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1.- INTRODUCCION



1.1. Artritis reumatoide: mortalidad y causas de muerte

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad sistémica caracterizada por la
afectacion inflamatoria crénica de la membrana sinovial de las articulaciones. Existe
suficiente evidencia para considerar esta enfermedad como un proceso autoinmune
en el que una respuesta inmunolégica dirigida predominantemente frente a la
membrana sinovial da lugar a una reaccion inflamatoria que se perpetda y provoca
la destruccion secundaria del cartilago y huesos articulares. No se conoce la causa
0 causas exactas de la AR, sin embargo, parece que el origen de la enfermedad es
multifactorial, aceptandose factores iniciadores, probablemente infecciosos, que
acttian sobre individuos genéticamente predispuestos .

La AR afecta al 0.5 % de la poblacién espafiola y aproximadamente el 1% de la
poblacién norteamericana entre los 20 y 80 afios. La frecuencia de la enfermedad
aumenta con la edad, y predomina en el sexo femenino en una proporcion
aproximada de 3:1 *°. Aunque la enfermedad presenta diferentes patrones o
modelos de historia natural, la mayoria de los pacientes padecen un curso crénico y
progresivo. La incapacidad funcional, la inmovilidad prolongada, los tratamientos
empleados o el estado inflamatorio de la enfermedad ocasionan una importante
morbilidad y un elevado coste socio-econémico.

En la actualidad, esta bien establecido el hecho de que la AR reduce no sélo la
calidad de vida sino también la cantidad de vida. Un gran ndmero de estudios
poblacionales han demostrado que la AR conduce a una mortalidad prematura.
Hemos revisado estos estudios y las causas de muerte en pacientes con AR, asi

como los factores que se han asociado a una mayor mortalidad.



1.1.1. Mortalidad en pacientes con artritis reumatoide

El primer estudio de mortalidad en AR fue publicado por Cobb et al. En este estudio,
se siguieron, durante una media de 9,6 afios, 583 pacientes con AR. La tasa de
mortalidad de los pacientes con AR fue de 24,4 muertes por 1000 pacientes por afio
comparado con un nimero esperado de 18,9 °. En numerosos estudios posteriores
se han estudiado la mortalidad en la AR. La mayoria de estos estudios han
demostrado consistentemente un incremento en la mortalidad de los pacientes con
AR cuando se compara con las tasas esperadas en la poblacién general. La mayor
parte de estos estudios son de tipo cohortes y prospectivos. El periodo de
seguimiento varia entre 3 y 35 afios. La medida mas utilizada para cuantificar el
impacto de la mortalidad de los pacientes con AR fue la tasa de mortalidad
estandarizada (TMS, descrita como la relacion entre el nidmero de muertes
observadas en sujetos con AR en un periodo de tiempo y el nUmero de muertes
observadas en la poblacion general en el mismo periodo). Las proporciones de TMS

6-26

oscilan entre 1,3 y 3 ", La esperanza de vida en la AR esta significativamente

reducida entre tres y diez afios segun diferentes estudios %%,
Estudios mas recientes contintan confirmando este aumento de mortalidad. Riise y

2128 velin et

Chehata et al. encontraron una TMS de 2 y de 1.65 respectivamente
al. observaron 270 muertes en 1269 pacientes afectos de AR con un exceso de
mortalidad de 39% *°. Gabriel et al. encontraron una supervivencia disminuida en
pacientes con AR en comparacién con la poblacion general con una TMS 1.27. El
periodo de seguimiento fue de 40 afios *. Martinez et al. observaron una TMS de

1.85 en un estudio realizado en Madrid, en 182 pacientes con AR, con un

seguimiento de 9 afios *.



Por el contrario, son muy pocos los estudios en los qué no se describe un aumento
de mortalidad en pacientes con AR. Linos et al.,, en un estudio de incidencia y
prevalencia de AR, no encontraron diferencias de mortalidad en estos pacientes en

comparacion con la poblacion general *

. En dicho estudio incluyeron pacientes con
AR clasica, definida y probable. Lindqvist et al. estudiaron individuos con AR de muy
reciente inicio sin que observaran un aumento de mortalidad a lo largo de 8 afios de
seguimiento >,

Parece estar muy claro que la AR no soélo influye en el estado funcional y en la
calidad de vida, sino que también reduce significativamente la esperanza de vida.
En cuanto a la evolucion de la mortalidad en la AR en el transcurso del tiempo, a
pesar de sugerencias en el sentido contrario 3 puede concretarse que el exceso de
mortalidad de la AR no ha cambiado en cuatro décadas **. Es decir, que mientras
que en la poblacién general la tasa de mortalidad ha ido disminuyendo y la

expectativa de vida ha ido aumentando, en la AR no ha habido un beneficio

paralelo.

1.1.2. Factores prondsticos asociados a la elevada mortalidad descrita en
pacientes con artritis reumatoide

La elevada mortalidad descrita en pacientes con AR ha llevado al estudio de los
factores pronésticos.

Los factores que en la mayoria de los estudios se han relacionado con mayor

mortalidad son: la edad avanzada, el sexo masculino y la discapacidad funcional

5,12,18,19,20,21,22,25,29,35-45



Otros factores ampliamente estudiados que se han correlacionado positivamente

con el incremento de tasa de mortalidad en pacientes con AR han sido la duracién

d 5,18,26,40 5,18,21,22, 37

de la enfermeda y el factor reumatoide

La inflamacién propia de la enfermedad, medida a través de parametros analiticos

5,18,22,42

(proteina C reactiva (PCR), velocidad de sedimentacion globular (VSG)) y el

182238 56 han asociado a un incremento de

namero de articulaciones inflamadas
mortalidad.

Los pacientes con AR con manifestaciones extraarticulares presentan un
incremento de mortalidad muy superior a la poblacion general y a los individuos con
AR sin manifestaciones extraarticulares. La neuropatia, la vasculitis cutanea, el
sindrome de Felty, la pleuritis y la pericarditis son las que se han asociado a un
exceso de mortalidad mayor y en menor medida los nédulos reumatoides 82>,

En cuanto a los tratamientos empleados en la AR, la utilizacién de glucocorticoides

12,18,21,25,44

no parece influir en la mortalidad segun algunos autores ,aungue existen

estudios que encontraron una mayor mortalidad en pacientes tratados con estos

2235 Otros autores han relacionado el uso de farmacos inductores de

farmacos
remisién de la AR en general %, sales de oro *'y penicilamina ** con una menor
mortalidad. En un estudio reciente se ha visto como la respuesta al tratamiento con
metotrexato reducia significativamente la tasa de mortalidad en pacientes con AR
activa y agresiva. La dosis de metotrexato empleadas fueron de 15-20 mg/semana
y, tras un seguimiento medio de 10 afos, observaron que los pacientes con una
respuesta ACR superior al 50% tenian una TMS de 1,47, el grupo de pacientes con
una respuesta ACR de 20-50% tenian una TMS de 1.85 y los pacientes que no

respondieron al tratamiento presentaron un incremento de mortalidad muy

5



importante con una TMS de 4,1 *°. Previamente, otros autores también observaron
una menor mortalidad en pacientes tratados con metotrexato “.
La hipertension arterial ha sido la comorbilidad mas estudiada, observandose una

22,25,35,42

mortalidad mayor en pacientes hipertensos con AR La patologia

cardiovascular concomitante, también se ha asociado a incremento de mortalidad
%42 En cambio, la diabetes mellitus no se ha asociado, en estos pacientes, a un
mayor riesgo de muerte 2,

Otros factores prondsticos menos estudiados con correlacién positiva con la

elevada mortalidad han sido la fuerza de prension *°, HLA-B27 *, proteinuria *°%°

con correlacion negativa el nivel educacional elevado %23 el tratamiento
g 23 : sz 23,36 23
hormonal sustitutivo y sin correlacion, el HLA-DR4 y HLA-B27 -, la

hemoglobina **®y la raza .

1.1.3. Causas de muerte en pacientes con artritis reumatoide

La enfermedad cardiovascular (ECV) es considerada como la principal causa de
mortalidad en la AR, siendo responsable de aproximadamente la mitad de todas las
muertes. Ademas, la mayoria de estudios encuentran un incremento de mortalidad
por esta causa en comparacion con la poblacion general. Las infecciones y la
patologia gastrointestinal son otras causas de muerte mas frecuentes en pacientes
con AR que en la poblacion general. Un aspecto que dificulta la comparacion entre
estudios y que puede justificar las diferencias halladas de los porcentajes atribuibles
a diferentes causas de muerte lo constituye el hecho de que no todos los autores
clasifican igual las causas de muerte. Ejemplos de estas diferencias de clasificacion

6



son las neumonias (clasificadas por algunos autores como enfermedades
respiratorias y por otros como infecciones) y la amiloidosis renal (puede clasificarse
como causa genito-urinaria o0 como complicacion de la AR). Las complicaciones por
el tratamiento son igualmente clasificadas de forma diferentes por los distintos
autores. La mayoria de los autores no identifican las complicaciones
gastrointestinales y las infecciones como complicaciones de la AR o del tratamiento

de ésta.

1.1.3.1. Mortalidad por causas ajenas a enfermedad cardiovascular en
pacientes con AR

Entre las causas de mortalidad diferentes a ECV destacan, por su incidencia, las
infecciones, neoplasias y causas directamente relacionadas con complicaciones o
tratamientos de la propia AR.

Las infecciones son responsables de un 10 a 27% de los fallecimientos segun

16,18,19,22

diferentes estudios . La sepsis y la infeccién de origen pulmonar parecen ser

9,15,16,18,22,26 L

las causas principales de infeccion en la mayoria de los estudios a

razén de la mayor susceptibilidad a las infecciones en la AR no se conoce, aunque

se ha relacionado con un defecto primario del sistema inmunoldgico, al igual que

15,16

ocurre en otras enfermedades cronicas . El tratamiento con inmunosupresores y

corticoides parece tener un papel importante en el incremento del nimero de
infecciones en pacientes con AR por disminucion de la capacidad defensiva

inmunoldgica ***’.



Las neoplasias suponen entre 11 y 20% de causas de muertes en pacientes con

AR 1>192224 - Algunos autores encuentran una menor mortalidad por neoplasia en

10,11

pacientes con AR . Otros estudios no evidencian diferencias significativas en

comparacion con la poblacion control **#%°

y otros autores muestran una mayor
mortalidad de la esperada .

Los resultados contradictorios obtenidos en los diferentes estudios no permiten
extraer conclusiones definitivas respecto a la incidencia de muerte por neoplasia en
pacientes con AR, aunque algunos estudios han encontrado un aumento de riesgo
de enfermedades linfoproliferativas malignas, principalmente linfoma Hodgkin y no-
Hodgkin, leucemia y mieloma. Estas neoplasias se han relacionado con la duracion
de la enfermedad, con el tratamiento inmunosupresor y con el uso de farmacos
citotdxicos >*°%%,

El porcentaje de causas de muerte atribuibles a la AR ya sea por complicaciones de
la enfermedad o por el tratamiento varia de unos estudios a otros oscilando entre un
5y 20% 141923 ) a5 causas principales de muerte descritas en este sentido han sido

18,20
. D

amiloidosis, vasculitis y compresion medular por subluxacion atlas-axis e

éstas, la amiloidosis es la méas frecuente, oscilando entre un 3 y un 12% de las
causas de muerte >**%.

La mortalidad por enfermedad gastrointestinal por ulcus o perforacion en la AR
representa entre un 3 y 7% segun los distintos estudios. La razén de este exceso de

mortalidad por complicaciones gastrointestinales se asocia principalmente al uso

crénico de antiinflamatorios no esteroideos *'.



1.2. Artritis reumatoide y enfermedad cardiovascular

1.2.1. Morbilidad atribuible a enfermedad cardiovascular

En un estudio cohorte retrospectivo se observé que de los 211 pacientes con AR
seropositiva incluidos, 75 presentaron un accidente cardiovascular durante el
periodo de seguimiento de 17 a 21 afios. Sesenta y nueve de éstos era el primer
episodio mortal o no mortal que presentaban tras iniciar la AR. De estos episodios,
el mas frecuente fue la cardiopatia isquémica (Cl) en 35 pacientes con 9 casos
mortales, accidente cerebrovascular en 26 pacientes (6 mortales), trombosis venosa
y tromboembolismo pulmonar en 8 pacientes (no mortales) 2,

En otro trabajo realizado la prevalencia de Cl en 71 pacientes con AR sin ECV
conocida fue de un 50% cuando se realizaba estudio combinado con ECG vy
mediante la valoracion de la perfusion del miocardio con Talio 201, a través de
tomografia computadorizada, utilizando la prueba de estrés con adenosina
(SPECT). La evidencia de CI no se asoci6 a la edad, sexo, duracion de la
enfermedad ni a la administracion de glucocorticoides >,

Otros autores han evidenciado en pacientes con AR sin ECV conocida anomalias
en la funcién cardiaca, caracterizada por una funcion diastélica disminuida del
ventriculo izquierdo en comparacién con un grupo control de individuos sanos >>*°.
Un estudio mas reciente continta confirmando esta elevada morbilidad por ECV en

pacientes con AR. En este trabajo observaron que las mujeres con AR tienen el

doble de riesgo de sufrir un infarto agudo de miocardio (IAM) en comparacion con



mujeres sin la enfermedad. Esta asociacion entre AR e IAM se mantenia

independientemente de otros factores de riesgo de enfermedad coronaria *".

