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1.1. ASPECTOS GENERALES DE LA HIPERCOLESTEROLEMIA

La hipercolesterolemia es considerada el principal factor de riesgo
cardiovascular (RCV), especialmente cuando se habla de cardiopatia isquémica. Este
hecho ha sido demostrado en estudios epidemioldgicos, coronariograficos y de
investigacion clinica (Velasco JA y cols, 2000). La relacion entre concentraciones
elevadas de colesterol y arteriosclerosis fue demostrada por primera vez en los afios 30
por varios investigadores (Muller C, 1938; Thannhauser SJ y Magendatz H, 1938), pero
fueron Kannel y cols en 1971 quienes confirmaron estas observaciones desde el punto
de vista epidemiologico al observar una fuerte correlacion positiva entre las
concentraciones de colesterol y el desarrollo de cardiopatia isquémica en el estudio
Framingham (Kannel WB y cols, 1971). Estos datos se confirmaron en estudios
posteriores como el MRFIT (Martin MJ y cols, 1986) y el PROCAM (Assman G y cols,
1998).

La fuerte asociacion entre hipercolesterolemia y morbi-mortalidad por
cardiopatia isquémica y otras enfermedades cardiovasculares se observa tanto en
varones como en mujeres, independientemente de la edad y de la raza. Y todo lo
expuesto para el colesterol total (CT) es valido también para la fraccion LDL

(Lipoproteinas de baja densidad).

En cuanto a la fraccion HDL (Lipoproteinas de alta densidad), también esta
demostrada su asociacion inversa con episodios isquémicos; concentraciones reducidas
incrementan la mortalidad en personas sanas o con enfermedad coronaria preexistente
(Bengston C, 1973; Klag MJ y cols, 1993; Aronow WS y Ahn C, 1994; Neaton JD y
cols, 1984; Wong ND y cols, 1989). Por otro lado, los triglicéridos (TGs) representan
un factor de riesgo cardiovascular independiente, y se asocian a un incremento del
riesgo de un 30 % en el varon y hasta un 75 % en la mujer (Hokanson JE y Austin M,

1996).

La prevalencia de hipercolesterolemia (HC) en la poblacion espaiiola es alta y se

encuentra en aumento; se considera que un 18-20 % de personas entre 35-64 afios tienen

12
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un CT >250 mg/dL y mas del 50 % >200 mg/dL (Muiiz J y cols, 1991; Rodriguez JC y
cols, 1993; Masia R y cols, 1998).

El nivel de colesterol a partir del cual se considera HC es controvertido y, en la
actualidad, se diferencia en funcioén del RCV y el antecedente de evento cardiovascular
(sea cardiaco o cerebrovascular). Para el calculo del RCV se dispone de diferentes
tablas o formularios en los cuales se introducen una serie de parametros (edad, sexo,
niveles de CT, cLDL, cHDL, TG, diabetes mellitus, consumo de tabaco, presencia de
hipertrofia ventricular izquierda, etc.) y se obtiene un valor numérico que representa el
riesgo de desarrollar un evento cardiovascular durante los diez afios subsiguientes. Entre
las tablas de céalculo del RCV se encuentra la de Framingham (Kannel WB y cols, 1971)
que, en la actualidad, es la de uso mas extendido. Sin embargo, dado que el estudio
Framingham se realiz6 sobre poblacion norteamericana, se cree que sobreestima el
calculo cuando se aplica a la poblacion espafiola. En este sentido se ha creado
recientemente otra tabla de calculo, la llamada Regicor (Marrugat J y cols, 2003; Ramos
R y cols, 2003), realizada sobre poblacion catalana que, parece ser, se ajusta mas a

nuestra poblacién mediterranea.

Se habla de hipercolesterolemia limite cuando existen valores de CT >200
mg/dL, y de hipercolesterolemia definida cuando hay valores de CT >250 mg/dL. En
sujetos diabéticos y en prevencion secundaria (sujetos que ya han sufrido un evento
cardiovascular) se habla de hipercolesterolemia definida con valores de CT >200 mg/dL
(U.S. Preventive Task Force, 2000; semFY C-paaps, 2004; Lago F, 2002). Es decir que
es deseable que el CT sea <200 mg/dL. Por encima de 250 mg/dL siempre se considera
HC, y valores entre 200-250 son los que hay que individualizar con el resto de factores
RCV y hacer un calculo del RCV para decidir la conveniencia del tratamiento. Los

triglicéridos, en todos los casos, deben encontrarse por debajo de 200 mg/dL.

El tratamiento de la HC en la actualidad se basa en medidas generales (dieta,
gjercicio, evitar consumo de tabaco o alcohol) y farmacoldgicas. Entre las segundas se
encuentran las estatinas —inhibidores del enzima fundamental de la sintesis de colesterol

(hidroximetilglutaril coenzima A reductasa)- como pilar fundamental, y se reserva para

13
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casos refractarios su asociacion con agentes secuestradores de grasas biliares, tales
como resinas de intercambio i6nico, buscando un efecto sinérgico (U.S. Preventive

Task Force, 2000; semFYC, 2003; semFYC-paaps, 2004).

Existen nuevas opciones farmacologicas para bajar el colesterol, como son
colesevelam (Armani A y Toth PP, 2006; Steinmetz KL y Schonder KS, 2005), un
farmaco secuestrador de acidos biliares, un polimero insoluble en agua y no absorbible
que es efectivo en la disminucion del colesterol total y LDL. Otra opcidon mas reciente
es ezetimibe (Burnett JR y Huff MW, 2006; Bissonnette S y cols, 2006), un fAirmaco
que inhibe la absorcidon intestinal de colesterol y fitosteroles; estaria indicado
introducirlo cuando la estatina, de forma aislada, no permite alcanzar las cifras de
colesterol deseadas y como medida coadyuvante junto con la dieta. Todavia no existen
ensayos clinicos que demuestren la disminuciéon de morbi-mortalidad cardiovascular
con esta asociacion (Genest J, 2006). Otras drogas que se estdn ensayando para el
manejo de la hiperlipemia son torcetrapib, inhibidor de la CETP (proteina transferidora
de ésteres de colesterol) que cataliza la transferencia de ésteres de colesterol de las HDL
a lipoproteinas que contienen la apolipoproteina B intercambiandolo por triglicéridos y
que, por lo tanto, juega un papel importante en el metabolismo de las lipoproteinas
(Clark RW, 2006); avasimibe y pactimibe, inhibidores de ACAT (acil-CoA-colesterol
aciltransferasa); implitapide, un inhibidor de la transferasa microsomal de triglicéridos,
y niacina (dcido nicotinico), cuyo poder hipocolesterolemiante es conocido desde hace
50 afios y que ha demostrado reducciéon de la morbi-mortalidad cardiovascular en

ensayos clinicos, tanto de forma aislada como junto con estatinas (Ito MK, 2003).
1.2. HIPERCOLESTEROLEMIA: CAUSAS Y CONSECUENCIAS
1.2.1. Sintesis y metabolismo del colesterol y las lipoproteinas
La homeostasis del colesterol se logra gracias a un fino equilibrio entre los
procesos de ingestion, absorcion, sintesis, intercambio y excrecion. Todos estos

procesos se encuentran estrechamente interconectados y, cambios en cualquiera de

ellos, pueden influenciar los otros de forma significativa. Consideraremos, a
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continuacion, los rasgos generales de los diferentes procesos que conforman el

metabolismo del colesterol.

Absorcion

El intestino delgado controla la absorcion y excrecion del colesterol dietético
(una cuarta parte) y biliar (tres cuartas partes) (Dietschy JM, 1997). Los detalles que
acontecen durante la absorcion no son del todo conocidos. Los &cidos biliares
emulsionan el colesterol y resto de grasas de la dieta formando micelas que permiten el
transporte del colesterol al interior del enterocito yeyunal. Los receptores-
transportadores que median este proceso no han sido caracterizados, si bien un reciente
estudio (Hansen GH y cols, 2003) parece involucrar a SR-BI, un receptor que se
expresa en la membrana luminal del enterocito, ademas de en el higado y tejidos
esteroidogénicos. Otros investigadores involucran en este proceso de transporte a la

proteina Niemann-Pick Cl-like 1 (Wang DQ, 2006).

El colesterol transportado al interior del enterocito puede ser devuelto de nuevo
al lumen intestinal por medio de los transportadores ABCGS5 y ABCGS (subtipos de
ATP binding cassette), cuya expresion en los enterocitos aumenta por la via del receptor
heterodimérico hepatico de retinoides LXR-RXR, o esterificado por la ACAT vy

ensamblado en los quilomicrones.

Sintesis

Si bien se considera habitualmente que el higado es el 6rgano mas importante en
el mantenimiento de los niveles circulantes de colesterol, sélo parece ser responsable
del 15% de su sintesis de novo (Dietschy JM, 1997), corriendo el 85% restante a cargo
de tejidos extrahepaticos. La sintesis hepatica de colesterol es el resultado final de una
larga serie de reacciones enzimaticas (Figura 1.1) cuya velocidad esta controlada por el
enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA (HMG-CoA) reductasa que regula el paso de
HMG-CoA a mevalonato. El colesterol sintetizado de novo es liberado a la circulacién

via VLDL.
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Figura 1.1. Via de sintesis endogena de colesterol. Modificado de Paloméki A y cols, 1998.
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Estudios recientes han demostrado que la familia de factores de trascripcion
SREBPs (proteinas fijadoras del elemento regulador de esteroles) juega un papel crucial
en la regulacion hepatica de la sintesis de colesterol, ya que activan la expresion de mas
de 30 genes relacionados con la sintesis y absorcion de colesterol, acidos grasos, TGs y
fosfolipidos (Horton y cols, 2002). La activacion de los SREBPs estimula tanto la
sintesis de lipidos como la expresion del receptor de LDL, y su efecto neto sobre los

niveles plasmaticos de colesterol depende del balance entre estos dos efectos.

Entre los factores de transcripcion que regulan genes implicados en la
homeostasis del colesterol (incluidos los SREBPs) se encuentran los receptores X
hepaticos LXRa y LXRh. En el higado, los LXRs disminuyen la sintesis de colesterol a
través de sus efectos sobre la expresion de SREBP-2 y otros genes colesterogénicos. En
el intestino, los LXRs parecen jugar un papel importante en la absorcion del colesterol
dietario al aumentar la expresion de algunos miembros de la familia de transportadores
ABC. La activacion de LXRs también estimula la produccion de LPL (lipoprotein
lipasa), el enzima limitante en el metabolismo de las particulas ricas en TGs, y la
expresion de [-BABP (proteina ileal de union a 4cidos biliares) que media el transporte
de acidos biliares desde el enterocito a la luz ileal. De esta forma, la regulacion
coordinada de multiples genes via LXRs resulta en un incremento de la eliminacién de
colesterol, aumento de la sintesis y disminucion de la absorcion. Se considera que el
efecto neto de la activacion de LXR seria el de proporcionar proteccion ante

concentraciones elevadas de colesterol en los tejidos (Gylling H, 2004).

El contenido intracelular de colesterol libre refleja el balance entre colesterol
sintetizado por la célula o transportado a ella, la tasa de conversion de colesterol libre en
esterificado y la tasa de salida de la célula. El contenido de colesterol libre intracelular
es el principal modulador de la sintesis de colesterol celular y de receptores para LDL.
Cuando es alto, se inhibe tanto la sintesis de receptores como de colesterol por la
enzima HMG-CoA reductasa. Ademas, el colesterol activa la enzima ACAT,

promoviendo la esterificacion y deposito del exceso de colesterol.
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Transporte

El colesterol es transportado en sangre via lipoproteinas. Las lipoproteinas son
particulas globulares de alto peso molecular que transportan en su nucleo lipidos no
polares (triglicéridos y colesterol) en proporcion variable, rodeados por una envoltura
que contiene fosfolipidos y unas proteinas especificas (apoproteinas). Las principales
lipoproteinas son Quilomicrones, VLDL (Lipoproteina de muy baja densidad), IDL
(Lipoproteina de densidad intermedia), LDL (Lipoproteina de baja densidad) y HDL
(Lipoproteina de alta densidad) (Sanchez De Medina, 2000) (Tabla 1.I). Se clasifican
en funcion de la densidad, y no son estaticas, sino que van transforméndose unas en

otras segun van perdiendo o adquiriendo alguno de estos componentes (Figura 1.2).

Los quilomicrones son las lipoproteinas de menor densidad. Con un 80% de
TGs, se forman en el intestino a partir de los TGs y colesterol de la dieta, y de aqui son
segregados a la linfa intestinal que los transporta a la circulacion general. En la pared
endotelial de los tejidos, principalmente adiposo y muscular, la apo CII presente en los
quilomicrones activa la LPL que disgrega los TGs en acidos grasos y glicerol, que
penetran en la célula. Los remanentes de quilomicrones, sin la apoproteina CII y con
menor contenido de TGs, son captados por el higado mediante la uniéon de la Apo E a
un receptor especifico de la superficie del hepatocito, siendo finalmente degradados en

los lisosomas.

El exceso de hidratos de carbono de la dieta facilita la sintesis de TGs por el
higado, que convierte los azucares en acidos grasos y los esterifica con glicerol
formando TGs. Estos TGs se liberan a la circulacion general formando parte de las
denominadas VLDL. Las VLDL liberan TGs en la pared de los vasos sanguineos de los
tejidos adiposo y muscular, al igual que los quilomicrones. Los remanentes de VLDL
son las IDL, y pueden ser captadas y metabolizadas por el higado o seguir perdiendo sus

TGs, transformandose en LDL.
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Figura 1.2. Representacion esquematica del metabolismo de las lipoproteinas. (LDL: lipoproteinas de
baja densidad; VLDL: lipoproteinas de muy baja densidad; IDL: lipoproteinas de densidad intermedia;
HDL: lipoproteinas de alta densidad; LPL: lipoprotein Lipasa; Apo: apoproteina; LCAT: lecitina
colesterol acil-transferasa; HTGL: triglicérido lipasa hepatica; CETP: proteina transferidora de ésteres de
colesterol). Tomado de CTO Medicina S.L., 2000.

