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I. INTRODUCCIO

1. HIPERTENSIO ARTERIAL REFRACTARIA

1.1. Hipertensio arterial essencial a Espanya.

La hipertensio arterial (HTA) és una de les malalties més freqiients en 1’actualitat.
Aix0 ¢€s aixi arreu del moén, 1 especialment en el mon occidental. A Espanya, d’acord
amb la definici vigent segons les guies espanyola i europea actuals'?, en que es
considera que un subjecte pateix HTA quan les seves xifres de pressio arterial (PA)
son superiors o iguals a 140 mmHg de PA sistolica 1/0 superiors o iguals a 90
mmHg de PA diastolica, presa en les condicions adequades 1 seguint les indicacions
recomanades, la prevalenca d’HTA es troba al voltant d’un 35% en adults (majors
de 18 anys) i afecta al 68% de la poblacié de més de 60 anys>*. Les dades respecte
al control de la PA mostren uns resultats ben pobres, estimant-ne el control de la
mateixa en un 14% del total d’hipertensos i en un 25% de tots els hipertensos
tractats’. No obstant, en els darrers anys s’ha objectivat un increment en el
percentatge de malalts amb HTA coneguda que estan tractats 1 ben controlats, essent
aquesta xifra del voltant del 36-38% en Atenci6 Primaria 1 del 42-47% en Unitats
especialitzades®. D’altra banda, el registre de monitoratge ambulatori de pressid
arterial de 24 hores (MAPA-24h) de la Societat Espanyola d’Hipertensié confirma
un control de la PA del voltant del 40% en el total de registres avaluats®. Aquestes
xifres no son molt diferents de les que aporta la base de dades del National Health
and Nutritional Examination Survey dels Estats Units d’America, que assenyala un
percentatge del 37% quant als individus hipertensos, coneguts i tractats que tenen un

bon control de la seva HTA'.

1.2. Hipertensio arterial refractaria.

La hipertensi6 arterial es considera refractaria o refractaria al tractament, quan un
esquema terapeutic que inclou modificacions en ’estil de vida 1 la prescripcio d’
almenys tres farmacs (incloent un diiirétic) a dosis adequades, no aconsegueix reduir
la PA sistolica i diastolica a valors inferiors a 140 i 90 mmHg respectivament'. La
importancia d’identificar i tractar els malalts amb HTA refractaria (HTA-R) rau en
el fet que s’ha objectivat la preséncia freqiient de dany organic subclinic en aquests

pacients, sobretot hipertrofia ventricular esquerra, microalbuminuria, engruiximent

12



Progenitors endotelials i HTA refractaria Anna Oliveras i Serrano

de la paret arterial, plaques en artéries carotides, canvis vasculars en la retina 1

12-14 Nqe e
. Un metanalisi recent de

nefrosclerosi®', aixi com un major risc cardiovascular
61 estudis epidemiologics em el que s’incloia al voltant d’1 milié de persones, va
concloure que per cada 20/10 mmHg d’elevaci6 de la PA (sistolica 1 diastolica
respectivament) s’incrementa el doble el risc de mortalitat cardiovascular'.

Son multiples les possibles causes d’aquest control insuficient de la HTA. Aixi,
trobem que a vegades es deu a un esquema terapeutic inadequat o al compliment
insuficient del mateix, tant pel que fa a les modificacions de 1’estil de vida (sobretot
en les mesures més eficaces com ¢és el control del sobrepés o per consum excessiu
d’alcohol) com al tractament farmacologic prescrit. Altres vegades el control
insuficient de la HTA pot ser degut a ’existeéncia d’una causa secundaria d’HTA no
diagnosticada o a la preseéncia concomitant de sindrome d’apnea del son, la ingesta
d’altres farmacs que elevin la PA, I’excés de volum per insuficiéncia renal, dosis
inadequades de diiirétics, la ingesta excessiva de sodi o I’hiperaldosteronisme?. Aixi,
doncs, hi ha una série d’ entitats 1 circumstancies que es poden trobar en 1’origen de
la refractarietat de la HTA o bé poden conduir falsament al seu diagnostic, 1 que
s’han d’avaluar de forma acurada davant qualsevol malalt en el que sospitem HTA-
R (Taula 1).

La prevalenca de la HTA-R no es coneix prou bé, malgrat que tant els estudis
transversals com prospectius suggereixen que no €s pas infreqiient, estimant la seva
prevalenga al voltat del 5% en la poblaci6 atesa en atencid primaria i del 25-30%
dels malalts remesos a unitats de referéncia'®. Dades obtingudes a partir d’estudis
com ara el Controlled Onset Verapamil Investigation of Cardiovascular Endpoints
(CONVINCE)'"” o I'Antihypertensive and Lipid Lowering Treatment to Prevent
Heart Attack (ALLHAT)'® han objectivat una prevalenga del 40-50% en malalts
hipertensos de més de 55 anys d’edat amb almenys un altre factor de risc addicional.
Aquestes xifres poden resultar una mica elevades si tenim en compte que en el
global d’assaigs clinics s’ha vist que s’aconsegueix taxes de control de PA d’ entre
el 65 1 el 70% de tots els pacients hipertensos inclosos, tot i que aix0 també ve
limitat 1 esbiaixat pel fet que el control estricte en el tractament 1 el seguiment en els
assaigs clinics no es correspon amb la practica clinica diaria habitual i també pel fet
que aquests estudis solen excloure malalts amb diferents patologies i condicions que
fan que el control de la seva HTA sigui molt dificil, 1 per tant la poblacio estudiada

tampoc seria representativa de la poblacié hipertensa global. Les dades europees'~
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situen la prevalenca de la HTA-R entre el 10 1 el 15%. En consonancia amb aquestes
dades, un estudi recent'’ realitzat en ’ambit de I’Atencid Primaria a una zona de

Corufia amb més de 1.700 hipertensos estima la prevalenca d’HTA-R en el 13%.

Taula 1. Etiologia de la hipertensi6 arterial refractaria.

F Pseudoresisténcia:
= Hipertensio aillada a la consulta o de “bata blanca™
=  Pseudohipertensio
= Utilitzacio de bragal massa petit

F Incompliment terapéutic: en relacié amb causes relacionades amb
= FElpacient
=  Elmetge
= FEl farmac

F Sobrecarrega de volum: en relacié amb
= Consum excessiu de sal
= Dany renal progressiu (nefrosclerosi)
= Retencio hidrica per descens de la pressio arterial
=  Tractament diiiretic inadequat

F Causes en relacié amb farmacs i/o drogues: sobretot
= Simpatomimetics  (descongestionants  nasals, anorexigens,
cocaina)
= Anticonceptius orals
= Antiinflamatoris no esteroidals
= Corticoides, anabolitzants
»  Anticalcineurinics
= Eritropoetina
= Antidepressius triciclics
= elc.

F Condicions concomitants:
»  Tabaquisme, consum excessiu d’alcohol
= QObesitat, insulin-resisténcia, hiperinsulinemia
= Sindrome d’apnea obstructiva del son
= Hiperventilacio per ansietat, atacs de panic, dolor cronic

F Causes secundaries d’HTA: entre les més freqiients:
»  Malaltia renal parenquimatosa
=  HTA renovascular
= Hiperaldosteronisme primari

14
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No només el coneixement de la prevalenca real de la HTA-R veritable és encara
una incognita, sind que també queden pendents moltes respostes quant a 1’origen 1
els mecanismes de la mateixa. L’avaluacio experimental de malalts amb HTA-R es
veu complicada per ’associacid6 amb un risc cardiovascular elevat, doncs aquest
limita la retirada de medicacions 1 restringeix els tipus 1 durada d’intervencions
experimentals que caldria per explorar determinades etiologies. A més a més, els
estudis en aquests malalts es veuen també limitats per la preseéncia de malalties
concomitants com la diabetis, insuficiéncia renal cronica, sindrome d’apnea del son
o malaltia aterosclerotica, que interferiran facilment amb els resultats. Si bé és cert
que s’ha arribat a identificar determinades caracteristiques dels pacients que es
troben associades amb la HTA-R, els mecanismes subjacents de la resisténcia al
tractament no han estat extensament investigats. Tot 1 que es creu que el
remodelatge vascular 1 cardiac present en els malalts amb HTA-R es relaciona amb
disfuncié endotelial, un factor clau en [D’aterogénesi preco¢ 1 la malaltia
cardiovascular, es desconeixen els mecanismes que relacionen els diferents
marcadors de funcié endotelial 1 el remodelatge cardiovascular amb la HTA-R, ni

tampoc els potencials mecanismes genetics implicats.

ENDOTELI I DISFUNCIO ENDOTELIAL

2.1. L’endoteli, la cel-lula endotelial i la funcié endotelial.

L’endoteli es una monocapa continua que cobreix la superficie interna de tot el
sistema vascular 1 que representa una barrera dinamica entre la sang circulant i els
teixits subjacents. Esta permanentment exposat tant a estimuls mecanics, com ¢s el
flux sanguini, la PA 1 la distensié de la paret, com a nombrosos estimuls quimics,
procedents sobretot de les cel-lules sanguinies. Com a resposta, donara lloc a
I’alliberament de diversos factors reguladors del to wvascular, com ara les
prostaglandines o 1’0xid nitric. Es, per tant, un auténtic organ de regulacié vascular
amb accions endocrina, paracrina i1 autocrina que esta implicat en processos
vasoactius, metabolics 1 immunes. L’endoteli vascular, doncs, no es considera una
simple barrera que separa la sang circulant de 1’espai subendotelial, sin6 que a més
les cel-lules endotelials actuen com un sistema receptor i emissor de senyals,
d’estimuls fisics 1 quimics que respon alliberant diferents mediadors que influeixen

poderosament en el to vascular 1 en el creixement 1 la proliferacio de les cel-lules
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vasculars. En condicions normals, I’efecte conjunt d’aquests factors endotelials €s el
manteniment del to vascular, la fluidesa sanguinia i la limitacié de la inflamacid
vascular 1 de la proliferacié de les cél-lules musculars llises. No obstant, en
presencia de factors de risc cardiovascular, tant els tradicionals (com son la
hipercolesterolémia, la hipertensio 1 la diabetis mellitus) o bé els factors de risc
anomenats emergents (com la hiperhomocisteinemia, la obesitat 1 la inflamacio
sistémica), 1’endoteli pot adoptar un fenotip que facilita la inflamacid, trombosi,
vasoconstriccid 1 la formacié de lesid aterosclerotica. Aquest fenotip endotelial

\ . N . 2
anomal es manifesta préviament al desenvolupament d’aterosclerosi franca®.

2.2. Concepte de disfuncio endotelial i dany endotelial.

Tot 1 la importancia de I’endoteli, en condicions fisiologiques els vasos sanguinis
adults es regeneren només de forma moderada en els adults. La vida mitjana d’una
céllula endotelial adulta s’estima al voltant de 3.1 anys®' i el nivell de recanvi
endotelial basal €és baix; després pateix un procés lent 1 progressiu de mort i
regeneracid cel-lular. Aquest procés esta accelerat per multiples factors, com son la
continua influeéncia de les forces de cisallament, 1’estrés oxidatiu o, com ja hem dit,
els diferents factors de risc cardiovascular. A la vegada, la disfuncié de les cel-lules
endotelials és un fet critic per I’ inici del desenvolupament de la placa
aterosclerotica’. Aixi, davant d’un dany agut en ’endoteli vascular, acompanyat
freqiientment de mort cel-lular programada (apoptosi) de cel-lules endotelials 1 de
perdua de les propietats antitrombotiques de la paret vascular, es produeix un rapid
increment en el nimero de cel-lules endotelials circulants. L’endoteli té la capacitat
de ser-ne reparat per si mateix”. Quan experimentalment s’extreu una petita area de
la intima, les cel-lules endotelials de les voreres de la lesio proliferen 1 emigren cap
al centre, degut a la perdua de la inhibici6 per contacte. Si I’endoteli és jove i sa, es
completa el procés de reparacio local 1 la capa intima queda reconstituida. En canvi,
si D’endoteli esta envellit o rep l’agressié d’altres factors de risc, com la
hipercolesterolémia, hipertensioé o hiperglucemia, la reparaci6 local és defectuosa 1
es pot formar una placa com a resultat d’un procés inflamatori afavorit sobretot per
I’acumulacié de macrofags™. No només aixo, sind que, a més del seu paper en

I’aterosclerosi precog, cada vegada es reconeix de forma més clara que la disfuncio
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endotelial també contribueix als estadis més tardans de la malaltia, quan els malalts
desenvolupen simptomes clinics.

Pero si anem a estadis més precocos de 1’alteracio de 1’endoteli, hem d’introduir
el concepte de disfuncid endotelial. La disfuncio endotelial és una alteracio
reversible de les cel-lules endotelials com a resultat d’una disponibilitat d’oxid nitric
inadequada. El deficit d’oxid nitric no és la Unica manifestacio de la disfuncio
endotelial, per bé que n’és la principal. Aquest concepte s’ha de diferenciar del de
dany endotelial, que implica una disrupcié anatomica de I’endoteli”. En la disfuncid
endotelial, la modificacid de I’expressio genica 1 de la produccid dels diversos tipus
de factors endotelials com a conseqiiencia de I’accid dels diferents factors de risc
cardiovascular, donara lloc a un desequilibri entre factors amb accions oposades, de
manera que, com ja hem apuntat abans, hi haura un predomini dels factors
vasocontrictors, proliferatius, d’adhesié de cél-lules sanguinies i protrombotics. Es a
dir, hi haura un to vasomotor més elevat, creixement de la paret arterial, augment de

N . ., . - ., « e . .2
la tendéncia a 1’adhesio dels leucocits, agregacio plaquetaria i coagulacio™.

2.3. Patogénia de la disfuncio endotelial. Relaciéo amb la HTA.

En estudis realitzats en voluntaris sans 1 subjectes amb HTA s’ha demostrat una
correlacid inversa significativa entre la PA sistolica i la dilatacio mitjancada per flux
en l’artéria braquial, fins i tot després d’ajustar pels possibles factors de confusio o
altres factors de risc cardiovascular’’. No obstant, els mecanismes subjacents en
I’origen de la disfuncio endotelial no sén prou coneguts 1 poden ser diferents segons
el factor de risc cardiovascular a que s’associi. S’ha dit que en els malalts amb HTA
hi ha una vasorelaxaci6 anomal probablement degut a un desequilibri entre la
produccié endotelial de mediadors vasodilatadors i vasoconstrictors®>". En aquest
cas, el de la disfunci6 endotelial associada a HTA, el principal mecanisme inductor 1
mediador de la disfuncidé endotelial seria els mateixos nivells elevats de PA 1 el
consegiient augment en les forces circumferencials 1 tangencials, que deriven
finalment en una alteracié en els factors produits per I’endoteli. La reduida
disponibilitat d’oxid nitric observada en la disfuncié endotelial podria, doncs, ser
conseqiiencia d’una disminuci6 en la seva produccid 1/0 una major degradacio

d’aquest vasodilatador™.
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2.4. Técniques d’avaluacié de la disfuncié endotelial.

Donat que la disfuncié endotelial 1 1’aterosclerosi semblen ser els extrems d’una
mateixa entitat, s’han utilitzat nombrosos metodes per a mesurar la disfuncid
endotelial en humans, Ialteracié més preco¢ d’aquest procés’'. La determinacid de
la vasodilatacié endoteli-dependent sembla ser un indicador accessible de la salut
endotelial. Aixi, en humans, els estimuls que augmenten la produccié d’oxid nitric
derivat de I’endoteli han mostrat ser d’utilitat en I’avaluaci6 de la vasodilatacio
endoteli-dependent. Aquests estimuls inclouen la for¢a de fregament produida per I’
increment del flux sanguini, 1 els agonistes receptor-dependents, com acetilcolina,
bradicinina, o substancia P. De forma global, existeixen 4 grans grups de metodes

per a avaluar 1 quantificar la funci6 endotelial en humans:

2.4.1. Infusio intracoronaria d’agonistes endoteli-dependents (sobretot acetilcolina)

amb angiografia coronaria quantitativa.

2.4.2. Infusio d’agonistes endoteli-dependents en [’artéria braquial i mesura de les
respostes vasodilatadores dels vasos de resistencia de [’avantbrag¢ utilitzant

pletismografia d’oclusio venosa.

2.4.3. Mesures de la rigidesa arterial, incloent velocitat d’ona del pols i

distensibilitat arterial mitjangant tonometria.

2.4.4. Avaluacio no invasiva de la dilatacio mitjiancada per flux (DMF) endoteli-
dependent de [’arteria braquial per ultrasonografia vascular o mesura del flux
sanguini. La DMF ¢és un fenomen que s’observa tant en les artéries de resisténcia
com en les de conduccid 1 que ve determinat per 1’adaptacié del diametre arterial a
canvis en el flux o als mediadors humorals pels qual 1’endoteli vascular contribueix
a la regulacio del to arterial®>. Aquest és un métode validat i no invasiu ampliament

utilitzat per a quantificar la funcié endotelial®>=°.

Totes elles tenen, obviament, avantatges 1 inconvenients. Entre els inconvenients
valdria la pena destacar el caracter invasiu en el cas de les dues primeres, mentre
que els estudis de rigidesa vascular es veuen influits de forma important per aspectes

estructurals de la vasculatura més enlla de I’endoteli. En el cas de 1’avaluacid de la
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DMF cal assenyalar la resolucié minvada en relacio amb la grandaria arterial, la
variabilitat en les diferents mesures 1 la seva elevada dependéncia respecte de
I’operador que realitza la técnica. Tot 1 aixo, diversos estudis suggereixen que la
disfuncio endotelial detectada de forma no invasiva en el brag es correlaciona bé

amb la disfunci6 endotelial coronaria’®’.

2.5. Conseqiiencies de la disfuncié endotelial. Valor pronostic.
Ja hem vist en els apartats anteriors com la disfuncié endotelial pot jugar un paper
important en la patogenesi de la malaltia cardiovascular. Els diferents passos

d’aquesta relacio causal queden reflectits en la Figura 1.

Figura 1. La disfunci6é endotelial en la patogénesi de les malalties cardiovasculars. Adaptada de

. . .31
Widlansky i Bonetti®'.
FRCV classics FRCV emergents
= Hipertensid = |nfecci¢ / Inflamacio
= Diabetismellitus = Sedentarisme
= Dislipemia = Obesitat

= Tabaquisme Estrés oxidatiu / toxicitat

= Envelliment sobre cél-lules endotelials i muscul llis vascular
D TR

= Hiperhomocisténemia

Susceptibilitat intinseca — Factors geretics i ambientals

DISFUNCIO ENDOTELIAL

— | \

Alteracio to vasomotor Estat protrombatic Estat pro-inflamatori Proliferacio paret arterial

\ | /

Formacio i progressio de lesio aterosclerotica

Activacio / Ruptura de placa

| de flux sanguini degut a trombosii vasoespasme

|
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Abreviatures: FRCV = factors de risc cardiovascular.