1.2.2. Mortalidad por enfermedad cardiovascular

La ECV es la principal causa de muerte en pacientes con AR. Ademas, en un gran
ndamero de estudios se ha descrito un exceso de muerte por esta causa con
respecto a la poblacion general. Asi, algunos autores observaron que la principal
causa de muerte en pacientes con AR era la ECV con una TMS de 2,26 y para los
accidentes cerebrovasculares de 2,4 *. En otros estudios, también encontraron
como principal causa de muerte los accidentes cardiovasculares con una TMS de
1,77 respecto a los individuos sin AR !, Posteriormente, en un estudio cohorte que
incluyé a 1.186 mujeres diagnosticadas de AR, observaron que la muerte por ECV
ocurria en el 50% de las mujeres, con una TMS de 1,34 respecto a la poblacién
general. La ClI fue la causa principal de muerte por ECV con una TMS de 1,51 2,
Otros autores encontraron que la causa mas frecuente de muerte era por ECV con
un 53% de casos, y de éstas la mas frecuente era por Cl con un 30%. Esto se
correspondia con una mayor mortalidad de la esperada para ECV, con una TMS
para la mujer de 1,54 y para el hombre de 1,36. La Cl en la mujer representaba una
TMS de 1,68 y en hombre 1,41. En cuanto a las muertes por accidente
cerebrovascular no observaron diferencias significativas con respecto a la poblacion

general ©°

. En un estudio mas reciente observaron al igual que en los anteriores, un
exceso de mortalidad del 34% para ECV en ambos sexos tanto en los pacientes

con AR de inicio como en los pacientes con AR de larga evolucion. El porcentaje de

10



exceso de muerte por esta causa no se veia afectado por el tiempo de evolucién de
la enfermedad. Los autores relacionaban el exceso de mortalidad con padecer la
AR mas que con el efecto acumulativo de la enfermedad o del tratamiento
empleado, y sugirieron que la AR puede considerarse un factor de riesgo de

enfermedad cardiovascular %°.

1.2.3. Vasculitis coronaria

La razén de esta elevada mortalidad cardiovascular en pacientes con AR continla
en la actualidad siendo un enigma. Se ha cuestionado como posible causa la
vasculitis subclinica. En pacientes con AR se han observado afectacion de arterias
coronarias en autopsias. En un estudio se encontré 17 vasculitis sistémicas en una
serie de 173 autopsias de pacientes con AR, en cuatro de las cuales habia
afectacion de las arterias coronarias *®. En otro estudio clinico-patolégico de 81
autopsias en pacientes con AR encontraron 14 fallecimientos por enfermedad
cardiaca. Los hallazgos patologicos encontrados incluyeron: pericarditis, miocarditis,

% otro

angiitis, microinfartos, lesiones granulomatosas y depdsitos de amiloide
autor sobre un total de 102 pacientes con AR a lo largo de 4 afos detectd seis
pacientes con vasculitis sistémicas, dos de los cuales presentaron IAM, aunque
solamente en un caso se confirmé mediante autopsia vasculitis coronaria. Se
concluyé que la vasculitis no es una causa frecuente de IAM °. Otros autores han
publicado casos aislados de IAM por vasculitis coronaria como complicacion poco

frecuente de la AR 06162,

11



En conjunto, la experiencia publicada sobre vasculitis se limita a pocos pacientes.
Por todo ello, se hace dificil poder extraer conclusiones en cuanto a la asociacion de

vasculitis y elevada afectacion cardiovascular en pacientes con AR.

1.3. Alteraciones lipidicas y otros factores de riesgo de enfermedad

cardiovascular en pacientes con AR

1.3.1. Lipoproteinas

Varios estudios han observado en pacientes con AR y otras poliartritis crénica
activas alteraciones del perfil lipidico en comparacion con un grupo control sano
®364 Estas alteraciones se caracterizaban por concentraciones disminuidas de
colesterol en todas las fracciones lipoproteicas (lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL) y lipoproteinas de alta densidad
(HDL)); y concentraciones disminuidas de triglicéridos en las VLDL y en las
subfracciones de las HDL. Estudios posteriores, observaron la normalizacion de los
trastornos lipidicos, al conseguir reducir la actividad inflamatoria de la enfermedad
durante el tratamiento combinado con glucocorticoides y farmacos inductores de
remision °>®°. Mas recientemente, otros autores encontraron en pacientes con AR
sin tratamiento con glucocorticoides o farmacos inductores de remision, niveles de
apoA-1 y colesterol-HDL mas bajos, con un ratio apoB/apoA-1 mas alto en

comparacion con un grupo control. La PCR en pacientes con AR se correlacion6

inversamente con la apoA-1 .
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Las bajas concentraciones encontradas de HDL se han asociado a un mayor riesgo
de aterosclerosis, aunque la disminucion concomitante de LDL hace que este perfil
de lipoproteinas cuantitativamente no comporte un mayor riesgo de aterogénesis en
pacientes con AR.

Las alteraciones cualitativas del perfil lipidico no han sido estudiadas en pacientes
con AR, en cambio, en pacientes con artritis crénica juvenil (ACJ) se han descrito
alteraciones cualitativas en relacion con la actividad inflamatoria de la enfermedad.
Estas alteraciones se caracterizaban por un descenso de los niveles de HDL2 y
HDL3 asociadas a una disminucién de la actividad de la enzima acetilhidrolasa del
factor de activacion plaquetario (PAF-AH). Los niveles de HDL2 y HDL3 se
correlacionaron inversamente con los niveles en plasma de PCR. La PAF-AH es un
enzima que actua sobre los fosfolipidos de las LDL y HDL e hidroliza e inactiva el
factor de activacion plaquetario (PAF), potente mediador de la inflamacion. En este
estudio los niveles de actividad de PAF-AH asociadas a LDL densas fueron
significativamente mas bajos en pacientes con ACJ activa que en pacientes con
ACJ inactiva y el grupo control %,

Se ha sugerido que la PAF-AH puede inhibir la oxidacion de las LDL y disminuir la
actividad biologica de las LDL oxidadas con un papel antiaterogénico. Este estudio
muestra alteraciones cualitativas del perfil lipidico que podrian contribuir a una

mayor aterogénesis en relacion con la actividad inflamatoria en pacientes con ACJ.

La Lipoproteina (a) (Lp(a)) es una lipoproteina rica en colesterol que esta
compuesta por una particula de LDL unida covalentemente via un puente -s-s- entre
la apoB y una proteina que no es una lipoproteina, la apo (a). La Lp(a) tiene un

13



metabolismo distinto a las LDL y nimeros estudios sugieren que es un factor de
riesgo de enfermedad cardiovascular independiente de edad, sexo, dieta y de
tratamientos hipolipemiantes. La elevada asociacion encontrada en muchos
estudios entre niveles elevados de Lp(a) y aterosclerosis indica que la Lp(a) es un
factor de gran importancia en la patogénesis de la aterosclerosis, lo cual se asocia
con un aumento de morbimortalidad cardiovascular. La concentracion de Lp(a) es
muy variable entre las personas y depende principalmente de factores genéticos
que condicionan el tamafio de la molécula de apo (a) .

En pacientes con AR se ha observado un aumento de Lp(a), con resultados
contradictorios cuando se correlacionaban parametros de inflamacién con niveles
de Lp(a). Algunos autores encontraron una correlacion positiva con la VSG vy

0 Otros, en cambio, no encontraron relacion entre los

recuento de plaquetas
niveles de Lp(a) y la VSG o la PCR ®""*. Ademas, cuando estudiaron el fenotipo de
la apo(a) encontraron diferencias entre pacientes con AR y el grupo control. El
fenotipo S3 se encontrd en un 70% de los pacientes con AR versus un 39% de los
controles.”* En pacientes con AR no se encontrd relacion entre el fenotipo S3 y el
HLA DRA4. El HLA DR4 se ha relacionado con la etiologia y con la severidad de la
AR ",

En pacientes con AR distintas citocinas, entre ellas la interleuquina-6 (IL-6), juegan
un papel fundamental en el proceso inflamatorio e inmunolégico de la enfermedad.

La sintesis hepatica de Lp(a) podria verse estimulada por citocinas, principalmente

la IL-6, dando lugar a un aumento de la concentracién de Lp(a) ".
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1.3.2. Peroxidacion lipidica y antioxidantes

Existe evidencia de que los radicales libres que inician la peroxidacion lipidica
juegan un papel importante en la actividad inflamatoria de la AR. Los neutrdfilos,
linfocitos y macréfagos aparecen en cantidades importantes en el espacio articular.
La actividad de estas células, principalmente macrofagos, producen compuestos,
incluyendo radicales libres, capaces de iniciar la peroxidacion lipidica en los &cidos
grasos poliinsaturados de los fosfolipidos de membrana celulares dafiandolas. En la
membrana sinovial de pacientes con AR se han encontrado concentraciones
elevadas de peroxidos lipidicos, lo cual confirma que en la AR existe un aumento de
la peroxidacion lipidica. Este aumento de la peroxidacion lipidica se ha observado
tanto en el liquido sinovial como en el plasma de estos pacientes "*. El 4 hidroxi-2
noenal (4-HNE) que es un aldehido citotoxico formado durante la peroxidacion
lipidica se ha encontrado elevado en el plasma de pacientes con AR en

comparacién con un grupo control de pacientes con artrosis '

. En pacientes con
ACJ se ha observado un aumento de la concentracion en plasma de las sustancias
que reaccionan con el acido tiobarbitirico (TBARS) en comparacion con un grupo
control “°. Otros autores en pacientes con AR han encontrado niveles de vitamina E,
beta-carotenos y selenio en plasma mas bajos que en el grupo control, pero sin
diferencias significativas. El hallazgo principal de este estudio fue el encontrar que el
riesgo relativo de padecer la AR fue de 1.6 a 2.3 entre los individuos que

presentaron titulos mas bajos de vitamina E, beta-carotenos y selenio comparado

con los individuos que presentaron concentraciones mas altas. Estos resultados
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apoyan la hipétesis de que el estrés oxidativo se relaciona con el riesgo de padecer
la AR 7"

La peroxidacion lipidica contribuye en el inicio y en la progresion de la aterogénesis
8 Las reacciones iniciadas por los radicales libres en los &cidos grasos
poliinsaturados y en el colesterol de las lipoproteinas llevan a la formacion de
diversos productos que modifican las lipoproteinas y que actian como agentes
nocivos sobre diversas células de la pared arterial. La actividad biol6gica asociada a
las lipoproteinas oxidadas se debe a los diferentes productos formados durante el
proceso de oxidacién, en concreto, a los hidroperéxidos, oxisteroles y aldehidos ,
Los aldehidos, formados durante la oxidacion de &cidos grasos poliinsaturados,
tienen un potente efecto bioldgico, con una elevada accion citotdxica en monocitos
humanos. La unién de estos aldehidos con la apoB hace que esta lipoproteina
modificada sea reconocida por el receptor no regulable o scavenger y no por el
receptor normal, presente en los macréfagos, dando lugar a la formacion de células
espumosas °. Ademas de estos efectos, los aldehidos modulan la respuesta
inflamatoria de los macréfagos. Los aldehidos mas citotoxicos parecen ser menos
pro-inflamatorios, dado que se ha visto que disminuyen la secrecion del factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-¢,) &.

Las vitaminas E y los carotenos protegen a las LDL de la oxidacion con un efecto
antiaterogénico debido a su capacidad antioxidante. Los niveles de antioxidantes
disminuidos se han asociado a incremento de ECV .

En conclusion, la peroxidacion lipidica, asi como la disminucién de antioxidantes
encontrada en pacientes con AR podrian contribuir a explicar un mayor riesgo de

aterosclerosis.
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1.3.3. Homocisteina

La homocisteinuria es una alteracion congénita del metabolismo de la homocisteina,
que da lugar a un aumento de su concentracion en plasma. El hecho de que
pacientes con homocisteinuria presentaran alteraciones vasculares precoces, llevo
a pensar que esta sustancia podia estar implicada en el desarrollo de la
ateromatosis. Estudios in vitro han demostrado que la homocisteina es toxica para
el endotelio disminuyendo su capacidad de producir 6xido nitrico, ademas actua
como pro-trombatica e incrementa la produccion celular de colageno. Actualmente,
existen estudios clinicos que demuestran que concentraciones elevadas de
homocisteina en plasma se asocian de forma directa e independiente con riesgo

83,84

coronario . En pacientes con AR se ha descrito un aumento de la concentracion

plasmética de homocisteina en comparacion con un grupo control sin la enfermedad

85

1.3.4. Tabaquismo

En la ateromatosis, el tabaquismo es uno de los principales factores
etiopatogénicos. Diversos estudios han demostrado que el tabaco induce disfuncién
endotelial, lo que se ha atribuido al efecto de la nicotina y del monoxido de carbono.
Si bien, actualmente se otorga gran importancia a la generacion de radicales libres
como fuente de alteracion del endotelio, los efectos de la misma son entre otros un
incremento de la adhesividad leucocitaria, mayor trombogenicidad y vasoespasmo.
El tabaco actla activando el complemento, lo que multiplica los efectos inmunitarios

por parte del endotelio. El tabaquismo se ha asociado a una mayor expresion de
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integrinas, selectinas y moléculas de adhesion intercelulares (ICAM-1, ICAM-2) y de
adhesion vascular (VCAM). Ademas de la activacion del sistema inmunoldégico, el
tabaquismo se ha asociado a un aumento en la secrecion de citocinas
(interleuquina-1 (IL-1), IL-6; TNF y el factor de crecimiento derivado de las plaguetas
(PDGF), lo cual potencia la actividad inflamatoria de la lesion ateromatosa.

En la AR, el tabaquismo se ha relacionado con un mayor riesgo de padecer la AR
86 y con una enfermedad mas agresiva 8 En pacientes con AR, el tabaquismo no

se ha relacionado con una mayor morbi-mortalidad por ECV *.

1.3.5. Hipertensién arterial

En pacientes hipertensos se han encontrado concentraciones aumentadas de
angiotensina I, principal producto del sistema renina-angiotensina. La angiotensina
es un potente vasoconstrictor que ademas de contribuir a la hipertension, estimula
la proliferacion de células de la musculatura lisa, activa la lipooxigenasa facilitando
la oxidacion de lipoproteinas y estimula el proceso inflamatorio en la ateromatosis.
Los pacientes hipertensos tienen una mayor capacidad para formar radicales libres
lo que provoca alteracion a nivel endotelial, asi como la formacién defectuosa de
oxido nitrico, y el incremento de la adhesividad leucocitaria, acciones que facilitan el
proceso inflamatorio en la ateromatosis .

En pacientes con AR, la hipertension arterial se ha asociado a una mayor morbi-

mortalidad cardiovascular >“2.

1.3.6. Diabetes Mellitus
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La hiperglicemia induce a modificaciones lipoproteicas que resultan en un mayor
riesgo aterogénico. La glicosilacion de LDL, el aumento de LDL densas y
pequefas, asi como la oxidacion de HDL facilitan el desarrollo de la placa de
ateroma.