Las LDL contienen mayoritariamente ¢ésteres de colesterol y una tnica
apoproteina B100. Son el principal transportador de colesterol hacia los tejidos para
permitir su utilizacion metabdlica que incluye, entre otros destinos, la sintesis de
hormonas. Las LDL son particularmente susceptibles a la oxidacion, proceso de crucial

importancia en el inicio y progresion de la lesion aterosclerotica (véase mas adelante).

Las HDL se forman en el higado y en el intestino como particulas pequefias,
ricas en proteinas, que contienen relativamente poco colesterol. Son heterogéneas,
habiéndose descrito varias subclases en funcion de su densidad y composicidn proteica.
Tras liberarse al torrente sanguineo, las HDL nacientes recolectan colesterol libre,
fosfolipidos y apoproteinas de otras lipoproteinas como quilomicrones y VLDL,
transformédndose en HDL maduras. El colesterol libre es esterificado por la enzima

plasmatica lecitina-colesterol aciltransferasa (LCAT) dentro de las HDL y transferido
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hacia las VLDL mediante la proteina transferidora de ésteres de colesterol (CETP) v,
finalmente, de éstas a las LDL. A su vez los acidos grasos libres son captados en el
hepatocito por receptores de apolipoproteinas B y E o por accion de la triglicérido lipasa

hepatica (HTGL) para formar LDL.

q 5 q . q . Particula
Lipoproteina  (Contenido Origen Destino Apoproteina residual
ety . . -Adipocito
Quilomicron TG dieta Intestino delgado L CIL E, B48 E, B48
-Miocito
TG enddgenos , -Adipocito
VLDL (Colesterol) Higado Miocito CIL E, B100 IDL
-Plasma: transf
IDL TG enddgenos Adipocito en LDL E, B100
-(Higado)
, -Higado
LDL Esteres Plasma “Tejidos B100
colesterol .
extrahepaticos
Esteres Tejidos , Al All
S colesterol extrahepéticos -Higado (B)

Tabla 1.I. Resumen de las caracteristicas principales de las lipoproteinas. (TG: triglicéridos; LDL:
lipoproteinas de baja densidad; VLDL: lipoproteinas de muy baja densidad; IDL: lipoproteinas de
densidad intermedia; HDL: lipoproteinas de alta densidad)

Las HDL maduras entregan el colesterol al higado y a los tejidos
esteroidogénicos (glandula suprarrenal, ovarios y testiculos). En el higado, el colesterol
se utiliza principalmente para la secrecion biliar, tanto como colesterol libre o como
sales biliares. Este fenomeno se denomina transporte reverso de colesterol y justifica el

beneficio de niveles elevados de colesterol-HDL.

Eliminacion

Aproximadamente la mitad del colesterol se elimina a través del higado al
formar acidos biliares (Gylling H, 2004). Ademas, el higado transporta el exceso de
colesterol al intestino para excrecion fecal y provoca la conversion de VLDL a LDL y

TGs como fuente de energia para tejidos extrahepaticos.
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1.2.2. Causas de hipercolesterolemia

La colesterolemia estd influenciada por determinantes genéticos y alimentarios;
es probable que éste ultimo sea el responsable del incremento de su incidencia, por un

abandono del patrén de la dieta mediterranea.

TRATAMIENTO
i EMIA LIPOPROT. EN
TRASTORNO DEFECTO LIPOPROTEIN CLINICA FAMILIAS
GENETICO BIOQUIMICO AUMENTADA AFECTADAS
12 Eleccion Otros
Déficit familiar o o Xantomas eruptivos - Nineuno NO
L-p-Lipasa Lipo-protein-lipasa Qm pancredticos Qm (1) ingu
Detcititamiliar Apo Cll Qm, VLDL Pancreatitis Qm (165)VLDL NO NO
de Apo ClI ’
Xantomas palmares Resid clIDLO)
Hipg-r:lipupmieinemia Apo E de las VLDL Particulas residuales, e ! LDL (2a) Gemlfibrocil A TiCOtNICo
familiar 3 IDL R VLDL (4) Clofibrato
LDLy VLDL (2b)
Hipercolesterolemia LDL Xantomas tendinosos | LDL (2a) R - i A. nicotinico
familiar Rec oInE raro LDL + VLDL Aterosclerosis raro 2b esingit Lavastating Probucol
VLDL (4 Gemfibrocil .
Hiper TRG familiar Desconocido VLDL raro Qm + VLDL i 5( ! s Clofibrato
Hinerlipidemni LDL (2a)
RET R SIS > Xantomas eruptivos | LDL o VLDL (2b) Gemfibrocil .
mult:llle (familiar Desconocido LDL + VLDL Nt VLDL (4) e Lovastatina
combinada) g

Tabla 1.1I1. Clasificacion de las principales dislipemias primarias. Tomado de CTO Medicina S.L., 2000.

Entre las dislipemias genéticas o primarias (Tabla 1.II) se encuentran la
hipercolesterolemia familiar, hipercolesterolemia poligénica, hiperlipemia familiar
combinada, hipertrigliceridemia familiar e hipoalfalipoproteinemia. Las mas frecuentes
son la hipercolesterolemia familiar y la hiperlipemia familiar combinada que, en general
son infradiagnosticadas, por lo que asumimos que algunos de nuestros pacientes podrian
padecerlas. Sin embargo no es objeto de nuestro estudio caracterizar las alteraciones

bioquimicas que subyacen en estas patologias.

Otra forma de clasificar las dislipemias, la mas clasica, es la descrita por
Fredickson DS y cols en 1967, aplicando métodos electroforéticos en gel de agarosa
para separar las lipoproteinas. Posteriormente fue adaptada y modificada por la OMS en
1970 (Beamunt JL y cols, 1970). En la actualidad su uso es bastante limitado ya que no

aporta datos etiologicos acerca de su origen primario o secundario. Nosotros hemos
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incluido pacientes afectos de hipercolesterolemia, con o sin hipertrigliceridemia; por

tanto fenotipos Il (a y b) o V (Tabla 1.III).

Fenotipo Alteracion lipoproteica Colesterol Triglicéridos
1 Quilomicrones aumentados =, - T T™ 111

Ila LDL aumentadas o i i o =

IIb LDL y VLDL aumentadas P14 1T

11 IDL aumentadas ™1 ol o o

v VLDL aumentadas =T ™1t

v VLDL y quilomicrones PN PO

aumentados

Tabla 1.I1I. Clasificacion fenotipica clasica de las dislipemias. Las flechas indican aumentado (1) o
disminuido (). Modificado de Fredickson DS y cols, 1967.

Como causas secundarias de HC se encuentran numerosas patologias. Asi, el
pobre control glucémico, la resistencia a la accion periférica de la insulina y la obesidad
van a determinar la aparicion de alteraciones lipidicas en la diabetes mellitus. Entre
ellas, la mas frecuente es la hipertrigliceridemia, por aumento en la sintesis hepatica de
VLDL y disminucién de la actividad de la LPL debido al defecto de insulina, lo que
provocara un menor aclaramiento de VLDL y quilomicrones plasmaticos. En el
hipotiroidismo, la base patogénica de la dislipemia parece residir en una alteracion de la
actividad de los receptores LDL, que disminuye ante los bajos niveles de tiroxina.
Durante el embarazo o en el consumo excesivo de alcohol es frecuente la
hipertrigliceridemia a expensas de VLDL; ademas, si la concentracion de triglicéridos
es elevada, se producird un aumento del colesterol total y de sus fracciones. En la
obesidad, la ingesta elevada de 4cidos grasos saturados y colesterol reducira la actividad
de los receptores de LDL, al tiempo que la hiperproduccion de VLDL favorecera su
transformacion en LDL. En el sindrome nefrético la dislipemia esta relacionada con el
incremento en la sintesis de apo B que acompana al descenso en la concentracién de
albiimina sérica. A medida que la hipoalbuminemia se intensifica, la secrecion hepatica
de VLDL se incrementa en respuestas a la llegada masiva de 4cidos grasos libres al
higado. En la insuficiencia renal cronica, colestasis hepatica y disfuncién hepatocelular
se produce un déficit progresivo de la actividad de la LCAT que genera HC, a expensas

del colesterol no esterificado. Por otro lado, la elevacion del cLDL que se observa
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cuando se determina por los métodos habituales, suele corresponder a la presencia de
una lipoproteina anormal (LpX) originada en la regurgitacion de la lecitina biliar hacia
el plasma, donde se asocia con el colesterol libre, la albimina y la apo C. De forma
paralela se suele producir un marcado descenso de las HDL. Las dislipemias son
también frecuentes en otras situaciones clinicas como paraproteinemia, toma simultanea
de farmacos como B-bloqueantes, diuréticos tiazidicos, hormonas esteroideas, derivados
del &cido retinoico o farmacos inhibidores de las proteasas (terapia anti VIH).

(http://www.medynet.com/elmedico/aula/temal2/hiper2.htm)

1.2.3. Consecuencias de la hipercolesterolemia

Como ya se ha comentado en el apartado 1.1. la principal consecuencia clinica
de la hipercolesterolemia es el desarrollo de cardiopatia isquémica en cualquiera de sus
formas: infarto agudo de miocardio o angina de pecho. La segunda entidad clinica en
importancia seria la enfermedad cerebrovascular, cuya causalidad no esta tan
demostrada de forma directa. Otras entidades clinicas serian la diseccion y aneurismas
de aorta, isquemia intestinal, insuficiencia renal, patologia vascular periférica,

tromboembolismo, disfuncion eréctil, xantomas tendinosos y xantelasmas cutaneos.

Arteria ATC ATC
normal inicial SEVErS

Figura 1.3. Representacion esquematica del desarrollo de una placa de ateroma. Tomada de
www.fda.gov/.../conditions/atherosclerosis.html

La base anatomo-patoldgica de todas estas formas clinicas radica en la placa de

ateroma: una acumulacion de células y particulas lipidicas que provoca un
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estrechamiento del vaso de forma significativa y una alteracién del endotelio vascular
que favorecera su disfuncion y progresion de la patologia (Figura 1.3). Los eventos
bioquimicos, fisiopatologicos y celulares implicados en su aparicion y progresion seran

ampliamente considerados en apartados posteriores de esta Introduccion.

Dada la importancia de la funcionalidad endotelial como base de las
consecuencias clinicas de la hipercolesterolemia haremos, en primer lugar, una revision
del endotelio vascular normofuncionante, para describir, posteriormente, las

alteraciones que sufre como consecuencia del aumento de los niveles de colesterol.

1.3. CARACTERISTICAS Y FUNCIONES DEL ENDOTELIO VASCULAR

Durante muchos afios el endotelio vascular, la capa monocelular en contacto
directo con la sangre, se considerd un limite liso e inerte entre el fluido hematico y la
pared vascular, que solo servia para impedir la libre difusion de macromoléculas. Sin
embargo, las investigaciones realizadas en los ultimos afios han demostrado para el
endotelio acciones endocrinas, paracrinas y autocrinas que, unidas a su privilegiada
posicidn anatdmica, le convierten en el mas importante regulador del tono vascular y de

la homeostasis.

Formado por una sola capa de células planas, alineadas en la misma direccion
del flujo sanguineo, el endotelio constituye una superficie lisa que retarda la adhesion
de plaquetas, monocitos y leucocitos; participa en el catabolismo de los triglicéridos y
de las particulas ricas en lipidos a través de la LPL extrahepatica; ejerce, ademas, una
influencia reguladora sobre el remodelado vascular, la fibrinolisis, la adhesion al
endotelio de plaquetas activadas y leucocitos, y los procesos inflamatorios (Drexler H,
1997; Liischer TF y cols, 1993; Rubanyi GM, 1993; Gibbons GH y Dzau V], 1994;
Loscalzo J y Welch G, 1995; Vane JR y cols, 1990; Cooke JP y Dzau VJ, 1997). La
participacion del endotelio en estos procesos es posible gracias a que las células
endoteliales sintetizan y liberan, en respuesta a estimulos mecénicos y quimicos, gran
numero de sustancias vasoactivas, moduladoras del crecimiento y de la adhesion

celular, entre otras funciones (Tabla 1.IV).
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Sustancias liberadas por el endotelio

Vasodilatadores Vasoconstrictores
e Oxido nitrico (NO) ® Angiotensina II
¢ Bradiquinina ¢ Endotelina
e Prostaciclina e Tromboxano A,, serotonina*, acido
e Factor hiperpolarizante derivado del araquidonico, prostaglandina H,,
endotelio (EDHF) trombina, nicotina

e Serotonina*, histamina, sustancia P

Promotores del crecimiento de las Inhibidores del crecimiento de las
células del musculo liso células del musculo liso
e Factor de crecimiento derivado e Oxido nitrico, prostaciclina,
de plaquetas (PDGF) bradiquinina
e Factor de crecimiento basico de e Heparan sulfato
fibroblastos (FGFb) e Factor de crecimiento transformador
¢ Endotelina, angiotensina II B (TGF-B)
Moléculas de adhesion Factores tromboliticos
e Molécula de adhesion de e Activador del plasmindgeno tisular
leucocitos endotelial (t-PA)
e Molécula de adhesion ¢ Inhibidor  del activador  del
intercelular plasminogeno tipo 1 (PAI-1)
e Molécula de adhesion de células ¢ Trombomodulina
vascular

Tabla 1.IV. Sustancias liberadas por el endotelio. *: La serotonina funciona como vasodilatador en los
vasos sanguineos normales, pero produce vasoconstriccion paradodjica cuando el endotelio esta alterado
por hipertension, hipercolesterolemia u otros factores de riesgo cardiovascular. Modificado de Drexler H,
1998.

El endotelio vascular induce la relajacion del musculo liso subyacente en
respuesta a la estimulacion por diversas hormonas, neurotransmisores y compuestos
vasoactivos derivados de las plaquetas y del sistema de coagulacién. Los estimulos
neurohormonales interaccionan con receptores de la superficie endotelial y, a través de
incrementos de la concentracion de calcio intracelular, promueven la sintesis y
liberacion de compuestos vasodilatadores como la prostaciclina (PGI2), el 6xido nitrico
(NO) y, muy probablemente, el factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF)
(Drexler H, 1998; Gonzalez I, 1997).

El primero y mejor conocido de los vasodilatadores endoteliales es la PGI,, cuya
accion vasorrelajante sobre la musculatura lisa vascular implica la activacion de la
adenilato ciclasa y el consiguiente incremento de la formacién de cAMP. La liberacioén

de PGI, puede ser estimulada por un gran nimero de sustancias entre las que destacan
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ATP, ADP, acetilcolina, trombina, serotonina y diversos neurotransmisores. La PGI,
también aumenta la formaciéon de cAMP en las plaquetas con importantes efectos

antiagregantes (Drexler H, 1998; Gonzélez I, 1997).