Siguin quins siguin els mecanismes patogenics que condueixen a la disfuncio
endotelial, aquesta pot tenir importants implicacions a nivell cardiovascular i
condicionar el pronostic d’aquells que la pateixen. Aixi, alguns estudis en malalts

amb malaltia coronaria, com el de Halcox™® que avaluava la disfuncié endotelial a
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nivell de la circulaci6 coronaria o els de Heitzer’” i Neunteufl®® que determinaven
les respostes del flux sanguini a nivell de 1’avantbrag, van mostrar que la disfuncio
endotelial tenia un valor pronostic en aquests pacients. Un altre estudi que mostra
que la DMF ¢és predictora de patologia cardiovascular incident en malalts amb
patologia cardiovascular prévia és el de Yoshida i col.*’. També en malalts amb
malaltia arterial periférica aterosclerotica pendents de cirurgia vascular no urgent 1
examinats de forma prospectiva, la funcié endotelial mesurada per DMF en I’artéria
braquial va demostrar ser predictora independent d’esdeveniments cardiovasculars
tant als 30 dies després de la cirurgia com a llarg termini (mitjana d’1.2 anys)*.
També¢ son interessants els resultats d’estudis que han avaluat el valor pronostic de
la funcié endotelial en malalts amb factors de risc perd sense aterosclerosi
coneguda. Aixi, en els estudis de Perticone® en malalts amb HTA i de Modena* en
dones post-menopausiques amb HTA de recent diagnostic, I’avaluaci6 de la DMF a
nivell de Partéria braquial va objectivar que la disfuncié endotelial implicava un
increment del risc, sobretot, en el cas de I’estudi de Modena, quan el tractament
antihipertensiu no aconseguia revertir la disfuncido endotelial. Més recentment,
Muiesan i col. han demostrat que en hipertensos no complicats i no tractats, la
incidéncia de complicacions cardiovasculars en els pacients amb una DMF inferior a
la mediana (4.7%) era 3.1 per 100 pacients-any enfront a 1.4 en aquells amb valors
superiors, conferint a aquests subjectes un risc 2.67 vegades més elevat (p=0.02)".
Finalment, assenyalar que en persones d’edat avangada s’ha vist especialment
aquesta relacié entre DMF 1 malalties cardiovasculars incidents, com son 1’ictus,
I’infart de miocardi, la disfuncidé microvascular coronaria i I’augment de la rigidesa
arterial*.

A més a més de la determinacié de la disfuncidé vasomotora, que reflectiria
sobretot ’estat derivat de la disponibilitat d’oxid nitric, s’ha demostrat que els
marcadors en sang periféerica de disfuncio endotelial, reflex de 1’estat inflamatori,
també tenen un valor pronostic, si bé no esta definit quin marcador individual o
quina combinaci6 de marcadors €s més util en aquest aspecte. Ja hem vist com
I’endoteli vascular disfuncionant comportara una série de fenomens que en ultim
terme donaran lloc a la formacio de la placa d’ateroma, 1 per tant a 1’aterosclerosi, 1

el remodelatge vascular. Com ja hem esmentat préviament, en el lligam que uneix la
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disfuncié endotelial amb aquestes alteracions estructurals finals hi juga un paper
important 1’estrés oxidatiu, caracteritzat basicament per I’ escassa disponibilitat

d’oxid nitric. Perd a més a més hi ha un altre mecanisme, els fenomens inflamatoris,
que probablement també estiguin involucrats en el desenvolupament
d’arteriosclerosi a partir de la disfunci6 de I’endoteli. Hi ha alguns marcadors
inflamatoris especifics, les molecules solubles d’adhesié d’una banda, sobretot la
molecula d’adhesio intercel-lular (SICAM-1) 1 la molecula d’adhesié cel-lular
vascular (sVCAM-1), P-selectina 1 E-selectina, 1 de I’altra algunes citocines i
quemoquines, com IL-6 (interleucina-6) 1 MCP-1, el factor quimoatraient de
proteines, que poden contribuir al dany vascular 1 que es troben en intima relacid
amb la disfuncio endotelial 1 el desenvolupament i progressié d’aterosclerosi. Aixi,
per exemple, Tzoulaki 1 col. van observar en un estudi de cohort poblacional amb
seguiment de fins 12 anys que, sobretot IL-6 perd també sICAM-1 i proteina C-
reactiva, s’associaven amb aterosclerosi i la seva progressié*’. Aquests mediadors
cel-lulars junt amb alguns altres marcadors que comentarem a continuacio, semblen
tenir a més un valor pronostic quant a 1’aparicié de complicacions cardiovasculars.

Aixi, els nivells elevats de sSICAM*#

plasminogen®™!, s’han mostrat com a predictors independents de futures

, com també els de I’activador tissular del

complicacions vasculars tant en malalts sense patologia cardiovascular coneguda
com en malalts amb coronariopatia coneguda. També en aquest darrer grup de
pacients han mostrat tenir valor pronostic els nivells plasmatics de factor de von
Willebrand (fvW)’!, I’ inhibidor de I’activador de plasminogen®” i 1’endotelina™.
Respecte a la interrelaci6 d’aquestes diferents mesures de la funcio endotelial, doncs
es diu que probablement els biomarcadors serien mesures de 1’estat pro-inflamatori
de I’endoteli mentre que la mesura de la DMF seria més un reflex de les alteracions
del mateix mitjancades per 1’0xid nitric, s’ha vist en individus sans que sSICAM-1 i
la mesura de la DMF estaven relacionats, 1 que ambdos eren predictors de risc
coronari independentment 1’un de D’altre, aixi com també de forma independent

respecte als nivells de proteina C-reactiva i als altres factors de risc cardiovascular™.

2.6. Disfuncié endotelial i regeneracio de I’endoteli.
Ja hem dit abans que la vida de la cellula endotelial era finita. A més a més del
propi procés d’envelliment, 1’agressido produida sobretot pels factors de risc

cardiovascular sobre I’endoteli comporta sovint alteracions tant funcionals com
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estructurals d’aquestes cel-lules endotelials, les quals acabaran afavorint la mort de
les mateixes. El resultat sera un endoteli alterat 1 per tant mal funcionant, amb les

conseqiiéncies que ja hem esmentat. Per tant, ¢s fonamental el coneixement de tot
el que faci referencia a la regeneracio de I’endoteli. En aquest punt, i com veurem a
continuacid, jugaran un paper important les cel-lules progenitores endotelials
(CPE). Si bé és cert que la reconstruccid endotelial pot tenir lloc per migracio i
proliferacid de les cél-lules endotelials madures adjacents, aquestes, definitivament
diferenciades, tenen un baix potencial proliferatiu 1 la seva capacitat per a subsistir
en I’endoteli danyat és limitada, per lo que seran necessaris altres tipus cel-lulars per
reparar I’endoteli’”. La recerca realitzada en els darrers anys dona suport al concepte
de que la formacié de nous capillars depen no només de cél-lules endotelials
preexistents, sind també del reclutament de CPE. A partir d’aqui s’ha investigat
també de forma extensa sobre la naturalesa 1 funcié de les CPE en el manteniment 1
reparacid vascular’. La constatacié de que el niimero i funcié de les CPE circulants
estan reduits en malalts de risc cardiovascular 1 de que, com veurem, el nimero de
CPE és predictor de futures complicacions cardiovasculars®®, reforca de manera

consistent el paper d’aquestes cel-lules en la reparacié vascular endogena.

3. CEL-LULES PROGENITORES ENDOTELIALS

3.1. Concepte de CPE.

Per entendre el que son i el que representen les CPE, abans hem de repassar
breument els conceptes de vasculogenesi 1 angiogénesi. Durant el desenvolupament
embrionari, els vasos sanguinis es formen inicialment mitjancant el procés conegut
com vasculogenesi, és a dir, la diferenciacio in sifu dels angioblasts primitius cap a
cel-lules endotelials. Al créixer ’embri0, I’expansi6 de la xarxa vascular depén de I’
angiogenesi, un mecanisme diferent de creixement vascular segons el qual la xarxa
de vasos sanguinis s’expandeix mitjancant la divisié de cel-lules ja existents en
I’arbre vascular’’. Durant molts anys es va considerar que 1’angiogénesi era I"inic
mecanisme pel desenvolupament de nous vasos en la vida adulta. L’any 1997,
Asahara 1 els seus col-laboradors van descriure una poblacié de cel-lules humanes
circulants CD34+ que podien diferenciar-se ex-vivo en cel-lules amb caracteristiques

semblants a les cél-lules endotelials®®. Aquestes cél-lules es van anomenar CPE i
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aquest descobriment crucial va canviar el concepte tradicional d’angiogenesi,
suggerint que les cel-lules circulants en la sang periférica també poden contribuir a

-61 \
5761 I es cél-lules

la formaci6 de nous vasos 1 a I’homeostasi vascular en I’adult
progenitores son cel-lules primitives derivades de la medul-la ossia amb capacitat de
proliferar, migrar i diferenciar-se en diversos tipus cel-lulars madurs. Es probable
que aquestes cel-lules progenitores tinguin un precursor comu anomenat
hemangioblast, la persisténcia del qual en 1’adult contribueix al creixement i
reparacid d’ambdues linies, hematopoética i endotelial®>. Les CPE, un subtipus
d’aquestes cel-lules progenitores, tenen a més la capacitat de participar en el
desenvolupament de xarxes vasculars mitjangant diferenciacié a cel-lules endotelials
madures, a la vegada que tamb¢ hi poden intervenir a través de la secrecio de factors
de creixement angiogénics™. Aixi, doncs, podriem definir una CPE com una cél-lula
que deriva principalment de la medul-la ossia, circula en el torrent sanguini,
prolifera, i pot diferenciar-se cap a cél'lula endotelial madura®®"®’. Una vegada
circulen en sang periferica, les CPE constitueixen un pool de cel-lules que poden
reparar activament la capa endotelial dels vasos sanguinis mitjangant la formacio
d’un pegat en els llocs danyats de la intima®®. Aquests processos estan mitjancats
per interaccions entre les CPE 1 les cel-lules endotelials madures a través de

I’expressié de molécules d’adhesio i de 1’alliberament de quemoquines’®"

. Quan el
procés d’ angiogeénesi descrit abans té lloc de forma compensatoria, el
desencadenant d’aquest procés clau és la reduccid critica del flux sanguini, i
determinara 1’extensio de la isquémia tissular residual. L’0rgan isquémic, a través de
I’alliberament de factors de creixement i citocines, estimula el moll d’os per que
alliberi CPE que, a la vegada, es localitzaran de forma especifica en els llocs

danyats a través de 1’expressio de receptors de quemoquines, 1 finalment estimularan

.7 4
la formaci6 de nous vasos’”.

3.2. Caracteritzacio i aillament de les CPE.

No esta encara definit de forma acurada quin conjunt de marcadors de superficie
cel-lular caracteritzen exclusivament les CPE, havent-hi per tant una manca
d’estandarditzacid quant a la seva identificacid exacta. Les principals fonts per a I’
isolament de CPE son la medul-la oOssia 1 la sang periferica, per bé que també s’han

identificat en sang procedent de cordd umbilical o a la melsa. Tant les cél-lules
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endotelials madures com les CPE son extremadament rares en la sang periferica de
I’adult, representant entre un 0.01% 1 0.0001% de les cel-lules mononuclears
perifériques”, lo qual ha contribuit a la dificultat en ser precisos en la seva
identificaci6 1 aillament. El descobriment dels anticossos monoclonals 1 la utilitzacio
de la immunoseleccid per feix magnetic i/o el FACS (fluorescence-activated cell
sorting) han possibilitat 1’aillament, enumeracio 1 caracteritzacido de les cel-lules
circulants.

Després del seu descobriment inicial, les CPE s’han caracteritzat repetidament
utilitzant gran heterogeneitat de metodes, que diferien marcadament en el metode
d’isolacio cel-lular. Malgrat aquestes diferencies, els investigadors han utilitzat
sovint el terme generic de “CPE” o “angioblast” per descriure les seves respectives
poblacions cel-lulars’®. Aquests trets diferenciadors inclouen 1’expressié de
CD34°%77 expressi6é de CD133"%, expressié concomitant de CD133 i del receptor-2

79’80, cel-lules relacionades

del factor de creixement endotelial vascular (VEGFR-2)
amb monocits/macrofags amb expressio6 de CD14 1 amb minima expressid de
CD34%, o les caracteristiques morfologiques i/o adherents de cél-lules
mononuclears de sang periférica o de cel-lules mononuclears derivades de la

N s . .. ’ 2-84
medul-la ossia al cultivar-les sota condicions especifiques™™

. En certa manera,
continua el debat quant a la caracteritzacio precisa de les diferents poblacions
cel'lulars i les seves possibles relacions jerarquiques® perd els termes “CPE” i
“angioblast” s’han considerat conjuntament a nivell popular per designar 1) cél-lules
progenitores d’una estirp determinada que només donaran lloc a endoteli; 2)
cel-lules oligopotencials que poden diferenciar-se a endoteli 1 altres elements dels
vasos ja formats (pericits, cel-lules musculars llises, fibroblasts, etc); 1 3) poblacions
de cel-lules no progenitores que contribueixen a la formacié de nous vasos, no
directament siné a través de mecanismes paracrins o d’altres™. De totes maneres, la
utilitzaci6 indistinta d’aquests dos termes és cientificament poc acceptable, per lo
que semblaria raonable limitar el terme “angioblast” per denominar a les cel-lules
precursores que donen lloc a la vasculogénesi embrionaria, mentre que el terme CPE
s’aplicaria a la cel-lula progenitora d’estirp restringida que donara lloc només a
elements endotelials 1 que és capa¢ de formar capil-lars 1 de reparar 1’endoteli

preexistent’®.
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Donades les diverses caracteritzacions utilitzades per a identificar les CPE, I’any
2000 es va intentar un consens quant als fenotips endotelials, 1 es van descriure les
CPE com a aquelles que expressaven CD34, AC133 (o el que ¢és el mateix CD133) i
VEGFR-2*"_ fenotip que ha estat ampliament acceptat per a definir les CPE**%.
Aix0 ¢és forca concordant amb els estudis inicials que van identificar les CPE pel
model d’expressid dels marcadors de superficie cel-lular, que incloien VEGFR-2,
AC133, CXCR4, CD34, 1 c-Kit 1 I’abséncia de marcadors d’estirps més
definidament hematopoctiques. Més recentment s’ha proposat un altre protocol per
estandarditzar la quantificacié de les CPE, basant-se en la utilitzaci6 d’anticossos
enfront de VEGFR-2, CD133, CD34 i CD45”.

Les CPE humanes, doncs, s’han aillat a partir de poblacions CD34+ o
CD34+/VEGFR-2+ (també s’ha utilitzat AC133 enlloc de o junt amb VEGFR-2);
després de I’administracio a rates s’ha vist com es diferenciaven in vivo cap a
cel-lules endotelials junt amb vasos que expressaven els marcadors endotelials
PECAM (CD31) o factor de von Willebrand™. En canvi, I’administraci6 intravenosa
de cel-lules endotelials madures no va aconseguir la seva implantacié en els llocs de
neovascularitzacié®®. Aixi, es va demostrar que les cél'lules endotelials madures
eren funcionalment diferents de les CPE derivades del moll d’os”".

Amb el que hem descrit fins ara quant a la caracteritzaci6 de les CPE, podem
donar pas a la descripcid dels métodes que utilitzarem per identificar 1 quantificar
aquestes CPE. Basicament hi ha dues teécniques per I’estudi de les CPE: la
citometria de flux de mostres fresques de sang periférica i el cultiu cellular®.

(Figura 2).

25



Progenitors endotelials i HTA refractaria Anna Oliveras i Serrano

Figura 2: Técniques d’obtencid i identificacié de cél-lules progenitores endotelials. Modificat de
Ben-Shoshan”’.
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Modificat de Ben-Shoshan. Pharmacol & Therap, 2007.

El recompte cel-lular per citometria de flux es basa en el marcatge immunologic
de les cel-lules amb anticossos dirigits contra antigens de superficie o intracel-lulars.
Aquest metode t¢ dues importants limitacions: en primer lloc, com hem dit abans,
no coneixem el fenotip antigeénic precis de les CPE, sobretot degut a que es
superposa amb el d’altres estirps cel-lulars, motiu pel qual caldria referir-s’hi sempre
com a “CPE putatives” o suposades CPE. En segon lloc, la definici6 de CPE per
aquest metode implica una abstraccid conceptual, doncs s’atribueix una funcid
suposada a un fenotip antigénic relativament simple. De fet, donada la raresa de les
CPE circulants es fa necessari la utilitzacié d’un nimero molt limitat d’antigens de
superficie. En conseqliencia, assegurar que un fenotip basat en 2 o 3 antigens
identifica de forma definitiva una poblacio cel-lular amb una funcié complexa és
gairebé i1mpossible. No obstant, degut a la seva sensibilitat, especificitat 1
reproductibilitat, la citometria de flux s’accepta actualment com el millor métode
per a obtenir dades purament quantitatives respecte a les CPE putatives en sang

periferica. Per definir el fenotip antigenic de les CPE d’acord amb el terme
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“progenitors endotelials” cal utilitzar almenys un marcador d immaturitat 1 almenys
un marcador d’estirp endotelial. Dins dels primers, CD34 1 CD133 (ACI133 en
humans) son, com hem vist, els que més s’han utilitzat. CD34 s’expressa en cel-lules
mare hematopoetiques 1 en I’endoteli activat de determinada microvasculatura,
mentre que CD133 s’expressa selectivament en la medul-la hematopoetica 1 en les
cel-lules progenitores; les cél-lules CD133+ mantenen la capacitat de diferenciar-se
en multiples fenotips, incloent 1’endoteli. Quant als antigens endotelials, dins dels
més tipics cal assenyalar KDR (Kinase-insert Domain Receptor en humans, que
representa un receptor tipus 2 del factor de creixement endotelial vascular, VEGFR-
2), CD31, també conegut com a molecula d’adhesié de cel-lules endotelials-
plaquetes (PECAM-1) 1 el fvW. Les cel-lules CD34+KDR+ podrien ser cel-lules
immadures amb potencial endotelial i, per tant, representarien CPE putatives o
hemangioblasts post-natals. A diferéncia de CD34, CD133 no s’expressa mai en les
cel-lules endotelials madures i, per tant, les cel-lules CD133+KDR+ podrien
correspondre millor a les CPE. No obstant, al ser més immadures, aquestes cel-lules
son més dificils d’identificar en la circulacidé en situacid basal. Ambdds poden
considerar-se fenotips antigénics putatius de CPE, i la intersecci6 entre els dos
(CD34+CD133+KDR+) podria ser utilitzada com a fenotip restrictiu de les CPE, tot
i que s6n més dificils encara de detectar en la circulacio®*’. De fet, s’ha enraonat de
dues poblacions de CPE putatives, les CPE precoces 1 les CPE tardanes, encara que
probablement es tracti de diferents moments evolutius de les mateixes cél-lules >’
Es podria dir que les CPE funcionals precoces expressen CD34, CD133 1 VEGFR-2,
1 es localitzen predominantment en la medul-la 0ssia o en la circulacid sistemica
immediatament després de la seva migracio a la mateixa®'. Posteriorment, en algun
moment durant la seva transmigracio cap a la circulacio sistémica, o més tard durant
la seva circulacio, les CPE comencen a perdre CD133. En una fase més tardana, en
el procés de maduracid de les CPE, expressaran CD34, VEGFR-2, CD31, caderina
endotelial vascular i comengaran a expressar fvW 1 la forma endotelial de 1’0oxid

nitric sintasa (Figura 3).
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Figura 3. Origen i maduraci6 de les CPE. Caracteritzacid fenotipica en els diferents estadis

evolutius.
- CEL-LULES PLURIPOTENCIALS
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CEL-LULES CEL-LULES

PROGENITORES PRECURSORES
ENDOTELIALS sKit-L HEMATOPO ETIQUES

* CD133*
* CD34*

-\IrArn Nd

o a a a a a a a a a aaaadanaasasasasaasaaaaaa

a CPE CPE
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» CD133*- * CD133
" CD34* ' CD34*
* VEGFR-2* * VEGFR-2*
» CD31* * CD31*
s \VE-caderina* * VE-caderina*
" VWF* " VWF*

Modificat de Hristov. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2003.

Abreviatures: CPE = cél-lules progenitores endotelials;, MMP-9 = metaloproteinasa-9 de
matriu, mKit-L = Ligando Kit de membrana; sKit-L = Ligando Kit soluble; VEGFR-2 =
receptor tipus 2 del factor de creixement endotelial vascular; vWF = factor de von Willebrand.

Aquestes caracteristiques fan suggerir que les CPE precoces és un grup
heterogeni de cél-lules que es diferencien des d’hemangioblasts cap a cel-lules
madures. En canvi, les CPE tardanes sén homogénies i ben diferenciades®. També
s’ha dit que les CPE precoces derivarien d’una subpoblacié de cél-lules
mononuclears procedents de sang periférica CD14+ *+">%82% " Daltra banda’, en
les CPE precoces madures, >99% de les cel-lules nucleades son cel-lules

hematopoétiques CD45+. Altres autors’®**%*

justifiquen també la utilitzacio del
marcador panleucocitari CD45 almenys per identificar les CPE precoces, doncs

sembla que aquestes anirien perdent progressivament I’expressio de CD45 i CD31,
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encara que a vegades s’ha recomanat no utilitzar-lo doncs la seva sovint debil
positivitat pot afavorir la confusié’.