La diabetes Mellitus, no se ha asociado a un mayor riesgo de ECV en pacientes con

AR 25,42

1.3.7. Otros factores de riesgo

El sexo masculino y la edad avanzada al inicio de la enfermedad son factores de
riesgo que se han asociado a una mayor morbi-mortalidad cardiovascular en
pacientes con AR %,

Otros factores, como la actividad inflamatoria de la AR, se han relacionado con
aumento de ECV en pacientes con AR. Se ha observado que la VSG elevada
aumenta significativamente el riesgo de ECV. El tratamiento con glucocorticoides
durante un aflo o mas en pacientes con AR que habian sufrido un episodio
cardiovascular, parece retardar la aparicion de éste, en cambio al inicio de la AR los
glucocorticoides incrementan el riesgo de ECV al asociarse a una enfermedad con
mayor agresividad y VSG mas elevadas. Los pacientes que responden al
tratamiento con farmacos inductores de remision presentan un menor riesgo de
ECV *. El nimero de articulaciones inflamadas es otro parametro de actividad de la

AR que se ha correlacionado positivamente con ECV, independientemente de otros

factores de riesgo de ECV 8,
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Estos resultados implican un incremento de riesgo ECV en relacién con la actividad

inflamatoria de la AR.

1.4. Ateroma, lipidos y matriz extracelular

1.4.1. Patogenia de la ateromatosis
La teoria mas aceptada hoy dia sobre el origen de la aterosclerosis es la llamada

respuesta a la lesion %%

. Segun ésta la disfuncién endotelial seria el proceso inicial
de la lesion. Los estimulos nocivos que pueden provocar la disfuncion endotelial de
la pared arterial son: el aumento de LDL, la disminucion de HDL, la modificacion de
la LDL (glicacion y oxidacion), el aumento de los niveles de Lp(a), la hipertension
arterial, la hiperhomocisteinemia, el tabaco, la diabetes mellitus, respuestas
inmunoldgicas mediadas por células T, posibles infecciones por virus o agentes
como la Chlamydia pneumoniae, alteraciones genéticas y combinaciones de éstos u
otros factores . Asi podemos considerar que la primera lesion consiste en una
alteracion del endotelio, inducida por la noxas mencionadas. Estos cambios a nivel
del endotelio dan lugar a una alteracion de la permeabilidad a las lipoproteinas,
principalmente las LDL, permitiendo su entrada en la intima. Las lipoproteinas, en la
intima, quedan retenidas en la matriz extracelular pudiendo ser modificadas por la
accion de radicales libres y enzimas oxidativos. Como consecuencia de la

activacion del endotelio se expresan diferentes moléculas que facilitan la adhesion

de leucocitos. Entre las mas importantes destacan las moléculas de adhesion
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(VCAM-1, ICAM-1), la selectina E y la P-selectina. La migracion de los leucocitos
(monocitos y linfocitos T) hacia la intima de la pared arterial esta mediada por la
LDL oxidada y moléculas quimiotacticas secretadas por el endotelio y las células de
las musculatura lisa como la proteina quimiotactica para monocitos (MCP-1), la
interleuquina 8 (IL-8) y el PDGF. Una vez los monocitos entran en el espacio
subendotelial se activan y se diferencian a macréfagos. Esta activacion comporta
una regulacién al aumento (up-regulation) de receptores de membrana, citocinas
(TNF-q, IL-1), factor de crecimiento y transformacion (TGF-B), enzimas proteoliticos
(metaloproteasas) y factores de crecimiento (PDGF), los cuales pueden afectar a
las células presentes en la intima arterial: macrofagos, linfocitos T, células de
musculatura lisa y células endoteliales.

Asi entre los procesos que intervienen en la formacion de lesiones de aterosclerosis
esta la migracion, proliferacién y acumulacion de macréfagos, linfocitos T y células
de la musculatura lisa; la formacion de matriz extracelular y la acumulacion de

lipidos en macrdéfagos, células de la musculatura lisa y matriz extracelular.

1.4.2. Placa inestable

La rotura de la placa de ateroma es la principal causa del episodio coronario agudo
2 El riesgo de rotura de una placa depende del tipo de placa, es decir, de su
composicién y vulnerabilidad, y no tanto del grado de estenosis que presente. Las
placas vulnerables se caracterizan en general por un gran nucleo lipidico, con una
cubierta fibrosa fina y un reducido contenido de fibras de colageno. La integridad del
nacleo fibroso y, por tanto, la resistencia a romperse o fisurarse, depende de la
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matriz extracelular, a la vez que ésta depende del balance entre sintesis y
degradacion de fibras de colageno sintetizadas por las células musculares lisas. Se
ha considerado que las placas vulnerables tienen un acentuado componente
inflamatorio con un incremento del contenido de macrofagos y linfocitos T en las
zonas con tendencia a la rotura, asi como de mastocitos y mayor expresion de

marcadores de inflamacion %

. Los macréfagos de la placa, como respuesta a
diversos estimulos, por ejemplo por un aumento del estrés oxidativo % incrementan
la expresion de enzimas proteoliticos (metaloproteasas, colagenasas, estromelisina

y gelatinasa) que degradan la matriz extracelular contribuyendo a la rotura de

ntcleo fibroso .

1.4.3. Funcion de la matriz extracelular

La matriz extracelular vascular (MEV) es un material de refuerzo compuesto por
fibras de colageno y elasticas embebidas en una especie de gel viscoso constituido
por proteoglicanos, glicoproteinas, hialuronato y agua. Este componente junto a la
funcion de dar consistencia, resistencia y elasticidad a la pared arterial, juega un
papel fundamental en el control de las acciones biolégicas que acontecen en la
pared arterial y por tanto en el desarrollo de la lesion aterosclerosa.

Las fibras de la MEV actian también reteniendo los distintos factores
quimiotacticos, citocinas, factores de crecimiento, y permitiendo el anclaje y
migracion celular. Es de gran importancia el papel que juegan modificando y
modulando la presencia de LDL y otras lipoproteinas en la pared vascular. Las LDL

guedan atrapadas en la MEV lo que permite que sean objeto de la accion de
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radicales libres y enzimas oxidativos. Los proteoglicanos y hialuranos participan en
la regulacién de la permeabilidad vascular, el metabolismo lipidico y la trombosis.
Ademas interactian con las células vasculares, con los factores de crecimiento y
citocinas, modificando sus caracteristicas biolégicas, asi como la adhesividad,
migracion y proliferacion celulares .

La fuente fundamental de coldgeno en la pared arterial son las células de
musculatura lisa. Durante su proliferacion en la intima adquieren el fenotipo sintético
produciendo colageno, su presencia es importante como componente de la
cicatrizacion de la lesion tisular, y en el caso de la placa de ateroma da consistencia
a la misma y permite que resista a los cambios de presion, flujo y tensiones de
zizallamiento evitando su fisurizacién. Las fibras elasticas juegan un papel similar al
descrito, y son las que van a permitir el depdsito de calcio. Las calcificaciones de las

placas se suelen localizar en dichas fibras .

1.4.3.1. Proteoglicanos de la matriz extracelular

La organizacion de los proteoglicanos se basa en una proteina central a la que se
unen covalentemente una o varias cadenas de diversos polisacaridos acidicos, los
glucosaminoglicanos. Existen diversas clases de glucosaminoglicanos que difieren
en las unidades disacaridas que constituyen sus cadenas lineales. Los mas
comunes son el heparan sulfato, el dermatan sulfato y el condroitin sulfato.

El versican es un proteoglicano con 5-10 cadenas de condroitin sulfato unido a una
proteina central y es el proteoglicano mas abundante de la matriz extracelular en la

pared de la intima. El biglican es un proteoglicano con dos cadenas de heparan
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sulfato unidas a una proteina central, se localiza a nivel pericelular anclado en la
membrana de las células del endotelio y de la musculatura lisa.

Dichos polimeros y debido a la presencia en cada unidad que discurre entre grupos
sulfatos y carboxilos, cargados negativamente, son capaces de interaccionar con un
gran nimero de proteinas a través de asociaciones con segmentos peptidicos ricos
en los aminoacidos lisina y arginina que tienen cargas laterales con grupos aminos
cargados positivamente. Varias de estas asociaciones entre proteoglicanos y
proteinas tienen consecuencias bioldgicas importantes. Este es el caso del heparan
en la cara luminal del endotelio que, al asociarse a la antitrombina I, la activa y
hace que mantenga inactiva la trombina. Dicho proceso es el principal responsable
en el mantenimiento de las propiedades no trombaticas del endotelio””’.

Para que se desarrolle la lesion ateromatosa es necesario que la intima alcance un
espesor apreciable. Es de esperar, qgue cuanto mas considerable sea el espesor de
la intima de la pared arterial mas oportunidades tendran las lipoproteinas que entran
en este espacio de interactuar con sus constituyentes %,

El principal proteoglicano que parece responsable de la asociacion con las
lipopoproteinas en arterias humanas pertenece a la familia de los versicanos *°*%,
Se han identificado un minimo de 2 segmentos ricos en lisina y arginina en la
apoproteina B-100 (apoB-100) causante de la asociacion de la particula lipoproteica
con el versican **,

Estudios realizados con material extraido de lesiones de la intima humana sugieren

que las lipoproteinas unidas a versicanos se encuentran formando desde complejos

facilmente disociables hasta grandes agregados insolubles 102
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Figura 1. Papel de las lipoproteinas oxidadas en el desarrollo de la aterosclerosis. Las LDL
circulantes pueden atravesar el endotelio vascular y quedar retenidas en la matriz extracelular. Los
radicales libres presentes en el espacio subendotelial inician el proceso de peroxidacion lipidica. Las
LDL son quimiotacticas para los monocitos y modulan la actividad inflamatoria de los macroéfagos a
través de citoquinas y factores de crecimiento. Las LDL oxidadas son internalizadas por los
receptores scavengers y dan lugar a la formacion de las células espumosas.
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In vitro, cuando las LDL se asocian a proteoglicanos de la matriz extracelular de la
intima, aumentan su oxidatibilidad al modificar su estructura y al incrementar el
tiempo de permanencia en este microambiente tan adecuado que es la intima
103104 - Ademaés, los complejos LDL-proteoglicanos, especialmente versican, son
captados mas avidamente por los macrofagos. El resultado de este proceso es
doble, por una parte se crea una particula modificada, que no es reconocida por los

receptores LDL normales sino por receptores especiales o "scavengers". Estos

receptores especiales estan presentes en los macréfagos. En segundo lugar se
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forman una serie de productos derivados de la oxidacion lipidica que son
fundamentalmente oxisteroles, hidroperoxidos y aldehidos derivados de la oxidacion
de acidos grasos. Todas estas sustancias inducen una importante reactividad
bioldgica y tendran una funcion importante en la disfuncién endotelial, la respuesta

inflamatoria o la proliferacién celular propias de la ateromatosis.

1.4.3.2. Afinidad de las LDL densas y pequeifias por proteoglicanos de la
matriz extracelular
Las LDL densas y pequeiias presentan un contenido menor en fosfolipidos y

colesterol libre en su superficie, lo que las distingue de las LDL promedio '*. L

as
LDL densas y pequefias parecen ser un excelente marcador de la susceptibilidad a
presentar enfermedades cardiovasculares, el fenotipo b de las LDL, y parecen
originarse por la accion continua de la lipoproteinlipasa (LPL) sobre una
subpoblacién especial de las VLDL, y posiblemente por una accion semejante de la
lipoproteinlipasa hepatica (HLPL) sobre remanentes de la VLDL, y sobre las misma
LDL 106,107.

Una de las razones por la cual las LDL densas y pequefias tienen una mayor
aterogenicidad, es debido a su facilidad para atravesar el endotelio vascular y a que
presentan una mayor afinidad por los proteoglicanos de la pared arterial. Ademas,
una vez que estas LDL han presentado interacciones con los proteoglicanos de la
MEV son captadas de manera mas eficiente por los macréfagos '®. Se ha
encontrado que la alta afinidad de la LDL por los proteoglicanos medida in vitro se

109

relaciona con manifestaciones clinicas de la aterosclerosis = . Se cree que la mayor
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afinidad de las LDL densas y pequefias por los proteoglicanos esta causada por
una composicion mas favorable de los segmentos positivos de la apoB-100 en la

superficie de la particula cuando se hace mas pequefia **°

. Otra caracteristica que
hace que las LDL densas y pequefias sean mas aterogénicas es debido a que

presentan una mayor susceptibilidad a la oxidacién por radicales libres **.

1.5. Ateromay oxidacién lipidica

La aterogenidad de las lipoproteinas depende de su estructura y concentracion
cuando circulan en sangre y de las modificaciones estructurales y quimicas
subsiguientes a la retencién en el espacio subendotelial. Debido a la fuerte
asociacion encontrada en numerosos estudios entre concentraciones elevadas de
colesterol-LDL y enfermedad ateromatosa, el estudio de la oxidacion lipidica se ha
centrado mayoritariamente en la LDL, por ser ésta la principal lipoproteina
transportadora de colesterol plasméatico. Uno de los hechos méas importantes en el
desarrollo de la placa de ateroma es la formacion de células espumosas a partir de
monocitos procedentes de la circulacion sanguinea. Estudios in vitro permitieron
objetivar la dificultad de inducir la formacion de células espumosas mediante la
incubacion de LDL nativa y macrofagos. Se pudo determinar que las LDL debian
estar alteradas, modificadas para acumularse en el interior de los macréfagos. De
las modificaciones que pueden alterar las LDL las de mayor transcendencia
biol6gica son la glicacion de la apoB en diabéticos y la oxidacion lipidica, ambas
producen un incremento de carga negativa en las LDL y hacen que sean

reconocidas por receptores no regulables o scavengers 1z,
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1.5.1. Mecanismos implicados en la oxidacién lipidica

La LDL es el principal blanco de la oxidacibn mediada por radicales libres en la
intima. La LDL es una particula esférica constituida por un nucleo apolar donde se
localizan los ésteres de colesterol y triglicéridos envueltos de una superficie mas
polar de fosfolipidos, colesterol libre, apoB-100 y antioxidantes. La LDL no es una
particula facilmente oxidable, ya que en ella se transportan antioxidantes
liposolubles como son la vitamina E y el retinol. Cuando se encuentran en el plasma
son dificilmente oxidables, ya que ademas de los antioxidantes liposolubles, existen
otros antioxidantes, tales como la vitamina C, el &cido Urico, proteinas como la
albimina o la ceruloplasmina que fija el Cu™ o la transferrina que fija el Fe™. Un
posible candidato a oxidar in vivo las lipoproteinas en el espacio subendotelial es la
hemina. Esta molécula es el producto de degradacion de la hemoglobina. La
hemina en presencia de suero diluido y peroxido de hidrogeno (H20.) es capaz de
oxidar la LDL dando lugar a la formacion de dienos conjugados, TBARS y F»-
isoprostanos. La hemina modifica la carga de la LDL y oxida los lipidos 13,
Experimentos realizados in vitro muestran que las células endoteliales, células de

114,115,116
. Los

musculatura lisa, monocitos y macréfagos pueden oxidar a la LDL
mecanismos que explican la oxidacion mediada por células son varios: la presencia
de hierro o cobre extracelular, la enzima intracelular lipooxigenasa, especies
reactivas de nitrégeno, como el peroxinitrito formado a partir de 6xido nitrico y el i6n
superoxido; la mieloperoxidasa, enzima secretada por los macréfagos que generan
especies oxidantes y radicales.