Pero, sin duda, el mas conocido e importante factor relajante derivado del
endotelio es el oxido nitrico (EDRF; NO). Su liberacion se promueve por estrés
tangencial (fuerzas de cizalla o de arrastre del flujo sanguineo), adecuando asi la luz de
los vasos a su flujo. La serotonina, la bradiquinina, la acetilcolina, la sustancia P y la
trombina son potentes estimulos para la produccion y liberacion de NO por el endotelio
(Drexler H, 1998; Gonzalez I, 1997). Dada su importancia en la patologia vascular, los
detalles sobre la sintesis, funcionalidad y derivaciones fisiopatologicas del NO seran
referidos ampliamente en relacion a los mecanismos implicados en la disfuncion

endotelial (véase epigrafe 1.4).

La relajacion del musculo liso vascular por el NO implica la estimulacion de la
guanilato ciclasa soluble y el incremento de la formacién de cGMP. Pero dado que el
NO liberado por el endotelio difunde tanto hacia el interior de la pared vascular como
hacia la luz del vaso, su accion sobre las plaquetas incrementa también su contenido en
c¢GMP reduciendo tanto la adhesividad como la agregacion plaquetarias. Asi, la PGl y
el NO interactiian sinérgicamente en la vasodilatacion de los vasos sanguineos y en la
inhibicion de la agregacion plaquetaria. Otras funciones establecidas para el NO que
difunde hacia la superficie luminal del endotelio son la captacion de radicales
superoxido, la modulacion de la permeabilidad endotelial y la regulacion de la funcion

de los leucocitos (Drexler H, 1998; Gonzélez I, 1997).

La identidad quimica del factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF)
permanece controvertida, aunque es probable que sea un metabolito muy labil del &cido
araquidonico formado a través de la via del citocromo P-450. Su existencia se deduce al
no poder bloquearse todos los efectos vasodilatadores endotelio dependientes por la
administracion de inhibidores de la sintesis de NO (L-N®-monometil arginina (L-

NMMA) y L-nitroarginina monometil éster (L-NAME)). El EDHF parece ser, ademas,
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uno de los pocos agentes fisioldgicos capaces de abrir los canales de potasio (Drexler H,

1998; Gonzalez I, 1997).

Pero las células endoteliales también producen agentes vasoconstrictores como
el tromboxano A; (TXA;), la endotelina (ET), la prostaglandina H, y el anion
superoxido. El endotelio regula, ademas, los niveles de angiotensina II (ANG II), pues
la enzima de conversion de la angiotensina (ECA) se expresa en la membrana de las
células endoteliales. La ECA participa también en la degradacion de la bradiquinina,
que ejerce su accion vasodilatadora promoviendo la liberacion de NO por el endotelio

(Drexler H, 1998; Gonzalez I, 1997).

La produccion de ET se estimula por las fuerzas mecanicas tangenciales, la
presencia de trombina, la ANG 11, el factor de crecimiento transformador  (TGF-B) y
la hipoxia. La unica isoforma, de las tres descritas, producida en el endotelio es la
endotelina 1 (ET-1) que se libera fundamentalmente hacia el interior de la pared
vascular actuando principalmente de forma para y autocrina. El acoplamiento de la ET-
1 con sus receptores en el musculo liso incrementa el calcio intracelular tanto por
apertura de los canales de calcio voltaje-dependientes como por activacion de la
fosfolipasa C, provocando contraccion del musculo liso vascular (efecto
vasoconstrictor). Ademas, la ET-1 potencia el efecto vasoconstrictor de otras sustancias
como la serotonina, catecolaminas y la ANG II. Por el contrario, la interaccion de la
ET-1 con sus receptores de la célula endotelial tiene efectos vasodilatadores mediados
por un incremento de la formacion de cGMP. Aunque se han descrito niveles elevados
de ET-1 en plasma de pacientes con infarto de miocardio, angina inestable, insuficiencia
cardiaca o enfermedad coronaria severa, su papel fisiopatologico en estos procesos no
esta suficientemente aclarado y podria tratarse de un modulador local del tono vascular

mas que de un modulador general (Gonzalez I, 1997).

Numerosos factores endoteliales contribuyen también a regular el proceso de
coagulacion sanguinea. El endotelio produce factor activador del plasmindgeno, que
activa la plasmina y promueve la trombolisis, y sintetiza trombomodulina, una

glucoproteina que se sitia en la cara luminal del endotelio y actia como receptor
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endotelial de la trombina. Cuando la trombina se une a la trombomodulina pierde su
capacidad hemostatica y activa la proteina C que, a su vez, inhibe los factores de
coagulacion V y VIII. Ademas, el endotelio produce proteina S, un cofactor para la
proteina C, reforzando asi su accion anticoagulante. EI EDHF contribuye a mantener la
carga electronegativa de la superficie endotelial gracias a la cual se previene el deposito
de las plaquetas activadas. Las nucleotidasas producidas en las células endoteliales
degradan rapidamente el ADP producido por las plaquetas activadas que estimula la
activacion y el deposito de mas plaquetas. La inhibicidn de la agregacion plaquetaria se
completa por la via de la PGI, y del NO. Pero el endotelio también produce agentes que
promueven la coagulacion como el factor tisular, el factor de Von Willebrand y el

inhibidor del activador del plasmindgeno (PAI) (Drexler H, 1998; Gonzalez I, 1997).

De lo mencionado para los diferentes compuestos que regulan el tono
vasomotor, la agregacion plaquetaria, la fibrinolisis y el remodelado vascular, se deduce
que su interaccion es compleja y su efecto depende, en ocasiones, no tanto del
metabolito en si como de su acoplamiento a un tipo determinado de receptor en un tipo
celular concreto (Drexler H, 1998; Gonzalez I, 1997). Por ello debe considerarse desde
un punto de vista integrado el papel de los diferentes sistemas o vias que participan en

estos procesos, asi como su posible interaccion.

1.4. OXIDO NITRICO Y FUNCION ENDOTELIAL

En 1980, un factor relajante derivado del endotelio (EDRF) era propuesto como
mediador responsable de la relajacion del musculo liso vascular causada por
acetilcolina, un proceso que requeria un endotelio intacto (Furchgott RF y Zawadzki JV,
1980). Més tarde se demostrdé que el EDRF era farmacoldgicamente idéntico al 6xido
nitrico (NO) y que su accion vasodilatadora estaba mediada por el incremento de la
concentracion de ¢cGMP, y reduccién consiguiente del calcio intracelular, tras su
estimulacion de la guanilato ciclasa (Moncada S y cols, 1998a; Moncada S y cols,

1998b).
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El 6xido nitrico es un radical libre (NO), un derivado gaseoso e inestable del
nitrogeno con un numero impar de electrones que le confiere una extraordinaria
reactividad quimica. Es un compuesto extremadamente 1abil, de vida efimera (2-30
segundos) (Lowenstein CJ y cols, 1994) y con una alta afinidad por la hemoglobina que
lo inactiva e inhibe sus efectos. Como consecuencia de su reaccion con oxigeno y agua
se convierte en nitrato y nitrito, los productos finales estables de excrecion del NO en el

organismo (Anggard E, 1994).

El NO es sintetizado, dependiendo de las necesidades fisiologicas, a partir de
uno de los nitrogenos del grupo guanidino terminal de la L-arginina mediante una
compleja reaccion oxidativa catalizada por una familia de isoenzimas denominadas

genéricamente 6xido nitrico sintasas (NOSs; E.C. 1.14.13.39) (Figura 1.4).

ACETILCOLINA i
OTROS ESTIMULOS
N \ / L-citrulina
L-arginina ‘ > NO ENDOTELIO
NADPH
BH4
¢ 4

NO

s RELAJACION
[Ca"1 " muscuLo

Figura 1.4. Mecanismo de la vasodilatacion mediada por el 6xido nitrico (NO). Modificado de Baron
AD, 1996. (GC: guanilato ciclasa)
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Hay al menos tres isoformas diferentes de NOSs (Tabla 1.V). Todas requieren
oxigeno molecular, NADPH, FAD, FMN y tetrahidrobiopterina (BH4) como cofactores.
Las NOS endotelial (eNOS) y neuronal (nNOS) son constitutivas, calcio/calmodulina
dependientes, y generan pequenas cantidades de NO con funciones fisiologicas
diversas. Una tercera isoforma (iNOS) es calcio/calmodulina independiente y esta
implicada en la produccion de grandes cantidades de NO durante periodos prolongados
siendo un mediador esencial en la defensa del organismo. La actividad de las iNOSs es
regulada por control transcripcional actuando como sefales inductoras ciertas citoquinas
(interferon-y, TNFa, IL-1) o sustancias proinflamatorias de origen bacteriano (LPS).
Las tres isoformas han sido purificadas, secuenciadas, clonadas y expresadas, y todas
ellas son inhibidas por andlogos competitivos de la L-arginina (Moncada S y Higgs A,
1993; Singh S y Evans TW, 1997). De hecho, dada la importancia de la via L-arginina-
NO en diferentes procesos patologicos, la busqueda de inhibidores selectivos de las
diferentes isoenzimas constituye uno de los objetivos prioritarios del disefio

farmacoldgico actual.

nNOS eNOS INOS
Sistema nervioso Sistema cardiovascular Inmunidad no especifica
Neurotransmisor/ Relajacion del musculo liso | Resistencia a:
Neuromodulador del SNC: | vascular:
- respuestas al glutamato - regulacion del flujo sanguineo | - bacterias
- plasticidad sinaptica - regulacion de la presion arterial | - hongos
- nocicepcion - protozoos
- tumores?
Funcién patolégica: Inhibicién de la agregacion | Funciones patolégicas:
y reactividad plaquetaria
- Dafio isquémico cerebral Estados de shock causados por:
- Endotoxinas/sepsis
- Citoquinas
Transmisor nervios Enfermedad inflamatoria y
periféricos no adrenérgicos autoinmune:
no colinérgicos: - Inflamacién aguda
) ) - Colitis ulcerosa
- Tractq gastrointestinal - Rechazo transplantes
- Ereccion B - Artritis?
- Esfinter de vejiga - Esclerosis multiple?
- Flujo sanguineo - Asma?

Tabla 1.V. Localizacion y funciones de las NOSs. Modificado de Knowles R, 1994.
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Compuestos quimicamente relacionados con la arginina como la L-NC
monometil arginina (L-NMMA) y el monometil éster de la L-nitroarginina (L-NAME)
pueden abolir la respuesta vasodilatadora dependiente del NO endotelial al competir con
el precursor natural del NO, la L-arginina, a nivel de su sintesis por la eNOS. El uso de
estos compuestos ha sido clave para establecer el papel fisiopatoldgico del NO, y su
acumulacion en situaciones como la hipercolesterolemia o la diabetes puede jugar un
importante papel en la disfuncion endotelial que acompafia a estas patologias (Moncada

S y Higgs A, 1993; Knowles R, 1994).

Aunque las células endoteliales fueron las primeras en las que se demostro la
produccion de NO en mamiferos, numerosos tipos celulares son capaces de realizar una
sintesis activa de esta molécula (Moncada S y Higgs A, 1993; Knowles R, 1994). Los
inhibidores de las NOSs causan un rapido aumento de la presion sistémica y cambios en
el flujo sanguineo regional en humanos y animales de experimentacion, sugiriendo que
uno de los principales papeles del NO bajo condiciones fisiologicas es regular el flujo
sanguineo (Curzen NP y cols, 1996). Especificamente, la cantidad de NO producido
depende del tono vascular basal. El aumento del flujo y, por lo tanto, la fuerza de
cizalla, puede provocar un aumento de agonistas relajantes dependientes del endotelio

(Curzen NP y cols, 1994).

ACCIONES VASCULARES DEL OXIDO NiTRICO

Potente vasodilatador del musculo liso

Inhibicion de agregacion y adhesion plaquetaria

Inhibicién de la adhesion de leucocitos al endotelio activado

Inhibicion de la proliferacion y migracion de las células del musculo liso vascular

Reduccion de la oxidacion de las LDL dependiente de macrofagos

Inhibicion de la expresion de endotelina y del factor de crecimiento derivado de
plaquetas por el endotelio vascular

Tabla 1.VI. Acciones vasculares del 6xido nitrico. Modificado de Nadler JL y Winer L, 1996.

Numerosas enfermedades estdn asociadas con la sintesis reducida y/o con la
degradacion incrementada del NO vascular. Entre ellas se encuentran la
hipercolesterolemia (Stroes ES y cols, 1995), la diabetes (Williams SB y cols, 1996), la
hipertension (Panza JA y cols, 1995), y el tabaquismo (Heitzer T y cols, 1996). La
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reduccion en la actividad del NO vascular contribuye a la disfuncion endotelial y a las
alteraciones en la reactividad vascular observadas en estas condiciones, ademas de jugar
un importante papel en el desarrollo de arteriosclerosis (Li H y Forstermann U, 2000)

(Tabla 1.VI).

1.5. ESTRES OXIDATIVO Y FUNCION ENDOTELIAL

El estrés oxidativo, definido como un desequilibrio entre la produccién de
radicales libres y las defensas antioxidantes en favor de los primeros, estd implicado en
numerosos procesos fisiopatoldgicos (Drexler H, 1998; Betteridge J, 2000; Ceriello A,
2000; Cracowski JL y cols, 2000; Inouye M y cols, 2000; Borcea V y cols, 1999) ya que
afecta la regulacion del flujo sanguineo, la inhibicion de la agregacion plaquetaria y de
la adhesion leucocitaria y el control del crecimiento celular (Harrison DG, 1997;
Alexander RW, 1995). La desregulacion de estos procesos, como ya hemos comentado,
esta relacionada con la disfuncion endotelial que media la enfermedad vascular asociada
a hipercolesterolemia, hipertension, diabetes, arteriosclerosis, shock séptico y sindrome

de distrés respiratorio del adulto (Sinclair DG y cols, 1994; Davies MG y cols, 1995).