Respecte a la quantificacid de les CPE putatives en sang periférica, practicament
no hi ha dades publicades a la literatura quant als valors de normalitat, probablement
degut a la gran heterogeneitat en la seva definicié fenotipica. Smythe i col.” van
definir les CPE com a CD133+/CD144+/VEGFR-2+/CD45**" i amb aix0 van
proposar com a valors de normalitat els que ells van trobar en sang periferica de
poblacié general, 44 + 58 CPE/mL. També en subjectes humans sans, Peichev i
col.” van situar el namero de CPE post-natals circulants precoces
CD1337/CD34"/VEGFR-2" al voltant del 0.002% del total de cellules
mononuclears en sang periferica, corresponents aproximadament a 70-210 CPE/mL.
No obstant, aix0 caldria confirmar-ho en altres estudis, sobretot si s’arriba
definitivament a un consens quant a la definici6 de CPE 1 els seus marcadors, a la
vegada que diversos investigadors consideren que la quantificacié de CPE s’hauria
d’enumerar com a numero de cel-lules per numero total d’’esdeveniments”
citométrics més que no pas per unitat de volum®.

S’ha suggerit tamb¢ que altres dos grups cel-lulars, cel-lules progenitores adultes
multipotencials 1 certes cel-lules d’estirp monocitica, poden arribar a diferenciar-se
cap a la linea endotelial, 1 per tant exercir com a CPE. Aquestes c¢l-lules semblen
millorar la revascularitzacio i participar directament en la vasculogénesi in vivo®’.

Com hem dit a I’ inici d‘aquest apartat, a més de la citometria de flux existeix un
altre metode important a 1’hora d’identificar 1 quantificar les CPE: el cultiu.
L’analisi ex vivo de les cél-lules sanguinies per citometria de flux només pot
comptar CPE 1 quantificar I’expressié d’un numero limitat d’antigens de superficie o
intracel-lulars. Per tal d’obtenir dades qualitatives, caldra aillar les CPE del torrent
circulatori 1 expandir-les en cultiu. Hi ha també¢ diferents protocols quant al cultiu de
les CPE®. La majoria d’investigadors accepten com a CPE aquelles céllules
adherents que després de 4 dies de cultiu en medi apropiat manifesten capacitat per
captar la lipoproteina de baixa densitat acetilada (Ac-LDL-Dil), aixi com la lectina
Ulex europaeus. Per a evitar la contaminacio sovint s’eliminen les c¢l-lules no-
adherents a les 24-48 hores 1 es tornen a cultivar les restants, contant-ne el numero
de colonies de CPE després de 7 dies de cultiu. Per quantificar-les, molts dels autors
han identificat les unitats formadores de colonies de CPE com a aquells conjunts de

cel-lules arrodonides centrals amb cel-lules en forma de fus en la periféria. Aixo ha
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estat aixi sobretot a partir dels treballs de Hill i col.”® Altres grups de recerca, pero,
prefereixen evitar el pre-sembrar les cél-lules i cultivar-les durant 2 setmanes®.
Aquests investigadors creuen que la citometria de flux de les CPE té poc a veure
amb el cultiu de les mateixes, 1 que probablement lo millor seria pre-selecionar les
cel-lules d’acord amb els marcadors de CPE (basicament CD34 i/o KDR) abans de
cultivar-les. També consideren que I’aillament de les CPE per protocols de cultiu
s’hauria de reservar a I’estudi de la funcié de les CPE en un context clinic o
condicid experimental, recordant que els cultius no son la millor font per contar les
CPE circulants. Si hi ha coincidéncia majoritaria quant a [’existéncia de dues
poblacions de CPE. Ambdues son acLDL+lectina+, perdo les CPE tardanes
expressen una densitat més elevada de marcadors d’estirp endotelial i1 tenen un
potencial vasculogenic superior al de les CPE precoces.

Existeixen a més unes capacitats funcionals que ajuden a identificar les CPE,
com ¢s la capacitat d’adherir-se 1 de formar tubs capil-lars en una matriu, la
capacitat de migrar cap als estimuls angiogénics o la capacitat de proliferar’’.
Després de la seva adhesio inicial in vitro, les CPE comencen a perdre les seves
caracteristiques progenitores 1 comencen a diferenciar-se. Les CPE formen
monocapes d’apariencia endotelial en unes 3 o 4 setmanes. En el cas del cultiu
d’aquestes cel-lules, les CPE precoces apareixerien cap els 7 dies de cultiu, amb un
pic cap a les 2-3 setmanes a partir del qual ja no poden expandir-se més*>*. En
canvi, les CPE tardanes no apareixerien en cultiu abans de les 2-3 setmanes, creixen
de forma exponencial a les 4-8 setmanes i1 poden encara continuar expandint-se.

En resum, les CPE tal 1 com es coneixen ara per ara co-expressen antigens

hematopoctics i endotelials 1 tenen un potencial proliferatiu limitat.

3.3. Relacio de les CPE amb factors de risc cardiovascular classics i nous.

La majoria dels factors de risc cardiovascular classics per aterosclerosi han
demostrat efectes negatius sobre el numero i funcié de les CPE”. En general,
s’accepta que la modulacié negativa de les CPE ¢s un mecanisme pel qual els
factors de risc empitjoren la salut cardiovascular’®. No hi ha estudis sistematics que
avaluin les variacions fisiologiques en el nimero de CPE en els subjectes sans.
Diversos estudis han demostrat que el nimero i funci6 de les CPE in vivo poden

estar determinats per diferents factors:
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Factors fisiologics:

e FEdat: I’envelliment s’associa amb un nimero reduit de CPE circulants, tant en
individus sans” com en aquells amb patologia coronaria, lo qual podria accelerar el
desenvolupament d’aterosclerosi, especialment en presencia de factors de

. 100,101
I‘lSCSé’ 00,10

. L’associaci6 entre edat avancada 1 modulacié negativa de les CPE pot
estar en relacio amb diverses causes, com 1’accid dels factors de risc concomitants,
I’esgotament de la reserva del moll d’os o ’envelliment 1 apoptosi de les propies
CPE. L’efecte de I’envelliment sobre les CPE sembla incidir en els seus trets
funcionals més que no pas en la seva deplecio, almenys en poblacid sense factors

de risc cardiovascular'®.

* Estrogens: experiments en animals basats en el tractament amb 17f-estradiol de
ratolins ovariectomitzats (sempre i quan no hi hagi un déficit d’eNOS)'” i
observacions en humans, concretament en dones, han demostrat una correlacio entre
els estrogens i els nivells de CPE circulants'®. Un dels mecanismes postulats com a
responsable de la major proteccid cardiovascular que s’observa en la poblacio
femenina en edat fertil respecte als homes €s precisament els nivells més elevats de
CPE com a conseqiiencia de la mobilitzacio ciclica de les mateixes per a mantenir

\ . - 1l
I’homeostasi endometrial'®.

* Exercici fisic: 1a seva practica regular s’associa amb un increment en el nimero
. . . . U
de CPE circulants en subjectes sans i en els afectes de malaltia coronaria'®, a la

. ., . , . N reoe 1
vegada que en aquests darrers millora la funcid vascular i la sintesi d’oxid nitric'®".

Farmacs i citocines:

* Citocines que promouen la proliferaci6é i mobilitzacid periferica granulocitica,
com el factor estimulant de colonies de macrofags—granulocits (GM-CSF), poden
semblantment afectar la mobilitzacié de CPE79, com també succeeix amb altres
factors com hFGF (factor basic de creixement de fibroblasts), angiopoetina-1 o el

. 62
factor de creixement placentari’”.
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També son potents agents mobilitzadors de CPE aquells factors que mostren
capacitat per a millorar la disfuncio de les cel-lules endotelials i la biodisponibilitat

d’oxid nitric, com son:

* Inhibidors de ’HMG-CoA reductasa (estatines): estudis experimentals 1 clinics
han mostrat que alguns d’aquests farmacs (simvastatina, atorvastatina) donen lloc a
un augment en el namero de CPE circulants, sembla que en relacido amb 1’expressio
de molécules d’adhesié en la superficie de les CPE'® i la mobilitzacid d’aquestes

. . . . ., . N .. . .,100.109.11
via P13 kinasa-Akt, contribuint aixi a I’angiogénesi i a la reendotelitzacié'*'**!°,

* FEritropoetina: s’ha descrit una correlaci6 directa entre els nivells d’eritropoetina

. , . .. . 111,112
1 el nimero de CPE i la seva activitat funcional " '~.

* Blocadors del sistema renina-angiotensina: alguns inhibidors de I’ enzim
convertidor d’angiotensina (ramipril) 1 antagonistes dels receptors d’ angiotensina II
(olmesartan, irbesartan, valsartan o candesartan) incrementen el nimero 1 capacitat
funcional de les CPE independentment dels efectes sobre la pressié arterial, a

diferéncia d’altres grups de farmacs antihipertensius (com els p-blocadors)' .

* Agonistes dels receptors-y dels proliferadors activats del peroxisoma: alguns
com rosiglitazona semblen augmentar el numero 1 activitat migratoria de les CPE en

malalts amb diabetis tipus 2'"”.

Factors patologics:

* Dislipémia: en subjectes sans amb nivells elevats de colesterol s’ha observat una
disminuci¢ significativa en el nimero d’unitats formadores de colonies de CPE. En
malalts amb coronariopatia es va demostrar una correlacid inversa entre els nivells
plasmatics d’ LDL-colesterol 1 el numero i1 propietats funcionals de les CPE

1 ’ . . . . . .
996100 " Fs possible que hi estiguin implicats mecanismes com la

circulants
inactivacio de telomerasa o 1’alteracio en la diferenciacié de CPE induida per VEGF

via desactivacid d’Akt, en relacidé amb ’accid d’ LDL-oxidades'"®.
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* Hipertensio: en pacients amb patologia coronaria va resultar ser el predictor més
potent d’una capacitat migratoria minvada de les CPE'” i també s’ha relacionat la
reduccié de I’activitat de telomerasa, 1 per tant el grau d’envelliment de les CPE,
amb un index de severitat d’hipertensio'"’. No obstant, en la majoria d’estudis duts a
terme fins ara no s’ha pogut demostrar la seva relaciéo amb la modulaci6 del numero

de CPE circulants'**'?!

. Aixi, Werner 1 col. van estudiar 507 malalts amb malaltia
coronaria aguda (432 d’ells amb hipertensio arterial) 1 no van trobar associacio entre
el namero de CPE i la preséncia d’HTA. I de forma semblant tampoc es va trobar
aquesta associacid en un grup de 36 malalts amb hipertensi6 arterial essencial

122
respecte als controls normotensos .

* Diabetis mellitus: en diabetis tipus 1 1 en diabetis tipus 2 s’ha observat una
modulacié negativa de les CPE tant pel que fa al seu nimero com a la seva
funcio™*®'?*. Existeix, a més, una relacié inversa entre els nivells d’hemoglobina
glicosilada 1 I’adhesié de les CPE a cel-lules endotelials, la seva incorporacid a
estructures tubulars endotelials 1 1’alliberament paracri de factors pro-

. e 124125
angiogénics 7.

* Insuficiencia renal: s’ha constatat una disminucid en el nimero de CPE
circulants en relacio amb la disfuncidé renal, aixi com el seu increment amb el

. . 126,12
tractament substitutiu renal >’

Altres factors:

* Tabac: concentracions elevades de nicotina tenen accid citotoxica i s’ha vist que
les CPE de fumadors tenen una capacitat per formar colonies disminuida, aixi com

. . 100,128,12
mort prematura en medi de cultiu adequat®®'**12%12.

e Homocisteina: diversos autors han trobat una correlacid inversa entre el nimero

i activitat de CPE i nivells plasmatics d’homocisteina'**'*".

* ADMA (asymmetric dimethylarginine): in vitro s’ha demostrat que els nivells
circulants d’aquest inhibidor endogen de I’0xid nitric sintasa es correlacionen

. , .. . ., . 132
inversament amb el niimero de CPE i inhibeix la funcié de les mateixes'*2.
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* Proteina C-reactiva (PCR): hi ha certa controversia quant a la relacié de la PCR
amb les CPE. Sembla que la PCR podria inhibir la proliferacid, supervivencia,
diferenciacio 1 funci6 de les CPE, aixi com afavorir 1’apoptosi mitjancant una

. . .y e e [ . . 117,12
disminucié en I’expressié d’oxid nitric sintasa endotelial®®"'"7%.

La Figura 4 mostra els diferents factors que es coneix modulen de forma positiva o

negativa les CPE 1 el seu lligam amb el desenvolupament d’aterosclerosi.

Figura 4. Accio dels diferents moduladors positius o negatius sobre les CPE i relacié entre
aquestes i I’aterosclerosi i la lesié d’organ diana.
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Abreviatures: FRCV = factors de risc cardiovascular; CPE = cél-lules progenitores endotelials;
VEGF = vascular endothelial growth factor; G-CSF = granulocyte-colony stimulating factor;
SDF-1 = stromal-derived factor-1; SRA = sistema renina-angiotensina, PCR = proteina C-
reactiva.

La Taula 2 resumeix ’associacio dels diferents factors de risc cardiovascular amb el

numero de CPE circulants i/0 la seva proliferacié en cultiu.

Taula 2. Associacions entre els diferents factors de risc cardiovascular i les CPE.
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Factor de Estudi Pacients Efecte en n° CPE Efecte en la funcié de les CPE
risc
Edat Schmidt-Lucke (56) sans / m. cor. | CD34+KDR+ ND
Hill (96) sans | UFC ND
Heiss (102) sans ~CPE | proliferaci6, migracio, supervivéncia
Scheubel (101) m. cor. estable | CD34+AC133+ | mobilitzacio
Dislipémia Hill (96) sans | UFC ND
Chen (131) m. cor. | en cultiu | proliferacid, migracio, adhesio,
capacitat vasculogénica in vitro
Pellegatta (133) sans | UEC ND
Vasa (100) m. cor. | CD34+KDR+ / ~ UFC | migracio
Diabetis Loomans (124) DM-1 | en cultiu | capacitat vasculogénica in vitro
Tepper (125) DM-2 | en cultiu | capacitat vasculogénica in vitro
Pistrosch (134) DM-2 ~CPE | migraci6
Tabac Vasa (100) m. cor. | CD34+KDR+/ | UFC ~ migracio
Kondo (129) sans | ND
CD45"CD34+CD133+KDR+
Hipertensio Vasa (100) m. cor. ~CPE | migracio
Delva (122) HTA essencial ~CPE ~
Chen (131) sans | en cultiu | proliferacid, migracio, adhesio,
capacitat vasculogénica in vitro
ADMA Thum (132) m. cor. | CD34+CD133+/ | UFC | diferenciacio, capacitat

vasculogénica in vitro, activitat oxid
nitric sintasa

Abreviatures: CPE= cel-lules progenitores endotelials; m.cor.= malaltia coronaria;, ND = no determinat; UFC

= unitat formadora de colonies; (~) = sense canvis, HTA = hipertensio arterial; Hcy = homocisteina; ADMA
= dimetilarginina asimétrica.

3.4.Relacio de les CPE amb la disfunci6 endotelial i el procés aterosclerds.
La paret arterial es pot mantenir en condicions adequades enfront a les multiples
noxes circulants 1 locals en tant en quant la seva capacitat de reparacid derivada del
moll d’os, que inclou les CPE competents 1 probablement progenitors d’altres
estirps, romangui intacta. L’envelliment de determinats processos del moll d’os,
accelerat pel pas del temps en preséncia de factors de risc, pot conduir a la seva
incapacitat per produir CPE 1 altres progenitors amb capacitat reparadora, lo que
portara a la disfuncio endotelial i a la génesi d’aterosclerosi'>". Aixi, Hill i col. van
mostrar com el nimero d’unitats formadores de colonies de CPE es correlacionava
amb la funci6 endotelial mesurada per DMF en ’arteria braquial en homes sans amb
diferents graus de risc cardiovascular’®. També en homes joves sans d’origen
sudasiatic residents al Regne Unit es va objectivar com el nimero de CPE era el

136

principal predictor de la DMF I, anant un pas més enlla de la disfuncio
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endotelial, el treball de Lau i col. va mostrar com en un grup de malalts que havien
patit un ictus es va objectivar una reduccid dels nivells circulants de CPE respecte a
un grup control sa, reduccid que es correlacionava amb aterosclerosi a nivell
carotidi, manifestada tant per un increment del gruix intima-media carotidi com per
la preséncia de placa carotidia'®’. També altres autors com Eizawa han relacionat els
nivells circulants de CPE disminuits amb el procés ateromatés'*®, o com Hughes que
va demostrar major calcificacid coronaria 1 major gruix intima-media femoral en
homes europeus 1 sudasiatics amb 1 sense malaltia coronaria coneguda, en relacid
amb una reduccid6 de CPE 1 amb independéncia d’altres factors confusors
possibles'*. La Figura 5 ens mostra d’una forma esquematica I’evolucio6 dels nivells

de CPE d’acord amb les diferents fases del procés d’aterosclerosi.

Figura 5: Esquema de la concentraci6 de CPE d’acord amb la progressié del procés
d’aterosclerosi (Adaptada de Fadini”).
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Abreviatures: CPE = cél-lules progenitores endotelials;, AT = aterosclerosi; IMT = gruix intima-media
carotidi.

3.5. Relacio de les CPE amb els marcadors d’inflamacié.
Cada vegada hi ha més evidencia que una resposta inflamatoria transitoria i limitada

pot constituir un estimul per a la mobilitzacié de les CPE, mentre que I’estimulacio
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inflamatoria excessiva o persistent pot tenir efectes deleteris, donant lloc a una

., . - 140,141
reducci6é de CPE en la circulacio'®

. Donat que el procés de reparaci6 endotelial
s’origina en el moll d’os mitjancant el reclutament de citocines, factors de
creixement 1 altres elements pro-inflamatoris [MCP-1, IL-1, IL-6, TNF-a (factor de
necrosi tumoral), PCR 1 interfer6-y], el procés de reparacié pot donar lloc a
I’amplificacid progressiva dels senyals inflamatoris degut a la manca de
retroalimentacié negativa, lo qual a la vegada agreujara la reaccid inflamatoria,
danyant la paret arterial. Aixi, I’elevacié de marcadors no només reflecteix la
intensitat de la inflamacié aterosclerotica, sind6 que pot ajudar a identificar els
individus amb reparacié arterial insuficient'*. A més, alguns d’aquests marcadors
inflamatoris semblen estar implicats en la regulacié de I’hematopoesi i la interaccio
CPE-endoteli in vitro, principalment la selectina-E endotelial'* i MCP-1'*. També

Fan 1 col. van objectivar in vitro 1’estimulaci6 per part d’IL-6 de I’angiogenesi

mitjancada per CPE procedents de sang periférica d’adults'®.

