ddipos. Por una parte, encontramos
genes pro-oxidantes, lo que constituye un mecanadyuvante para que se produzca
un aumento del estrés oxidativo. Por otra partepmnamos incrementada la expresion
de genes antioxidantes en un claro intento de cosapeel papel defensivo. Estos

altimos genes intentarian mitigar el dafio sustidgea los genes silenciados. No
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obstante, parece no ser suficiente este mecaniamaeylos niveles de estrés oxidativo

se encuentran incrementados.
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8. CONCLUSIONES
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1D

IV)

V)

Vi)

il

La mieloperoxidasg marcador de inflamaciorgsta elevada en enfermos
respecto a sangs aunque no existen diferencias entre sintomatigos
asintomaticos. Los niveles de MPO en suero reflgjagores niveles de estrés

oxidativo, por lo que se puede utilizar como ungador en suero.

ApoAl tiene valores menores en el grupo de enfermaspecto a los
controles Ademas, dentro del grupo de enfermars,sintomaticos los niveles
son significativamente menores que en asintomaticosa ApoAl se puede

utilizar como marcador de estabilidad de placasta enfermedad.

La osteopontina se encuentra mas elevada en el gnugde enfermos respecto
al grupo control, no habiéndose encontrado diferencias signifiaatientre
sintomaticos y asintomaticos. Este parametro sepodiacomo un biomarcador
de inestabilidad de placa carotidea, siendo masddeen pacientes con eventos
isquémicos cerebrovasculardsa determinacion en plasma de sus niveles

puede ser Util para caracterizar aquellos pacienteson riesgo de ictus

Los niveles de sustancias antioxidantes cfraarotenos, vitamina E y vitamina
C son mas bajos en enfermos que en el grupo cotanlo que la fuente de
estas moléculas es la dieta, este hecho indicéogiseijetos enfermos consumen

menos alimentos ricos en antioxidantes.

La peroxidacion lipidica en tejido carotideo medidaa través de TBARS se
encuentra mas elevada en pacientes sintomaticos gee los asintomaticos,
es decir, tienen unos valores de estrés oxidativa &jido mas elevados)o

cual es un aspecto novedoso en la literatura.

No se encuentran diferencias significativas en dantficaciéon ni en la
expresion del gen de ApoD en tejido carotideo eriepges sintomaticos y

asintomaticos, probablemente debido a un tamafnstnalipequefio (errd).

Los genes relacionados con el estrés oxidativo gtienen mayor nivel de
expresion, de forma destacada, en pacientes asintaticos que en
sintomaticos son: APOE y SOD3 seguidos de CSDE1, SOD1, DUSP1,
PDLIM1, SCARA3 y PRDX2, entre otros. Estos genesliftman proteinas

protectoras para el estrés oxidativo, lo cual mdjoe existe algin mecanismo
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en la patogénesis de la enfermedad que impiderteata expresion de estos
genes, lo que conlleva un aumento del estrés axidgtuna progresion de la

enfermedad.

VIII) Los genes relacionados con el estrés oxidativo qtienen mayor nivel de
expresion en pacientes sintomaticos que en asintoticds son: TXNDC2,
KRT1, GPX6, SGK2, TPO, LPO y DUOX2, entre otros.
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ANEXO I: Datos de la Historia Clinica recogidos para caaeemte incluido en el

estudio.

CcODIGO

NOMBRE

APELLIDO 1

APELLIDO 2

N° HISTORIA

FECHA DE CUMPLIMENTACION

FECHA DE NACIMIENTO

SEXO

EDAD

FUMADOR SI - NO
ENFERMEDAD SISTEMA NERVIOSO SI - NO
ENFERMEDAD PSIQUIATRICA. SI - NO
ENFERMEDAD CORONARIA SI - NO
ATEROSCLEROSIS SI - NO
ENFERMEDAD RENAL SI - NO
ENFERMEDAD REUMATICA SI - NO
ASMA SI - NO
EPOC SI - NO
DIABETES MELLITUS 1 SI - NO
DIABETES MELLITUS 2 SI - NO
HIPERTENSION ARTERIAL (HTA) SI - NO
NEOPLASIA PREVIA SI - NO
TRATAMIENTO CON:

ESTROGENOS SI - NO
ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS |SI - NO
(AINE)

ACIDO ACETILSALICILICO (AAS) SI - NO
ESTATINAS SI - NO
ANTIAGREGANTES PLAQUETARIOS SI - NO
(CLOPIDOGREL, TRIFUSAL)

ANTICOAGULANTES (ACENOCUMAROL= |[SI - NO
SINTROM® Y/O HEPARINA DE BAJO PESO
MOLECULAR)

SINTOMAS NEUROLOGICOS: SI - NO
Accidente isquémico transitorio SI - NO
Accidente cerebrovascular agudo (ACV) SI - NO
Amaurosis fugax SI - NO
PRUEBAS DE IMAGEN SI - NO CUAL:
TIPO DE INFARTO ISQUEMICO HEMISFERICO - LACUNAR
TIEMPO DE EVOLUCION DESDE ISCTUS

HASTA INTERVENCION QUIRURGICA

(DIAS)

GRADO DE ESTENOSIS (MEDIDO POR 50-69% - 70% 0 mas
ECOGRAFIA-DOPPLER)
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