Complejo citocromo

~—t A

catalasa/peroxida v

7_’ 02 7—’ H202 W ‘OH 7_> HzO
e +2H" e +H" e +H"
H,O

Figura 1.5. Reacciones de generacion de radicales libres del oxigeno. Modificado
de McIntyre M y cols, 1999. (SOD: superédxido dismutasa).

Los radicales libres son una consecuencia inevitable del metabolismo celular
(Betteridge J, 2000; McIntyre M y cols, 1999). Son entidades quimicas, cominmente
fragmentos de moléculas, con electrones desapareados que les confieren una

extraordinaria reactividad. En los radicales libres derivados del oxigeno (ROS) el
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electrén no apareado se sittia sobre el atomo de oxigeno (Mclntyre M y cols, 1999)

(Figura 1.5).

Entre los radicales libres mejor estudiados se encuentra el radical hidroxilo
(OH), el mas potente de los oxidantes conocidos. De vida extremadamente corta y
elevada reactividad, el radical hidroxilo reacciona en su lugar de formacioén con la
mayoria de las moléculas bioldgicas mediando la propagacion de reacciones en cadena.
El anién superdxido (O,7) no es en si particularmente reactivo aunque puede actuar
como oxidante débil o como agente reductor relativamente potente de complejos de
hierro como el citocromo c¢. Su importancia fundamental radica en ser fuente de
radicales hidroxilo y peroxido de hidrogeno, otra especie oxidante aunque sin estructura
de radical. Otros radicales libres son el 6xido nitrico (NO), un ejemplo de radical
fisioloégico de considerable interés por su papel como mediador del tono vascular; los
metales de transicion como el hierro y el cobre; y el peroxinitrito (ONOQ"), especie

altamente oxidante generada por reaccion entre el O, y el NO.

Diferentes procesos bioquimicos pueden generar radicales libres (Betteridge J,
2000). Pueden originarse dentro de las células como intermediarios reaccionales, tales
como los implicados en la actuacion de los enzimas redox y en la transferencia
bioenergética de electrones. La reduccion parcial del oxigeno molecular durante la
respiracion aerobica genera anion superoxido y radical hidroxilo; los electrones
liberados en la oxidacion de las catecolaminas y en la cascada del acido araquidoénico
pueden reducir el oxigeno molecular a superdxido; los fagocitos activados producen
superoxido y dacido hipocloroso, otro potente oxidante; el endotelio vascular y
numerosas células generan de forma habitual NO y son capaces de formar superdxido
(NOSs y oxidasas). Ademas, los radicales libres pueden producirse en respuesta a
radiaciones electromagnéticas externas, como los rayos gamma, que pueden
descomponer el agua para producir radicales hidroxilo (Betteridge J, 2000; Ceriello A,
2000). Pueden aparecer también bajo circunstancias menos controladas y provocar,
dada su gran reactividad, dafios reversibles o irreversibles en proteinas, lipidos o DNA

(Halliwell B, 1987).
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La elevada inestabilidad quimica de los radicales libres les hace reaccionar
localmente con las macromoléculas bioldgicas (lipidos, proteinas, acidos nucleicos y
carbohidratos) produciendo reacciones encadenadas de radicales libres. El incremento
de grupos carbonilo en las cadenas laterales de los aminodacidos, el descenso de grupos
SH, el entrecruzamiento o la fragmentacion son algunos de los efectos de la
modificacion oxidativa de las proteinas por radicales libres. Esta oxidacion puede dar
lugar a una pérdida o modificacion de la actividad biologica de las proteinas y alterar su
recambio. Los efectos de los radicales libres sobre el DNA incluyen roturas de cadenas,
modificaciones de bases y entrecruzamientos DNA-proteina (Betteridge J, 2000;

Ceriello A, 2000; Cracowski JL y cols, 2000).

Pero la consecuencia mas extensamente estudiada del ataque por radicales libres
es la peroxidacion lipidica debido, probablemente, a su repercusion en el dafo vascular
(Betteridge J, 2000). El radical hidroxilo tiene la capacidad de abstraer un atomo de
hidrégeno de un grupo metileno (—CH2-) de los 4cidos grasos dejando un electrén no
apareado en el carbono (—CH-). Los acidos grasos poliinsaturados son particularmente
susceptibles al ataque por radicales libres debido a que la presencia de dobles enlaces
debilita el enlace carbono-hidrogeno en el dtomo de carbono adyacente. El radical
generado sobre el carbono sufre un reajuste molecular para formar un dieno conjugado
que es capaz de combinarse con el oxigeno para formar un radical peroxilo que puede
abstraer un nuevo atomo de hidrogeno y empezar una reaccion en cadena que continua
hasta el agotamiento del sustrato o la interrupcion del proceso por un antioxidante como
la vitamina E (Drexler H, 1998; Cracowski JL y cols, 2000). Los perdxidos lipidicos
resultantes son compuestos bastante estables pero su descomposicion puede ser
catalizada por metales de transicion y complejos de metales dando lugar a nuevos
radicales capaces de estimular mas la peroxidacion lipidica. La peroxidacion lipidica
puede tener efectos profundos sobre las funciones celulares pues afecta a las membranas
produciendo cambios en fluidez, aumento de permeabilidad, disminucién del potencial
de membrana y, finalmente, su rotura. En el mismo sentido, la oxidacién de las
particulas LDL parece jugar un papel central en el proceso aterogénico (Drexler H,
1998; Betteridge J, 2000; Ceriello A, 2000; Cracowski JL y cols, 2000; Inouye M,

2000), tal y como comentaremos més adelante en el apartado 1.7.2.
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La toxicidad potencial de los radicales libres ha llevado a los organismos a
desarrollar mecanismos defensivos contra ellos (Frei B, 1999; Oliva MR y Saez GT,
1996), las denominadas defensas antioxidantes. De acuerdo con Gutteridge,
antioxidante es cualquier sustancia que estando presente a bajas concentraciones, en
relacion a las del sustrato oxidable, retrasa considerablemente o inhibe la oxidacion de
dicho sustrato. Los sistemas defensivos contra la accion pro-oxidante de los
intermediarios reactivos del oxigeno (ROS) incluyen varios grupos de moléculas y
mecanismos diferentes que contribuyen al unisono a mantener el frente antioxidante

celular (Tabla 1.VII).

Defensas antioxidantes

Proteinas antioxidantes

No enziméticas
Proteinas de unién a Fe y Cu (albtimina, transferrina, ceruloplasmina, etc.)

Enziméticas
Superédxido dismutasa, catalasa, GSH peroxidasas (principalmente intracelulares)

Pequeiias moléculas antioxidantes

Hidrosolubles
Acido urico
Acido ascorbico (Vitamina C)
Bilirrubina unida a albumina
Glutation (GSH)

Liposolubles
a,¥-Tocoferol (Vitamina E)
Ubiquinol-10 (coenzima Q)
B-Caroteno (Pro-Vitamina A)

Tabla 1.VII. Defensas antioxidantes en el plasma humano. Modificado de Frei B, 1999.

El sistema intracelular mas efectivo es la triada enzimdtica formada por la
superoxido dismutasa (SOD), la catalasa y la glutation peroxidasa (GPx) responsables
de la dismutacion del radical O, a H,O, y de la reduccion de éste y de otros perdxidos,
respectivamente, a especies mas estables. Se trata de metaloproteinas conjugadas con
distintos metales de transicién como el cobre, el hierro, el manganeso y el selenio. La
estrategia antioxidante de estas actividades enzimaticas va encaminada claramente a

evitar la interaccion del O, o de metales de transicidon con el H,O, evitandose asi la
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formacion de radicales ‘OH generados por la reaccion de Haber-Weiss y/o Fenton
respectivamente. Ademas, la habilidad de la citocromo oxidasa mitocondrial para
funcionar cataliticamente en la cadena de transporte electronico, sin practicamente
liberar especies reactivas del oxigeno, disminuye considerablemente la potencial

produccion intracelular de radicales libres (Oliva MR y Sdez GT, 1996).

Fe’" + H,0, —» Fe’ +'OH +OH  (Fenton)
0,” + Hb O, ——» 'OH +OH + 0O, (Haber-Weiss)

Antioxidantes lipofilicos como la vitamina E, el B-caroteno y el coenzima Qg
acttian a nivel de las membranas celulares interrumpiendo la reaccion en cadena de
peroxidacion lipidica. La regeneracion de la vitamina E es llevada a cabo por la
vitamina C. Los principales antioxidantes extracelulares son proteinas que unen metales
(transferrina, lactoferrina y ceruloplasmina) y compuestos de bajo peso molecular con
propiedades antioxidantes (bilirrubina, glutation, vitamina C, urato). También se han
descrito formas extracelulares de glutation peroxidasas y superoxido dismutasas

(Betteridge J, 2000; Borcea y cols, 1999; Cracowski JL y cols, 2000; Inouye M, 2000).

Junto a estos sistemas se encuentran mecanismos defensivos enzimaticos
coadyuvantes o de soporte de los anteriores (Oliva MR y Sdez GT, 1996). Son los
sistemas reparadores de moléculas previamente afectadas, como las DNA glicosilasas y
endonucleasas, o bien proteinas encargadas de la degradacion de regiones polipeptidicas
oxidadas. También contribuyen a la accion antioxidante otros sistemas enzimaticos para
el suministro de cofactores apropiados como el GSH regenerado a través de la glutation
reductasa a expensas de NADPH producido en la reaccion catalizada por la glucosa-6-

fosfato deshidrogenada (Oliva MR y Séez GT, 1996).

El hecho de que la sobreproduccion de ROS (estrés oxidativo) bajo condiciones
patologicas sea una parte integral en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, se
debe a que diferentes procesos vasculares son regulados por los ROS bajo condiciones
fisioldgicas. Asi, el normal funcionamiento vascular depende de un fino equilibrio entre

sistemas pro y antioxidantes, ya que los ROS modulan diferentes vias de sefializacion
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celular y numerosas funciones vasculares. Particularmente sensibles al estado redox
celular son los sistemas de transporte de iones, la fosforilacion de proteinas y la
expresion génica, procesos que regulan funciones celulares tan importantes como el
crecimiento, apoptosis, migracion, angiogénesis y adhesion celular (Tabla 1.VIII).

(Rojas A y cols, 2006).

Vias de seiializacion dependientes de ROS
el Fosforilacion ci .
Transporte ionico . Expresion génica
proteica
e P42/p44 MAPK
e Canales K" (Ca™ | ¢ P38 MAPK e AP-1
Dianas dependientes) ® c-jun quinasa e NFkB
moleculares e (Ca' intracelular | e CaMKII e HIF-1
e (Canales TRPC o Akt e PPARs
e PIBK
e Vasorrelajacion Ap OI.)tO.S 'S ¢ Adhesion
. . o Crecimiento
Funciones en la ¢ Hiperpolarizacion celular
. celular .
pared vascular e “Sensing”del L ® Activacion
. e Supervivencia
oxigeno celular
celular

Tabla 1.VIII. Vias de sefalizacion de radicales libres en la pared vascular. A través de multiples vias de
sefalizacion red-ox las ROS interacttian con multiples dianas proteicas modificando el fenotipo celular.
(ROS: especies reactivas de oxigeno; TRPC: canales cationicos; MAPK: protein quinasa activada por
mitogenos; CaMKII: quinasa Ca*'/calmodulina dependiente tipo II; Akt: protein quinasa B; PI3K:
fosfoinositido-3-quinasa; AP1: proteina activadora 1 (factor de transcripcion); NF-kB: factor nuclear kB
(factor de transcripcion); HIF-1: factor inducible por la hipoxia-1 (factor de transcripcion); PPARs:
receptores activados por proliferadores de peroxisomas). Modificado de Rojas A y cols, 2006.

Numerosos sistemas enzimaticos contribuyen a la generacion de ROS (anion
superoxido, peréxido de hidrégeno, peroxinitrito, acido hipocloroso y radical hidroxilo)
en la pared vascular (Tabla 1.IX). Entre ellos destacan las NAD(P)H oxidasas (NOXs),
al parecer, la principal fuente de O, endotelial y vascular, y con gran protagonismo en
la enfermedad cardiovascular. Su actividad se encuentra regulada por factores
humorales (citoquinas, factores de crecimiento y agentes vasoactivos) y fisicos (tension,
fuerza de cizalla), ademés de por otros radicales libres o productos de peroxidacion

lipidica. En arterias coronarias humanas de pacientes diabéticos (Guzik TJ y cols, 2002)
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y ateroscleroticos (Sorescu D y cols, 2002) se ha demostrado un aumento de la
produccion de O, junto con niveles incrementados de p22phox y subunidades de Nox,
elementos necesarios en la actividad NAD(P)H oxidasa. Sin embargo, segin indican
otros estudios, varias vias de sefalizacion podrian mediar la activacion de este enzima
en respuesta a diferentes estimulos en la enfermedad cardiovascular (Mollnau H y cols,

2002; Touyz RM y cols, 2002).

Otras fuentes importantes de O, a nivel vascular serian el sistema xantina
oxidoreductasa (X/XO), las oxido nitrico sintasas desacopladas (NOSs; véase mas
adelante), la ciclooxigenasa (COX), la mieloperoxidasa (MPO) y la actividad
mitocondrial. La relevancia de los sistemas mencionados en la enfermedad
cardiovascular podria variar en funcion de la patologia de base desencadenante

(diabetes, HTA, tabaquismo, hipercolesterolemia...) (Rojas A y cols, 2006).

Fuentes de ROS
NADP(H) oxidasa, COX, X/XO, mitocondria, NOS
desacoplada

Efectos fisioldgicos de los ROS

Células diana en la pared

Células endoteliales Células del musculo liso
vascular

e Vasorrelajacion

® Apoptosis/Anoikis

¢ Moléculas de adhesion
(VCAM-1, ICAM-1)

® Angiogénesis

e Permeabilidad vascular

Crecimiento celular
Migracion celular
Regulacion matriz
Remodelacion vascular

Efectos principales

Tabla 1.IX. Principales fuentes de ROS en la pared vascular y sus efectos sobre células endoteliales y
musculares. (ROS: especies reactivas de oxigeno; NADP(H): nicotinamin adenin dinucleétido fosfato
(forma reducida); COX: ciclooxigenasa; X/XO: sistema xantina oxidoreductasa; NOS: 6xido nitrico
sintasa). Modificado de de Rojas A y cols, 2006.
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1.6. DISFUNCION ENDOTELIAL

Bajo condiciones normales existe un equilibrio entre los factores producidos por
el endotelio, lo que implica un equilibrio entre la contraccion y la relajacion de la
musculatura de los vasos, entre los procesos de coagulacién y de proliferacion celular.
Sin embargo, la edad, los factores de riesgo cardiovascular y diversos procesos
patologicos, entre los que se encuentran la hipercolesterolemia, la HTA y la diabetes,
pueden alterar la compleja funcion endotelial. Esta situacion, denominada disfuncion
endotelial, contribuye fuertemente a la enfermedad vascular y en su prevencion y/o
correccion se perfilan los futuros tratamientos de las enfermedades vasculares, la

primera causa de muerte en los paises industrializados.