3.6. Valor pronostic de les CPE.
Les CPE poden participar no només en la formacié de nous vasos sanguinis sind
també en el manteniment de la integritat 1 la funcid de 1’endoteli vascular, mitigant
per tant els processos patologics com I’aterosclerosi'®®. En aquest sentit, s’ha
objectivat una disminuci6 en la disponibilitat 1 una disfuncié de les CPE tant en
relacié amb els factors de risc, com ja hem vist, pero també en el context de la
malaltia cardiovascular'*'**. Treballs recents assenyalen la implicacié de les CPE
en la isquémia 1 I’ infart miocardiacs, isquémia d’extremitats inferiors, cicatritzacio
de ferides, aterosclerosi, reparacid endotelial endogena o la vascularitzacio

tumoral®’

. En els darrers anys s’ha investigat en la hipotesi que les CPE poden anar
als llocs d’isquémia tissular 1 participar en la vasculogenesi, incrementant per tant el
flux sanguini cap a aquestes arees 1 preservant o restaurant la funcié dels organs
afectats'®. Per tant, en la fase aguda de la isquémia en qualsevol territori de 1’arbre
vascular és habitual detectar inicialment un increment en el namero de CPE7!°%153,
com sembla succeir també en les fases precoces de la insuficiéncia cardiaca'®. De
fet, tant a nivell experimental com clinic s’ha vist que I’ increment de CPE
circulants després d’un ictus isquemic agut s’associa a una bona evolucié funcional i

155,156

a reducci6 de la grandaria de I’infart . Quant a la seva capacitat pronostiga, en

malalts sense evidéncia de malaltia cardiovascular hi ha una clara relacid inversa
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entre el seu risc cardiovascular d’acord amb el Framingham Risk Score i els nivells
de CPE circulants’. També s’ha observat que el numero de CPE circulants és
predictor de futures complicacions cardiovasculars i de mort cardiovascular en els

56,59

malalts amb o sense malaltia coronaria 1 també en aquells amb ictus isquémic

1
recent 57.
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II. JUSTIFICACIO

39



Progenitors endotelials i HTA refractaria Anna Oliveras i Serrano

II. JUSTIFICACIO

Les CPE estan guanyant acceptacié de forma creixent com a importants marcadors
de salut vascular. Aquestes cel-lules progenitores, derivades fonamentalment del
moll d’os, son d’importancia cabdal en el manteniment de la integritat 1 funcio de
I’endoteli 1 en la neovascularitzaci6 post-natal. Aquests processos son especialment
importants, donat que ’endoteli madur té una capacitat regenerativa limitada i
dependra de la disponibilitat de les CPE per a la reparacio vascular. EI numero i
funcio de les CPE, doncs, reflectiria I’equilibri entre la integritat i la reparacio
endotelial 1 es podrien utilitzar com a marcador intermedi de la funci6 endotelial.

A més de reflectir la integritat i I’ homeostasi vascular, les CPE han mostrat tenir
un valor pronostic quant a la possibilitat de patir complicacions cardiovasculars,
perd preéviament s’associen als fenomens d’inflamacié 1 d’aterosclerosi, de manera
que en aquest context s’ha objectivat una modulaci6 negativa de les CPE.

De manera semblant, s’ha observat una correlacid inversa entre el ntimero 1
funci6 de les CPE 1 els diversos factors de risc cardiovascular. Aixi, la diabetis, la
dislipemia, el tabaquisme, el sedentarisme, la hiperhomocisteinemia o la
insuficiéncia renal, entre d’altres, s’han associat clarament amb una reduccio en el
numero 1 funcio6 de les CPE.

En el cas de la hipertensio arterial, s’ha observat una associaci®6 amb una
disminuci6 de la capacitat migratoria de les CPE en malalts coronaris. No obstant,
no s’ha demostrat una correlacié inversa amb el nimero de CPE. Creiem que seria
logic que hi hagués una reduccié també en el nimero de CPE en els malalts amb
hipertensi6 arterial, si bé aixo podria dependre del grau de severitat de la mateixa.

Se sap també que hi ha uns reguladors positius de les CPE, farrmacologics o no,
com son I’exercici fisic, les estatines o els blocadors del sistema renina-
angiotensina. Es per tot aixd que pensem que pot ser d’importancia 1’objectiu de la
present Tesi Doctoral, amb la finalitat de demostrar si en malalts amb HTA
refractaria, 1 per tant de grau sever, hi ha una reducci6 en els nivells circulants de
CPE, si aix0 es tradueix en una pitjor funcid endotelial 1 per tant les CPE serien
d’utilitat per determinar el risc d’aquests malalts, 1 si en conseqiiéncia aquests soén

individus susceptibles d’un abordatge terapéutic diferent.
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II1. HIPOTESI
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III. HIPOTESI

La hipertensié arterial s’ha associat en la majoria d’estudis amb alteracié de la
funcié endotelial en la circulacio periférica, coronaria i renal, suggerint que aixo
podria afavorir el desenvolupament 1 la progressio del dany vascular. No es coneix
bé el o els mecanismes pels que la HTA doéna lloc a aquesta disfunci6 de I’endoteli
vascular. D’altra banda, se sap que les cel-lules progenitores endotelials juguen un
paper important en la regeneracié 1 manteniment de I’endoteli. Creiem que el
numero i/0 funci6 de les CPE poden estar disminuits en el pacients amb HTA,
almenys en aquells amb HTA de grau més sever, en concret amb hipertensio arterial
refractaria, de la mateixa manera que estan disminuits en preseéncia d’altres factors
de risc cardiovascular. En aquest treball volem demostrar que en els malalts amb

HTA-R hi ha una disminuci6 en el nimero i funci6 de les CPE.

A més, en aquesta Tesi Doctoral intentarem demostrar que aquesta alteracio en
el nimero 1 funcié de les CPE en subjectes amb HTA-R es relaciona amb una
disfuncié de D’endoteli vascular 1 la consegiient alteracidé en la capacitat de
vasodilatacio arterial dependent d’endoteli, la qual cosa podria explicar, almenys en
part, la major morbimortalitat cardiovascular ampliament observada en aquest

col-lectiu.
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IV. OBJECTIUS

43



Progenitors endotelials i HTA refractaria Anna Oliveras i Serrano

IV. OBJECTIUS

En aquesta Tesi Doctoral pretenem resumir els nostres estudis sobre la relacio de les
cel-lules progenitores endotelials amb la hipertensio arterial, una patologia altament
prevalent en la poblacid general, 1 més concretament amb la hipertensio arterial

refractaria.

Ens plantegem els segiients objectius principals:

1. Estudiar si existeix una alteracid en les cel-lules progenitores endotelials

circulants en els malalts afectes d’hipertensi6 arterial refractaria.

2. Estudiar si existeix una alteracid6 en la proliferacio de cel-lules
progenitores endotelials després de cultiu en els malalts afectes

d’hipertensio arterial refractaria.

3. Analitzar si en malalts amb hipertensio arterial refractaria existeix relacio
entre 1’alteracidé de les cel-lules progenitores endotelials circulants 1 la

funci6 endotelial d’aquests malalts.
4. Analitzar si en malalts amb hipertensio arterial refractaria existeix relacio

entre 1’alteraci6 de la proliferacio de les cel-lules progenitores endotelials

després de cultiu 1 la funci6 endotelial d’aquests malalts.
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V. MATERIAL I METODES

Per tal d’assolir els objectius del treball que aqui es presenta amb la finalitat de
donar resposta a la hipotesi plantejada, varem dur a terme dos estudis paral-lels.
D’una banda, en un primer estudi (Estudi 1) ens varem centrar en avaluar la relacid
entre la HTA-R 1 el nimero de CPE circulants en sang periférica i també amb la
seva proliferacid després de cultiu, utilitzant un grup de subjectes normotensos com
a grup control. En un segon estudi (Estudi 2), en un subgrup, la majoria, dels malalts
amb HTA-R, es va analitzar a més si existia alteracié de la vasodilatacid arterial
endoteli-dependent 1 si aquesta possible alteraci6 es relacionava amb les CPE. Per
tant, en el primer estudi es van examinar un grup de malalts amb HTA-R 1 un grup
de subjectes normotensos, mentre que en el segon estudi I’avaluacié va tenir lloc

exclusivament en un subgrup dels malalts amb HTA-R.

1. SUBJECTES.

1.1. Subjectes amb hipertensio arterial refractaria.

La poblacid objecte d’aquest estudi van ser malalts seleccionats de forma
consecutiva a la nostra Unitat d” Hipertensio Arterial del Servei de Nefrologia de I’
Hospital del Mar de Barcelona amb diagnostic clinic d> HTA-R, que acceptessin
formar part de I’estudi 1 que en varen signar el consentiment informat. Préviament,
aquest projecte d’investigacié havia rebut ’aprovacié del Comité Etic del nostre
centre.

D’acord amb les guies vigents'?, es va considerar que un subjecte estava afecte
d’ HTA-R quan la seva pressio arterial (PA) era = 140 1/0 90 mmHg malgrat rebre
un regim terapeutic adequat, és a dir, la indicaci6 de mesures d’estil de vida
saludables juntament amb una combinaci6 adequada d’ almenys tres farmacs de
grups farmacologics diferents a dosis plenes, essent un d’ells un ditirétic. El periode
minim requerit de tractament estable d’acord amb aquesta definicid, préviament a la
inclusié en I’estudi, es va establir en 3 mesos. En tots els casos es tractava
d’hipertensio arterial essencial, havent-ne descartat les causes d’hipertensio arterial
secundaria.

Els subjectes eren homes 1 dones d’edats compreses entre els 35 1 els 75 anys.

No es van incloure malalts afectes de diabetis tipus 1 o 2 ni aquells amb
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insuficiéncia renal en estadis 4 o0 5, és a dir, amb filtrat glomerular estimat inferior a
30 mL/min, aixi com també es van excloure tots aquells subjectes que tenien
patologia inflamatoria activa o neoplastica coneguda o sospitada, doncs aquestes
circumstancies concomitants podien modificar per si mateixes el niimero 1 funcid
de les CPE, objecte del nostre estudi. Amb el mateix raonament es van excloure
també tots aquells malalts que havien patit algun esdeveniment cardiovascular en
els sis mesos previs.

En cap cas es va modificar el tractament farmacologic dels malalts en aquest

estudi transversal observacional.

1.2. Grup control: subjectes sans.
El grup control va consistir en un grup de subjectes voluntaris sans en els quals es
va confirmar normotensi6. Cap d’ells rebia cap tipus de tractament farmacologic,
antihipertensiu o no. En ells es va procedir a determinacio clinica de la PA segons
es descriu a continuacio, aixi com als mateixos estudis d’analisis sanguinies 1
urinaries, exceptuant la determinaci6 de marcadors d’inflamacio. Es van seguir els
mateixos procediments que en els subjectes amb HTA-R per determinar els nivells

circulants de CPE 1 la seva proliferacio després de cultiu in vitro.

1.3. Dades demografiques, antropométriques i cliniques dels subjectes
amb hipertensio arterial refractaria i dels subjectes sans.

En tots els subjectes de 1’estudi es va realitzar recollida de dades cliniques 1
demografiques mitjangant revisido de les histories cliniques o anamnesi segons
procedis. Les dades antropometriques van ser enregistrades en la mateixa visita, la
unica d’aquest estudi transversal observacional, en que tamb¢ es mesurava la PA 1
es feia les determinacions analitiques. Aquestes dades van ser predefinides de la

seglient manera:

1.3.1. Dades demografiques i antropomeétriques.
Es va enregistrar I’edat de cada subjecte en el moment de ’estudi 1 el sexe. Es va
determinar la talla (alcada en centimetres) 1 el pes (en kilograms) 1 es va calcular

I’index de massa corporal (IMC) d’acord amb la féormula:

IMC (Kg/m?) = Pes (Kg) / talla* (m?)
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1.3.2. Dades cliniques.

En aquest estudi es van definir els diferents factors de risc de la segiient manera:

Dislipemia: si I’analitica mostrava nivells plasmatics de colesterol total superiors a
220 mg/dL 1/o de triglicerids superiors a 150 mg/dL i/o bé quan el subjecte estava

en tractament amb farmacs hipolipemiants per diagnostic previ de dislipemia.

Tabaquisme: es va considerar tabaquisme actiu si durant almenys els 12 mesos

previs a I’estudi el subjecte presentava un consum de tabac mantingut.

Sedentarisme: quan hi havia absencia d’activitat fisica durant el lleure, segons

informaci6 aportada pel propi subjecte.

Antecedent cardiovascular major previ:

* historia de cardiopatia isquémica i/o antecedent de cirurgia coronaria o
d’angioplastia transluminal percutania.

* accident cerebrovascular (excepte accident isqueémic transitori): confirmat per
clinica 1/o radiologia.

* insuficiéncia cardiaca: amb confirmacio clinica 1 radiologica.

* malaltia vascular periferica: diagnostic clinic i/o per tecniques d’ecografia-

Doppler i/0 angioradiologia.

Antecedent familiar de malaltia cardiovascular prematura: quan alguna de les
patologies cardiovasculars majors esmentades (cardiopatia isquémica, accident
cerebrovascular, insuficiencia cardiaca, malaltia vascular periférica) o bé
I’antecedent d’hipertensio arterial havien estat diagnosticats en algun familiar de
primer grau (pares, germans) abans dels 55 anys en el cas dels homes o abans dels

65 anys en el cas de les dones.

2. MESURA DE LA PRESSIO ARTERIAL.

2.1. Mesura clinica de pressio arterial.
La mesura clinica de la PA es va dur a terme en tots els casos seguint les

recomanacions indicades per a la seva determinacio, €s a dir, amb el pacient assegut
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comodament en una cadira, amb I’esquena ben recolzada, 1 el bra¢ descansant a
I’algada del cor, després de 5 minuts de repos en aquestes condicions, estant en una
habitacio tranquil-la, sense soroll i amb temperatura ambient adequada. Préviament,
s’havia indicat ’abstinéncia en els 30 minuts previs de consum d’alcohol, cafg,
tabac o altres substancies que se sap poden interferir amb la mesura de la PA, aixi
com de la realitzacio d’exercici fisic. En tots els casos es va procedir a realitzar 3
mesures de PA separades per intervals de 2 minuts, prenent com a xifra de PA
clinica el promig de les dues darreres mesures preses en aquestes condicions. Es va
considerar el diagnostic d> HTA segons mesura de PA clinica quan, d’acord amb
les condicions esmentades, la PA sistolica era superior o igual a 140 mmHg i/o la
PA diastolica era superior o igual a 90 mmHg'~.

Per a la mesura clinica de PA es va utilitzar un aparell semiautomatic
oscil-lomeétric, model Omron 705IT (HEM-759-E, Omron Corporation, Kyoto,
Japan), validat per la British Hypertension Society (BHS) 1 per |’ Association for
Advancement of Medical Instrumentation (AAMI)'®. D’acord amb les
recomanacions de les guies de mesura de la PA es van utilitzar manegots amb cuff
de grandaria adequada al perimetre braquial de cada subjecte i es va comprovar el

calibratge adequat de ’aparell.

2.2. Monitoratge ambulatori de pressio arterial.
En tots els subjectes de la poblaci6 a estudi es va dur a terme monitoratge
ambulatori de pressio arterial durant 24 hores (MAPA-24hr) mitjancant aparell
validat, model Spacelabs 90207 (Spacelabs Inc., Richmond, Washington, USA),
correctament calibrat i utilitzant manegots amb cuff de grandaria adequada al
perimetre braquial de cada subjecte. Segons el protocol utilitzat 1 aplicat de forma
sistematica, el bragal es va col-locar en el bra¢ no dominant entre les 8 1 les 10
hores, 1 el monitor va ser programat per enregistrar la PA cada 20 minuts durant les
24 hores, advertint al subjecte que havia de realitzar les activitats habituals que
solia dur a terme en un dia laborable normal. Es va definir els periodes diiirn 1
nocturn entre les 10 i les 20 h 1 entre les 0 1 les 6 h, respectivament, 1 aquests
periodes definits aixi son els que es van considerar per 1’analisi posterior de les
dades del total de la mostra. Es va considerar que un registre de PA de 24 hores era

apte per ser inclos en I’estudi quan hi havia un minim del 80% de lectures valides.
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En cas contrari, es va repetir el registre en un dia diferent sempre que el malalt ho

acceptés, o en cas contrari aquest va quedar exclos de I’estudi.

3. ANALISIS SANGUINIES I URINARIES.

3.1. Bioquimica.
Tots els procediments analitics en sang es van dur a terme a partir de 1’extraccid
sanguinia feta en deju entre les 7.00 h 1 les 9.00 h. Aixi, es va obtenir mostra de
serum per fer-ne la determinacid de colesterol total, glucosa 1 triglicerids
mitjangant metode enzimatic d’espectrofotometria 1 de les fraccions de colesterol-
HDL (lipoproteines d’alta densitat) 1 colesterol-LDL (lipoproteines de baixa
densitat) per metode enzimatic, mentre que es va utilitzar la colorimetria de Jaffé
per determinar-ne la creatininémia. A més a més, en sérum es va determinar la
concentracido d’eritropoetina mitjangant electroquimioluminisceéncia. També
mitjangant el métode d’ electroquimioluminiscéncia es va fer determinaci6 en
plasma d’homocisteina. Quant a 1’hemoglobina glicosilada, aquesta es va
determinar per metode d” HPLC (high-performance liquid chromatography).

D’altra banda, es va recollir mostra d’orina aillada de la primera micci6 del
mati per fer-ne la determinacid del quocient albumina/creatinina en orina (QACO)
La tecnica utilitzada va ser la immunoturbidimetria 1 la colorimetria per determinar-
ne I’albimina i la creatinina, respectivament. Es va realitzar dues determinacions
del QACO separades entre 1-4 setmanes 1 en cas de diferéncies > 20% se’n va
realitzar una tercera, prenent com a valor el promig de les dues determinacions més
concordants. Per I’obtencié d’aquest parametre analitic es va descartar aquelles
circumstancies que podien alterar-ne el resultat, basicament infeccid urinaria
concomitant, hematuria, sindrome febril, insuficiéncia cardiaca congestiva o

exercici fisic intens previ.

3.2. Marcadors d’inflamacio.
La proteina C-reactiva d’alta sensibilitat va ser determinada mitjangant
immunonefelometria. D’altra banda, es va utilitzar el metode coagulatiu per fer-ne
la determinacié de fibrinogen en plasma.
Per la determinaci6 dels segiients marcadors d’inflamacid, molecula d’adhesio

cel-lular vascular soluble tipus 1 (sVCAM-1), molecula d’adhesio intercel-lular
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soluble tipus 1 (sICAM-1), e-selectina, p-selectina, i proteina quimiotactica de
monocits tipus 1 (MCP-1), les mostres de sang es van obtenir també en deju entre
les 7.00 h i les 9.00 h 1 després de centrifugar-les van ser emmagatzemades a -70°C
fins el moment del seu analisi, el qual es va fer per duplicat mitjangant un assaig
immuno-enzimatic absorbent (ELISA), utilitzant kif comercial disponible per

aquest tipus de determinacid (ELISA assays, R & D Systems, Minneapolis, MN).

3.3. Altres.
Es va fer determinaci6  d’imsulina en  sérum  per  metode
d’electroquimioluminisceéncia. Aquest parametre va ser determinat només en el
grup de malalts amb HTA-R, 1 tamb¢ en ells es va fer el calcul de I’index de
resistencia HOMA (homeostatic model assessment) segons la formula comunament

1
acceptada’:

fndex HOMA = [glucémia basal (mmol/L) x insulinémia (uU/mL)]/22.5,

transformant per tant els valors de glucemia (en mg/dL) a mmol/L, multiplicant

pel factor de conversio 0.05551.

D’altra banda, es va procedir a I’estimaci6 del filtrat glomerular, d’acord amb
I’equacié de prediccid simplificada (4 variables) del Modification of Diet in Renal
Disease Study (MDRD)'®, considerada com a valida per estimar el filtrat
glomerular tant per la Sociedad Espafiola de Nefrologia'® com per 1’American

Society of Nephrology'®*.

4. CEL-LULES PROGENITORES ENDOTELIALS.

4.1. Obtencio i processament de mostres.
En tots els pacients es va obtenir una mostra de 20 mL de sang, entre les 7.00 h i les
9.00 h, per aillar les CPE circulants mitjancant un assaig in vitro. En primer lloc,
mitjancant centrifugacid per gradient de densitat Ficoll es van aillar les cel-lules
mononuclears separant-les dels altres components de la sang periferica (Histopaque

1077; Sigma, St Louis, MO, USA).
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4.2. Citometria de flux i analisi de FACS (fluorescence-activated cell-
sorting).