Dado que el mecanismo de oxidacion in vivo no esta claro, hay una gran variedad

de condiciones experimentales para preparar lipoproteinas oxidadas que se utilizan
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para experimentos in vitro. La oxidacion lipidica con iones de cobre es uno de los

sistemas mas utilizados in vitro (Tabla 1).

Tabla 1. Condiciones que se utilizan para preparar LDLox in vitro

- LDLox con peroxidacion lipidica
lones metalicos: cobre, hierro
Hemina
Sustancias que generan radicales:
AAPH(2,2'-azobis-(2-midinopropane)dihydrochlorid)
AMVN (2,2'-azobis-(2,4-dimethylvaleronitrile))
Oxidacion mediadas por células:
Células endoteliales
Macréfagos
Monaocitos
Células de la musculatura lisa
Radiacion ultravioleta
Enzimas
Lipooxigenasa: 15-lipooxigenasa
Ciclooxigenasa
Fosfolipasa: Fosfolipasa Az
NAPH oxidasa
- LDLox con leve peroxidacion lipidica
Prolongado periodo de almacenamiento a 4° C
Concentraciones de cobre o hierro bajas
Poco tiempo de exposicién con el pro-oxidante
- LDLox con oxidacién de la parte proteica
Mieloperoxidasa

1.5.2. Peroxidacion lipidica

La oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados de las lipoproteinas contribuye a
la aterogénesis. La idea fundamental es que las reacciones iniciadas por los
radicales libres en los &cidos grasos poliinsaturados y el colesterol de las
lipoproteinas llevan a la formacién de diversos productos que modifican la apoB-100

y que actian como agentes nocivos sobre diversas células de la pared arterial.
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La peroxidacién lipidica se inicia cuando un radical libre (X-) capta un atomo de
hidrégeno de un acido graso poliinsaturado (PUFA) (LH) unido a uno de los lipidos
que constituyen la lipoproteina. El radical libre se hace estable (XH) y por el
contrario un radical lipidico (L), el cual reacciona muy rapidamente con el oxigeno
molecular, crea un radical peroxil (LOO-). Este radical libre peroxil capta un a&tomo
de hidrogeno de un PUFA adyacente (LH) y se forma el hidroperoxido lipidico
(LOOH) y un nuevo radical lipidico (L-), iniciandose una reaccién en cadena que ira
oxidando los PUFAs cercanos. Esta reaccion en cadena puede pararse por la
presencia de antioxidantes, como por ejemplo, la vitamina E. Los antioxidantes
ceden un hidrégeno al radical peroxil y se convierten ellos en radicales libres, se
forma un hidroperoxido pero ningun radical lipidico, acabandose asi la reaccion en
cadena.

El resultado del proceso de peroxidacion lipidica de la LDL es una particula lipidica
con caracteristicas diferentes a la molécula de la cual proviene (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas de las LDLox en comparacion con las LDL nativas

- Pérdida de antioxidantes

- Incremento de densidad de 1.019-1.063 a 1.060-1.080 g/mi

- Aumento del tamafio de la particula de 22 nm a 25 nm

- Incremento de la carga negativa y de la movilidad electroforética
- Tendencia a agregarse

- Disminucion de ésteres de colesterol

- Transformacion de colesterol a oxisteroles

- Pérdida de &cidos grasos poliinsaturados

- Formacion de dienos conjugados

- Formacion de hidroperdxidos

- Formacion de aldehidos

- Formacion de isoprostanos

- Disminucién de fosfatidilcolina y aumento de lisofosfatilcolina
- Fragmentacién de la apoB

- Unién covalente de la apoB con aldehidos

- Capacidad inmunoldgica

- Incremento de la captacion por macréfagos
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Se han descrito nhumerosas metodologias para el estudio de la oxidacion lipidica,
basadas en la caracterizacion fisica, quimica, metabdlica y/o inmunoldgica de la

particula lipoproteica (Tabla 3).

Tabla 3. Metodologia mas utilizada en los estudios de oxidacion lipidica

Sustancias que reaccionan con el acido tiobarbiturico (TBARS)
Dienos conjugados
Productos derivados de la oxidacion (aldehidos, oxisteroles, hidroperéxidos,
isoprostanos)
Cromatografia de intercambio i6nico (FPLC)
Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
Cromatografia de gases / espectrofotometria de masas (GC/MS)

L C zacion fisi

Carga eléctrica
Electroforesis en geles de agarosa
Caracterizacion de la proteina
Electroforesis en geles de poliacrilamida
- Caracterizacién metabdlica (internizacion de lipoproteinas por los macréfagos).

- Caracterizacion inmunolégica (anticuerpos contra proteinas modificadas con HNE,
MDA)

1.5.3. Cinética de la oxidacién lipidica de lipoproteinas

La oxidacion lipidica en presencia de cobre o de hemina se divide en tres fases
temporales consecutivas: 1) lag time o lag phase 2) fase de propagaciéon y 3) fase
de descomposicion. Estas tres fases son el resultado de la oxidacion de los PUFAs
a hidroperoxidos lipidicos cuando los dobles enlaces carbono-carbono se convierten

en dobles enlaces conjugados (=dienos) con un maximo de absorcion de 236 nm

113
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En la lag phase se produce el consumo de antioxidantes de la particula lipoproteica.
El o-tocoferol es el primer antioxidante en consumirse y posteriormente el p-
caroteno. Durante este periodo no se produce peroxidacion lipidica. Cuanto mas

dure esta fase, menos susceptible sera la particula a la oxidacion.

Figura 2. Cinética de la oxidacion de la LDL con formacién de dienos conjugados. (A) lag phase,
(B) Fase de propagacion, (C) Fase de descomposicion.
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Una vez se han consumido los antioxidantes empieza la fase de propagacion, en
ésta se inicia la cadena de peroxidacion lipidica y se van oxidando los PUFAs
presentes en la particula lipoproteica hasta que se acaben y se inicie la fase de
descomposicién, en la que se empieza a formar productos finales mas estables

como los aldehidos. Durante la lag phase, la fase de propagacion y el inicio de la
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fase de descomposicion, la formacién de dienos conjugados en el tiempo refleja el

perfil temporal de los hidroperéxidos lipidicos.

1.5.4. Efectos bioldgicos de las lipoproteinas oxidadas:

Las lipoproteinas oxidadas estan implicadas durante todo el proceso del desarrollo

de la placa de ateroma.

Principales efectos bioldgicos de las LDLox que favorecen la aterogénesis

- Formacion de células espumosas

- Aumento de la adhesion de monocitos al endotelio

- Quimiotaxis de monocitos y linfocitos

- Crecimiento y diferenciacién de monocitos

- Activacion de macrofagos

- Afectacion del tono vascular, permeabilidad endotelial, coagulacién y
trombosis

- Citotoxicidad y apoptosis celular

- Proliferacion de células musculares lisas

1.5.5. Productos derivados de la oxidacion lipidica

El proceso de la peroxidacion lipidica ha sido bien estudiado en la LDL. La LDL es
una particula esférica constituida por un nucleo apolar donde se localizan los
ésteres de colesterol y triglicéridos envueltos por una superficie mas polar de

fosfolipidos, colesterol libre, apoproteina B-100 y antioxidantes. Los acidos grasos
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insaturados son los lipidos susceptibles a la peroxidacion lipidica. La oxidacién de la
LDL se inicia en la superficie de la lipoproteina por la presencia de algun radical
libre preexistente y posteriormente se propaga hacia el nucleo.

Del proceso oxidativo se derivan los siguientes subproductos. (Figura 3).

Figura 3. Estructuray composicién de las LDL y productos derivados de su oxidacion.
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Hidroperéxidos (LOOH)

Los hidroperéxidos se forman durante la fase de propagacion en cadena de la
peroxidacion lipidica de los PUFAs, cuando un radical peroxil (LOO’) capta un
atomo de hidrégeno de un lipido adyacente, formandose un peroxido lipidico y un

nuevo radical lipidico. Del &cido linoleico derivan los hidroperoxidos, los &cidos
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hidroperoxioctadecadienoicos (9- y 13-HPODE) y los correspondientes hidroxilos
(LOH), los acidos hidroxioctadecadienoicos (9- y 13-HODE); del &cido arquiddnico,
los &cidos hidroxiperoxieicosatetraeinoicos (5-, 8-,9-,11-,12-,15-HPETE) y los
correspondientes hidroxilos, los &cidos hidroxieicosatetraeinoicos (5,8,9,11,12,15-
HETE); del acido oleico, los 8-,10-, y 11-acido hidroperoxioctadecenoico. Si se
oxidan los PUFAs esterificados se forman los correspondientes colesteril éster
hidroperoxidos (CEOOH), fosfolipido hidroperoxidos (PLOOH) vy triglicérido
hidroperoxido (TGOOH). Los HODEs vy los colesteril-HODES estan presentes en el

ateroma humano **’

. EI 9-HETE es un buen marcador de estrés oxidativo y se ha
propuesto como marcador biolégico de la evolucion de placas estables hacia placas
inestables ™%,

La 15-lipooxigenasa oxida &cidos grasos libres y esterificados para formar
hidroperoxidos. La accion de la 15-lipooxigenasa sobre el acido linoleico produce
mayoritariamente 13-HPODE y sobre el acido arquidonico el 15-HPETE.

En el plasma, los hidroperdxidos son transportados principalmente por la HDL. Las
células hepéticas captan los colesteril éster hidroperdxidos de las lipoproteinas. En
macroéfagos, la internalizacion de las LDL oxidadas a través del receptor scavenger
causa una acumulacioén intracelular de hidroperéxidos e hidréxilos en los lisosomas
contribuyendo a la formacion de células espumosas.

Los efectos biologicos atribuibles a los hidroperoxidos estan relacionados con la
modulacién de la respuesta inflamatoria. EI 9-HODE y el 13-HODE, inducen la

119

secrecion de IL-1 en monocitos-macréfagos ~—. Los HPODE dafian el endotelio y

alteran el metabolismo de los proteoglicanos disminuyendo sus niveles 120

0s
hidroperéxidos del acido linoleico son citotdxicos en células endoteliales 2.
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Aldehidos
Los aldehidos estan constituidos por una cadena hidrocarbonada unida a un grupo
carbonil. Provienen de la descomposicion de los hidroperoxidos lipidicos que se

122 | a formacion de los

forman durante los procesos de autooxidacion de las grasas
diferentes tipos de aldehidos dependera del &cido graso poliinsaturado de cual
provenga. Asi en la LDL oxidada, los aldehidos cuantitativamente mayoritarios son
el hexanal y el 4-HNE que derivan de la oxidacion de los PUFAs n-6, el &cido
linoleico y el acido arquidonico. La mayoria de los aldehidos son compuestos
apolares y por tanto permanecen asociados a la particula lipoproteica, excepto el
malondialdehido (MDA) gue es polar. Los aldehidos tienen una elevada reactividad
con residuos de cisteina, lisina e histidina de las proteinas a las que se unen
covalentemente. La unidn covalente de los aldehidos con los grupos amino de los
residuos de lisina de la apoB implica la formacion de estructuras inmunogénicas
llamadas epitopos especificos de oxidacion (4-HNE, MDA) que son reconocidos en
las LDL oxidadas por el receptor scavenger de los macrofagos 8 Los aldehidos
también pueden unirse covalentemente con aminoacidos de la apoA-1 durante el
proceso de lipoperoxidacion y disminuyen la actividad de la lecitin colesterol acil

123 Otro de los

transferasa (LCAT) afectando el transporte reverso del colesterol
efectos de los aldehidos es su conocida citotoxicidad ***. El 4-HNE tiene
propiedades citotoxicas, mutagénicas y hepatotdxicas. Ademas, en situaciones de

estrés oxidativo se han encontrado concentraciones elevadas de 4-HNE tanto en

plasma como en érganos.
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Oxisteroles
Son moléculas de 27 carbonos que provienen de la oxidacién del colesterol. Son
biologicamente activas y algunas de ellas se han visto implicadas en el inicio y

desarrollo de la aterosclerosis.