El equilibrio fisioldgico entre agentes vasodilatadores y vasoconstrictores
depende de la integridad funcional del endotelio. Sin embargo, la funcién endotelial se
deteriora con el tiempo. La continua influencia de la presion tangencial, el estrés
oxidativo y los numerosos factores de riesgo cardiovascular aceleran el envejecimiento
de las células endoteliales y afectan su proceso de regeneraciéon. A medida que se
incrementa el nimero de células endoteliales regeneradas disminuye la capacidad
endotelial de impedir la agregacion plaquetaria y la formacion de trombina, ademas de

fracasar en el control del tono vascular (Gonzalez I, 1997).

Los hombres manifiestan antes el proceso de envejecimiento endotelial que las
mujeres (Celermajer DS y cols, 1994). Se ha comprobado que el 17B-estradiol inhibe la
apoptosis en cultivos de células endoteliales (Gips SJ y cols, 1996), que la
administracion continuada de estrogenos en mujeres postmenopausicas disminuye el
riesgo de enfermedad cardiovascular (Manolito TA y cols, 1993) y que la
administracion de estrégenos, incluso en hombres, mejora la relajacion coronaria
dependiente del endotelio (Blumenthal RS y cols, 1996). Los estrogenos circulantes
pueden mejorar el perfil lipidico y reducir los niveles de fibrindgeno, inhiben la
hiperplasia de la intima, reducen la biosinteis de colageno, aumentan la produccion de

PGI; e, incluso, manifiestan un cierto efecto bloqueante de los canales de calcio. Pero su
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mecanismo protector mas interesante es el incremento directo de la actividad del EDRF

(NO), favoreciendo la vasodilatacion y el aumento de la perfusion distal.

El endotelio intacto, normofuncionante, permite también una exquisita
homeostasis de los fenémenos trombdticos y antitromboéticos y del transporte de lipidos.
La lesion endotelial condiciona la disfuncion de estos procesos alterando el complejo
equilibrio entre sustancias con efectos contrapuestos. Se favorece la agregacion
plaquetaria, y se estimula la produccion del factor de crecimiento plaquetario (PGF) que
estimula la proliferacion de las células musculares lisas y de los macrofagos. Tanto las
células musculares como los macrofagos y las células del propio endotelio son capaces
de sintetizar PGF (Gonzalez 1, 1997), perpetudndose el proceso. El endotelio lesionado
también permite una mayor infiltracion lipidica, favoreciendo la formacion de LDL
modificada y la captacion de BVLDL por parte de los macrofagos, procesos que
acentuan las alteraciones del endotelio y contribuyen a cerrar el circulo de progresion

del proceso arteriosclerdtico.

La disfuncion endotelial estd presente tanto en pacientes con aparente
arteriosclerosis como en aquellos con factores de riesgo cardiovascular como
hipercolesterolemia, diabetes mellitus, hipertension arterial, etc. Tal es asi que estudios
recientes demuestran que el estudio de la funcion endotelial en la circulacién coronaria
y general puede ofrecer informacion prondstica sobre un futuro desarrollo de eventos

cardiovasculares (Heitzer T y cols, 2001).

Las alteraciones funcionales y/o estructurales del endotelio vascular que inician
el proceso arteriosclerotico tienen, al margen de las diferencias en el estimulo inicial
desencadenante, caracteristicas comunes en las distintas patologias de riesgo
cardiovascular (dislipemia, resistencia a la insulina, diabetes, hipertension arterial). En
estos procesos, la respuesta vasodilatadora endotelio-dependiente estd alterada, de
forma que estimulos que normalmente inducen vasodilatacién, generan ahora
vasoconstriccion o vasodilatacion muy pobre. Esta respuesta anormal puede deberse a
insuficiente produccion de compuestos vasodilatadores o a su inactivacion. Sea cual

fuere el mecanismo inicialmente desencadenante, se altera el equilibrio fisioldgico con
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claro predominio de los agentes vasoconstrictores. Consideraremos, dadas las
caracteristicas de este trabajo, los mecanismos implicados en la disfuncion endotelial en
el caso concreto de la hipercolesterolemia. Sin embargo, es mas que probable que los
mecanismos sefalados sean, en mayor o menor grado, aplicables a otras patologias de

riesgo cardiovascular.

1.7. DISFUNCION ENDOTELIAL E HIPERCOLESTEROLEMIA: PAPEL DE
LA ADMA

Entre los principales factores que contribuyen a la disfuncion endotelial en la
hipercolesterolemia se encuentran: (1) la disminucion de la actividad y/o expresion de la
eNOS y/o (2) el aumento de la produccion de radicales libres del oxigeno a nivel
vascular y/o (3) el aumento de la dimetil-arginina asimétrica (ADMA). Dado que los
tres fendmenos estan intimamente relacionados, es dificil explicar sus acciones de
forma individual; por este motivo en el cuarto apartado se comentan, como nexo de
union, el efecto de diferentes aproximaciones terapéuticas (arginina, antioxidantes,
estatinas) sobre las diferentes manifestaciones clinicas de la arteriosclerosis asi como

sobre el estrés oxidativo, la concentracion de ADMA vy el desacoplamiento de la eNOS.

1.7.1. Disminucion de la actividad y/o expresion de la eNOS

Los estudios en modelos animales y humanos han demostrado que la
enfermedad vascular y la arteriosclerosis inducidas por la hipercolesterolemia se
caracterizan por una precoz y selectiva disminucion de la relajacion dependiente del
endotelio, consecuencia de un descenso en la biodisponibilidad de NO. En la fase inicial
del proceso existe una pérdida selectiva de respuesta de la sintesis de NO a estimulos
extracelulares mediados por receptor (p.e. acetilcolina), sin afectacion de la capacidad
de activacion maxima de la enzima ni de la degradacion del NO. A medida que la
enfermedad progresa, se produce una inhibicion inespecifica de la biodisponibilidad de
NO que, aunque probablemente de origen multifactorial, implica un bloqueo acelerado
de esta molécula por aniones superoxido. Como resultado de estos procesos se

incrementan la adhesion de neutréfilos al endotelio, la agregacion plaquetaria y la
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proliferacion de células del musculo liso, eventos clave en el desarrollo de

arteriosclerosis. (Hamilton CA , 1997; Itabe H y Takano T, 2000; Scott J, 2004).

Citoquinas
HIPERCOLESTEROLEMIA LDLox
CMYV, C. pneumoniae

A 4

Oxidacion vascular

+
Inflamacion
\ 4 \ 4
DISFUNCION ACTIVACION
ENDOTELIAL ENDOTELIAL

A 4

Expresion de moléculas de
superficie:
VCAM-1, ICAM-1, ELAM

- Mala relajacion vascular
- Agregacion plaquetaria
- 1 Proliferaciéon SMC

- 1 Adhesion leucocitos al
endotelio

A 4

Ataque de leucocitos
circulantes

ARTERIOSCLEROSIS

Figura 1.6. Papel de la hipercolesterolemia en las alteraciones endoteliales que conducen al desarrollo de
arteriosclerosis. (NO: 6xido nitrico; SMC: células musculo liso; LDLox: lipoproteinas de baja densidad
oxidadas; CMV: Citomegalovirus; C. pneumoniae: Chlamidia pneumoniae)

La disfuncion de la vasodilatacién dependiente del endotelio se incrementa por
la coexistencia de diferentes factores de riesgo cardiovascular, dentro de los cuales los
niveles de LDL y HDL colesterol en plasma se consideran determinantes (Béger RH y
cols, 1998). La relacion directa entre el LDL colesterol y el desarrollo de enfermedad

coronaria esta ya bien descrito, asi como el papel protector frente a ella de la elevacion
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del HDL colesterol. Sin embargo, la contribucion del LDL colesterol al desarrollo de
ATC es particularmente compleja (Figura 1.6), y no aclarada en su totalidad, ya que
existen pacientes con alto riesgo de desarrollar enfermedad coronaria que no presentan
cifras elevadas de LDL. Tal es el caso de pacientes con elevado estrés oxidativo,
hipertension arterial, diabetes tipo 2, fracaso renal o fumadores, que presentan niveles
normales de LDL. En este sentido, numerosos estudios han contribuido a establecer que
el potencial aterogénico de las LDL se incrementa considerablemente como

consecuencia de su modificacion oxidativa (Rosenson RS, 2004).

Una relacion entre niveles de HDL y LDL colesterol y actividad de la eNOS
(clave en los estadios iniciales de la disfuncion endotelial, como se ha sefialado
previamente) ha podido establecerse gracias a recientes estudios realizados en células
endoteliales, fracciones membranosas y animales de experimentacion genéticamente
modificados (Uittenbogaard A y cols, 2000; Blair A y cols, 1999; Mineo C y Shaul PW,
2003; Puddu GM vy cols, 2005). La eNOS se encuentra normalmente localizada en
caveolas ricas en colesterol (Figura 1.7) donde forma parte de un médulo completo de
sefializacion que incluye desde receptores extracelulares (entre los que se encuentran los
de acetilcolina y estrogenos) hasta sistemas efectores intracelulares que regulan el nivel
local de calcio. El microambiente lipidico y, concretamente, el contenido en colesterol
de las caveolas, resulta fundamental tanto para la permanencia en ellas de la eNOS

como para una actividad 6ptima del enzima (Uittenbogaard A y cols, 2000).

Experimentos “in vitro” han demostrado que el LDL oxidado (LDLox) inhibe la
activacion de eNOS por acetilcolina disminuyendo, asi, las respuestas mediadas por el
NO (Blair A y cols, 1999). De acuerdo con estos resultados, se ha comprobado que el
LDLox, a través de su interaccion con el receptor de clase B CD36, provoca una
deplecion de colesterol en las caveolas que lleva al desplazamiento selectivo de la
eNOS (sin afectar su grado de fosforilacion, palmitoilacion o miristoilaciéon) y, en

consecuencia, a un descenso en su susceptibilidad a la activacion (Blair A y cols, 1999).
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Figura 1.7. A. Micrografia electronica de una caveola en la membrana plasmatica de un fibroblasto
humano. B. Diagrama que muestra la composicion de una caveola. Modificado de Razani B y cols, 2002.

Los efectos adversos del LDLox se previenen completamente por el HDL a
través de su interaccion con el receptor SR-BI, colocalizado con la eNOS en las
caveolas (Uittenbogaard A y cols, 2000; Mineo C y Shaul PW, 2003). Via esta
interaccion, el HDL repone el colesterol de las caveolas y restaura el microambiente
lipidico necesario para la actividad de eNOS, al tiempo que la activa promoviendo su
fosforilacion via quinasas src, PI3 y akt. De acuerdo con esta observacion, el HDL es un
potente activador de la eNOS en células endoteliales, favoreciendo fuertemente la
vasorelajacion dependiente de NO. Este mismo mecanismo explicaria el papel protector
del HDL “per se” en la aterogénesis bajo condiciones en las que no existe elevacion del

LDL colesterol (Uittenbogaard A y cols, 2000; Mineo C y Shaul PW, 2003).

1.7.2. Aumento de la produccion de radicales libres de oxigeno a nivel vascular

A pesar de la relevancia del estrés oxidativo en el proceso de aterogénesis, no se
han establecido claramente los eventos bioquimicos iniciales que desencadenan la
hiperproduccion de radicales libres en la hipercolesterolemia. Es posible que el propio
descenso en la biosintesis de NO, caracteristico de las etapas iniciales de la disfuncion
endotelial, permita un aumento de la expresion regulada por citoquinas de moléculas de
adhesion (VCAM-1, ICAM-1, ELAM) que faciliten la adhesion de neutréfilos al
endotelio, la agregacion plaquetaria y la proliferacion de células del musculo liso,
eventos clave en el desarrollo de arteriosclerosis (Sydow K y Miinzel T, 2003;

Rosenson RS, 2004; Hayashi T y cols, 2006). La acumulacion de células de la
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inflamacion puede aumentar el nivel de estrés oxidativo ya que son una rica fuente de
radicales superoxido. Otros eventos desencadenantes de la hiperproduccion temprana de
ROS en la hipercolesterolemia serian la activacién de NF-kB y de sistemas enzimaticos
generadores de superdxido como la NAD(P)H oxidasa, sensibles tanto a los niveles de
colesterol como al estado redox (Rojas A y cols, 2006); otra fuente de superoxido seria

la actividad de la eNOS “desacoplada” (véase més adelante).

A medida que la enfermedad progresa se instaura claramente la situacion de
estrés oxidativo como consecuencia de un proceso de amplificacion al que contribuyen,
por un lado, la generacion de LDLox, mucho mas efectivo que el LDLn en producir
dafio endotelial y, por otro, el bloqueo acelerado del NO por los aniones superoxido

generando peroxinitrito (Rosenson RS, 2004; Cominacini L y cols, 2001).