A partir d’aquestes cel-lules mononuclears, es van identificar les CPE mitjangant
citometria de flux, i per determinar el seu fenotip es va utilitzar tecniques
d’immunohistoquimica, prévia tincid amb els anticossos CD45-conjugat amb
fluoresceina marcada amb un grup isotiocianat (FITC) (Becton Dickinson
PharMingen, San Diego, CA, USA), CD34-conjugat amb Cy5-ficoeritrina (PE-
Cy5) (Becton Dickinson PharMingen) 1 amb CD133-conjugat amb ficoeritrina (PE)
(Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Germany). Fluoresceina i ficoeritrina
son dos fluorocroms molt utilitzats per a marcar proteines 1 que emeten a 525 nm i
575 nm respectivament. Una vegada realitzat 1’aillament, sota cabina de
Bioseguretat (Bio IIA) 1 recompte de cel-lules, es centrifuguen la quantitat de
600.000 cel-lules durant 10 segons fins a 13.200 rpm. Després, 300.000 cel-lules
per tub es resuspenen suaument en S0ul. de tampd FACS (és a dir, solucid salina
tamponada amb fosfat, amb albiumina a I’1% 1 azida sodica al 0.1%) amb 10uL de
Fetal Calf Serum durant 10 minuts a temperatura ambient. Per la reaccié de
marcatge, es va afegir 3uL de cada un dels anticossos (1uL per 1 x 10° cél-lules) i
es va incubar a temperatura ambient, protegit de la llum, durant 30 minuts. Les
mostres es van emmagatzemar a les fosques a 4°C durant una nit abans de la lectura
per FACS. Es va utilitzar I’expressio de CD45, antigen comu dels leucocits present
en tots els leucocits humans, per identificar les cél-lules progenitores 1 es van
separar per citometria de flux, utilitzant fotodetector amb propietats per mesurar la
dispersi6 lateral de la llum. Es van analitzar un minim de 2 x 10° cél-lules CD45
positives. Dintre d’aquesta poblacio de cel-lules progenitores, es van identificar 1
separar aquelles que a més expressaven CD34 1 CDI33 (també anomenada
ACI133). CD34 ¢és una glicoproteina transmembranosa que s’expressa en cel-lules
progenitores hematopoctiques, endoteli vascular i alguns teixits fibroblastoids.
CD133 s’expressa en celllules precursores endotelials. D’aquesta manera,
mitjangant D’analisi de FACS, que separa les cellules segons les seves
caracteristiques immunofluorescents d’acord amb el marcatge previ realitzat, es van
identificar com a cel-lules progenitores endotelials aquelles que presentaven
positivitat per a I’expressio concomitant de CD45, CD34 1 CD133. Aixi, doncs, les
cel-lules circulants es va considerar que eren cel-lules progenitores endotelials
putatives si eren CD45°/CD34'/CD133". Hem expressat la seva concentracio en
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sang periférica com a numero absolut de CPE per 1 x 10° cél-lules mononuclears
periféeriques (MN). L’analisi mitjancant citometria de flux esta representat a la

Figura 6.

Figura 6: Grafic tipic d’analisi de citometria de flux mostrant els resultats del triple marcatge
immunoquimic (CD34, CD133, CD45) en una mostra estandard. Els resultats van ser avaluats
enfront a SS (side scattering) per tal d’identificar la poblacié de cél-lules progenitors endotelials
putatives (CPE) com aquelles que presentaven: molt CD34, molt CD133, poc SS i molt poc CD45.
El primer requadre de la segona filera correspon a la regidé D, on les CPEs van ser identificades
donat que complien aquests criteris.

! T 1824 128
s 55 o 34 EITC TI%E i

Siats: Normalized, Listgating: Disabled

Hist Region 1D % Count Mn X Mn ¥ FkPosX PkPosY PkCat EPCVX FPCVY

1 A LIMF 95.6 200000 29%0.0 271.9 224.0 104.0 940 39.00 $6.17

2 B B 0.25 501 180.1 14.4 168.0 243 8 30.97 75.83

3 ¢ C 0.13 267 164.7 7.81 136.0 12.7 5 23.63 60.50

4 G G 68.6 137269 149.8 5.49 104.0 8.25 445 37.91 78.37

5 D D 100 116 155.7 1.15 128.0 1.02 3 22.34 51.59

7 El E 775 155095 0.437 6.52 0.102 8.25 1777 117.50 59.13

E2 E 0.27 545 13.8 5.2z 7.68 7.15 7 70.22 73.56

E3 E 218 43528 0.561 0.390 0.102 a.102 3455 123.50 109 87

E4 E 0.42 832 15.4 0.630 8.25 0.536 8 64.00 68.91

4.3. Avaluacio de la proliferacié de les cél.lules progenitores endotelials
després de cultiu in vitro.
Després de la identificacid 1 la quantificaci6 de les CPE circulants, varem
determinar la seva activitat funcional mitjangant I’avaluacié de la seva capacitat de
proliferacio in vitro. Aixi, doncs, es varen sembrar 0.5 x 10° cél-lules mononuclears
en lamines de metall amb 6 pouets coberts amb fibronectina humana (10w/mL;

Sigma) en medi basal endotelial-2 (Clonetics) suplementat amb 2mL de medi

53



Progenitors endotelials i HTA refractaria Anna Oliveras i Serrano

cel-lular endotelial microvascular-2 (EGM2) consistent en serum bovi fetal al 5%,
factor de creixement endotelial vascular, factor de creixement de fibroblasts-2,
factor de creixement epidermic, factor de creixement insulina-like-2 i acid ascorbic,
en quantitats adequades. Després de quatre dies de cultiu, les cel-lules no adherents
eren eliminades 1 s’hi afegia medi fresc; les cel-lules es van cultivar fins el dia 7
amb lipoproteines de baixa densitat acetilades (AcLDL) marcades amb 1,1°-
dioctadecil-3,3,3’,3’-tetrametilindocarbocianina (AcLDL-Dil) (Molecular Probes)
2.5ug/mL a 37°C durant 4 hores. Les cél-lules varen ser aleshores fixades amb
paraformaldehid a 1’1% durant 15 minuts 1 incubades amb la lectina Ulex
europaeus aglutinina-1 marcada amb fluoresceina-isotiocianat (10uw/mL; Sigma)

durant 2 hores.

4.4. Microscopia de contrast de fases invertida.
La quantificaci6 del nimero de CPE putatives després de 7 dies de cultiu es va fer
mitjangant metode computeritzat. Breument, 10 imatges per camp seleccionades a
I’atzar van ser captades en un microscopi de contrast de fases Leica. Les cél-lules
que es lligaven a la lectina Ulex europaeus aglutinina-1 1 a la vegada captaven
AcLDL-Dil, propietats funcionals tipiques de cel-lules endotelials, considerades
com a suposades CPE, van ser contades amb un software digital (Metamorph
Imaging System; Universal Imaging Corp., West Chester, PA, USA). El namero de

CPE després de cultiu es va expressar com a nimero de CPE per camp.

5. ESTUDI ECOCARDIOGRAFIC.

En tots els malalts de ’estudi es va realitzar estudi ecocardiografic dirigit a avaluar
I’existencia d’hipertrofia de ventricle esquerre (HVE) com a marcador de dany
organic. Per aix0 es va utilitzar equip d’ecocardiografia mode M, bidimensional,
Doppler polsat, continu 1 color amb software adequat per 1’analisi (model Siemens,
Sequoia, 256). Totes les exploracions es van realitzar amb els pacients en posicio
de decubit esquerre parcial. Es van mesurar el diametre ventricular intern
telediastolic, el gruix de I’enva interventricular telediastolic 1 el gruix de la paret
posterior. El calcul de la massa ventricular esquerre (VE) es va fer d’acord amb les

163

recomanacions de I’ American Society of Echocardiography °. Aixi, doncs, es va

utilitzar la férmula recomanada per 1’American Society of Echocardiography 1
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validada per estudis necropsics per estimar la massa VE a partir de les dimensions
lineals del VE'®. La massa VE calculada d’asquesta manera es va ajustar a ’area
de superficie corporal per obtenir I’index de massa VE (IMVE). Es va considerar el
diagnostic d” HVE si I’ IMVE era superior a 125 g/m* en homes i superior a 110

2 1
g/m” en dones .

6. ANALISI DE FUNCIO ENDOTELIAL.

Es va utilitzar la teécnica de pletismografia d’oclusid6 venosa no invasiva per a
mesurar la vasodilatacié endoteli-dependent a nivell de 1’artéria braquial, com a
mesura indirecta de la funcio endotelial®*. Tots els estudis per a mesurar la capacitat
de dilataci6 arterial van ser duts a terme per la mateixa persona. Els pacients van ser
examinats al mati en deju, amb abstineéncia de tabac durant almenys les vuit hores
previes a I’estudi. L’exploraci6 es va realitzar en una habitacio tranquil-la, sense
soroll 1 amb temperatura ambient adequada, estant el pacient en posicid de decubit
supi. Es va collocar un bragal a nivell de la regié més ample del brag 1 es va
connectar a un pletismograf amb mercuri 1 amb agulla de Silastic (EC5R;
D.E.Hokanson, Inc., Bellevue, WA, USA), procedint-ne al seu inflat rapid fins a
una pressio de 40 mmHg per tal d’interrompre la circulaci6 venosa del brag. Es va
col-locar un segon bragal a 1’alcada del canell i es va inflar fins a pressid
suprasistolica durant exactament 60 segons abans de cada mesura del flux sanguini
en ’avantbrag, per tal d’excloure el 1lit vascular de la ma. Les mesures de flux
sanguini amb el bragal congestionant la part superior del bra¢ es van dur a terme
durant 7 segons en cada cicle de 15 segons i el senyal emes era transmes a un
sistema d’enregistrament. El flux basal es va determinar a partir del promig de 7
d’aquestes mesures 1 esta expressat com a mL/min/100mL de teixit de I’avantbrag.
La hiperémia reactiva es va induir mitjancant 1’ inflament del bragal pneumatic
distal a pressid suprasistolica durant 5 minuts seguit de la seva deflacio. La
vasoactivitat endoteli-dependent es va definir com 1’ increment de flux sanguini des
del nivell basal fins el flux sanguini maxim després de la deflacio del bracal 1 es va
expressar com a percentatge de dilatacié mitjancada per flux (% DMF) computada

amb la segiient formula:

% DMF= [(flux sanguini maxim—flux sanguini basal)x100 /flux sanguini basal]
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Els valors finals de DMF venen donats pel promig de dues mesures consecutives

avaluades en cada pacient (3 en cas d’observar-ne una variabilitat superior al 5%).

7. ANALISIS ESTADISTIQUES.

Les analisis estadistiques es van realitzar amb el paquet estadistic SAS 9.0 (SAS
Institute Inc., Cary, North Carolina, USA). Les variables que segueixen una
distribuci6 normal es presenten com a mitjanes + desviacid estandard (DE); les
dades que no tenen una distribucidé normal es presenten com a mediana [quartil 1;
quartil 3]. Les dades categoriques es resumeixen com a percentatges. Les
comparacions bivariants de variables continues entre grups s’han realitzat
mitjangant el test de la ¢ de Student o el test no parametric de la U de Mann-
Whitney segons se’n pogués assumir la normalitat. Les comparacions de les
variables categoriques es van fer mitjancant el test de la * i el test exacte de Fisher.
Les correlacions bivariants es van fer amb el coeficient de correlacidé de Spearman
o correlacié de Pearson segons correspongués. Es van construir diferents models
multivariants de regressio lineal multiple, en els quals els resultats es presenten com
a coeficients de regressio, és a dir, el coeficient estandarditzat B que indica el pes
relatiu de cada variable explicativa per a I’especificacidé de la variable dependent
avaluada, 1 el coeficient no estandarditzat B amb 1’ interval de confianga del 95%,
aixi com els valors de p corresponents. D’una banda, en I’estudi 1, es va construir
un model de regressio lineal multiple amb el nimero de CPE circulants com a
variable dependent 1 un altre amb el nimero de CPE després de cultiu com a
variable dependent, per tal d’identificar quins dels parametres analitzats, entre ells
el fet de ser hipertens refractari, es correlacionaven amb aquestes ce¢l-lules. També
es va construir un model de regressid lineal multiple en 1’estudi 2, amb la DMF
com a variable dependent per determinar quins eren els factors que la determinaven
en els malalts amb hipertensi6 arterial refractaria. En aquest cas es va utilitzar la
transformacid logaritmica dels valors de DMF per tal de poder analitzar aquests
seguint una distribuci6 normal. Es va descartar la col-linealitat entre les variables
dels models finals. Es va assumir la significaci6 estadistica si es podia rebutjar una

hipotesi nul-la amb una p<0.05.
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VI. RESULTATS.

ESTUDI 1: ESTUDI COMPARATIU DELS MALALTS AMB HIPERTENSIO
ARTERIAL REFRACTARIA I ELS CONTROLS SANS.

1. CARACTERITZACIO DELS MALALTS AMB HIPERTENSIO ARTERIAL

REFRACTARIA I DELS CONTROLS SANS.
1.1. Caracteristiques clinic-demografiques i antropometriques.

Es varen seleccionar 63 malalts visitats de forma consecutiva en la Unitat d’
Hipertensio 1 Risc Vascular de I’ Hospital del Mar de Barcelona, amb el diagnostic
clinic d’HTA-R d’acord amb la definicié vigent esmentada préviament i que varen
signar el consentiment informat per participar en aquest estudi. En un total de 9
d’aquests pacients (14.3%) es va desestimar el diagnostic d’HTA-R veritable
després d’haver realitzat la MAPA-24h en obtenir-ne valors de PA diiirna inferiors
a 135/85 mmHg, considerant doncs que es tractava de malalts amb HTA
pseudorefractaria. De la cohort de pacients amb HTA-R veritable, es va poder fer
determinacié de CPE 1 cultiu de les mateixes en un total de 39 malalts, que son els
que finalment s’han avaluat en aquest estudi. Quant al grup control de voluntaris
sans, es van examinar un total de 30 subjectes, que van constituir el grup
comparador. Les principals caracteristiques demografiques, antropometriques,
cliniques 1 de laboratori d’ambdés grups estan exposades a la Taula 1.

Com es pot observar, els malalts amb HTA-R, eren de major edat que els
subjectes del grup control, amb una edat (mitjana = DE) de 57.7 = 11.7 anys enfront
a 37.0 £ 9.2 anys (p<0.001) 1 el seu IMC era també¢ significativament més elevat
(31.2 + 4.8 Kg/m” enfront a 23.5 + 3.4 Kg/m?, respectivament; p<0.001). Pel que fa
a la mesura clinica de PA, tant la PA sistolica com la PA diastolica van resultar ser,
com era d’esperar, més elevades en el grup de malalts amb HTA-R respecte dels
controls normotensos (161.2 = 19.4 mmHg vs. 111.8 + 11.8 mmHg respectivament
pel que fa a la PA sistolica; p<0.001 1 93.4 £ 13.0 mmHg vs. 69.3 = 9.1 mmHg
respectivament quant a la PA diastolica; p<0.001). Atenent als altres factors de risc
cardiovascular classics, tret de la propia HTA 1 de la diabetis, criteri excloent de
I’estudi, no hi va haver diferéncies quant a la prevalenga de tabaquisme pero si
respecte a la prevalenca de dislipémia, que era significativament més alta en els

malalts amb HTA-R (64.1% vs. 33.3%; p=0.011). Referent als subjectes de la
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mostra que havien presentat algun episodi cardiovascular ben documentat
préviament a la inclusid en aquest estudi, cal assenyalar que 7 malalts amb HTA-R
tenien aquest antecedent. En concret, 4 malalts havien patit un accident
cerebrovascular, altres 2 pacients havien tingut un infart agut de miocardi 1 en un
altre malalt s’havia enregistrat un episodi d’insuficiencia cardiaca congestiva amb
necessitat d’hospitalitzaci6. Cap subjecte del grup control havia presentat

esdeveniments cardiovasculars.

Taula 1. Caracteristiques demografiques, antropometriques, cliniques i analitiques dels malalts amb
hipertensio arterial refractaria (HTA refractaria) i dels subjectes normotensos (controls).

HTA refractaria Controls |
Numero N=39 N =30
Edat (anys) 57.7+11.7 37.0+£9.2 <0.001
Sexe, homes 15 (38.5%) 11 (36.7%) 0.88
IMC (kg/mz) 31.2+4.8 23.5+34 <0.001
PAS clinica (mmHg) 161.2+19.4 111.8+11.8 <0.001
PAD clinica (mmHg) 93.4+13.0 69.3+9.1 <0.001

Historia clinica:

Dislipémia 25 (64.1%) 10 (33.3%) 0.011

Tabaquisme 6 (15.4%) 4 (13.3%) 0.81
Perfil lipidic:

Colesterol total (mg/dL) 208.7+31.9 195.6+32.4 0.10

Colesterol-HDL (mg/dL) 56.2 +16.2 61.2+19.6 0.25

Colesterol-LDL (mg/dL) 134.0 +23.9 119.9 +30.0 0.034

Triglicerids (mg/dL) 130.2 £ 111.8 93.0+55.2 0.08
Funcio renal:

Creat, (mg/dL)* 1.05[0.94; 1.21] 1.08 [0.93; 1.16] 0.82

FGe-MDRD 64.7 £ 14.4 72.3+9.5 0.014

(mL/min/1.73m?)

QACO (ug/mg)* 7.3 [4.6; 37.8] 2.5[1.9;4.0] <0.001
Altres parametres de laboratori:

HbA . (%)* 4.7[4.5;5.1] 4.3[4.2;4.4] <0.001

Homocisteina (umol/L) 9.5+35 9.5+29 0.99

PCR (mg/dL)* 0.50[0.30; 0.80] 0.20[0.20; 0.23] <0.001

Fibrinogen (mg/dL) 332.7+71.7 276.8 £ 65.7 0.004

Nivells EPO (mU/mL)* 19.2 [14.6; 26.3] 17.0 [13.4; 22.2] 0.30

Abreviatures: IMC = index de massa corporal; PAS = pressio arterial sistolica; PAD = pressio arterial

diastolica.

HDL = lipoproteines d’alta densitat; LDL = lipoproteines de baixa densitat; Creaty= creatinina
plasmatica; FGe-MDRD = filtrat glomerular estimat segons [’equacio de I’estudi Modification of Diet in
Renal Disease; QACO = quocient albumina/creatinina en orina; HbA;. = hemoglobina glicosilada; PCR
= proteina C-reactiva;, EPO = nivells plasmatics d’eritropoetina

(*) Mediana [quartil 1,3]. Resta de parametres.: mitjana=DE.
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Quant a possibles tractaments concomitants que poguessin ser rellevants o
interferir amb els resultats de I’estudi, un 44% dels malalts amb HTA-R estaven
prenent estatines (inhibidors de 1’enzim hidroximetilglutaril-coenzim A reductasa)
com a part del seu tractament hipolipemiant. A més, la majoria de pacients amb
HTA-R, en concret el 92%, prenien almenys un farmac blocador del sistema
renina-angiotensina. Cap dels subjectes normotensos prenia aquests tipus de
farmacs ni d’altres que es conegui poden interferir amb els nivells de CPE

circulants o amb la seva capacitat de proliferacio després de cultiu.

1.2. Dades de laboratori.

Al observar els parametres del perfil lipidic, 1 tenint en compte com hem esmentat
que gairebé la meitat dels malalts amb HTA-R rebien tractament amb estatines,
I’tnic parametre en que hi va haver diferéncies significatives va ser en els nivells
plasmatics de colesterol-LDL (lipoproteines de baixa densitat), que eren més
elevats en els malalts hipertensos respecte als controls normotensos (134.0 + 23.9
mg/dL vs. 119.9 £ 30.0 mg/dL, respectivament; p=0.034), mentre que els nivells
plasmatics de colesterol total 1 de triglicerids van mostrar una tendéncia a ser també
més alts en els pacients amb HTA-R, sense arribar a la significacid estadistica.
Atenent encara al perfil metabolic de la mostra a estudi, varem objectivar també un
increment significatiu dels nivells d’hemoglobina glicosilada en el grup de malalts
amb HTA-R respecte als controls. Aixi, aquests, expressat com a mediana [quartil
1; quartil 3], van resultar ser de 4.7% [4.5; 5.1] vs. 4.3% [4.2; 4.4], p<0.001.