Tabla 4. Principales oxisteroles en plasma

- Colestano-3,5q.,6p-triol - 7-cetocolesterol
- 5,6-apoxicolesterol - 7p-hidroxicolesterol
- 25-hidroxicolesterol - Ta-hidroxicolesterol

Los oxisteroles que se forman in vivo se pueden generar a partir de un proceso de
oxidacion no enzimatica o por la accion enzimatica de las hidroxilasas. Los
oxisteroles son sustratos para la LCAT y acil CoA colesterol acil transferasa (ACAT).
En plasma, se encuentran predominantemente en forma esterificada por accion de
la LCAT. Los niveles plasméticos de oxisteroles se asocian positivamente con el
colesterol plasmatico. En el plasma, los oxisteroles se encuentran asociados a
lipoproteinas, principalmente LDL y HDL, y a la albumina. Las LDL electronegativas

(LDL-), consideradas mas aterogeénicas, estan mas enriquecidas en oxisteroles que

125 126
L

las LDL nativas ~“°. Cuando las LDL se oxidan in vitro, se forman oxisteroles 0S
macréfagos captan los oxisteroles que estan asociados a las LDL oxidadas por
endocitosis. Mayormente, los oxisteroles se localizan en las membranas celulares,
como el colesterol, y pueden afectar la estructura y funcion de las proteinas
asociadas a las membranas. Regulan muchas de las vias metabdlicas sensibles al

colesterol. Asi, regulan la transcripcion de la hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-
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CoA) reductasa y la expresion del receptor LDL. La transcripcion de estos genes
esta regulada por la familia de proteinas que unen elementos reguladores de
esteroles (SREBPs). La union de los oxisteroles a la proteina que une oxisteroles
(OSBP) inhibe la expresion de la HMG-CoA reductasa. En macrofagos, los
oxisteroles estimulan la ACAT y por tanto la esterificacion y la acumulacién de
ésteres de colesterol y disminuyen la actividad de la lipasa sensible a las hormonas
que se encargan de generar colesterol libre que pueda ser captado por las HDL.
Por tanto, la accion de los oxisteroles en los macréfagos podria ser considerada
pro-aterogénica.

Los oxisteroles juegan un papel importante en el inicio de las lesiones
ateroscleréticas ya que se ha visto que los oxisteroles circulantes pueden causar

dafio en el endotelio y acumulacion de colesterol en la pared de la aorta **". L

0S
oxisteroles regulan la expresion de proteinas moduladoras de la inflamacién al
estimular la expresion de determinadas citoquinas, inhiben la produccién de oxido
nitrico y son citotdéxicos para células endoteliales, macréfagos, células de
musculatura lisa y linfocitos. EI mecanismo de su citotoxicidad puede ser debido a la
inhibicién de la HMG-CoA reductasa, al intercambio del colesterol por oxisteroles en
la membrana plasmética modificando asi propiedades vitales de las células o bien

por un mecanismo de apoptosis *2%*?°,

Lisofosfatidilcolina

La lisofosfatidilcolina forma parte de las LDL oxidada y se forma por accion de la
fosfolipasa A2. La fosfofatidilcolina es un potente quimioatrayente para monocitos y
linfocitos **°, induce la expresion de moléculas de adhesién (ICAM-1,VCAM-1) en
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células endoteliales ***, y la proliferacién y migracion de células de musculatura lisa

132 ademas de modular la produccién de citocinas proinflamatorias **.

Isoprostanos

Los isoprostanos son productos activos derivados del metabolismo del acido
arquiddnico a través de un proceso de modificacién oxidativa no dependiente de la
ciclooxigenasa. Son isémeros de la prostaglandina formados por la accién de los
radicales libres sobre los fosfolipidos de membrana celular o de las lipoproteinas
circulantes. Se liberan como respuesta a una activacion celular a través de un
mecanismo mediado por la fosfolipasa. Circulan por el plasma y son excretados por

134
P

la orina. Pueden circular libres o esterificados con fosfolipidos por el plasma or

inmunocitoquimica se han localizado Fz-isoprostanos en monocitos/macréfagos y

135 | a excrecion urinaria

células musculares lisas de tejido aterosclerdtico humano
de F.-isoprostanos se ha descrito como marcador de estrés oxidativo en
enfermedades vasculares.

Los efectos bioldgicos de los isoprostanos estan ligados a fendmenos de activacion

celular, tales como la activacion plaquetaria y proliferacion de células de

musculatura lisa, ademas de ser potentes vasoconstrictores.

1.5.6. Vitaminas antioxidantes

El término antioxidante se utiliza para describir cualquier sustancia que, en

concentraciones mas bajas que las del sustrato al cual protege, inhibe o retarda la
136

oxidacion de éste .
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En cuanto a su mecanismo de accién, los compuestos que destruyen directamente

radicales libres se llaman radical scavenger **.

El organismo tiene numeros
mecanismos detoxicantes para proteger las células de los efectos toxicos de
radicales libres. Estos incluyen enzimas protectores (superoxido dismutasa,
catalasa, glutation peroxidasa, glutation reductasa y glutation transferasa) y
moléculas con accion antioxidante como es el escorbato, la albumina, el &cido Urico,
la bilirrubina, el q-tocoferol y el p-carotenos entre otros. La inhibicion de la
lipoperoxidacion lipidica es el principal mecanismo a través del cual los
antioxidantes ejercen su accion antiaterogénica.

Los antioxidantes pueden provenir de la dieta o de sintesis enddgena. Los

principales antioxidantes son la vitamina C (acido ascorbico), la vitamina E (o-

tocoferol), y el g-caroteno (carotenoide precursor de la vitamina A).

La vitamina E: Incluye a los compuestos lipofilicos llamados tocoferoles y
tocotrienos. El g-tocoferol constituye el 90% del total de los tocoferoles existentes
en los tejidos animales. Su principal funcion es la de proteger a los acidos grasos

polinsaturados contra el dafio oxidativo **®

. El g-tocoferol actia como un scavenger
de radicales libres, reacciona muy rapidamente con los radicales libres peroxil y
alcoxil, productos derivados de la peroxidaciéon lipidica, dando lugar a un o-
tocoferoxil. El radical -tocoferoxil es rapidamente reciclado por el acido ascorbico y
el ubiquinol. En determinadas condiciones el radical g-tocoferol- puede iniciar la
reaccion en cadena de la oxidacion de los PUFAs y comportarse como una

molécula pro-oxidante **°.
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B-carotenos: Es un compuesto lipofilico que forma parte de la familia de los
carotenoides. Ademas de su funcién como precursor de la vitamina A, tiene accién

antioxidante.

1.6. Inflamacion y ateroma: relacion con la fosfolipasa A2 secretora

Estudios histoldgicos de lesiones ateroscleroticas llevadas a cabo en humanos y en
modelos animales han demostrado que la aterogénesis comparte caracteristicas
con un proceso inflamatorio. Estas son: adhesion e infiltracion de leucocitos a traves
del endotelio, proliferacion celular, acumulacion de material extracelular vy
destruccion de tejido conectivo. La deteccion en la pared arterial de enzimas como
la fosfolipasa A2 secretora (sPLA2) y citocinas pro-inflamatorias IL-1, TNF-g, IFN-y
o IL-8 confirma la presencia de procesos inflamatorios asociado al desarrollo de

lesiones ateroscleraoticas.

La sPLA2 hidroliza el grupo acil de la posicion sn-2 de los fosfolipidos. El
resultado de la accion de esta enzima es la formacion de acidos grasos libres y un
lisofosfolipido que puede ser metabolizado generando mediadores lipidicos, tales
como eicosanoides, factores de activacion de plaquetas (PAF) y lisofosfolipidos.

Esta enzima existe en tres formas bien caracterizadas, ademas de otras no bien
conocidas. Las formas secretoras de bajo peso molecular sPLA2 1 y I, y la
citoplasmatica de alto peso molecular cPLA2, que son productos de genes

diferentes %,
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La sPLA2, del grupo Il, no pancreética, tiene un peso molecular de 14 kDa, con
siete puentes disulfuros que la hacen muy estable. La sPLA2 es altamente
cationica, lo cual permite interacciones electrostaticas entre esta enzima y los
glucosaminoglicanos. La sPLA2 es activa a pH neutro y requiere de la presencia
de calcio, esto significa que su actividad es 6ptima en condiciones que prevalecen
en el medio extracelular ***.

La sPLA2 es secretada por diferentes células, entre ellas células de musculatura
lisa, monocitos, neutrofilos y sinoviocitos. La actividad de la sPLA2 es estimulada

por distintas citocinas como el TNF-¢ y la IL-1 %3

. En algunas células como son
las plaquetas, la formacién de mediadores de inflamacion mediada por la sSPLA2,
ocurre a través de receptores especificos que son activados por la unién con
agonistas como la trombina y el complemento. Una de las consecuencias de la
activacion de la sPLA2 es la hidrdlisis de &cidos grasos poliinsaturados de
fosfolipidos de membranas celulares con la consiguiente liberacion de acido
arquidonico. El &cido arquidénico por accion de las enzimas ciclooxigenasa y

lipooxigenasa es metabolizado a prostaglandinas y leucotrienos, importantes

mediadores de la inflamacion ***,

1.6.1. Fosfolipasa A2 secretoray artritis reumatoide

En estudios animales la administracion subcutdnea de sPLA2 da lugar a una
respuesta inflamatoria. Ademas, la inyeccion intraarticular de sPLA2 en ratones
induce proliferacion e hiperplasia de la membrana sinovial, cambios similares a los
observados en la membrana sinovial de pacientes con AR. Estas investigaciones
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demuestran que la sPLA2 juega un papel esencial en los procesos inflamatorios y
en la AR . En el liquido sinovial y en el plasma de pacientes con AR se han
encontrado una elevada actividad de la SPLA2 en comparacion con un grupo control
145146 " cuando se correlacionaban niveles de actividad de sPLA2 en plasma y

pardmetros clinicos de actividad de la AR, algunos autores no encontraron

correlacion **° y otros observaron una correlacién positiva **’.

1.6.2. Fosfolipasa A2 secretora y ateroma

Existen evidencias de que la sPLA2 no es so6lo un marcador de inflamacién
sistémica, sino que también puede alterar en plasma el metabolismo lipidico.

En las LDL, la accion hidrolitica de la sPLA2 juega un papel importante en la
aterogénesis. Estudios acerca de la composicion de las lipoproteinas aisladas de
lesiones humanas indican que una de las primeras alteraciones que tiene lugar en
la intima es la hidrdlisis del principal fosfolipido de las lipoproteinas, la lecitina o

fosfatidilcolina **®

. De las enzimas que pueden hidrolizar los fosfolipidos de las
LDL en la intima, la sPLA2 ha sido una de las mas investigadas. La sPLA2 es
secretada por diversas células entre ellas las células de la musculatura lisa. Existe
evidencia cientifica de que la sPLA2 se halla en la intima y en la media de
lesiones humanas ateroscleréticas y que ademas es capaz de hidrolizar los
fosfolipidos de las LDL dando lugar a lisolecitina y acidos grasos *****°. La sPLA2
al ser una proteina con gran exceso de arginina y lisina, una vez secretada, es

151152 | as modificaciones

retenida en los proteoglicanos de la matriz extracelular
de las LDL en la pared arterial mediadas por la sPLA2 tienen un gran numero de
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potenciales efectos aterogénicos. La sPLA2 modifica las particulas de LDL
aumentado su afinidad por los proteoglicanos de la matriz extracelular, lo cual
podria favorecer la retencion y acumulacion de estas particulas en la intima de la
pared arterial. Las LDL asociadas a proteoglicanos son captadas mas
eficazmente por los macrofagos, favoreciendo el acumulo de lipidos intracelular y
la formacién de células espumosas. Por otro lado, las LDL modificadas y
retenidas en la matriz extracelular son mas susceptibles a la peroxidacion lipidica.
Los productos liberados por la accion de la sPLA2 como la lisofosfatidilcolina y los
acidos grasos libres, actuarian como mediadores de inflamacion contribuyendo a
la aterogénesis.

La lisolecitina por si misma o como producto derivado de la accion de la sPLA>

153 | a lisolecitina induce la

sobre las LDL, inhiben la relajacién mediada por el NO
expresion de moléculas de adhesién de monocitos y de células endoteliales
permitiendo la invasion de monocitos en el espacio subendotelial y su conversion
a macrdéfagos. La lisolecitina favorece en las células del endotelio la expresion de
varios factores de crecimiento (PDFG) y factor de crecimiento endotelial (EGF),
dos citocinas que se cree que estimulan la migracién y proliferacion de células de
la musculatura lisa. La lisolecitina estimula la produccién de IL-8, una citocina con

propiedades quimiotacticas >,

1.7. Inflamacién y ateroma en la artritis reumatoide
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1.7.1. Artritis reumatoide y membrana sinovial

En condiciones normales, la membrana sinovial est4 formada por dos capas, una
superficial (lining) o intima que esta en contacto directo con la cavidad intra-
articular, y otra denominada subintima o profunda. La primera posee de una a tres
capas de células sinoviales o sinoviocitos que se dividen en dos subpoblaciones;
sinoviocitos tipo A, con caracteristicas de la estirpe monocito-macréfago, y tipo B
gue poseen caracteristicas de fibroblasto. Estas células se disponen formando
una barrera discontinua entre la luz articular y la subintima, no existiendo
membrana basal.

La subintima esta formada por una matriz de fibras de colageno tipo | y I,
fibronectina y proteoglicanos, con abundante sustancia fundamental. Contiene
vasos sanguineos, vasos linfaticos, nervios, adipocitos y células huésped
(macréfagos, fibroblastos y mastocitos).

Estudios histolégicos de la membrana sinovial en la AR han podido demostrar un
importante infiltrado inflamatorio de células mononucleares (macréfagos y
linfocitos), una abundante neovascularizacion e hiperplasia de la capa superficial o
lining. ElI dafo articular en la AR, parece iniciase en el endotelio de la
microvasculatura, con edema e infiltracién por leucocitos polimorfonucleares de la
capa superficial. Posteriormente se desarrolla una red de capilares con obliteracion
de la microvasculatura, formacion de trombos, hiperplasia del "lining" y acumulo
perivascular de linfocitos. A medida que se cronica la enfermedad, la sinovial se
hipertrofia y edematiza, protuyendo hacia la cavidad articular en forma de

vellosidades. En el estroma subsinovial aparecen acumulos nodulares de células
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mononucleadas (fundamentalmente linfocitos T CD4 de memoria) y células
plasmaticas. Entre los nodulos, hay acumulos difusos formados por macrofagos,
linfocitos T y B y células plasmaticas. Los macréfagos estan activados y las
citocinas producidas por ellos (IL-1, IL-6, IL-2, IL-8, TNF-o, TGF-B, GM-CSF, PDGF)
se encuentran abundantes en la membrana y liquido sinovial. Estas citocinas
inducen proliferacion de sinoviocitos y liberacion de enzimas (metaloproteasas) y
prostaglandinas (principalmente la prostaglandina E2) que ejercen un papel esencial
en la destruccion de los tejidos articulares. Algunas de estas citocinas son capaces
de activar células del endotelio vascular, con la consiguiente induccion de moléculas
de superficie (ICAM, VCAM) que favorecen la adhesion de monocitos, linfocitos y
neutréfilos a las células endoteliales. Esta adhesion es imprescindible para el paso
posterior de las células circulantes a la matriz extracelular de la membrana sinovial,
donde se producen fenédmenos de adhesion entre linfocitos y macréfagos con
proteinas de la matriz (fibronectina, colageno) lo cual representa un mecanismo de
anclaje de las células al tejido.