La oxidacion de las particulas LDL parece jugar un papel central en el proceso
aterogénico (Rosenson RS, 2004). Diferentes factores determinan la especial
susceptibilidad a la oxidacion de las LDL; entre ellos se encuentran el tamafio y
composicion de las particulas LDL y la relacion especies prooxidantes/antioxidantes,
tanto de la propia particula como del medio circundante. Las particulas LDL muestran
una gran heterogeneidad en tamafio, densidad y composicion. Las pequefias y densas
son las de mayor potencial aterosclerotico, debido a su mayor facilidad para atravesar la
pared vascular y quedar atrapadas en la matriz extracelular, tras adherirse a
proteoglucanos (Rosenson RS, 2004; Anber V y cols, 1996). Ademés las particulas
pequefias de LDL, con un didmetro de 25’5 nm o inferior, son mas susceptibles a la
oxidacion como consecuencia de su menor contenido en antioxidantes (particularmente
o-tocoferol y ubiquinona) en su superficie (Rosenson RS, 2004). Bajo tales
condiciones, las particulas LDL son una diana facil para el ataque por los radicales
libres generados por células endoteliales y macréfagos a nivel de las lesiones
ateroscleroticas, tal y como se ha observado en la intima de vasos aterosclerdticos de
humanos (Rosenson RS, 2004). Las HDL podrian prevenir parcialmente la oxidacion
de LDL debido, probablemente, a los enzimas que lleva asociados, como paraoxonasa

(Navab M y cols, 2000).
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Figura 1.8. Esquema que representa los diversos enzimas identificados en la ATC que se han relacionado
con la oxidacién de LDL Estos enzimas, presentes en células endoteliales y macréfagos, producen
distintas especies reactivas de oxigeno que oxidan a LDL. (eNOS: 6xido nitrico sintasa endotelial; NO:
oxido nitrico, LDLn: LDL nativa; LDLox: LDL oxidada, MPO: mieloperoxidasa). Modificado de
Rosenson RS, 2004.

La oxidacion de las LDL incrementa su capacidad para unirse a la matriz
extracelular, siendo retenidas en la intima para formar la placa de ateroma (Figura 1.8).
Asi, se ha descrito una relacion directa entre niveles de LDLox y grosor de las capas
intima y media de cardtidas en sujetos clinicamente sanos (Hulthe J y Fagerberg B,
2002). En el mismo sentido, el aumento del cociente LDLox/LDLn se ha relacionado
con la severidad de las placas ateroscleroticas coronarias en humanos (Vasankari T y
cols, 2001), lo que ha llevado a sugerir que el nivel de anticuerpos frente a LDLox

podria predecir la progresion o regresion de la ATC (Inoue T y cols, 2001).
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Figura 1.9. Esquema de los efectos del LDL oxidado en el desarrollo de la placa de ateroma. (TNFo:
factor de necrosis tumoral o; IL-8: interleuquina-8; MCP-1: proteina quimiotactica de monocitos tipo 1;
LOX-1: receptor de LDLox similar a lectina-1; L-Arg: L-arginina; L-Cit: L-citrulina). Modificado de
Rosenson RS, 2004.

Como puede observarse en la Figura 1.9, el LDLox provoca la liberacion de
sustancias pro-inflamatorias como MCP-1 e IL-8 por células endoteliales y/o
macrofagos. De esta forma provoca la quimiotaxis de monocitos dentro de la pared del
vaso para convertirse en macroéfagos que, una vez cargados de lipidos, se transforman
en células espumosas, componentes celulares muy abundantes en las placas

ateroscleroticas. En el estudio AIR (Arteriosclerosis y resistencia insulinica), el LDLox
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se asocid a ATC subclinica y niveles elevados de mediadores de la inflamacién como
TNFa y PCR (proteina C reactiva) (Rosenson RS, 2004).

Tal y como hemos indicado previamente, otro mecanismo que contribuye a la
amplificacion y diversificacion de radicales reactivos durante el progreso de la lesion
arteriosclerdtica implica a la NOS. Los macréfagos activados presentes en el area
lesionada expresan el isoenzima inducible (iNOS), capaz de producir grandes
cantidades de NO, que rdpidamente interactiia con el anién superoxido para formar
peroxinitrito, un intermediario altamente reactivo. La reaccidon para formar peroxinitrito
se produce a una elevada velocidad, tres o cuatro veces mas rapida que la dismutacion
de superoxido por la superdxido dismutasa. El peroxinitrito, ademds de reducir la
disponibilidad de NO, a elevadas concentraciones es citotoxico y produce dafio
oxidativo a proteinas, lipidos y DNA, que suele evaluarse por la presencia de residuos
de nitrotirosina. El aumento de iNOS y nitrotirosina en las lesiones arterioscleréticas de
conejos hipercolesterolémicos evidencia la importancia de este mecanismo en la ATC

(Hayashi T y cols., 2006).

Numerosas evidencias indican que, bajo ciertas condiciones experimentales,
tanto la eNOS como la iNOS pueden ser también una fuente importante de iones
superoxido. Para ello se requiere el “desacoplamiento” del enzima. En el estado
desacoplado, los electrones que fluyen desde el dominio reductasa hasta el dominio
oxigenasa de la NOS son desviados al oxigeno molecular en lugar de a la arginina (el
sustrato normal), resultando en la produccion de superdxido en lugar de NO. El
desacoplamiento de la NOS se ha observado habitualmente bajo condiciones de limitada
disponibilidad de arginina o del cofactor tetrahidrobiopterina (BH4) (Cosentino F y cols,

1998; Stroes E y cols, 1997; Heitzer y cols, 2000).

El desacoplamiento de NOS podria ser importante en la hipercolesterolemia y
otras situaciones de riesgo cardiovascular, ya que estd perfectamente establecido que la
administracion exdgena de arginina o BH4 mejora la disfuncion endotelial e, incluso,
retrasa o revierte la progresion de las lesiones aterosclerdticas en éstas situaciones
(Boger RH y cols, 1998; Hayashi T y cols, 2006). Respecto a los factores implicados en

el desacoplamiento de la NOS, estudios en células endoteliales han establecido que
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tanto el LDLn (Pritchard KA y cols, 1995) como, y principalmente, el LDLox
(Vergnani L y cols, 2000), son capaces de estimular la produccion endotelial de anion
superoxido (y disminuir la de NO) via interaccion con el receptor LOX-1 (Cominacini L
y cols, 2001). En todos estos estudios, los efectos fueron revertidos por la adicion de L-
NAME, un inhibidor de la eNOS, o arginina, el sustrato habitual del enzima (Figura
1.10).

O
‘ 7
+ L-NAME + L-NAME
T 0, TT 0, sL 0;.-
I NO
% ©
+ L-NAME +/- L-NAME
T 0, i + L-arg
LiNo 0z-
Normalizacion de la
producciéon endotelial de
ROS
) ] Figura 1.10. Esquema que representa los
- Celula e.ndotehal experimentos de Pritchard KA y cols,
en cultivo 1995; y Vergnani L y cols, 2000,
realizados sobre cultivos de células
O LDLn endoteliales, para valorar la influencia del
LDL sobre la produccion de anion
LDLox superdxido (02.-) y o6xido nitrico (NO);
O con estudio de la respuesta posterior a la
adicion de L-arginina (L-Arg).

El aumento de peroxinitrito podria mediar la oxidacion del cofactor de la NOS,

tetrahidrobiopterina (BH4) (Cosentino F y cols, 1998; Stroes E y cols, 1997; Heitzer y
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cols, 2000), e inactivarlo como cofactor al producir dihidrobiopterina (BH;) (Laursen
JB y cols, 2001; Milstien S y Katusic Z, 1999), o podria oxidar directamente el nucleo
zinc-tiolato de la eNOS, produciendo la liberacion de zinc desde la enzima (Zou MH y
cols, 2002). Cualquiera de las dos posibilidades conduciria al desacoplamiento de la
NOS (Sydow K y Miinzel T, 2003). Al hilo de estos resultados, el aumento de ADMA
(dimetilarginina asimétrica) observado durante la incubacion de células endoteliales con
LDLn u LDLox podria contribuir al desacoplamiento de la NOS (Boéger RH y cols

2000a), tal y como se comenta seguidamente.

1.7.3. Aumento de dimetil-arginina asimétrica (ADMA)

La ADMA es un inhibidor endégeno de la NOS que, en la actualidad, esta
recibiendo considerable interés por su posible contribucién a la disfuncion endotelial.
La concentraciéon normal de ADMA en plasma es del orden de 1-2 uM, habiéndose
descrito elevaciones en distintas patologias tales como hipertension, hiperlipemia,
hiperhomocisteinemia, enfermedad coronaria, oclusion arterial periférica, fallo cardiaco
congestivo, accidentes cerebrovasculares, hipertension pulmonar, enfermedad renal
avanzada, etc. Ademas, la ADMA parece ser un predictor de mortalidad cardiovascular
o mortalidad por cualquier causa en pacientes con insuficiencia renal cronica y eventos
coronarios agudos. No estd claro si la ADMA es un marcador de enfermedad
cardiovascular o, por el contrario, es un factor predisponente (Sydow K y Miinzel T,

2003).

El origen del posible aumento de ADMA en la hipercolesterolemia todavia es
desconocido. A nivel metabdlico, los diferentes derivados metilados de la arginina
derivan de la degradacién de proteinas con residuos de arginina metilados (Figura
1.11), que posteriormente son degradados enzimaticamente y eliminados via renal. En
este sentido, la elevacion de ADMA podria ser debida a un aumento de su sintesis o
disminuciéon de su degradacion, a una disminucion de su eliminacion y/o a una

modificacién en los niveles de metabolitos precursores.
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Diferentes estudios han demostrado que la actividad de las enzimas involucradas
en la sintesis y degradacion de ADMA (proteina-arginina N-metiltransferasas (PRMTs)
y dimetil-arginina dimetilaminohidrolasa (DDAH), respectivamente) es regulada por las
condiciones redox. Asi, la expresion génica de PRMTs en células endoteliales en
cultivo se incrementa en presencia de LDLn y LDLox de forma dosis-dependiente
(Boger RH y cols, 2000), y la activacion génica se bloquea en presencia de pirrolidina

ditiocarbamato, un antioxidante intracelular.

Metionina ]_\4

S-Adenosil-
metionina
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(B12, acido folico)

Proteina-arginina
metiltransferasas

S-Adenosil-
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metiladas
Homocisteina
[
Cistationina Psintasa
(B6)

l ADMA
Cistationina [ SDMA

Figura 1.11. Esquema que representa las vias que unen la desmetilacion de metionina para formar
homocisteina y argininas metiladas. (ADMA: dimetilarginina asimétrica; SDMA: dimetilarginina
simétrica). Modificado de Boger RH y cols, 2000.

Por lo que respecta a la enzima desmetiladora de ADMA, la DDAH, ésta
disminuye sensiblemente su actividad por S-nitrosilacién u oxidacion por radicales
libres del oxigeno de la cisteina 249 de su centro activo (Leiper J y cols, 2002). En el
mismo sentido, la incubacion de células endoteliales con glucosa eleva los niveles de
ADMA al disminuir la actividad de la DDAH, siendo el efecto revertido por la
presencia de antioxidantes (Lin KY y cols, 2002). Un efecto similar se ha observado en

ratones diabéticos en los que el antioxidante polietilenglicol conjugado con superdxido
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dismutasa (PEG-SOD), al disminuir las concentraciones de O,", revierte el efecto
inhibitorio de la glucosa sobre la DDAH (Bbéger RH y cols, 1998). Destacar que la
inhibicién de la DDAH provoca vasoconstriccion gradual de los segmentos vasculares,

efecto que se revierte con arginina (Béger RH y cols, 1998).

Respecto a la posible afectacion de la eliminacion de ADMA, se ha observado
una elevacion de este derivado de la arginina en enfermedades renales, ya que las
dimetilargininas se eliminan via renal. La produccion de NO esta disminuida en las
enfermedades renales, por dos motivos. El primero es una disminucion del sustrato
precursor, arginina, por afectacion de la biosintesis renal de este aminacido, y por una
inhibicién del transporte de arginina hacia la célula endotelial, destindndose a otras rutas
metabolicas. En segundo lugar, por las elevadas concentraciones de ADMA cuya
eliminacidn estd disminuida, al igual que su catabolismo por la enzima DDAH (Baylis

C, 2006; Vallance P y cols, 1992).

Como se puede apreciar en la Figura 1.11, y como ya se ha comentado, los
derivados metilados de la arginina (entre los que se encuentra la ADMA) se producen
por liberacion de residuos de arginina previamente metilados en las proteinas. La S-
adenosilmetionina acttia como donadora de grupos metilo en el proceso de metilacion.
La incubacion de células endoteliales con elevadas concentraciones de metionina u
homocisteina (precursores de la S-adenosilmetionina), aumenta considerablemente la
concentracion de ADMA en el sobrenadante (Sydow K y Miinzel T, 2003). Este efecto
es comparable al observado en pacientes con hiperhomocisteinemia (Béger RH y cols,
2000a) y en animales de experimentacion sometidos a dietas con un contenido elevado
de homocisteina o colesterol (Boger RH y cols, 2000b), condiciones en las que se ha
descrito una elevacion plasmatica de los niveles de ADMA. Ademas, la incubaciéon con
homocisteina disminuye la actividad de la DDAH, cuya consecuencia sobre la
concentracion de ADMA es la misma, y se revierte aplicando al cultivo el antioxidante
PDTC (Pyrrolidine dithiocarbamate) que preserva la actividad de la DDAH y reduce el
acumulo de ADMA (Stiihlinger MC y cols, 2001). Los mismos resultados se observan

al incubar “in vitro” DDAH recombinante humana en presencia de homocisteina,
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condiciones que disminuyeron la actividad de la enzima de forma dosis-dependiente

(Stiihlinger MC y cols, 2001).

Factores de riesgo
cardiovascular

eNOS desacoplada

Figura 1.12. Mecanismos propuestos para explicar la elevacion de ADMA. Los distintos factores de
riesgo cardiovascular, como la hipercolesterolemia, incrementarian la produccion de anion superoxido
(0y7) que activaria a la arginina metil transferasa (PRMTs; la enzima biosintética de ADMA) e inhibiria a
la dimetil-arginina dimetilaminohidrolasa (DDHA; la enzima que degrada ADMA), dando como
resultado final un aumento de la concentracion de ADMA. La disminucion de la biodisponibilidad del
NO (6xido nitrico) seria debida a un aumento de su degradacién inducida por superoxido, formacion de
peroxinitrito, oxidacion de BH4 (tetrahidrobiopterina) —cofactor de la eNOS- y/o limitada
biodisponibilidad de arginina intracelular. La produccién de anion superdxido por parte de la eNOS
retroalimentaria positivamente el proceso. Modificado de Sydow K y Miinzel T, 2003.

El aumento de la concentracion de ADMA en células endoteliales en cultivo o
en pacientes con disfuncion endotelial se asocia con aumento de la produccion de
radicales libres del oxigeno (Sydow K y Miinzel T, 2003). Se desconoce si la elevacion
de ADMA es causa o consecuencia del aumento del estrés oxidativo (Figura 1.12).