Respecte als parametres de funcio renal, els malalts amb HTA-R presentaven,
en comparacidé amb els controls normotensos, xifres més baixes del filtrat
glomerular estimat per I’equaci6 MDRD, aixi com xifres més elevades del QACO.
Aixi, el filtrat glomerular estimat va ser de 64.7 + 14.4 mL/min/1.73m” vs. 72.3 +
9.5 mL/min/1.73m? respectivament; p=0.014, mentre que el QACO va mostrar
valors, expressats com a mediana [quartil 1; quartil 3], de 7.3 [4.6; 37.8] ug/mg vs.
2.5 [1.9; 4.0] ug/mg en HTA-R 1 controls, respectivament (p<0.001). En canvi, no
es van objectivar difereéncies apreciables pel que fa a la concentracié plasmatica de
creatinina.

Finalment, quant a les proteines de fase aguda estudiades, aquestes tamb¢ van
mostrar concentracions plasmatiques més elevades en el grup de pacients amb

HTA-R. Aixi, doncs, els nivells de PCR d’alta sensibilitat (mediana [quartil 1;
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quartil 3]) van ser de 0.50 [0.30; 0.80] mg/dL en HTA-R 1 de 0.20 [0.20; 0.23]
mg/dL en els controls; p<0.001, mentre que els nivells plasmatics de fibrinogen
eren de 332.7 = 71.7 mg/dL vs. 276.8 = 65.7 mg/dL, respectivament (p=0.004).
Altres parametres, com la homocisteinémia, no van mostrar diferéncies entre els

dos grups de subjectes.

1.3. Marcadors d’inflamacié propiament.
Com hem esmentat, es va determinar els marcadors d’inflamacié sVCAM-I,
sICAM-1, e-selectina, p-selectina, i MCP-1 en el grup de malalts amb HTA-R
d’aquest estudi. L’analisi descriptiu pel que fa als nivells plasmatics d’aquests

marcadors en els malalts es detalla a la taula 2.

Taula 2. Nivells plasmatics dels diferents marcadors inflamatoris determinats en els malalts amb
hipertensio arterial refractaria (n = 39).

N=39 mediana quartil 1; quartil 3
Marcador inflamatori”’

MCP-1 (pg/mL) 457.1 337.1; 5319
SICAM (ng/mL) 261.5 213.1; 292.8
sVCAM (ng/mL) 567.4 492.0; 644.2
e-selectina (ng/mL) 41.1 22.3; 77.2

p-selectina (ng/mL) 130.9 110.4; 161.9

Abreviatures: MCP-1= proteina quimiotactica de monocits tipus 1; SICAM = molécula d’adhesio
intercel-lular soluble tipus 1; sSVCAM = molecula d’adhesio cel-lular vascular soluble tipus 1.
(*) Mediana [quartil 1,3].

Donat que voliem estudiar si les CPE tenien una relaci6 amb la HTA
refractaria independent d’altres factors que la poguessin determinar, varem mirar si
aquests marcadors d’inflamacio es relacionaven amb la HTA. De tots aquests
marcadors, unicament MCP-1 (r= 0.443; p=0.005) 1 sVCAM (r=0.335; p=0.037) es
van correlacionar directament de forma significativa amb la PA sistolica de 24
hores, pero la seva influéncia sobre la HTA va perdre significacio en les analisis de
regressio lineal multiple que comentarem més endavant 1 en les que també estava
inclos com a variable el numero de CPE. D’altra banda, els nivells plasmatics de
cap dels marcadors inflamatoris estudiats no es varen correlacionar amb el numero

de CPE circulants ni amb la proliferaci6 de les mateixes després de cultiu (Taula 3).
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Taula 3. Correlacio entre les concentracions plasmatiques dels diferents marcadors inflamatoris i els
nivells de CPE circulants i el nimero de CPE després de cultiu, respectivament.

N=39 CPE circulants CPE després de cultiu
Marcador inflamatori”’ (R; valor de p) (R; valor de p)
MCP-1 -0.228; 0.17 -0.032; 0.85
sICAM 0.123; 0.47 0.220; 0.19
sVCAM -0.233; 0.16 0.012; 0.94
e-selectina -0.021; 0.90 -0.203; 0.21
p-selectina -0.142; 0.40 -0.056; 0.74

Abreviatures: CPE = cél-lules progenitores endotelials; MCP-1= proteina quimiotactica de mondacits tipus 1,
SICAM = molécula d’adhesio intercel-lular soluble tipus 1; sVCAM = molecula d’adhesio cel-lular vascular
soluble tipus 1.

1.4. Dades ecocardiografiques.
En DPecocardiograma realitzat als malalts amb HTA-R, es va tenir en compte
basicament les dades referents a ’IMVE avaluat d’acord amb els méetodes descrits.
En el conjunt dels 39 malalts amb HTA-R es va objectivar els segiients valors d’
IMVE: (mediana [quartil 1; quartil 3]) = 118 [96.0; 143.5] g/m®. Aquest index no es
va correlacionar amb el nimero de CPE circulants (r=0.151; p=0.380), pero si amb
la proliferaci6é d’aquestes després de cultiu (r=0.417; p=0.010). No obstant, la seva
possible implicacié com a determinant d’aquest nimero de CPE després de cultiu

va perdre significacio en 1’ analisi de regressio lineal multiple.

2. QUANTIFICACIO DE CEL-LULES PROGENITORES ENDOTELIALS
EN ELS MALALTS AMB HIPERTENSIO ARTERIAL REFRACTARIA
I EN ELS CONTROLS SANS.

2.1. Nivells de cél-lules progenitores endotelials circulants.
Al determinar la concentraci6 plasmatica de CPE, els nivells de CPE circulants van
resultar ser els segiients, expressats com a (mediana [quartil 1; quartil 3]): 31 [7;
56] CPE/10°MN en els malalts amb HTA-R i 51 [30; 82] CPE/I0°MN en els
controls sans. Atesa la coneguda influéncia de 1’edat en el nimero de CPE
circulants, 1 donat que les dues cohorts de subjectes tenien diferéncies significatives

quant a I’edat dels mateixos, aquests resultats es varen ajustar per edat. Els nivells
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de CPE circulants ajustats per edat 1 expressats com a mitjana (interval de confianca
del 95%) van resultar ser de 33.8 (18.1 — 49.6 ) CPE/10°MN i 69.1 (50.7 — 87.5)
CPE/10°MN en els subjectes amb HTA-R 1 en els controls sans, respectivament,
essent-ne la diferéncia estadisticament significativa (p=0.014) (Figures 7 1 8).
D’altra banda, al no ajustar-se a una distribucié normal, els valors de CPE es van
transformar fent-ne el logaritme. Es van calcular les mitjanes 1 I’ interval de
confianca del 95% (IC 95%) d’aquests valors transformats, ajustades per edat. Per
facilitar-ne la lectura, aquests resultats es tornaren a l’escala original fent-ne
I’exponencial. Els resultats presentats d’aquesta manera son: mitjana (IC 95%) =
19.6 (12.1-31.7) CPE/10°MN pels subjectes amb HTA-R i 50.7 (28.9 — 88.8)
CPE/10°MN en els controls sans, amb diferéncia estadisticament significativa
(p=0.028).

Figura 7: Numero absolut de cél'lules progenitores circulants (CPE) per 10° cél-lules
mononuclears (MN) en sang periférica en pacients hipertensos i subjectes control. Les dades es
presenten per grafic de barres d’error com a mitjanes i intervals de confianga del 95%.
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Figura 8: Imatge en microscopia de CPE en controls sans i en malalts amb HTA-refractaria.

Controls HTA-R

2.2. Proliferacio de cél-lules progenitores endotelials després de cultiu
in vitro.

Quant a la proliferacié de CPE després de cultiu in vitro, els resultats obtinguts son
els segilients (mediana [quartil 1; quartil 3]): 96 [12; 248] CPE per camp en els
malalts amb HTA-R i 518 [320; 715] CPE per camp en els controls sans. Tamb¢ en
aquest cas es van repetir les analisis després d’ajustar per edat. El nimero de CPE
per camp després de cultiu, ajustat per edat i expressat com a mitjana (interval de
confianca del 95%), va resultar ser de 142.3 (49.5 — 235.0) CPE per camp en els
subjectes amb HTA-R i de 611.0 (480.2 —741.8) CPE per camp en els controls sans,
essent-ne la diferéncia estadisticament significativa (p<0.001) (Figura 9). Per la
mateixa rad que en el cas de les CPE circulants, també aqui es va fer la
transformacid logaritmica dels valors de CPE després de cultiu, es van calcular les
mitjanes i I’ IC 95% d’aquests valors transformats, ajustades per edat, i aquests
resultats es tornaren a [’escala original fent-ne 1’exponencial. Els resultats
presentats d’aquesta manera soén: mitjana (IC 95%) = 54.3 (32.7 — 90.3) CPE per
camp pels subjectes amb HTA-R i 583.9 (285.3 — 1195.2) CPE per camp en els

controls sans, amb diferéncia estadisticament significativa (p<0.001).
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Figura 9: Numero cél-lules progenitores circulants (CPE) per camp després de cultiu en pacients
hipertensos i subjectes control. Les dades es presenten per grafic de barres d’error com a
mitjanes i intervals de confianca del 95%
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3. ANALISI DE POSSIBLES DETERMINANTS DE LES DIFERENCIES
EN LA QUANTIFICACIO DE CEL-LULES PROGENITORES
ENDOTELIALS, CIRCULANTS I DESPRES DE CULTIU, ENTRE LES
DUES POBLACIONS.

3.1. Factors que poden condicionar diferéncies en els nivells de cél-lules

progenitores endotelials circulants.
Davant la troballa que els malalts amb HTA-R tenien un nimero de CPE
circulants en sang periferica significativament inferior al dels controls sans,
varem estudiar si el nimero de CPE en aquests malalts es correlacionava amb
algun dels factors que en les analisis bivariants es mostraven diferents entre
ambdues cohorts de subjectes, €s a dir, IMC, diagnostic previ de dislipémia, o bé
els parametres de laboratori gluceémia, filtrat glomerular estimat, QACO,

hemoglobina glicosilada, proteina C-reactiva o fibrinogen. També varem
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estudiar si existia correlacio entre el nimero de CPE circulants 1 I'IMVE, aixi
com amb els marcadors d’inflamaci6 MCP-1 1 sVCAM-1, els quals s’havien
correlacionat amb la PA sistolica de 24 hores, o amb alguns altres factors que
s’ha vist poden condicionar el nimero de CPE, com sén la historia familiar de
malaltia cardiovascular, el sedentarisme, les complicacions cardiovasculars
previes, el tractament amb estatines o el tractament amb blocadors del sistema
renina-angiotensina (Taula 4).

Taula 4. Correlacions bivariants entre els factors de risc cardiovascular classics, parametres
bioquimics i inflamatoris, dany organic cardiac, tractament amb estatines o blocadors dels

sistema renina-angiotensina, i la concentraci6é de CPE.

R P
Dislipemia -0.197 0.844
Sedentarisme -1.944 0.052
Historia familiar -0.486 0.627
Antecedents CV -0.542 0.588
IMC -0.013 0.936
IMVE 0.151 0.380
Glucémia -0.412 0.010
Colesterol-LDL -2.107 0.147
FGe-MDRD 0.043 0.798
QACO -0.170 0.308
HbA,. -0.116 0.487
PCR -0.165 0.322
Fibrinogen -0.075 0.662
MCP-1 -0.228 0.169
sVCAM-1 -0.233 0.160
Estatines -1.289 0.197
Blocadors SRA -0.353 0.728

Abreviatures: CPE = cél-lules progenitores endotelials;, CV = cardiovascular;, FGe-MDRD = filtrat
glomerular estimat segons [’equacio de [’estudi Modification of Diet in Renal Disease; HbA;. =
hemoglobina glicosilada; IMC = index de massa corporal; IMVE = index de massa ventricular esquerre;
LDL = lipoproteines de baixa densitat; MCP-1= proteina quimiotactica de monocits tipus 1; PCR =
proteina C-reactiva; QACO = quocient albumina/creatinina en orina; SRA = sistema renina-angiotensina;
sVCAM-1 = molécula d’adhesio cel-lular vascular soluble tipus 1.
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L’ unic factor que es va correlacionar amb el nimero de CPE en els
malalts amb HTA-R va ser la glucemia (= —.412; p=0.01). Nivells més elevats
de glucemia es correlacionaven amb un niimero reduit de CPE. Cap de les altres
variables analitzades va mostrar correlaci6 amb la concentracid6 de CPE
circulants.

Seguidament varem dur a terme una analisi de regressio lineal multiple
en la que es va introduir com a variable dependent la concentracié6 de CPE
circulants en sang periférica expressada en CPE/10°MN. Les possibles variables
explicatives introduides en el model van ser aquelles que havien mostrat
correlacié amb la HTA-R, és a dir, edat, IMC, glucemia, nivells de colesterol-
LDL, PCR, fibrinogen, QACO 1 filtrat glomerular estimat. D’aquesta manera,
voliem comprovar si la relacié amb una reducci6 de CPE depenia del fet en si de
ser HTA-R o d’altres variables associades a la propia HTA-R. Com es mostra a
la Taula 5, les Uniques variables que de forma independent es van mostrar
predictives del numero de CPE van ser la HTA-R (coeficient de regressio
estandarditzat 3 = -0.455; p=0.006) 1 el filtrat glomerular estimat (coeficient de
regressid estandarditzat 3 = 0.288; p=0.037). Aixi, els subjectes amb HTA-R
presentaven una reduccid del 56.3% en el nimero absolut de CPE circulants

respecte als controls normotensos (p=0.006).

Taula 5. Analisi de regressié lineal multiple dels predictors potencials de la concentracié de CPE. Model

final.
Factor de risc Coeficient (B) (IC Coeficient (B) p
95%) No Estandarditzat
estandarditzat
HTA-R -38.9 (-66.2 a-11.7) -0.455 0.006
Edat 0.9(-02a1.9) 0.302 0.098
FGe-MDRD 0.9 (0.1 a1.8) 0.288 0.037

Abreviatures: HTA-R: hipertensio arterial refractaria; FGe-MDRD: filtrat glomerular estimat segons l’equacio
Modification of Diet in Renal Disease.

Les dades s’expressen com a coeficients de regressio i valors de p.

Co-variables incloses: edat, HTA-R, index de massa corporal, glucémia, colesterol-LDL, proteina C reactiva,
fibrinogen, quocient albumina/creatinina en orina i FGe-MDRD.

Variable dependent: concentracié de CPE expressat en CPE/I0°MN; r=0.417
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3.2. Factors que poden condicionar diferéncies en la proliferacié de

cél-lules progenitores endotelials després de cultiu in vitro.
També¢ en el cas de les CPE després de cultiu, com hem vist, el seu nimero era
significativament inferior en els malalts amb HTA-R respecte als controls sans. Per
tant, varem estudiar si el nimero de CPE després de cultiu en aquests malalts es
correlacionava amb algun dels factors que en les analisis bivariants es mostraven
diferents entre ambdues cohorts de subjectes 1 per tant en relacié amb la HTA-R, o
bé amb els que se sap poden influir sobre les CPE. Es a dir, varem estudiar les
possibles correlacions entre les CPE després de cultiu i els mateixos factors que
hem considerat en 1’apartat anterior en relacid al numero de CPE circulants. De
totes les variables estudiades en aquests malalts amb HTA-R, la unica que es va
associar de forma significativa va ser 'IMVE, que es va correlacionar de forma
directa amb el nimero de CPE després de cultiu (r=0.417; p=0.01). A més, els
nivells plasmatics de PCR varen mostrar una tendencia a correlacionar-se de forma
inversa amb el numero de CPE després de cultiu sense arribar-ne a la significacid
estadistica (r= - 0.294; p=0.069).

Seguidament varem dur a terme una analisi de regressio lineal multiple en la
que es va introduir com a variable dependent el nimero de CPE després de cultiu,
expressada en CPE per camp. Les possibles variables explicatives introduides en el
model van ser novament aquelles que havien mostrat correlacié amb la HTA-R, ¢és
a dir, edat, IMC, glucémia, nivells de colesterol-LDL, PCR, fibrinogen, QACO i
filtrat glomerular estimat. Com es mostra a la Taula 6, la HTA-R va ser la tnica
variable que de forma independent es va mostrar predictiva del nimero de CPE
després de cultiu (coeficient de regressio estandarditzat § = -0.716; p <0.001). Els
subjectes amb HTA-R presentaven una reduccio del 76.7% en el naimero de CPE

després de cultiu respecte als controls normotensos (p<0.001).

Taula 6. Analisi de regressid lineal multiple dels predictors potencials del nimero de CPE després de
cultiu. Model final.

Factor de risc Coeficient no Coeficient (B) p
estandarditzat (B) Estandarditzat
IC 95%)
HTA-R -468.7 (-650.2 a -287.2) -0.716 <0.001
Edat 2.8(-3.0a8.7) 0.134 0.339

Abreviatures: HTA-R = hipertensio arterial refractaria

Les dades s’expressen com a coeficients de regressio i valors de p.

Co-variables incloses: edat, HTA-R, index de massa corporal, glucémia, colesterol-LDL, proteina C reactiva,
fibrinogen, quocient albumina/creatinina en orina, FGe-MDRD i index massa ventricular esquerra.

Variable dependent: numero de CPE després de cultiu expressat en CPE per camp; r=0.632
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3.3. Validacio dels resultats obtinguts

Varem observar diferéncies de 28.2 en la concentracié de CPE (CPE / 10° MN) i de
408.8 en el numero de CPE per camp després de cultiu. Varem dur a terme un
calcul de poteéncia estadistica sobre la grandaria de la nostra mostra, confirmant que
té una potencia del 80% per detectar diferéncies fins 1 tot més petites, de 27 1 173,
respectivament.

Tenint en compte la diferéncia d’edat entre els malalts amb HTA-R 1 els
subjectes sans, varem realitzar analisis estadistiques posteriors amb una mostra de
13 parells de subjectes (casos/controls) aparellats per edat, de tal manera que els 13
malalts amb HTA-R tenien una edat (mitjana + DE) de 45 + 7.6 anys 1 els 13
subjectes controls presentaven una edat (mitjana + DE) de 45 + 7.8 anys. Les
analisis de regressio corresponents al namero de CPE circulants (CPE / 10° MN) i
al numero de CPE després de cultiu (CPE per camp) van mostrar un coeficient no
estandarditzat (B) amb els corresponents intervals de confianca del 95% 1 valors de
p de -53.8 (-94.0 a -13.6), p=0.011, i -464.5 (-721.8 a -207.2), p=0.001,

respectivament (Taules 7 1 8, respectivament).

Taula 7. Model final de I’analisi de regressid lineal multiple dels predictors potencials de la concentracio

de CPE, corresponent a la mostra de 13 parells de subjectes (casos/controls) aparellats per edat.

Factor de risc Coeficient no Coeficient (B) p
estandarditzat (B) Estandarditzat
IC 95%)
HTA-R -53.8(-94.0 a -13.6) - 0.491 0.011

Abreviatures: HTA-R: hipertensio arterial refractaria; FGe-MDRD: filtrat glomerular estimat segons [’equacio
Modification of Diet in Renal Disease.

Les dades s’expressen com a coeficients de regressio i valors de p.

Co-variable: HTA-R.

Variable dependent: concentracié de CPE expressat en CPE/10°MN; r=0.491
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Taula 8. Model final de I’analisi de regressio lineal multiple dels predictors potencials del nimero de
CPE després de cultiu, corresponent a la mostra de 13 parells de subjectes (casos/controls) aparellats per
edat.

Factor de risc Coeficient no Coeficient (B) p
estandarditzat (B) Estandarditzat
IC 95%)
HTA-R -464.5 (-721.8 a -207.2) - 0.644 0.001

Abreviatures: HTA-R = hipertensio arterial refractaria

Les dades s’expressen com a coeficients de regressio i valors de p.

Co-variable: HTA-R.