La consecuencia de las alteraciones descritas, tanto en la estructura como funcion
de la membrana sinovial, es la persistencia de un proceso inflamatorio, con una
proliferacion celular masiva, constituyendo un tejido con comportamiento
pseudoneoplasico denominado "pannus”, formado por macrofagos y fibroblastos

activados que erosionan el cartilago, hueso, tendones y ligamentos **°.

1.7.2. Artritis reumatoide y ateromatosis
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Existe un nexo de unién entre la AR y aterogénesis, ambas patologias son el
resultado de un proceso inflamatorio crénico, en donde uno o varios factores
etiopatogénicos no bien conocidos actuarian de forma persistente, la diferencias
entre estas enfermedades es el tejido donde asienta la lesién, en la AR
principalmente acontece en la membrana sinovial de las articulaciones y en la
ateromatosis en la intima de la pared arterial. Tanto en la patogénesis de la AR
como de la ateromatosis intervienen factores genéticos, alteraciones de la
respuesta inmunolégica, posibles agentes infecciones por virus o bacterias, asi
como la combinacion de éstos u otros factores. La activacion de células
inflamatorias permiten la degradacion de matriz extracelular en las placas de
ateroma jugando un papel importante en la desestabilizacién de las placas. La
destruccion articular en la AR es el resultado de la interaccion de numerosas
células y sustancias inflamatorias. Las citocinas inducen la sintesis de
metaloproteasas en los sinoviocitos tipo fibroblastos, o que produce un aumento
de la degradacién de la matriz extracelular. En ambas enfermedades se han
descrito un aumento de citocinas y moléculas de adhesion (ICAM, VCAM,
selectina E). La sPLA2 se ha relacionado con la patogénesis de la AR y con la
ateromatosis. Estudios recientes han sugerido que la angiogénesis, importante
factor en la patogénesis de la AR, puede contribuir al desarrollo de aterosclerosis.
La activacion de células T estan presentes en las placas de ateroma y en la
membrana sinovial de pacientes con AR. En el 65% de los pacientes con angor
inestable se han encontrado niveles aumentados de linfocitos T CD4 y CD28. Esta

subpoblacion de linfocitos fue originariamente descrita en pacientes con AR y ha
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sido asociado con manifestaciones extraarticulares de la enfermedad, en

particular con vasculitis *°.

1.7.3. Marcadores de inflamacién en la AR y su asociacion con la

ateromatosis

1.7.3.1. Proteina C reactiva

La proteina C reactiva (PCR) debe su nhombre a su capacidad de precipitar con el
polisacarido C del neumococo en presencia de calcio. La PCR es una g-globulina
que pertenece a la familia de proteinas llamadas pentaxinas, por su estructura
ciclica compuesta por 5 subunidades iguales no glicosiladas.

La PCR se une a la fosforil-colina, un constituyente de los fosfolipidos de las
membranas celulares, y a las paredes celulares de agentes bacterianos. Ademas,
también puede activar el complemento al unirse a uno de estos ligandos.

Los neutréfilos y monocitos tienen receptores para la PCR mediante los cuales
pueden influir en la activaciéon celular y la fagocitosis. Ademas inhiben la
agregacion plaquetaria inducida por el PAF, al unirse a éste y a los fosfolipidos de
las membranas celulares. Estas acciones sugieren que la PCR tiene un
importante papel en el reconocimiento y eliminacion de patdégenos y en la
modulacién de la respuesta inflamatoria **’.

En la AR los mediadores de la inflamacion se producen en las articulaciones
inflamadas, en el pannus y en los leucocitos infiltrantes. Cuando se producen en
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suficientes cantidades alcanzan el plasma y estimulan la sintesis hepatica de
PCR. Se ha encontrado correlaciéon entre los niveles de PCR en plasma y de IL-6

en el liquido sinovial **°

. La PCR se correlaciona con la inflamacion articular y es
un marcador de actividad de la enfermedad que se ha relacionado con la
progresion de la enfermedad **°.

En pacientes con IAM se han detectado concentraciones elevadas de PCR, y
ademas, estos niveles se correlacionaban con un mayor riesgo de recidiva de
isquemia aguda en pacientes hospitalizados por angor *°°. En varones
aparentemente sanos y en pacientes que habian padecido una angina inestable se
ha observado que el riesgo de padecer un IAM estaba directamente relacionado
con las concentraciones plasméticas de PCR. Los individuos con PCR en el quatrtil
mas elevado presentaron un riesgo relativo de IAM aproximadamente de 3 veces

161. En

superior que los individuos que tenian una PCR dentro del quartil mas bajo
otro estudio, realizado en mujeres aparentemente sanas, observaron que
marcadores de inflamacién como la PCR y el amiloide A eran factores de riesgo de

enfermedad cardiovascular %2

. Estudios mas recientes continlan demostrando que
la PCR es un fuerte marcador de riesgo cardiovascular, incluso superior a las
concentraciones plasmaticas de colesterol-LDL. Se ha llegado a sugerir que
individuos con niveles de colesterol-LDL normales pero con PCR elevada, se
podrian beneficiar de tratamiento farmacologico, incluyendo la terapia con estatinas
163,164.

Por tanto, la PCR es un indicador de inflamacion y un marcador muy sensible de
enfermedad cardiovascular con un papel importante en la patogénesis de

ateromatosis.
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1.7.3.2. Factor de necrosis tumoral- o (TNF- @)

El factor de necrosis tumoral (TNF-¢) es una citocina proinflamatoria secretada
principalmente por los macréfagos activados, pero también por monocitos,
neutrofilos, linfocitos T, granulocitos, células epiteliales y células de musculatura
lisa. EI TNF-¢ se sintetiza en forma de una proteina precursora de 26 Kda y 233
aminoacidos ligada a la membrana, y que es transformada por proteolisis en una
forma madura de 17 Kda. El péptido es bioactivo como un trimero de 51 Kda, que
puede ser reconocido por dos tipos de receptores, el TNFR1 o p55 y el TNFR2 o
p75.

Entre los estimulos que inducen la produccion de TNF-g en monocitos y
macréfagos se encuentran: lipopolisacaridos, ésteres de forbol, citocinas (TNF-q,
IL-1, IL-2) y radicales libres de oxigeno. En monocitos humanos la regulacion de su
expresion se produce tanto a nivel transcripcional como post-transcripcional.
Evidencias experimentales sugieren que la via de la fosfolipasa A2 y la
lipooxigenasa pueden estar implicadas en el proceso de induccion a la expresion. El
TNF-q, contribuye a la necrosis celular local y promueve la angiogénesis. El TNF-g
aumenta la fagocitosis y la citotoxidad en neutrofilos y modula la expresion de otras
muchas proteinas como fos, myc, IL-1 y IL-6. El TNF-¢, €s un potente quimiotactico
para los neutrofilos, aumenta su adhesion al endotelio y estimula la mitogénesis en
fibroblastos.

El TNF-¢ es una citocina clave en la patogénesis de la AR. El TNF-¢ induce la
sintesis de otras citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6, GM-CSF) y de
metaloproteasas en los sinoviocitos tipo fibroblastos, lo que produce un aumento de
la degradacion de la matriz extracelular. EI TNF-¢ incrementa la produccion de
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moléculas de adhesion y la sintesis de prostaglandina E2 por los sinoviocitos, o
cual junto con la IL-6, IL-1 y el propio TNF, incrementan y activan los osteoclastos,

dando lugar a la destruccién del hueso '

. En la membrana y liquido sinovial de
pacientes con AR se han encontrado niveles de TNF-g elevados, y éstos se
correlacionaban positivamente con el grado de sinovitis y de destruccién articular.
En modelos animales se ha estudiado como el TNF-g media mecanismos
implicados en la artritis, mediante la inyeccion de TNF-¢ humano modificado en
ratones. El resultado fue el desarrollo de una artritis erosiva en ratones transgénicos

similar a la que padecen los pacientes con AR 166

. Por ello, en pacientes con AR se
han ensayado tratamientos anti- TNF, mediante la administracion del receptor
soluble p75 del TNF o de anticuerpos monoclonales anti-TNF. Estos tratamientos
inhiben la accion del TNF-q, uniéndose e inactivando dicha citocina. Los resultados
observados en los diferentes estudios realizados han sido una mejoria en la
capacidad funcional y una disminucion de parametros de inflamacién (nimero de
articulaciones inflamadas, PCR y VSG), ademas de frenar la destruccion articular

167,168

En la aterosclerosis, juntamente con otras citocinas, el TNF-g, modula la respuesta

91

inflamatoria El TNF-¢ inhibe la sintesis de la lipoproteina lipasa (LPL)

suprimiendo el metabolismo lipogénico en los adipocitos. Por inmunohistoquimica

se ha identificado en células musculares lisas y células del endotelio de la placa de

169

ateroma ~ . Los macréfagos de placas de ateroma expresan y secretan mas TNF-¢,

170

qgue los macréfagos que provienen de zonas no afectadas . Los monocitos de

pacientes con cardiopatia isquémica tiene aumentada la secrecién de TNF-¢ =%
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1.7.3.3. Moléculas de adhesiéon: ICAMy VCAM

El endotelio es la primera diana del proceso inflamatorio al estar situado en la
interfase del medio vascular y los tejidos; independientemente del agente nocivo,
sus células se activan, con los consiguientes cambios funcionales. El endotelio
estimulado tiene un papel activo, dirigiendo la migracion leucocitaria hacia el foco
inflamatorio, desempefiado un papel crucial las moléculas de adhesion celular,
ademas de otros mediadores de la inflamacion.

Las moléculas de adhesion son proteinas de membrana que se expresan en la
superficie de los leucocitos y de las células endoteliales. Permiten la interaccién de
las células entre si y con la matriz extracelular. Existen varias familias de moléculas
de adhesion: las selectinas, las integrinas, la superfamilia de las inmunoglobulinas.
Las moléculas de adhesion, VCAM y ICAM, pertenecen a la superfamilia de las
inmunoglobulinas.

A partir de andlisis inmunohistoquimico se conoce que ICAM se expresan
constitutivamente por el endotelio sano in vivo, mientras que la selectina E y VCAM-
1 no aparecen en las células endoteliales normales. Citocinas como el TNF-¢ vy el
interferon gamma (IFN-y) inducen la expresion endotelial de selectina E y VCAM-1,
y produce un incremento en la expresion de ICAM-1.

Las selectinas vehiculizan el contacto inicial en las interacciones leucocito-endotelio
al participar en el rodamiento o deslizamiento de los leucocitos por el endotelio
vascular en lugares de inflamacion y dafio tisular.

Las integrinas constituyen los principales receptores con los que las células
interaccionan con la matriz extracelular, ademas de participar en interacciones
intercelulares. Los linfocitos, macréfagos y eosindfilos utilizan la integrina VLA (very
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late activation antigens) para unirse al VCAM-1 del endotelio activado. Las
integrinas LFA-1 de los leucocitos interaccionan con ICAM de las células
endoteliales. Las integrinas activadas y su contrareceptores intervienen en la
adhesion firme de los leucocitos al endotelio vascular y en la migracién de
leucocitos a través de uniones intercelulares endoteliales. Las interacciones LFA-
1/ICAM-1 parecen ser esenciales en la migracién a través del endotelio *"%*72,

Las moléculas de adhesion juegan un papel importante en la migracion de células
inflamatorias hacia la membrana sinovial. Estudios inmunohistoquimicos muestran
la existencia de ICAM-1 en los macréfagos, fibroblastos y células endoteliales de la
membrana sinovial. Cultivos de sinoviocitos tipo B (similares a fibroblastos)
expresan de forma constitutiva ICAM-1, cuya concentracion puede aumentar por
estimulo de distintas citocinas, como el TNF-g, el IFN-y y la IL-1. Uno de los
ligandos de la ICAM se encuentra en las células T pudiendo facilitar la migracién y
retencion de linfocitos T en la membrana sinovial.

Otras moléculas de adhesion de gran interés en la AR, son la selectina E y VCAM,
ambas se expresan en las células endoteliales activadas y actian como potentes
mediadores de la angiogénesis. Las VCAM estan presentes en células endoteliales
y en los macréfagos de la subintima de la membrana sinovial *™.

En la ateromatosis, la adhesién de leucocitos al endotelio vascular y la consecuente
migracion al espacio subendotelial ha sido considerada como un paso importante
en el inicio de la aterosclerosis **. En parte, dicho proceso se halla mediado por
moléculas de adhesion celular expresadas en el endotelio vascular como respuesta
a mediadores de inflamacion, tales como IL-1, TNF-o y IFN-y. Estudios
investigaciones han demostrado la existencia de niveles aumentados de moléculas
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de adhesién en placas de ateroma ~'°. Por otro lado, niveles aumentados de

moléculas de adhesion (ICAM-1, VCAM y selectina E) se han asociado a un mayor

riesgo de IAM 7.

1.7.3.4. Interferon gamma (IFN-y)
Los interferones comprenden un grupo de proteinas que fueron originariamente
reconocidos por su capacidad de proteger a las células frente acciones virales. La
produccion de interferon esta regulada por diferentes estimulos. Los estimulos mas
frecuentes inductores del IFN alfa y beta son los virus, bacterias y el RNA de doble
cadena. El IFN-alfa es inducido mas eficazmente por células mononucleares y el
beta por fibroblastos y células epiteliales. El IFN-y producido por linfocitos T es
inducido por mitdgenos y antigenos.
Se han descrito dos subpoblaciones de células T helper CD4 (Th) en funcion de las
citocinas que producen. Los Thl que secretan IL-2, IFN-y, que colaborarian
preferentemente en la expansion clonal y la citotoxicidad celular. Los Th2 que
secretan IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, mas relacionados con la produccion de
inmunoglobulinas y con la memoria inmunolégica.
Eunciones del IFN-y

- Activa los monocitos-macrofagos con funciones microbicidas y

antitumorales
- Activa el paso de células T citotdxicas a células natural Killer o NK

- Aumenta la respuesta de las células B y la citotoxicidad mediada por

autoanticuerpos.
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- Activa la expresibn de antigenos del sistema mayor de
histocompatibilidad tipo | y Il (HLA-DR).
- Modulan la respuesta inmune de células T dependientes o no de la

sintesis de anticuerpos.