Como ya se ha comentado la actividad de las enzimas PRMTs y DDAH es sensible al
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estado redox. Por lo tanto, el estrés oxidativo a nivel endotelial podria estimular la
produccion de ADMA y/o inhibir su degradacion. A su vez, tanto el estrés oxidativo
como el aumento de ADMA podrian contribuir al desacoplamiento de la eNOS,
facilitando su participaciéon en la generacion de superdxido con una consiguiente
retroalimentacion positiva (Cooke JP, 2000). Atin debe establecerse la concentracion de

ADMA minima capaz de interactuar con la eNOS “in vivo ”.

1.7.4. Bases bioquimicas de las estrategias terapéuticas en la hipercolesterolemia
1.7.4.1. Arginina, antioxidantes e hipercolesterolemia

1.7.4.1.1. La paradoja de la arginina

La arginina es el sustrato endogeno de la NOS. Se habla de la “paradoja de la
arginina” para referir a la observacion experimental de que la produccion celular de NO
depende criticamente del aporte exdgeno de arginina, a pesar de encontrarse la NOS
tedricamente saturada con las concentraciones de arginina intracelulares. Puesto que el
Km de la eNOS para la arginina es del orden de 2-3 uM, y la concentracion de este
sustrato en la célula endotelial es del orden de 1-2 mM, la eNOS deberia estar
continuamente saturada por la arginina y no modificar la produccion de NO ante
cambios en el nivel extracelular del aminoacido (0’1-10 mM). Contrariamente a lo
esperado, dichos cambios se traducen “in vivo” en un incremento en la sintesis
endotelial de NO dosis dependiente. Este efecto se ha demostrado en la
hipercolesterolemia, hipertension arterial, diabetes mellitus, fracaso renal cronico y
pacientes con enfermedad coronaria y enfermedad arterial periférica (Bode-Boger SM y

cols, 1996a).

Se han propuesto diferentes hipdtesis, no excluyentes, para explicar esta
paradoja de la arginina (Figura 1.13). La primera de ellas apuesta por la inhibicion
endogena de la eNOS (o de su sistema transportador y') por compuestos como ADMA
o L-NMMA, condiciones que serian antagonizadas por el aporte de arginina
(aumentaria el cociente arginina/inhibidores), con el consiguiente beneficio en la

produccion de NO.
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Figura 1.13. Esquema que representa los tres niveles posibles de actuacion de la L-arginina exdgena: (1)
Vencer el efecto inhibitorio de ADMA en la produccion de NO por parte de eNOS. (2) Competir con
ADMA por el sistema transportador y+. (3) Actuando como antioxidante, puede eliminar superoxido o
reducir BH2 (dihidrobiopterina) a BH4 (tetrahidrobiopterina).

Otra posibilidad considera una competencia entre la eNOS y la arginasa por la
arginina como sustrato comun. La arginasa cataliza la conversion de arginina en ornitina
con un Km del orden de 2-20 mM y a una velocidad considerablemente superior a la de
la eNOS. Por tanto, es mas que probable que, bajo ciertas circunstancias, la arginasa
pueda actuar como elemento de control de la biodisponibilidad de arginina para la
sintesis de NO. En este sentido se ha observado que ciertos componentes de las
lipoproteinas aterogénicas pueden modular de forma inversa la actividad de eNOS y
arginasa e, incluso, la del propio transportador de arginina (Hayashi T y cols, 2006). Las
implicaciones fisioldgicas del consumo de arginina por la arginasa, en detrimento de su
derivacion hacia NO, se discutiran mas adelante en relacion a la sintesis de poliaminas

(véase apartado 1.8.).

Una tercera hipotesis considera como principal efecto para explicar la paradoja
de la arginina el desacoplamiento de la actividad eNOS. El desacoplamiento podria
deberse a la deplecion intracelular de arginina, en términos absolutos o relativos

(competicion con ADMA de la propia eNOS (Boger RH y cols, 2004) o de su sistema
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y -transportador), o por deficiencia de BH, (Cosentino F y cols, 1998; Stroes E y cols,
1997; Heitzer y cols, 2000). Como ya se ha comentado, diferentes estudios realizados
en condiciones de hipercolesterolemia parecen confirmar el desacoplamiento de la
eNOS y su reversion por arginina, si bien no han permitido establecer claramente la
naturaleza bioquimica de los mediadores del desacoplamiento (Boger RH y cols, 1998a;
Vergnani L y cols, 2000; Boger RH y cols, 1995; Kawano H y cols, 2002). Destacar, en
este sentido, la constancia de los niveles circulantes de arginina en las diferentes
patologias de riesgo cardiovascular, incluida la hipercolesterolemia (Béger RH y cols,

1995; Boger RH y cols, 1998a).

Los efectos de la arginina sobre la produccion endotelial de NO podrian deberse,
de acuerdo con una ultima hipotesis, a sus propiedades antioxidantes. Actuando como
tal la arginina podria secuestrar el superdxido y/u otros radicales libres del oxigeno,
interrumpir la cascada de peroxidacion lipidica, o reducir BH, a BH4 (Cosentino F y
cols, 1998; Stroes E y cols, 1997; Heitzer y cols, 2000) con los consiguientes beneficios
para la sintesis de NO y, en general, para la prevencion del dafio endotelial. Esta
posibilidad estaria apoyada por un amplio cuerpo de evidencias experimentales a favor
de los efectos antioxidantes de la arginina y algunos de sus metabolitos (poliaminas;
véase mas adelante el apartado 1.8.) que ha crecido considerablemente en los ultimos

afnos (Kawano H y cols, 2002; Béger RH y cols, 1995; Boger RH y cols, 1998a).

1.7.4.1.2. Beneficios clinicos y efectos bioquimicos de la arginina

Los efectos del aporte exdgeno de arginina han sido ampliamente estudiados en
humanos y diferentes modelos animales (genéticos o nutricionales) afectos de
diferentes patologias de riesgo cardiovascular, incluida la hipercolesterolemia. El
resultado comun de estas investigaciones es el beneficio clinico evidente de la arginina
sobre la funcion endotelial e, incluso, sobre la progresion de la lesion arteriosclerdtica.
Las diferencias estriban, principalmente, en los cambios bioquimicos asociados a la
administraciéon del aminoacido. Comentaremos seguidamente algunos de los estudios

mas relevantes realizados en este campo.
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La administraciéon de arginina revierte la disfuncion endotelial en conejos
hipercolesterolémicos. La administracion oral de arginina durante un tiempo prolongado
restaura la produccion endotelial de NO, disminuye la adhesion de monocitos al
endotelio, inhibe la agregacion plaquetaria, retrasa el desarrollo de aterogénesis e
incluso induce la regresion de las placas de ateroma ya formadas. En cambio, la
administracion prolongada de antagonistas de la NOS a animales de laboratorio, acelera

la aterogénesis (Boger RH y cols, 1995).

En humanos hipercolesterolémicos, la administraciéon oral o intravenosa de
arginina mejora la vasodilatacion endotelial inducida por acetilcolina (Creager MA y
cols, 1992; Clarkson P y cols, 1996). También se ha observado mejora de la
vasodilatacion tras la inyeccidén intravenosa de arginina en pacientes con oclusion
arterial periférica (Bode-Boger SM y cols, 1996a). Los pacientes hipercolesterolémicos
presentan elevacion de ADMA circulante que se relaciona con la disminucion de la
vasodilatacion de la arteria braquial mediada por 6xido nitrico dependiente del endotelio
y la reduccién de la excrecion urinaria de nitrato (Boger RH y cols, 1998). El cociente
arginina/ADMA se encuentra disminuido debido a la constancia de los niveles
circulantes de arginina. Los efectos de ADMA se revierten con la administracion de L-
arginina. Segun el grupo de Bodger, el beneficio de la arginina seria debido a que,
probablemente, compite directamente con la ADMA por la eNOS en el mantenimiento
de la sintesis de NO, ya que la infusién intravenosa de L-arginina no afecta al

aclaramiento renal de ADMA (Boger RH y cols, 1998).

El trastorno de la via de la 6xido nitrico sintasa, con una elevacion de ADMA,
que ocurre en la hipercolesterolemia se asocia con un defecto de la angiogénesis, que se
revierte con la administracion oral de arginina, y puede ser simulada en animales
normocolesterolémicos con la administracion de antagonistas de la NOS, como la
nitroarginina (Jang JJ y cols, 2000). El mecanismo por el cual el NO promueve la
angiogénesis no esta del todo aclarado. Podria ser debido a su actuacion como factor de
supervivencia endotelial, inhibiendo la apoptosis y/o estimulando la proliferacion
endotelial; podria igualmente estimular la migracion endotelial promoviendo la

podoquinesis de células endoteliales y/o, podria actuar como factor hemodindamico. Es
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conocido que el aumento de flujo, inducido por prazosina, en la microcirculacion
esquelética se asocia con aumento de la proliferacion endotelial (Jang JJ y cols, 2000).
Recientemente se ha visto que la actividad de DDAH estd perjudicada en la
hipercolesterolemia, condicion en la que se responsabiliza al LDLox de la elevacion de

ADMA (Ito A y cols, 1999).

En la misma linea se encuentran los estudios de Duan J y cols (2000) sobre la
limitacién de la angiogénesis provocada por la hipercolesterolemia en ratas. La
disminucion de la angiogénesis se asocid con una reduccion de la produccion de NO y
GMPc, que se normalizd con la suplementaciéon de arginina. La reversion de las
anomalias en la angiogénesis por la arginina se comprobd mediante angiografias de los
miembros isquémicos, antes y después del tratamiento con arginina (Duan J y cols,

2000).

La inyecciéon intra-arterial de ADMA disminuye la circulacion sanguinea del
antebrazo y produce disfuncién endotelial en voluntarios sanos (Vallance P y cols,
1992). En cobayas, la inyeccion de ADMA se asocia con una elevacion de su
concentracion en plasma (hasta nueve veces) y con un aumento de la presion sanguinea
(Vayanse P y cols, 1992). Incluso pequenas dosis de ADMA administradas a
voluntarios sanos (2’6 WM) son capaces de producir importantes efectos hemodindmicas
como aumento de las resistencias vasculares periféricas y de la presion sanguinea
(Achan V y cols en 2003). En todos los casos, los efectos del ADMA revirtieron por la

administracion de arginina.

1.7.4.1.3. Beneficios clinicos y efectos bioquimicos de los antioxidantes

Los estudios con antioxidantes realizados en animales son muy prometedores en
cuanto a su eficacia en la detencion del proceso arteriosclerdtico (Leborgne L y cols,
2003; Prasad K y Lee P, 2003). Sin embargo, dado que el LDLox no es el unico factor
que influye en el desarrollo de ATC, la habilidad de los distintos antioxidantes en

prevenir la ATC no siempre es predecible.

58



Tesis Doctoral Maria Serra Lluch

Los estudios en humanos con hipercolesterolemia muestran resultados dispares
sobre la eficacia de los antioxidantes en la detencion o regresion del desarrollo de ATC.
El a-tocoferol no ha mostrado eficacia sobre la funcidon microvascular, ni siquiera
cuando se asocia a otros antioxidantes como acido ascorbico o B-caroteno. Sin embargo,
si produce efectos beneficiosos sobre la funcion endotelial cuando se administra en
fases tempranas del desarrollo de la ATC. Este es el motivo por el cual los estudios en
animales suelen encontrar resultados tan prometedores, ya que suelen ser aterosclerosis
inducidas experimentalmente y, por ello, se encuentra en estadios tempranos (Rosenson

RS, 2004).

Estudios epidemiologicos demuestran que una dieta rica en vitaminas
antioxidantes disminuye el riesgo de eventos cardiovasculares. Sin embargo, ensayos
randomizados con antioxidantes dan resultados dispares, en funcion del estadio
evolutivo en el que se encuentren las lesiones aterosclerdticas y las dosis de
antioxidantes administradas, que no fueron suficientes para atravesar la pared vascular o
dosis inferiores a las demostradas eficaces en estudios observacionales (Rosenson RS,

2004).

Napoli C y cols (2002) estudiaron el efecto del tratamiento crénico con acido
acetilsalicilico (aspirina) conteniendo 6xido nitrico, en comparacion con aspirina sola o
placebo, en el desarrollo de aterosclerosis en ratones hipercolesterolémicos deficientes
para el receptor LDL. Tras doce semanas de tratamiento observaron que se reducia la
lesion aortica acumulativa en el grupo tratado con NO-aspirina, comparado con el resto
de grupos. Ademas, en dicho grupo se producia una disminucion significativa del nivel
de LDLox. Por tanto, la restauracion del NO, deficitario en la hipercolesterolemia, con
NO-aspirina, confiere propiedades antiateroscleroticas y antioxidantes a la pared arterial

de ratones hipercolesterolémicos (Napoli C y cols, 2002).
El probucol, farmaco retirado del mercado usado en terapia hipolipemiante, es

uno de los mas potentes antioxidantes lipofilicos. En un estudio en ratas tratadas con

LDL intravenoso que habian sido pretratadas con probucol, se observd una mejoria de
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la relajacion del endotelio y una disminucion de los niveles de ADMA (Jiang JL y cols,

2002). Un efecto similar se observo en ratas pretratados con vitamina E.

Los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECAs) se han
propuesto como farmacos que pueden mejorar la disfuncion endotelial y el prondstico
de pacientes con aterosclerosis (Ito A y cols, 2001; Ito A y cols, 2002). También
producen mejoria de la disfuncidon endotelial los farmacos bloqueadores del receptor 1
de la angiotensina II (AT-II). El mecanismo intimo por el que ambos grupos de
farmacos mejoran la funcion endotelial todavia estd por esclarecer pero, en ambos
casos, parece claro que disminuyen la formacion de superoxido mediada por NADP(H)
oxidasa y, probablemente, previenen el desacoplamiento de la eNOS. Por lo tanto, tanto
los IECAs como los bloqueadores del receptor de la AT-1, se consideran buenos
farmacos contra el estrés oxidativo debido a sus efectos inhibitorios sobre los enzimas

que producen radicales libres.