Variable dependent: nimero de CPE després de cultiu expressat en CPE per camp; r=0.644

ESTUDI 2: RESULTATS QUANT A L’ESTUDI DE LA VASODILATACIO
ENDOTELI-DEPENDENT EN ELS MALALTS AMB HIPERTENSIO ARTERIAL
REFRACTARIA

1. Justificacié de la mostra.
Malgrat que hi ha poca informaci6 a la literatura respecte a la relacid entre DMF 1
CPE, nosaltres creiem que aquesta deu ser almenys de 0.5 o superior. Per tant,
varem calcular que 31 malalts serien suficients per a obtenir un poder estadistic del
80% per trobar un index de correlacio significatiu = 0.5. A més, varem afegir un
20% més de malalts tenint en compte els hipotetics abandonaments o perdues de
subjectes per qualsevol causa. Finalment, no varem aconseguir completar les dades
per 8 dels pacients degut a un problema tecnic de 1’equip de mesura de la DMF;
aquests subjectes es van considerar del tot perduts en el moment de la seleccid 1 per

tant varen ser eliminats de les analisis posteriors.

2. Caracteristiques del subgrup de malalts en que es va fer analisi de
vasodilatacio arterial endoteli-dependent.

2.1. Caracteristiques clinic-demografiques i antropométriques.
De la mostra anteriorment analitzada de malalts amb HTA-R confirmada amb
MAPA-24hr, un total de 29 subjectes van ser sotmesos a més a estudi de
vasodilatacid endoteli-dependent, previa signatura de consentiment informat. Les
dades clinic-demografiques 1 antropomeétriques es van recollir tal i com s’ha descrit

en I’Estudi 1 1 els factors de risc es van definir segons els criteris que hem
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assenyalat préeviament. Les caracteristiques basals dels subjectes eren les segiients:
edat (mitjana = DE): 58.3 = 10.1 anys; homes / dones: 38% / 62%; IMC: 31.0 + 4.4
kg/m”. Del total de la poblacié estudiada, 65.5% presentaven hiperlipidémia i
13.8% eren fumadors. Un total de 5 malalts (17.2%) havien patit préviament algun
episodi cardiovascular, en concret un accident cerebrovascular isquémic en 3
pacients 1 un infart agut de miocardi en els altres 2 casos. El 44% dels malalts
rebien una estatina com a part del seu tractament hipolipemiant, 1 un 90% del total
de malalts estaven tractats amb algun blocador del sistema renina-angiotensina com
a part del seu tractament antihipertensiu.

Les dades corresponents a la pressio arterial sistolica i diastolica, tant

determinades a la clinica com per monitoratge de 24 hores, es mostren a la Taula 9.

2.2.Dades de laboratori i ecocardiografiques.
A la mateixa taula 9 s’exposen les dades corresponents als parametres basals de
laboratori determinats, aixi com el resultat de I’estudi ecocardiografic realitzat en els

subjectes de la mostra, en concret ’IMVE.

2.3.Marcadors d’inflamacio.
Es va determinar la concentraci6 en sang dels marcadors d’inflamaci6 sVCAM-1,
sICAM-1, e-selectina, p-selectina, 1 MCP-1 en aquesta cohort de malalts amb HTA-
R d’acord amb la metodologia descrita préviament. L’analisi descriptiu pel que fa

als nivells plasmatics d’aquests marcadors en els malalts es detalla a la Taula 10.

2.4.Cél'lules progenitores endotelials circulants i després de cultiu in
vitro.

CPE circulants. En el global de la mostra estudiada, la concentraci6 de CPE
circulants va resultar ser de: (mediana [quartil 1; quartil 3]) = 23.0 [4.5; 53.8] CPE /
10° MN.

CPE després de cultiu. En aquesta poblaci6 de 29 malalts amb HTA-R, la

quantificacié de CPE després de cultiu in vitro va mostrar els segiients resultats:

(mediana [quartil 1; quartil 3]) = 96.0 [12.0; 244.0] CPE per camp.
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Taula 9. Parametres de pressio arterial, de laboratori i ecocardiografiques dels malalts amb HTA
refractaria sotmesos a estudi de vasodilatacié endoteli-dependent (n = 29).

Pressioé arterial

N=29

PAS clinica (mmHg)
PAD clinica (mmHg)
PAS-24hr (mmHg)
PAD-24hr (mmHg)

161.7+19.3
926 +12.2
143.6 = 14.2
82.2+11.7

Parametres de laboratori

Colesterol total (mg/dL)
Colesterol-LDL (mg/dL)
Colesterol-HDL (mg/dL)
Triglicerids (mg/dL)*
Glucémia (mg/dL)
HbA,. (%)*

Insulina (mcIU/mL)*
HOMA*

PCR (mg/dL)*
Homocisteina (wumol/L)
Creaty, (mg/dL)
FGe-MDRD (mL/min/1.73m?)
QACO (mg/g)*

207.0 = 23.7
1315+ 19.3
59.4 +17.1

101 [81.5; 126.0]
100.6 + 11.3
4.714.5;5.1]

9.1 [6.4; 14.8]
2.2[1.6;3.6]
0.40 [0.20; 0.75]
9332
1.02+0.14

67.8 = 10.6

6.5 [4.2; 30.0]

Parametres ecocardiografics

IMVE (g/m%)*

118.0 [95.0; 144.0]

Abreviatures: PAS = pressio arterial sistolica; PAD = pressio arterial diastolica; HDL =
lipoproteines d’alta densitat; LDL = lipoproteines de baixa densitat; HOMA =homeostasis
model assessment of insulin resistance; PCR = proteina C-reactiva; Creat,= creatinina
plasmatica; FGe-MDRD = filtrat glomerular estimat segons [’equacio de I’estudi Modification of
Diet in Renal Disease; QACO = quocient albumina/creatinina en orina; IMVE = index de massa

ventricular esquerra.

(*) Mediana [quartil 1,3]. Resta de parametres: mitjana=DE.

Taula 10. Nivells plasmatics dels diferents marcadors inflamatoris determinats en els malalts amb
HTA refractaria sotmesos a estudi de vasodilatacié endoteli-dependent (n = 29).

N=29 Mitjana + DE
Marcador inflamatori

MCP-1 (pg/mL) 442.0 +120.3
sICAM (ng/mL) 2444+ 51.1
sVCAM (ng/mL) 575.0£126.4
e-selectina (ng/mL) 51.9+ 35.0
p-selectina (ng/mL) 143.3+ 49.9

Abreviatures: DE = desviacio estandard; MCP-1= proteina quimiotactica de monaocits tipus 1,
sICAM = molecula d’adhesio intercel-lular soluble tipus 1; sVCAM = molecula d’adhesio

cel-lular vascular soluble tipus 1.
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3. Parametres de vasodilatacio endoteli-dependent.
Quant a I’avaluacié de la vasodilatacido endoteli-dependent, mesurada segons el
percentatge de variacid del flux sanguini en artéria braquial després d’hiperémia
reactiva, €s a dir, dilataci6 mitjangada per flux (DMF), els resultats obtinguts en el
grup de 29 malalts amb HTA-R en que es va realitzar aquest estudi van ser els

seglients: DMF (mediana [quartil 1; quartil 3]) =211.7% [79.5; 365.8].

4. Analisi dels possibles determinants de la funcié endotelial en els malalts amb
hipertensio arterial refractaria.
Varem estudiar a continuacio si la reactivitat arterial braquial mitjancada per flux es
correlaciona, en aquesta cohort de malalts amb HTA-R, amb els factors de risc
cardiovascular classics 1 els reconeguts més recentment, aixi com amb les CPE
circulants 1 després de cultiu in vitro i/o amb els nivells de marcadors inflamatoris
avaluats. Les analisis bivariants van mostrar una relacié inversa entre la DMF 1 els
nivells sérics de MCP-1 (r= -0.52; p= 0.006), e-selectina (r= -0.57; p= 0.002) 1 p-
selectina (r= -0.41; p= 0.041). D’altra banda, no es va trobar cap relacié entre la
DMF i els nivells serics de PCR, sVCAM-1 o sICAM-1. Respecte a la resta de les
analisis bivariants, després d’ajustar per edat les tiniques correlacions significatives
amb la DMF van ser les del nimero de CPE circulants (r= 0.47; p= 0.018) (Figura

10) 1 la concentracié d’homocisteina en plasma (r=-0.41; p= 0.045).

La correlacio de la DMF amb la PAS-24hr va ser marginalment significativa
(r=-0.39; p= 0.05). Es van examinar altres correlacions amb la DMF, que no van
resultar ser significatives en les analisis bivariants: edat, sexe, IMC, parametres de
mesura clinica de PA, PAD-24hr, parametres de laboratori bioquimics, factors de
risc cardiovascular classics com la dislipémia o el tabaquisme (recordem que s’havia
exclos els pacients diabetics en aquest estudi), sedentarisme, episodis
cardiovasculars previs, o tractament amb farmacs del grup de les estatines o
blocadors del sistema renina-angiotensina (Taula 11). Es va observar una tendeéncia
a la correlacio entre el nimero de CPE després de cultiu i la DMF, pero no va

arribar a ser estadisticament significativa (r= 0.35; p= 0.08).
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Figura 10: Associacid entre el nimero de CPE i la DMF després d’hiperémia reactiva (R = 0.47; p =
0.018).
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Abreviatures: CPE = cél-lules progenitores endotelials; DMF = dilatacio mitjangada per flux.

Taula 11. Correlacions bivariants entre els factors de risc cardiovascular classics, parametres
antropomeétrics i de pressié arterial, parametres bioquimics i inflamatoris, nimero de CPE circulants i
després de cultiu, tractament amb estatines o blocadors dels sistema renina-angiotensina, i la dilatacio

mitjancada per flux de I’artéria braquial (DMF).

R P R P
Edat 0.095 0.645 Concentraciéo CPE 0.469 0.018
Sexe -0.545 0.586 N° CPE / camp 0.350 0.080
IMC -0.339 0.090 Glicémia -0.353 0.077
Dislipémia -1.054 0.292 HbA,, 0.071 0.729
Tabaquisme -1.279 0.201 Colesterol-LDL 0.156 0.457
Sedentarisme -0.056 0.956 FGe-MDRD 0.061 0.766
Antecedents CV 0.000 1.000 QACO -0.052 0.802
Estatines -0.441 0.659 Homocisteina -0.414 0.045
Blocadors SRA -0.441 0.659 PCR -0.305 0.130
PAS-c -0.358 0.072 MCP-1 -0.520 0.006
PAD-c -0.182 0.373 e-selectina -0.569 0.002
PAS-24h -0.385 0.052 p-selectina -0.412 0.041
PAD-24h -0.251 0.217 sVCAM-1 -0.234 0.251
IMVE 0.245 0.248 sICAM-1 0.018 0.933

Abreviatures: CPE = cél-lules progenitores endotelials, CV = cardiovascular, FGe-MDRD = filtrat glomerular
estimat segons l’equacio de l’estudi Modification of Diet in Renal Disease; HbA;. = hemoglobina glicosilada;, IMC
= index de massa corporal; IMVE = index de massa ventricular esquerre; LDL = lipoproteines de baixa densitat;
MCP-1= proteina quimiotactica de monocits tipus 1, PAS-c¢ = pressio arterial sistolica clinica;,. PAD-c = pressio
arterial diastolica clinica;, PAS-24h = pressio arterial sistolica-24 hores; PAD-24h = pressio arterial diastolica-24
hores;, PCR = proteina C-reactiva;, QACO = quocient albumina/creatinina en orina;, sICAM-1 = molecula
d’adhesio intercel-lular soluble tipus 1; SRA = sistema renina-angiotensina;, SVCAM-1 = molécula d’adhesio
cel-lular vascular soluble tipus 1.
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Per tal d’estimar el valor predictiu de la concentracié de CPE circulants per
explicar la variabilitat de la vasodilatacié endoteli-dependent mesurada mitjangant
DMF, varem realitzar una analisi de regressio lineal multiple. Hi varem incloure
com a variables explicatives aquelles que es coneix poden influir en la funcid
vascular 1 progressio de [’aterosclerosi 1 que en les analisis bivariants s havien
correlacionat amb la DMF. Aixi, considerant com a variable dependent la DMF,
concretament la transformaci6 logaritmica de la mateixa donada la dispersio dels
seus valors (log-DMF), les variables predictives incloses en el model van ser el
numero de CPE circulants, la concentracio plasmatica d’homocisteina i els nivells
serics d’ e-selectina. No es van incloure els valors de MCP-1 1 de p-selectina perque
mostraren forta col-linealitat amb e-selectina. Com es mostra a la Taula 12, després
d’ajustar per edat, només el nimero de CPE circulants i els nivells plasmatics
d’homocisteina van resultar ser predictors independents de la vasodilataci6 endoteli-
dependent mesurada com a DMF de I’artéria braquial després d’hiperémia reactiva

(R*=0.556; p = 0.004).

Taula 12. Analisi de regressio lineal multiple (ajustat per edat): factors independents associats amb
la dilatacié mitjangada per flux (DMF).

Factors de risc  Coeficient no estandarditzat Coeficient (B)
(B) Estandarditzat p
IC 95%)
Homocisteina -0.171 (-0.280 to -0.061) -0.547 0.004
CPE circulants 0.012 (0.002 to 0.022) 0.385 0.027

Abreviatures: CPE = cél-lules progenitores endotelials.

Les dades s’expressen com a coeficients de regressio i valors de p.

Co-variables incloses: edat, e-selectina, homocisteina, cél-lules progenitores endotelials circulants.
Variable dependent: log-DMF (transformacio logaritmica de dilatacio mitjang¢ada per flux). R’=0.556,
p=0.004.

Per tal de reafirmar els nostres resultats, varem fer una analisi reciproca de tal
manera que varem dividir els subjectes de la mostra en dos grups d’acord amb el
numero de CPE circulants (Taula 13). Demostrem altra vegada amb aquesta nova
analisi que hi ha una relaci6 estreta entre el nimero de CPE circulants i la DMF. Els
malalts amb HTA-R que estaven en el grup dels subjectes amb el tercil més baix de

concentraci6 de CPE en comparaci6 amb els malalts que pertanyien al grup de
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subjectes que tenien una concentracid de CPE dintre dels dos tercils superiors de les
mateixes, van mostrar una DMF significativament reduida (p = 0.031). En canvi, no
hi havia diferéncies entre els dos grups quant a altres determinants coneguts de les
CPE, com son ’edat, la PAS-24hr o els nivells d’homocisteina, ni tampoc quant als
biomarcadors d’inflamacio, tot i que tots ells van mostrar una tendeéncia a ser més

elevats en el tercil amb el nimero més baix de CPE circulants.

Taula 13. Caracteristiques dels malalts amb HTA refractaria sotmesos a estudi de vasodilatacio endoteli-
dependent (n = 29) segons el numero de CPE circulants (CPE / 10° MN) després de fer-ne la distribucié
en tercils.

Tots els subjectes N° CPE en el N° CPE en els dos P
tercil inferior tercils superiors
(= 15) (= 16)
Edat (anys) 58.3x10.1 60.1+9,7 57.3x10.7 0.49
PAS-24hr (mmHg) 143.6x14.2 146.6+7.9 140.9+16.3 0.23
MCP-1 (pg/mL) 457.1[332.0-531.9] 488.8 [351.4-562.6] 380.2[309.9-521.6] 0.21
E-selectina (ng/mL) 38.9[22.3-77.8] 68.0[22.0-81.2] 33.0[21.5-73.9] 0.33
P-selectina(ng/mL) 129.8[110.9-171.4] 141.3[125.7-185.0] 119.5[103.7-164.6] 0.052
Homocisteina (umol/L) 9.3+32 10.6+3.3 8.9+£2.6 0.19
Log-DMF (%) 5.2+1.0 4.7+0.9 5.6+0.8 0.031

Dades expressades com a Mitjana + DE o Mediana [quartil 1,3].

Els valors de P s’han calculat mitjangant una comparacio entre els grups amb recompte més baix o més alt de CPE.
Abreviatures: CPE = cél-lules progenitores endotelials; Log-DMF = transformacio logaritmica de dilatacio
mitjangada per flux; MCP-1 = monocyte chemotactic protein type 1; MN = ceél-lules mononuclears, PAS=pressio
arterial sistolica.

D’altra banda, a més a més d’avaluar la DMF també varem analitzar si el flux
sanguini basal en D’artéria braquial es correlacionava amb el nimero de CPE
circulants o bé després de cultiu, sense observar-ne cap relacié (r=0.113; p=0.59 i
r=0.371; p=0.06, respectivament). Tampoc es va correlacionar amb cap dels altres
parametres analitzats, tant els de laboratori, les mesures de PA o les dades
ecocardiografiques com els corresponents a caracteristiques antropometriques i

demografiques, antecedents patologics o tractaments farmacologics.
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VII. DISCUSSIO
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VII. DISCUSSIO

1. Sintesi dels objectius i resultats

La hipertensi6 arterial refractaria constitueix un problema important en la
poblacié general degut a que, amb una prevalenca no menyspreable™'®, comporta
un elevat risc cardiovascular amb la consegiient morbimortalitat associada'®"”,
afegint-s’hi, per definicio, una considerable dificultat en el seu maneig. La seva
etiopatogeénia €s encara ara una gran incognita. Creiem, per tant, que qualsevol
avenc en el coneixement dels mecanismes que condueixen a la HTA pot contribuir

a millorar el seu abordatge i a prevenir o, si més no, reduir, la morbimortalitat que

comporta.

D’altra banda, la caracteritzacio fenotipica 1 funcional de les CPE ha
revolucionat en la darrera decada la recerca en el camp de I’angiogenesi, dels
factors que s’hi relacionen i també de les possibilitats terapéutiques d’aquestes
cel-lules enfront de la isquémia d’organs i teixits. EI nimero de CPE circulants i les
caracteristiques funcionals de les mateixes s’han vist reduits en preséncia de la
majoria de factors de risc cardiovascular, tant els classics com els identificats més
recentment, també anomenats emergents o “nous” factors de risc cardiovascular.
No obstant, fins ara cap estudi ha avaluat de forma acurada la concentraci6o de CPE
circulants en relaci6 amb la HTA, 1 en qualsevol cas no s’ha aconseguit demostrar

una disminucié de la mateixa en aquests malalts, enfront al que seria d’esperar' >’

La importancia de la present Tesi Doctoral creiem que rau en la
demostracié d’un niimero disminuit de CPE circulants 1 després de cultiu en malalts
amb HTA de grau sever, en concret amb HTA-R, respecte a voluntaris sans

1
normotensos 65.

Més enlla d’aquesta troballa, també hem pogut demostrar que un menor
numero de CPE circulants es relaciona de forma directa amb una pitjor
vasodilatacio endoteli-dependent. Diversos estudis assenyalen que aquesta alteracid
sembla estar present en ’inici del procés d’aterosclerosi 1 podria explicar la major

morbimortalitat cardiovascular dels malalts amb HTA-R.
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Aquests dos aspectes, la relacié de les CPE amb la HTA-R 1 ’associacio
de la reduccido de CPE amb una disminuci6 de la vasodilatacié endoteli-dependent
en aquests malalts, que son els que han estat els objectius respectius dels dos
estudis que constitueixen aquesta Tesi Doctoral, son els que desenvoluparem amb

detall 1 per separat a continuacio.

2. Alteracio en els nivells de cél-lules progenitores endotelials circulants en els
malalts afectes d’hipertensio arterial refractaria.

La majoria d’estudis han mostrat que la concentraci6 de CPE en sang
periférica esta reduida en presencia dels diferents factors de risc cardiovascular. Un
dels més importants és 1’edat, amb la constatacidé que I’envelliment s’associa a una
reduccié en el namero de CPE circulants”, com queda palés en el treball de Hill®
(veure Figura 11) pero, sobretot, en les seves caracteristiques funcionals, com va
mostrar Heiss en el seu treball, en que sobretot la proliferacio i la migracié de les
CPE era clarament inferior en la poblaci6 estudiada de major edat respecte als més

. 102
joves'"%,

Figura 11: Disminuci6é del recompte de colonies de CPE d’acord amb 1’edat en poblaci6 sana.
(adaptat de Khakoo™’, sobre el treball de Hill*®).
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Una altra condici6 que determina una disminucié en el nlimero 1 activitat
funcional de les CPE ¢és la diabetis, 1 aquesta relaci6 ha estat confirmada en
practicament tots els estudis que ho han avaluat'*"'**. Com ja hem comentat,
altres factors de risc que exerceixen de forma evident un efecte modulador negatiu

’ . , . . 1
sobre el nimero de CPE circulants son la hipercolesterolémia®™?*'%, 1a

1126 56,100,128,129
2

insuficiéncia rena el tabac 0 els nivells elevats

d’homocisteinémia'**"*!. No obstant, respecte a un dels factors de risc
cardiovascular classics més important, la HTA, hi ha més controvérsia quant als
possibles efectes sobre les CPE.