En pacientes con AR se ha observado un desequilibrio entre linfocitos Th1/Th2 con
predominio de la subpoblacién de linfocitos CD4 Thl en zonas de inflamacion
sinovial y en sangre periférica. El desequilibrio entre Thl y Th2 parece ser crucial en
el desarrollo de la enfermedad. Numerosos estudios han demostrado que las
células Thl median la respuesta autoinmunitaria, jugando un papel importante en la
patogenia de la AR. En pacientes con AR, el aumento en la relacién Th1/Th2 en los
linfocitos de la membrana sinovial se ha asociado a parametros clinicos de actividad
de la enfermedad, a la intensidad de la hiperplasia en la intima y al infiltrado
linfocitario en la sinovial de la AR *"".

En la ateromatosis, el estimulo inflamatorio lleva a la diferenciacion de monocitos a
macréfagos cuya funcién es la de bloguear la noxa. En este proceso los macrofagos
se activan y entre otras acciones expresan antigenos del HLA-DR, lo que permite la
presentacion de antigenos a los linfocitos T.

La presencia en practicamente todas las etapas de la ateromatosis de linfocitos T
CD4 y CD8 esta clara. Los linfocitos activados producen citocinas, entre ellas el
IFN-y, lo que va a multiplicar la respuesta inflamatoria. Ademas, se ha observado
que el IFN-y inhibe la proliferacion de matriz extracelular y la produccion de

colageno lo que contribuye a la formacion de la placa vulnerable %,
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2-HIPOTESISY OBJETIVOS
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2.1. Hipotesis

La actividad inflamatoria de los pacientes con artritis reumatoide induce cambios

cualitativos en las particulas lipoproteicas mediados por acciones enzimaticas de la

sPLA2-11A y oxidativas que derivan en lipoproteinas mas aterogénicas.

2.2. Objetivos

Investigar si los pacientes con AR presentan un perfil lipidico mas aterogénico

en comparacion con un grupo control.

Investigar si las LDL de los pacientes con AR tienen una mayor afinidad por la

matriz extravascular en comparacion con el grupo control.

Relacionar la concentracion de sPLA2-11A con la composicién de lipoproteinas y

su tendencia a unirse a la matriz extracelular.
Investigar si los pacientes con AR presentan niveles plasmaticos de
marcadores de inflamacion, tales como moléculas de adhesion (VCAM, ICAM),

fibrinbgeno y PCR, mas elevados que los individuos de un grupo control.

Estudiar si los pacientes con AR presentan parametros de oxidacion lipidica

mas aterogénicos en comparacion con un grupo control.

Relacionar vitaminas antioxidantes con la concentraciéon de sPLA2-IIA y otros

marcadores de inflamacion en pacientes con AR.

57



3. PACIENTESY METODOS
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3.1. Pacientes

La muestra de pacientes con AR y el numero de individuos del grupo control se

detalla en los articulos publicados.

3.1.1. Pacientes con artritis reumatoide
La poblacién de estudio incluy6é a pacientes que cumplian criterios diagnosticos del

178 con edades

American College of Rheumatology (ACR) de artritis reumatoide
comprendidas entre los 24 y 70 afios procedentes de consultas externas del Hospital

del Mar y de la Esperanza.

Las siguientes situaciones fueron determinantes de exclusion del estudio:

Enfermedades agudas intercurrentes

- Insuficiencia renal cronica (creatinina sérica superior a 1,5 mg/dl)

- Antecedentes patoldgicos de hepatopatia, neoplasia o diabetes mellitus. También
se excluyé a individuos con antecedentes de enfermedad cardiovascular:
accidente cerebrovascular (AVC), enfermedad venosa periférica (EVP) y
cardiopatia isquémica (CI) conocida a través de la historia clinica

- Administracion de farmacos hipolipemiantes en el momento del estudio

3.1.2. Evaluacion de la actividad de la enfermedad
La actividad de la AR se determiné siguiendo los criterios de la ACR. Estos criterios

de actividad incluyen: el niamero de articulaciones inflamadas, el numero de
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articulaciones con dolor a la presion, la discapacidad funcional del paciente valorado
a través del cuestionario de salud Health Assessment Questionnaire (HAQ), la
escala analdgica del dolor (cm), la evaluacion global de la actividad de la enfermedad

179

por el médico y por el paciente (cm) y PCR 0 VSG

3.1.3. Poblacion de referencia

El grupo control incluyé a pacientes controlados en consultas externas de dicho
hospital con artrosis e individuos sanos similares en edad y sexo al grupo afecto de
AR. Los individuos de este grupo fueron seleccionados atendiendo a los criterios de

inclusion y exclusion del estudio previamente mencionados.

3.1.4. Estudio clinico

Los pacientes con AR y los controles fueron citados y visitados entre el periodo de
junio a diciembre de 1998 en consultas externas del Hospital del Mar. EI mismo dia
de la visita médica, primero se realizé la extraccion de sangre y posteriormente se
visité al paciente, siempre por el mismo médico y entre las 9 y 12 horas de la
mafiana. En la visita médica se informé al paciente del objetivo del estudio y se
recogieron los antecedentes familiares y patologicos, diagnéstico, tratamiento actual
y exploracion fisica que incluyé talla, peso, tension arterial y exploracién fisica por

aparatos.
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Ademas, en los pacientes con AR se recogieron datos relacionados con la

enfermedad:

- Afos de evolucion de la AR

- Duracion de la rigidez matutina en minutos

- Escala analdgica de dolor (de 0 a 10 cm)

- Numero de articulaciones inflamadas segun la ACR

- Numero de articulaciones con dolor a la presion segun la ACR

- Evaluacién global de la enfermedad por el paciente (escala de 0 a 10 cm)

- Evaluacion global de la enfermedad por el médico (escala de 0 a 10 cm)

Cuestionario de salud (HAQ), puntuacién de 0 al 3 **°

- Se valoré la presencia de erosiones en radiografias de manos y pies recientes

(menos de 6 meses).

Tanto a los individuos del grupo control como con artritis reumatoide se les realizo el
mismo dia de la visita una analitica general que incluyé glicemia, perfil renal y
hepético, hormonas tiroideas, hemograma, PCR, VSG vy fibrinbgeno. EIl factor

reumatoide (FR) se determind en pacientes afectos de AR.

3.2. Métodos de laboratorio

La extraccion de sangre se realiz6 en ayunas de 12 horas. Las muestras de sangre
para determinar el perfil lipidico se recogieron en tubos de 10 ml con EDTA (1 mg/mL)
e inmediatamente se centrifugaron a 2000 rpm a 4°C durante 10 minutos. Una vez
centrifugado el plasma se transfirio a un tubo de plastico (Greiner) con 10 yM BHT
(antioxidante) y 6 mg/mL de sacarosa (crioprotector) y posteriormente se congelaron

a -80°C (Rumsey).
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3.2.1. Perfil lipidico:

Los lipidos totales en plasma y la distribucion de las distintas subfracciones de

lipoproteinas fueron analizados por resonancia magnética nuclear (RMN), la cual

permite la cuantificacion simultinea de un gran numero de subclases

lipoproteicas, del contenido lipidico y del tamafio de las particulas (RNM

LipoProfile). Las subfracciones lipoproteicas cuantificadas por el método de RMN

se muestran a continuacion. Se utilizé6 una nomenclatura de referencia para cada

tipo y tamafo de lipoproteina. Se calculd el rango del diametro de las

subfracciones de lipoproteinas por microscopia electrénica para las subfracciones

VLDL y LDL. Las HDL se determinaron utilizando un gel de poliacrilamida por

gradiente de electroforesis.

Quilomicrones/VLDL subfracciones

IDL/LDL subfracciones

HDL subfracciones

Quilomicrones>200nm
V6: 150+70 nm
V5: 70+10 nm
V4:50+10 nm

V3: 3843 nm
V2: 33+2 nm
V1: 2942 nm

IDL: 2542 nm
L3: 2240,7 nm
L2: 20,5+0,7 nm
L1: 1940,7 nm

H5 (HDL2b): 11,5+1,5 nm
H4 (HDL2a): 9,4+0,6 nm
H3 (HDLza): 8,5+0,3 nm
H2 (HDLap): 8,0+0,2 nm
H1 (HDLsc): 7,5+0,2 nm

Para la determinacion cuantitativa de la Lp(a) se utiliz6 el SPQ test system

(DiaSorin) adaptado al autoanalizador Cobas Mira, que cuantifica la Lp(a) (mg/dL)

mediante inmunoprecipitacion.
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3.2.2. Estudio de la oxidacién lipidica

3.2.2.1. Oxidacion lipidica de las LDL

Separacion de lipoproteinas: Las particulas lipoproteicas utilizadas en el estudio

de oxidacion lipidica se obtuvieron por el método de ultracentrifugacién secuencial

preparativa !

. Este método se basa en la diferente flotabilidad que tienen las
particulas lipoproteicas sometidas a una fuerza centrifuga. La separacion se
realizd en una centrifuga modelo Teknicon -1055 y un rotor Kontron T45.6
(Kontron, Suiza). Se utilizaron tubos de polihalomero de una capacidad de 6 mL.
La lipoproteina utilizada en el estudio de oxidacion lipidica fue la LDL, la cual se
aislo siguiendo el siguiente protocolo:

1.- Aislamiento de VLDL mas IDL. Inicialmente se aislaron las lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL) y las lipoproteinas de densidad intermedia (IDL), para
ello se depositaron en un tubo de 2 mL de solucion de densidad 1.006 g/mL y 1
mL de 1.070 g/mL. Se centrifugaron a 37.000 rpm, a 4°C durante 20 horas.
Transcurrido este tiempo se recogieron 2 mL del sobrenadado correspondiente a
las VLDL mas IDL.

2.- Aislamiento de LDL (1.019-1.063 g/mL). A los 3 mL del infranadado se le
afiadi6 1 mL de solucion 1.019 g/mL méas 1 mL de solucién 1.239 g/mL para
obtener una densidad media de 1.063 g/mL. Se centrifugé en las mismas
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condiciones anteriores y se recogieron 2 mL del sobrenadado correspondiente a

las LDL.

ibilidad de | la oxidacic hemina:

Preparacion de la muestra: Previamente a la oxidacion in vitro de las LDL, se
desalaron y se elimin6é el EDTA mediante la filtracion de las muestras en columnas
PD10 que contienen Sephadex G-25 M (Amersham Pharmacia). Las muestras se

equilibraron con tampén PBS (tamp6n fosfato salino, 10 mM, pH 7.4, 0.15 M NacCl).

i6n de di . I
Para estudiar la susceptibilidad a la oxidacion de las LDL se ha utilizado la
cinética de formacién de dienos conjugados inducida por hemina segun el método

descrito por Camejo et al **®

. La hemina es un producto de la degradacion de la
hemoglobina que se puede unir y oxidar a las lipoproteinas. La cinética de
oxidacion de las LDL (0.1 mg de apoB/mL) se llevd a cabo monitorizando el
cambio de absorbancia a 250 nm a 30°C con un espectrofotdmetro UV (Uvikon
922, Kontron) en presencia de hemina (2.5uM) y H202 (10uM) durante 4 horas.

La oxidaciébn de las LDL en presencia de hemina se divide en tres fases
temporales consecutivas que resultan de la oxidacion de los acidos grasos
poliinsaturados (PUFA) a hidroxidos lipidicos cuando los dobles enlaces entre
atomos de carbono se convierten en dobles enlaces conjugados (dienos) con una

absorcion a 250 nm.

De las curvas de oxidacion se determinaron los siguientes parametros:
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1. Lag phase o fase de latencia (LP): Se define como el intervalo en minutos
entre la interseccion de la linea recta definida por la pendiente de la curva con
la absorbancia inicial. En esta fase se produce el consumo de antioxidantes de
la particula lipoproteica. Cuanto mayor sea el tiempo de esta fase, mas
resistente a la oxidacion sera la lipoproteina.

2. Maximal rate (MR). Una vez consumidos los antioxidantes se inicia la fase de
propagacion en la se oxidan todos los PUFAS presentes en la lipoproteina
mediante una reacciéon en cadena. Esta fase permite calcular la tasa de
oxidacion (MR) expresada en mol de dienos/mol de LDL teniendo en cuenta el
coeficiente de extincion molar de los dienos conjugados (g250=29500 L / mol.
cm).

3. Maximum diene production (MDP). Una vez se han oxidado todos los PUFAS
empieza la fase de descomposicion en la que se generan los productos finales
de la oxidacion lipidica (aldehidos, ...). De esta fase se obtiene la maxima

produccion de dienos expresada en mol de dienos /mol LDL (MDP).

3.2.2.2. Determinacion de vitamina E

Se determind vitamina E en plasma mediante HPLC. Para su andlisis las

muestras se protegieron de la luz y del oxigeno.

1. En un tubo Eppendorf se depositdé 100uL de plasma mas 100uL de una
solucion etandlica de acetato de g-tocoferol (45,9/mL) como estandar interno.

La mision del estandar interno es evaluar la pérdida de vitamina E que se
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produce durante el proceso de extraccién. Se mezcldé enérgicamente durante
15 segundos.

2. Se afadi6 300uL de n-héxano y los tubos se mantuvieron en agitacion
constante durante 30 minutos.

3. Los tubos se centrifugaron en una micro-centrifuga durante 5 minutos para
separar la fase superior (héxano) de la fase inferior (agua-etanol).

4. Se transfirié la fase superior de héxano que contiene g-tocoferol y el acetato
de ¢-tocoferol en otro tubo y se secd bajo un flujo de nitrégeno.