En aquest estudi hem observat que els malalts amb HTA-R presenten una
reducci6 significativa en el niumero de CPE circulants respecte als controls
normotensos. Per tal de minimitzar la interferéncia en aquests resultats de possibles
confusors que podien determinar les diferéncies en el nimero i proliferacié de les
CPE entre les dues poblacions analitzades, varem excloure els diabetics d’aquest
estudi. Quant a I’edat, si bé és cert que hi ha una diferéncia notable 1 significativa
d’edat mitjana entre la cohort de malalts amb HTA-R i la de voluntaris sans
normotensos, totes les analisis dutes a terme es van fer ajustant per edat. No només
aixo, sind que varem analitzar un subgrup de 13 parelles (casos-control) aparellades
per edat, obtenint uns resultats absolutament superposables als obtinguts
inicialment en la totalitat de la poblaci6 estudiada.

Diferents factors poden ser els responsables de les diferéncies d’aquesta
troballa en el nostre estudi respecte als altres treballs que han avaluat el numero de
CPE en relacio amb la HTA, diferéncies que possiblement es puguin explicar per
I’heterogeneitat en els marcadors antigeénics utilitzats per identificar les CPE d’una
banda 1 la diversitat de les poblacions a estudi per una altra. Aixi, Werner 1

59,100
Vasa™

van estudiar les CPE en subjectes amb malaltia coronaria confirmada,
mentre que en la poblaci6 estudiada en el present estudi només dos pacients havien
patit un infart agut de miocardi i no hi havia constancia de malaltia coronaria pel
que fa a la resta de la mostra. Potser les CPE representen un marcador de risc que
unificaria les interaccions complexes de multiples factors negatius 1 potser en
aquesta poblacido amb malaltia coronaria tinguin més importancia altres factors més
que no pas la HTA. A més, aquests dos investigadors van utilitzar la positivitat per

CD34 i KDR com a métode per identificar les CPE. Es possible que en el present

estudi, en que teniem com a requisit que a més les cel-lules fossin CD133 positives
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1 mostressin una lleugera positivitat per CD45, haguem treballat amb una poblacié
de CPE en estadi molt més precog que el detectat per aquests altres autors. Respecte
a I’altre treball d’interés que avalua la relacié entre nivells circulants de CPE i la
HTA, el de Delva i col.'*, cal esmentar que la poblacié estudiada eren malalts amb
HTA essencial i nivells de PA promig de 148/91 mmHg pel que fa a les pressions
sistolica 1 diastolica respectivament, estant la majoria d’ells sense tractament
antihipertensiu o amb monoterapia, tractant-se, per tant, de subjectes amb HTA en
un estadi forca menys sever que els estudiats en el present estudi.

S’ha apuntat a diversos mecanismes com a possibles responsables d’aquesta
associacio entre un baix niamero de CPE circulants 1 la HTA, com ara un augment
en el consum de CPE degut a un major dany endotelial, un empitjorament en el
procés de mobilitzacidé d’aquestes cel-lules des del moll d’os a la sang periferica o
un increment en I’apoptosi de CPE. Alguns autors també han suggerit amb els seus
experiments que en els malalts hipertensos podria haver una reduccio de 1’activitat
funcional de les CPE degut a un increment o acceleracidé de I’envelliment de les
mateixes mesurat per una menor activitat de telomerasa'"”. D’altra banda també
s’ha dit que la disminuci6 de CPE en malalts hipertensos es podria explicar per una
regulacié positiva de NAD(P)H oxidasa en presencia d’angiotensina II, la qual
augmentaria 1’estrés oxidatiu intracel-lular, que a la vegada comportaria una

., . 114
marcada acceleracid en 1’envelliment de les CPE

. Un altre dels possibles
mecanismes que podrien relacionar la HTA amb la disminucio del nimero de CPE
és I’assenyalat per Pirro i col. en un treball recent'®. En ell mostren una associacio
entre 1’expressid geénica reduida d’homeobox A9, que en condicions fisiologiques
contribueix a que les CPE desenvolupin la seva accio, 1 la reduccio de CPE
circulants en malalts hipertensos, suggerint doncs que 1’expressi6 d’homeobox A9
podria contribuir a modular el nimero de CPE circulants 1 per tant intervenir en el
dany endotelial induit per HTA. En qualsevol cas, el treball que aqui es presenta no
va plantejar com a objectiu estudiar els possibles mecanismes etiopatogenics
d’aquesta relacio entre HTA 1 CPE.

Tamb¢ hi ha altres factors que promouen una modulacid positiva d’aquestes
CPE circulants. D’ells, potser dels que en tenim major evideéncia soén I’exercici

104,105 -

fisic'®, els estrogens 1 alguns farmacs, dels quals els més importants son els

blocadors del sistema renina-angiotensina' > i els inhibidors de 'HMG-CoA

1 108-11
reductasa' %1110,
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Respecte a I’exercici fisic, no vam trobar diferéncies valorables pel que fa a la
seva practica entre les dues poblacions comparades.

Quant a la possible accid dels estrogens, no ens va ser possible en aquest
estudi tenir en consideracio aquest parametre, 1 aix0 podria suposar una limitaci6 al
mateix. No obstant, el fet que molts dels estudis en humans fets fins ara sobre CPE
s’hagin limitat a la poblaci6 masculina creiem que deixa un cert buit respecte al
paper de les mateixes en les dones. En el present estudi no vam trobar diferencies
entre ambdos sexes, lo que creiem que li confereix un valor afegit al que aquest
treball aporta.

Pel que fa a la possible modulacié positiva de les CPE per part d’alguns
farmacs, hem d’assenyalar que el 44% de la poblacid hipertensa estudiada rebia una
estatina com a part del seu tractament hipolipemiant 1 el 92% un farmac blocador
del sistema renina-angiotensina com a part del régim antihipertensiu indicat, mentre
que cap dels subjectes del grup control prenia cap farmac d’aquests tipus. Aquest
fet, tenint en compte que aquests farmacs exerceixen una regulacio positiva de les
CPE, creiem que dona més valor a les diferéncies trobades en el present estudi entre
els normotensos 1 la poblacié hipertensa, que tot 1 rebre majoritariament substancies
d’aquestes classes terapeutiques presenten un numero reduit de CPE circulants.
Aix0 suggereix que probablement 1’accié de la HTA-R sobre les CPE és certament
molt potent.

A més a més de la HTA-R com a predictor independent del nimero de CPE
circulants, en el present estudi hem trobat que també una pitjor funcié renal
determinada mitjancant el FGe-MDRD es correlaciona de forma directa,
independent 1 significativa, amb el nimero de CPE circulants. Aquesta dada ve a
confirmar els resultats obtinguts per de Groot i1 col. en que van mostrar que els
malalts amb insuficiéncia renal avancada, avaluats segons la creatinina plasmatica
(mitjana = DE: 5.67 = 0.39 mg/dL), tenien un nimero reduit de CPE respecte a
controls sans amb funcié renal normal'*’. Si bé la mesura de la funci6 renal
utilitzada no €s la mateixa 1 el grau de insuficiéncia renal entre aquest estudi i el
nostre no sén comparables, la troballa en el present estudi de que la reduccid del
FGe-MDRD en HTA-R respecte als normotensos, amb valors de 64.7+14.4
mL/min/1.73m” respecte a 72.3+9.5, és predictora independent d’una reducci6 en
les CPE, ens permet suggerir que probablement un grau d’insuficiencia renal més

lleu a I’avaluat per Groot determina ja una disminuci6 de les CPE circulants.
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3. Alteracio en la proliferacio de cél-lules progenitores endotelials després de
cultiu in vitro en els malalts afectes d’hipertensio arterial refractaria.

Al estudiar la proliferacié de les CPE després de 7 dies de cultiu in vitro en
medi adequat, trobem novament que la HTA-R n’¢s [’unic determinant
independent. Altra vegada 1’efecte de la HTA-R enfront de la normotensio sobre les
CPE després de cultiu €s independent d’altres factors que hi podrien influir, com
son els nivells de colesterol-LDL, els parametres de funcio6 renal o les proteines de
fase aguda com el fibrinogen 1 la PCR.

En les analisis bivariants vam observar una correlacié positiva entre el
numero de CPE després de cultiu 1 'IMVE. Una hipotesi per explicar aquesta dada
seria que podria tractar-se d’una resposta davant el dany dels petits vasos induit per
la hipoxémia degut a la HVE, 1 per tant la regulacio positiva de les CPE seria un
intent d’estimular la neovascularitzacio 1 de millorar I’angiogeénesi a aquest nivell.
En qualsevol cas, aix0 no ha estat investigat en el present estudi i finalment aquesta

associacio perd significacio en 1’analisi multivariant, enfront de la propia HTA-R.

4. Associacio entre les CPE circulants i la vasodilatacio endoteli-dependent.

En el present estudi hem observat com en aquests malalts amb HTA-R el
numero de CPE circulants en sang periferica es relaciona de forma directa amb la
capacitat de dilatacio a nivell de les artéries de conduccid, concretament de I’artéria
braquial, al avaluar-ne la DMF després d’hiperémia reactiva. Aquesta associacid
entre els nivells de CPE en sang perifeérica 1 la vasodilatacié endoteli-dependent
s’havia demostrat en altres grups poblacionals, en concret en malalts amb malaltia
coronaria'® i en una petita poblacié d’homes sans del Regne Unit d’origen
sudasiatic'**, perd no en hipertensos. Altres autors han trobat resultats similars,
perd en el cas de Hill 1 col. es tractava d’homes sans amb diversos graus de risc
cardiovascular dels quals només un 22% eren hipertensos’. D’altra banda, en
I’estudi de Heiss es demostra una relacio entre la DMF 1 la migracio 1 proliferacio
de CPE en individus sans d’edat més avancada respecte als més joves, sense factors

de risc cardiovascular majors, perd en canvi no troben relacié amb un namero de

CPE reduit'®.
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La HTA s’ha relacionat amb una funcié endotelial anomal en la circulacio
periférica, coronaria 1 renal en la majoria d’estudis 1 aquest podria ser un
mecanisme pel qual la HTA afavoriria el desenvolupament i progressio de la
malaltia vascular que sovint s’hi associa. Tot 1 que hi ha evidéncia de que la HTA
sostinguda atenua la DMF en les artéries de conduccid en la circulacid periferica 1
coronaria, la patogénesi d’aquesta associacio és poc coneguda'®®.

Creiem, doncs, que en aquest treball demostrem per primera vegada
I’associaci6 entre una disminucié de CPE en sang periferica 1 la disfuncid
endotelial avaluada d’acord amb la mesura de la DMF, en una poblacié d’homes 1
dones amb HTA-R. Aix0 ens permet suggerir que la disfuncié endotelial observada
en malalts amb HTA podria estar relacionada amb un desequilibri en 1’homeostasi
endotelial com a conseqiiencia d’una modulaci6 negativa de les CPE.

D’altra banda, en el present estudi hem demostrat també que els nivells
elevats d’homocisteina plasmatica s’associen de forma independent amb una pitjor
vasodilatacio endoteli-dependent. Varem descartar que hi hagués col-linealitat entre
les CPE i la homocisteina, indicant per tant que la disminucié de CPE circulants en
els malalts amb HTA-R pot modificar la funci6 endotelial per un mecanisme
diferent al relacionat amb 1’homocisteina. Tot i que algun autor ha trobat una
correlacio inversa entre CPE i homocisteina'®, el nostre estudi previ va objectivar
un namero reduit de CPE en malalts amb HTA-R respecte a subjectes sans amb
nivells d’homocisteina plasmatica equivalents'®. En malalts fins i tot amb
hiperhomocisteinemia lleu 1 sense cap altre factor de risc vascular identificable s’ha
demostrat una pitjor vasodilatacié endoteli-dependent, perd els mecanismes
patobiologics subjacents a aquesta associacié no acaben d’estar ben determinats'’.
Es creu que probablement el mecanisme més important estigui en relacié amb
I’efecte de I’ homocisteina sobre la biodisponibilitat d’oxid nitric, un mediador de
vasoreactivitat'’'. A més a més, s’ha vist que nivells elevats d’homocisteina
semblen exercir una modulacié positiva de diverses quemoquines 1 molecules
d’adhesié'®. En el present estudi trobem una relacié entre la DMF i alguns
marcadors inflamatoris, com E- i P-selectines 1 MCP-1. No obstant, en 1’analisi
multivariant perden significacid, mentre que el niamero de CPE 1 els nivells
d’homocisteina romanen com a predictors independents de la DMF, suggerint que
potser aquests siguin marcadors més potents de disfuncié endotelial 1 que els

marcadors inflamatoris podrien dependre d’un d’ells o d’ambdos.
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Aquesta troballa demostrada en el present estudi d’una associacid entre la
disfuncié de la vasodilataci6 endoteli-dependent mitjangada per flux i1 una
disminucié del nimero de CPE circulants en malalts amb HTA-R, es veu refermada
per ’analisi que mostrem en la Taula 11. Al dividir el nimero de CPE en tercils,
els individus que tenien una concentracio dins del tercil inferior presentaven una
DMF significativament més baixa que aquells amb un numero de CPE circulants
dins dels dos tercils superiors, 1 aquesta va ser la Unica diferéncia significativa entre
aquests dos subgrups de malalts, malgrat que ’edat, la PAS-24hr, els nivells
plasmatics d’homocisteina 1 dels diferents biomarcadors d’inflamacié van mostrar
una tendéncia no significativa a presentar tots ells valors més elevats en aquest grup

amb menys CPE.

5. Associacio entre les CPE després de cultiu in vitro i la vasodilatacié endoteli-
dependent.

En el present estudi no varem trobar una associacio entre la proliferacid de
CPE després de cultiu i la vasodilataci6 endoteli-dependent avaluada per DMF, tot i
que es va observar una tendeéncia a aquesta correlacid sense que arribés a ser
estadisticament significativa. Tot 1 que semblaria logica també aquesta associacio,
el cert és que de forma semblant Werner i col. van trobar, en malalts coronaris,
relacié entre el naumero de CPE circulants 1 disfuncié endotelial perdo no amb les
CPE després de proliferacié en cultiu'®’. D’altra banda, Hill i col. van mostrar com
el naimero d’unitats formadores de colonies de CPE es correlacionava amb la funcio
endotelial mesurada per DMF en I’arteria braquial en homes sans amb diferents
graus de risc cardiovascular’®. En el nostre cas, 1 donada la tendéncia observada, no
podem descartar que aquesta manca de relacid estigui en relacié amb la grandaria

de la mostra.
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VIII. CONCLUSIONS

1. La concentracié de cel-lules progenitores endotelials circulants esta
disminuida en els malalts afectes d’hipertensid arterial refractaria

respecte a normotensos sans.

2. La proliferacio de cel-lules progenitores endotelials després de cultiu esta
disminuida en els malalts afectes d’hipertensid arterial refractaria

respecte a normotensos sans.

3. A més, en els malalts amb hipertensi6é arterial refractaria hi ha una
correlacid directa 1 independent entre el grau de funcié renal avaluada per
estimacio del filtrat glomerular 1 el nimero de cél-lules progenitores

endotelials circulants en sang periférica.

4. En malalts amb hipertensi¢ arterial refractaria, la reduccio del numero de
cel-lules progenitores endotelials circulants es correlaciona de forma

independent amb una vasodilataci6 endoteli-dependent disminuida.

5. A més, en malalts amb hipertensié arterial refractaria hem trobat una
associaci6 inversa significativa entre els nivells d’homocisteina

plasmatica i la vasodilatacid endoteli-dependent.

6. En malalts amb hipertensi6 arterial refractaria no hem trobat correlacid
entre la proliferaci6é de les cél-lules progenitores endotelials després de
cultiu 1 la vasodilatacié endoteli-dependent, si bé hi ha una tendeéncia a

aquesta associacio.
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IX. IMPORTANCIA I RELLEVANCIA CLINICA

Els resultats de la present Tesi Doctoral creiem que poden ser rellevants tant
pel que fa a I’avaluaci6 del risc cardiovascular en els malalts amb HTA-R 1 del
pronostic dels mateixos, com en referéncia a la recerca dels mecanismes fisiologics
1 patogenétics de la malaltia vascular.

D’una banda, la troballa d’aquesta clara associacid independent entre el
numero 1 la proliferacidé després de cultiu de les CPE en els malalts amb HTA-R
permet avaluar amb un parametre diferent, 1 potser integrador dels diferents
marcadors de risc, el grau d’aterosclerosi i1 de risc cardiovascular d’aquesta
poblacié. Efectivament, s’ha suggerit que aquestes cel-lules circulants, les CPE,
podria representar una nova classe de biomarcadors que de forma natural integrin
diversos efectes genctics 1 ambientals, les complexes interaccions positives 1
negatives dels diferents mediadors que afecten la monocapa endotelial. En aquesta
Tesi Doctoral demostrem que I’associacid6 d’una modulaci6é negativa de les CPE
amb la HTA-R ¢és més potent que la d’altres factors de risc ben coneguts, com sén
la dislipemia o el tabaquisme, 1 fins 1 tot més enlla de la influéncia de I’edat.

A més a més, les dades aportades en I’Estudi 2 d’aquesta Tesi Doctoral
permeten relacionar directament la disminuci6 de les CPE circulants amb una
reduccié de la vasodilatacid endoteli-dependent, 1 per tant amb una mesura
d’alteracié a nivell vascular. Es a dir, que posem en evidéncia que aquest
parametre, la concentracié de CPE en sang periférica, ens serveix com a mesura
indirecta de dany organic.

Aquesta troballa, per tant, obre tot un camp a futures investigacions que
permetin ampliar el coneixement dels mecanismes subjacents al desenvolupament
de I’aterosclerosi 1 a les interrelacions entre un factor de risc tan prevalent, la HTA,
1 la patologia cardiovascular. Certament, pero, els mecanismes responsables de la
reduccié en el numero 1 capacitat funcional de les CPE resten encara pendents
d’aclarir.

D’altra banda, el fet que aquestes alteracions les haguem trobat en malalts
amb HTA refractaria, sobretot pel que fa a la modulaci6 negativa de les CPE, quan
previament no s’havia pogut demostrar en malalts amb HTA de grau menys sever,
reafirma el concepte que la HTA refractaria implica una major alteraci6 a nivell de

I’endoteli vascular 1 de la neoangiogenesi, amb la conseqlient probable relacié amb
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una major morbimortalitat cardiovascular, tot 1 que aquest darrer punt no ha estat
investigat en el present estudi transversal.

Els coneixements actuals permeten afirmar que determinades substancies,
entre elles 1 de forma remarcable les estatines 1 els blocadors del sistema renina-
angiotensina, pero tamb¢ altres factors com I’exercici fisic, son moduladors positius
de les CPE. El resultat dels treballs que constitueixen la present Tesi Doctoral
donen peu a suggerir que tots ells haurien de ser considerats per optimitzar el
tractament dels malalts amb HTA-R.

Finalment, no podem deixar d’esmentar que, donada la rellevancia que
semblen tenir les CPE en ’avaluacio 1 el coneixement de la malaltia cardiovascular,
es fa pales la necessitat peremptoria d’estandarditzar-ne les técniques
d’identificacid 1 d’arribar a un consens sobre la seva caracteritzacio fenotipica per
tal d’avancar més en el seu coneixement. A la vegada, urgeix també¢ la investigacid

sobre metodes a ser possible més senzills 1 assequibles per a la seva quantificacio.
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