5. Inmediatamente antes de inyectar la muestra en HPLC se reconstituyd con
100yL de etanol.

6. Se inyecto 20uL de la muestra a la columna.

- lici el HPLC

Bombas y controlador Hewlett Packard, serie 1050

Columna Spherisorb-ODS 2, 125 x 4 mm, 5

Fase movil Metanol (100%)

Flujo 1 mL/minuto

Deteccion 292 nm (o Ex 288, Em 340)

Tiempo de retencién 5 minutos para el g-tocoferol
6 minutos para el acetato de o-tocoferol

Célculo La concentracién de vitamina E se determind extrapolando el &rea del pico
con una curva estandar de o-tocoferol ( 1ug/mL-25u9/mL), se corrigié por
el estandar interno teniendo en cuenta en factor de dilucion.

3.2.2.3. Determinacion de vitamina A
Se determind la vitamina A del plasma mediante HPLC. Para su andlisis, las

muestras se protegieron de la luz y oxigeno.
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i6n de vitami

1. Se transfirio 100yL de plasma en un tubo Eppendorf (1.5mL).

2. Se afadio 100yL de una solucion de etanol de all-trans-retinyl acetate

(lpg/mL) como estandar interno. Se mezclo enérgicamente durante 15

segundos.
3. Se deposité 200pL

durante 30 segundos

de n-hexano dentro del tubo Eppendorf. Se mezclo

y se colocaron los tubos en un roller durante 30 minutos.

4. Se centrifugaron durante 5 minutos en una micro-centrifuga para separar la

capa superior de hexano de la capa inferior de etanol-acuosa.

5. Se transfirié la capa superior que contiene el retinol y el acetato de retinol en

un Eppendorf nuevo y se secé bajo un flujo de nitrégeno.

6. Inmediatamente antes de inyectar la muestra al HPLC, se reconstituyd el

residuo lipidico en 100yL de etanol y se mezclo ligeramente con un vortex.

7. Se inyect6 20yL a la columna del HPLC.

lici el

Bombas y controlador

Hewlett Packard, serie 1050

Columna Spherisorb-ODS 2, 125 x 4 mm, 5y
Fase movil Metanol (98%)

Flujo 1 mL/minuto

Deteccion 325 nm (o Ex 288, Em 340)

Tiempo de retencion

5 minutos para € retinol
6 minutos para €l acetato de retinol

Céculo

La concentracién de vitamina A se determiné extrapolando el drea del pico
con una curva estandar de retinol ( 1ug/mL-25u9/mL), se corrigié por el
estéandar interno teniendo en cuenta en factor de dilucion.
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3.2.3. Interaccion entre las LDL y el condroitin-6-sulfato (C6S)

La interaccion entre las LDL y el condroitin-6-sulfato (C6S) glucosaminoglicano
(GAG) (Seikagaku, Tokio, Japan) se realizé utilizando el método de EMSA
(Electrophoretic mobility shift assay). Esta técnica se basa en la observacién de
que el movimiento de GAG sulfatado a través del gel de agarosa no
desnaturalizante es dificultado cuando las particulas de LDL estan unidas a él.
Después de la electroforesis de la solucion que contiene LDL o LDL y GAG, es
posible detectar bandas correspondientes a la migracion de complejos, asi como
aquellos con GAG libre. Este método tiene dos ventajas comparado con otros
métodos: el GAG y las LDL estan libres en solucidbn y no necesitan ser
inmovilizadas en cualquier superficie, evitandose modificaciones innecesarias, y

por otro lado, este método requiere pequefias cantidades de GAG y LDL.

3.2.4. Marcadores de inflamacién

Los niveles en plasma de sPLA2-11A se analizaron utilizando el método ELISA con
un anticuerpo monoclonal (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA)
para la unién, y un anticuerpo policlonal con deteccion colorimétrica.

Las moléculas de adhesion (VCAM, ICAM), TNF-¢ y TNF-y se determinaron por
ELISA utilizando el Kit R&D SYSTEMS Europe, Ltd.

El método de ELISA utilizado se basa en una técnica inmunoenziméatica
cuantitativa de tipo sandwich. El Kit proporciona una placa de pozos en las que
hay adherido un anticuerpo monoclonal contra el marcador de inflamacion

estudiado. En cada pozo se afiade concentraciones conocidas de un estandar
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(citocinas humanas) y las muestras (medio de cultivo), de manera que el
marcador de inflamacion se unira al anticuerpo inmovilizado. Después de un
lavado de los pozos para eliminar las proteinas de la muestra que no se unieron,
se le afiadio un anticuerpo policlonal especifico para cada uno de los marcadores
de inflamacién. Tras un nuevo lavado para eliminar el exceso de reactivo, se
afadi6 una solucion de sustrato de manera que desarrollé color
proporcionalmente a la cantidad del marcador de inflamacion que se habia unido
en el primer paso. Finalmente se par6 la reaccion colorimétrica y se midié la
intensidad de color en un lector para placas de ELISA. Comparando la densidad
Optica de las muestras y la de las curvas estandar se determind la concentracion
de cada marcador de inflamacion.

Se determind la PCR (mg/L) utilizando el Kit Beckman Synchron CX7 y la VSG

por el método de Westergren.

Para el andlisis de otros pardmetros de laboratorio, tales como: glicemia, urea,
creatinina, GOT se utilizd6 el Kit comercial Beckman Synchron CX7. El factor
reumatoide (FR) se determindé por inmunoturbidimetria utilizando el Kit de BM/

Hitachi 704/717/911.
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3.3. Estadistica

Para comparar las medias de pacientes y controles se utilizé el test de U Mann-
Whitney. Para determinar la asociacién lineal entre dos variables se ha utilizado el
coeficiente de correlacion de Pearson para variables paramétricos y de Spearman
para variables no paramétricas. El valor de p<0.05 se consider0 como

estadisticamente significativo. Se utiliz el programa SPSS 8.0.
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4.- RESULTADOS
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5.-DISCUSION
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En la actualidad, esta bien establecido que la AR reduce no soélo la calidad de vida
sino también la cantidad de vida. Un gran nimero de estudios poblacionales han
demostrado que los pacientes con AR presentan una expectativa de vida reducida y
un exceso de mortalidad en comparacion con la poblaciéon general.

La ECV constituye la primera causa de muerte en pacientes con AR, llegando a
suponer en algunos trabajos mas de la mitad del total de las muertes. La mortalidad
por ECV es superior en estos pacientes que en la poblacion general. Dentro de las
causas de muerte por ECV, la cardiopatia isquémica es la mas frecuente.

La elevada mortalidad por ECV en pacientes con AR ha llevado, incluso, a
considerar a esta enfermedad como un factor de riesgo de enfermedad
cardiovascular.

Recientemente, se ha observado en pacientes con AR tratados con farmacos
modificadores de la enfermedad durante al menos 5 afios, un mayor grosor de la
carétida derecha y un mayor numero de placas de ateroma, en relacién a controles
sin AR. La edad en el momento del estudio y la duracion de la enfermedad fueron
los mejores factores predictivos del desarrollo de enfermedad arteriosclerética™®.
Los mecanismos de este aumento de morbi-mortalidad por ECV no son bien
conocidos, pero parece que la respuesta inflamatoria de la AR podria favorecer
una acelerada aterogénesis.

En estudios previos en pacientes con AR se han observado alteraciones del perfil
lipidico, caracterizadas por una disminucion de los niveles en plasma de colesterol y
de lipoproteinas, tanto LDL como HDL. Las bajas concentraciones de HDL se han

relacionado con un mayor riesgo de aterosclerosis, aunque la disminucion

98



concomitante de LDL hace que este perfil lipoproteico cuantitativamente no
comporte un mayor riesgo de aterogénesis.

En pacientes con AR no se han estudiado las alteraciones cualitativas del perfil
lipidico.

A partir de estos conocimientos y teniendo en cuenta que tanto la aterogénesis
como la AR son el resultado de un proceso inflamatorio crénico, nos planteamos
investigar en pacientes con AR la presencia de lipoproteinas cualitativamente mas
aterogénicas y de marcadores de inflamacion elevados que se han asociado a un
mayor riesgo de ECV, con la finalidad de poder contribuir a explicar esta elevada

mortalidad por enfermedad cardiovascular en pacientes con AR.

En los trabajos expuestos en el apartado de resultados hemos evaluado parametros
que influyen en el proceso de la ateromatosis. Dichos parametros han sido:
marcadores de inflamacion, entre ellos la sPLA2-IIA y la PCR, las subclases de
lipoproteinas plasmaticas, la afinidad de las LDL por los glucosaminoglicanos; y el
estudio de la oxidacion lipidica mediante la cinética de formacion de dienos

conjugados y la determinacion de antioxidantes (vitamina E y vitamina A).

A continuacion se discuten los resultados de los articulos que se han incluido en

esta memoria.
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Articulo 2: Elevated levels of small, low-density lipoprotein with high affinity for
arterial matrix components in patients with rheumatoid arthritis. Possible

contribution of phospholipase A2 to this atherogenic profile.

Los resultados de este estudio muestran que los pacientes con AR presentan
concentraciones en plasma de sPLA2-1IA 'y PCR més elevadas que el grupo control.
Las concentraciones en plasma de otros marcadores de inflamacion (ICAM,
fibrinbgeno, TNF-q, IFN-y y VSG), también fueron significativamente mas altas en
el grupo de pacientes con AR que en el grupo control.

Ademads, en pacientes con AR encontramos niveles en plasma mas altos de
lipoproteinas LDL densas y pequefias en comparacion con el grupo control. Las
LDL densas y pequefias presentan una mayor aterogenicidad debido a su facilidad
para atravesar el endotelio vascular y a que tienen una mayor afinidad por los
proteoglicanos de la pared arterial. En nuestro estudio, el aumento de los niveles de
LDL densas y pequeiias en los pacientes con AR estaba asociado a una mayor
afinidad de la LDL por los glucosaminoglicanos. Por otro lado, en los pacientes con
AR observamos una correlacion positiva entre los niveles de sPLA2-IIA y las LDL
densas y pequefias. Esto resultados sugieren que los niveles elevados de sPLA2-
[IA darian lugar a unas lipoproteinas modificadas con una elevada aterogenicidad y
gue debido a la alta afinidad que presentan para unirse a los glucosaminoglicanos
de la matriz extracelular, serian mas avidamente captadas por los macrofagos

favoreciendo la formacién de células espumosas y el proceso de la ateromatosis.
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Estas observaciones confirman la hipétesis que el estado de inflamacion crénica en
los pacientes con AR induce cambios cualitativos en las lipoproteinas plasméticas, a
través de la accion hidrolitica de la sPLA2-IA, dando lugar a un perfil de

lipoproteinas mas aterogeénico.

Este perfil lipoproteico junto con la presencia de marcadores de inflamacion
elevados, tales como la PCR y la sPLA2-1IA, podrian contribuir a explicar el
aumento de mortalidad descrito por enfermedad cardiovascular en pacientes con

AR.

Articulo 3: Antioxidant vitamins and lipid peroxidation in patients with rheumatoid

arthritis: Association with inflammatory markers.

La peroxidacion lipidica juega un papel importante en la inflamacién y en la
aterogénesis. En pacientes con AR, estudios anteriores muestran aumento de
niveles en plasma y en liquido sinovial de productos derivados de la oxidacion
lipidica, con resultados contradictorios en las concentraciones de vitaminas
antioxidantes.

En este trabajo nos centramos en estudiar si la inflamacion puede influir en las
vitaminas antioxidantes. Ademas, investigamos si las LDL de los pacientes con AR
son mas susceptibles a las modificaciones oxidativas en comparacién con un grupo

control.
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Los resultados obtenidos mostraron una correlacion inversa entre vitaminas
antioxidantes (vitamina A y vitamina E) y marcadores de inflamacién como la
SPLA2-IIA y la PCR. Estos resultados apoyarian la hipotesis que la inflamacion
cronica afecta los niveles de vitaminas antioxidantes en pacientes con AR.

Ademas, encontramos una correlaciéon positiva entre la constante de afinidad de la
LDL por el condroitin 6-sulfato (Kd-LDL) y la lag phase en la cinética de formacion
de dienos conjugados en pacientes con AR. Esto sugiere que las LDL de los
pacientes con AR tienen dos propiedades pro-aterogénicas: una mayor interaccion
con la pared arterial, y por otro lado una mayor susceptibilidad a la oxidacién que
las LDL del grupo control, en la que no se observé esta correlacion entre la Kd-LDL
y la lag phase.

Inesperadamente, no encontramos diferencias significativas entre las distintas fases
de dienos conjugados y vitaminas antioxidantes entre pacientes con AR y el grupo
control. Esto podria explicarse por el hecho de que los pacientes con AR estaban
bajo tratamiento antiinflamatorio y con farmacos antirreuméaticos modificadores de la
enfermedad. El estudio se llevo cabo en pacientes con AR en tratamiento por ser
ésta la situacion real que se ha asociado a incremento de mortalidad por

enfermedad cardiovascular.
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6.- CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

En nuestros estudios, los pacientes con AR y el grupo control presentaron concentraciones
en plasma similares de colesterol, triglicéridos, ApoA-l, ApoB, VLDL y HDL. En los pacientes

con AR, los niveles de LDL fueron mas bajos que los del grupo control.

Los niveles de LDL densas y pequefias fueron mas elevados en pacientes con AR

gue en el grupo control.

La afinidad de la LDL por el condroitin 6-sulfato, GAG, fue significativamente mas

alta en pacientes con AR que en el grupo control.

En los pacientes con AR se observé una correlaciéon positiva entre la afinidad por

GAG y los niveles de LDL densas y pequefias en plasma.

Los pacientes con AR presentaron concentraciones en plasma significativamente
mas elevadas de sPLA2-1IA y de otros marcadores de inflamacion (ICAM, PCR,

TNF-a, IFN-y y fibrinbgeno) que el grupo control.

En pacientes con AR encontramos una correlacion positiva entre marcadores de

inflamacion tales como la sPLA2-IIA y la PCR y las LDL densas y pequefias.

Los pacientes con AR presentaron niveles mas bajos de vitamina A y similares de
vitamina E en comparacion con el grupo control, aunque sin diferencias

estadisticamente significativas.

En pacientes con AR observamos una correlacion inversa entre las vitaminas Ay E
y la sSPLA2-11A.

Los parametros oxidativos, medidos a través de la formacion de dienos conjugados,

fueron similares en pacientes con AR y el grupo control.
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