1.8. POLIAMINAS E HIPERCOLESTEROLEMIA

Numerosos estudios relacionan metabolitos bioldgicamente activos de la
arginina con los factores de riesgo cardiovascular. Particularmente, como ya hemos
comentado ampliamente, alteraciones en la sintesis y/o actuaciéon del 6xido nitrico (NO)
han sido constatadas en la diabetes, HTA e hipercolesterolemia. Pero el complejo
metabolismo de la arginina incluye su utilizacién en otras vias como la sintesis de las
poliaminas putrescina, espermidina y espermina, metabolitos ubicuos con multiples
funciones entre las que se incluyen efectos pro-proliferativos y antioxidantes opuestos,

en cierto modo, a los del NO.

Las poliaminas putrescina (1,4-butanodiamina), espermidina  (N-[3-
aminopropil]-1,4-butanodiamina) 'y  espermina  (N,N’-bis[3-aminopropil]-1,4-
butanodiamina) son pequefios policationes solubles, quimicamente estables,
biologicamente activos y ampliamente distribuidos en todos los organismos vivos. Su
caracter polibasico determina su gran afinidad por constituyentes acidos y determina

muchas de sus funciones bioldgicas. Las interacciones electrostaticas con DNA, RNA,
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proteinas y constituyentes cargados negativamente en las membranas biologicas
constituyen la base para la mayoria de las funciones de las poliaminas (Morgan DML y
Wallace HM, 1994). Ademas de sus clésicas funciones en relacion con el crecimiento,
diferenciacion y multiplicacion celular, hoy se analiza el posible caracter antioxidante
de las poliaminas y su papel en diferentes procesos como inflamacién, trauma o cancer.
Numerosos estudios han comprobado la importancia de las poliaminas en la
estabilizacion de acidos nucleicos, estimulacion de enzimas, regulacion de procesos
relacionados con el calcio, respuesta al estrés oxidativo, proteccion frente a radiaciones
y mutaciones y mediacion de los efectos de muchas hormonas y factores de
crecimiento. Sin embargo, faltan por establecer claramente los mecanismos bioquimicos

que median tales efectos de las poliaminas (Teixeira D y cols, 2002 y 2003).

La sintesis de poliaminas en mamiferos comienza con la conversion de arginina
en ornitina por medio de la arginasa (Figura 1.14) (Wu G y Morris S, 1998). Muchos
microorganismos y plantas superiores son capaces de sintetizar poliaminas a partir de
agmatina, no asi los humanos. En una segunda etapa, considerada la reguladora y clave
de la biosintesis, la ornitina es descarboxilada a putrescina por la ornitina
descarboxilasa, una enzima piridoxal fosfato dependiente, de corta vida media, presente
en pequenas cantidades en células quiescentes y cuya actividad puede incrementarse en
respuesta a numerosos estimulos como drogas, hormonas, factores de crecimiento y

regeneracion de tejidos.

La espermidina y espermina sintasas convierten sucesivamente la putrescina
generada en espermidina y espermina, respectivamente, mediante transferencia de
grupos aminopropilo donados por la S-adenosilmetionina descarboxilada (dcSAM),
producto de la reacciéon de la S-adenosilmetionina descarboxilasa (SAMDC) (Stanley
BA y Shantz LM, 1994). La actividad de las aminopropil transferasas es mucho mayor
que la de las descarboxilasas y viene determinada por la disponibilidad de sus sustratos,
principalmente dcSAM. Las reacciones en que participan la espermina y espermidina
sintasas son irreversibles, pero intercorvension de espermina en espermidina y de ésta
en putrescina es posible por accion de otras dos enzimas, la espermidina/espermina N-

acetiltransferasa citosolica (cSAT) y la poliamina oxidasa. La primera utiliza acetilCoA
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para la conversion de espermidina y espermina en sus formas monoacetiladas,
excelentes sustratos para la poliamina oxidasa, que rompe las N-acetilpoliaminas en un
aldehido (3-acetamidopropanal) y putrescina o espermidina, dependiendo del sustrato.
Parece ser que la acetilacion es el paso limitante en esta interconversion. De este modo
el metabolismo de las poliaminas es un proceso ciclico que permite la transformacion de

putrescina en espermidina y espermina, y viceversa, de acuerdo con los requerimientos

fisiologicos.
-CO;
[ ARGININA ] _»> [ AGMATINA ]
Arginina
1 descarboxilasa
[ L-ORNITINA]
2
\>'C02
[PUTRESCINA] NH,(CH,):NH;
.6
dcSAM \
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= -CO, \
:\ P N'-acetilespermina
dcSAM | AcCoa
Y 5

[ ESPERMINA ]
NH>(CH:)sNH(CH>)4sNH(CH:):NH;

Figura 1.14. Vias de sintesis ¢ interconversion de poliaminas: 1, arginasa; 2, ornitina descarboxilasa; 3,
espermidina sintasa; 4, espermina sintasa; 5, N'-acetil-transferasas; 6, poliamina oxidasa; dcSAM, S-
adenosilmetionina descarboxilada. Modificado de Wallace HM (1998).
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Los niveles de poliaminas se modifican segin el estado fisiopatologico del
individuo, y su concentracion en cé¢lulas y tejidos estd regulada por mecanismos
intracelulares (sintesis de novo, interconversion, degradacion oxidativa, excrecion) y
extracelulares (aporte dietario, poliaminas exogenas derivadas de bacterias), en estrecha
relacion con el estado de proliferacion celular. En la regulacion de la sintesis de
poliaminas son claves las ODC, SAMDC y SAT, tres enzimas inducibles, con baja
actividad, alta tasa de recambio y niveles de expresion regulados por los propios niveles
de poliaminas. Los niveles de poliaminas ejercen un retrocontrol negativo sobre todos
estos procesos y sobre la expresion del transportador para poliaminas. También la

arginasa puede condicionar la disponibilidad de ornitina para la sintesis de poliaminas.

Todas las células de los mamiferos son capaces de captar poliaminas del espacio
extracelular, mediante un proceso dependiente de energia, regulado por la concentracion
de poliaminas. De hecho, la captaciéon puede suplir las deficiencias en la sintesis
endogena. Aproximadamente el 95% de la espermidina y espermina circulantes es
transportado por los eritrocitos, que carecen de biosintesis propia de poliaminas. Por

ello la determinacion de poliaminas suele realizarse en sangre total.

Los niveles circulantes de poliaminas se elevan en diversas condiciones
patologicas relacionadas, fundamentalmente, con tasas elevadas de proliferacion celular
(Morgan DML, Wallace HM, 1994). Tal es el caso de la aparicion de diferentes tipos de
tumores o la recuperacion tras hepatectomia parcial, en los que se observan grandes
elevaciones eritrocitarias de espermidina y del cociente espermidina/espermina, indice

de hiperplasia tisular (Cipolla B y cols, 1994)

En la patologia diabética se ha descrito una marcada elevacion de los niveles de
poliaminas, que parece relacionarse con el grado de control glucémico (Meneu V,
2000). También se han descrito (Seghieri G y cols, 1997; Seghieri G y cols, 1992)
elevaciones significativas de poliaminas en subpoblaciones de diabéticos afectos de
microalbuminuria, macroangiopatia o retinopatia. Estos resultados sugieren que, en esta
patologia, los niveles de poliaminas en sangre podrian ser indicativos de dafo vascular

periférico, y su elevacion podria preceder a la proliferacion de células lisas vasculares.
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Sin embargo, en tales trabajos no se descarta que el aumento de poliaminas pueda
responder indirectamente a otros factores como, por ejemplo, el estrés oxidativo que
acompana a esta patologia (Pieper GM vy cols, 1995; Wolf SP, 1993; Hayoz D y cols,
1998)

Un estudio posterior realizado en nuestro laboratorio incluy6 la determinacién
de poliaminas en pacientes hipertensos, diabéticos y con ambas patologias (Santaolaria
M, 2001). En el se observaron elevaciones mucho mas discretas de los niveles de
poliaminas que, ademas, se restringian al grupo de pacientes que compartian diabetes
mellitus e HTA. Por lo tanto, parece ser la coexistencia de estos dos factores de riesgo

vascular la que conduce a elevaciones mas importantes de los niveles de poliaminas.

La hipercolesterolemia es otro factor de riesgo cardiovascular que comparte con
los dos anteriormente comentados, diabetes mellitus ¢ HTA, un dafio a la célula
endotelial con la consiguiente patologia vascular y desarrollo de arteriosclerosis
(Velasco JA, 2000). De hecho, en las tres patologias se han descrito (aunque con
resultados dispares) alteraciones en el metabolismo de la arginina (Sydow K y Miinzel
T, 2003; Eid HM y cols, 2003) y aumento del dafio oxidativo. Sin embargo, no tenemos
constancia de que en la hipercolesterolemia se hayan analizado los niveles circulantes
de poliaminas, a pesar de que se han descrito para ellas efectos antiagregantes en

modelos animales de esta patologia (Pena (de la) NC y cols, 2000).

1.9. ESTATINAS

1.9.1. Generalidades

Las estatinas son la familia de farmacos mds importante empleada como
tratamiento hipolipemiante. Estatinas es el término utilizado para designar a los
farmacos inhibidores de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa (HMG-CoA
reductasa); esta enzima esta implicada en la sintesis de colesterol y cataliza el paso de
HMG-CoA a mevalonato (Figura 1.15). Compiten con el sustrato por el sitio activo de

la enzima, alterando su conformacion, lo que las hace muy efectivas y especificas. Su
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afinidad por la enzima es muy alta, del orden de nM, comparado con una menor

afinidad, de orden uM, para el sustrato (Corsini A y cols, 1999).

Entre las estatinas comercialmente disponibles, las mas utilizadas son
rosuvastatina, atorvastatina, simvastatina, cerivastatina, lovastatina, pravastatina y
fluvastatina, ordenadas por su efecto en la reducciéon del nivel de colesterol total y LDL
sanguineo (Edwards JE y Moore RA, 2003). Casi todas son hidrofobicas, a excepcion
de pravastatina que es extremadamente hidrofilica, y fluvastatina que tiene
caracteristicas intermedias (Stancu C y Sima A, 2001). Su metabolismo es hepatico,

principalmente via citocromo P450 (CYP 3A4) o CYP 2C9 (Blum CB, 1994).

Las estatinas tienen multiples efectos al margen del hipolipemiante que
determina su uso en la préctica clinica; todos estos efectos se denominan en conjunto
efectos pleiotropicos. Se comentard en primer lugar el efecto hipolipemiante de las
estatinas; sus efectos sobre el endotelio vascular serdn comentados en otro apartado,
debido al su especial interés respecto al tema que nos ocupa. El resto de efectos
pleiotropicos de las estatinas se comentaran, asimismo, de forma aislada en un apartado

posterior.

1.9.2. Efecto hipolipemiante

Como podemos apreciar en la Figura 1.1, la HMG-CoA cataliza el paso de
HMG-CoA a mevalonato y, tras diversas fosforilaciones, se abre en dos cascadas de
reacciones que terminan sintetizando colesterol o ubiquinona. Las estatinas inhiben la
sintesis de colesterol en sus etapas iniciales, lo que les confiere algunos de sus efectos
pleiotropicos, dado que no sélo inhiben la sintesis de colesterol sino también de

ubiquinona, mevalonato e isoprenoides.

La disminucién del colesterol intracelular provocada por las estatinas activa una

proteasa que libera la proteina fijadora del elemento regulador de esteroles (SREBPs),

65



Tesis Doctoral Maria Serra Lluch

Acetoacetil-CoA
+ acetil-CoA

HMG-CoA
v

Mevalonato

A 4

Isopentenil-pirofosfato

Farnesil- Geranilgeranil-
pirofosfato pirofosfato

Escualeno /

A 4 A 4
¥ PROTEINAS PRENILADAS:
COLESTEROL
Proteinas farnesiladas: Ras, laminina, etc
Proteinas geranilgeraniladas: Rho, Rab, Rac,
etc
A\ 4 Y
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ARTERIOSCLEROSIS

Figura 1.15. Implicaciones de la via del mevalonato, mediada por el enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzima A (HMG-CoA) reductasa, en el desarrollo de arteriosclerosis. Modificado de Schonbeck U y
Lobby P, 2004.
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permitiéndole su translocacion hasta el niicleo donde estimula la expresion del gen para
el receptor de LDL. Es decir, que la disminucion de colesterol en el hepatocito produce
un incremento en el niimero de receptores del LDL, lo cual determina una reduccion del
LDL circulante y sus precursores IDL y VLDL (Sehayek E y cols, 1994). Por lo tanto,
el efecto hipolipemiante de las estatinas es debido a un doble mecanismo: inhibicion de

la sintesis de colesterol y aumento del nimero de receptores para LDL.

Las estatinas inhiben, ademads, la sintesis hepatica de apolipoproteina B-100, y
determinan una disminuciéon en la sintesis y secrecion de lipoproteinas ricas en
triglicéridos y un aumento de receptores para apoproteinas B/E (Gaw A y cols, 1993).
En relacion a las HDL, las estatinas elevan discretamente su concentracion (Kostner

GM vy cols, 1989).

Existe en la actualidad una amplia evidencia de la eficacia clinica del
tratamiento hipolipemiante con estatinas. Asi lo constatan una gran cantidad de estudios
clinico-epidemiolodgicos que han demostrado una reduccion de la mortalidad total, de la
mortalidad por cardiopatia isquémica y de la mortalidad por eventos cerebrovasculares.
Dicha reduccion de la mortalidad es tanto mayor cuanto mayor es la cifra de LDL
inicial y la posterior reduccidon de €sta, tanto en prevencidon primaria como secundaria;
es decir, previene tanto el primer episodio como eventos posteriores. Los efectos son
mads evidentes en poblaciones de mayor riesgo y en aquellas con signos evidentes de

cardiopatia isquémica o enfermedad ateroesclerdtica.

Entre los principales estudios epidemioldgicos llevados a cabo con estatinas
como prevencidon primaria se encuentran el 4S (Scandinavian Simvastatin Survival
Study, 1995), el WOSCOP (West of Scotland Coronary Prevention Study, 1995), y el
AFCAPS/TEXCAPS (Air Force/Texas Coronary Atherosclerosis Prevention Study,
1998). Respecto a los de prevencion secundaria destacar el CARE (Cholesterol And
Recurrent Events, 1996) y el LIPID (Long Term Intervention with Pravastatin in

Ischaemic Disease, 1998).
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1.9.3. Efectos de las estatinas sobre la célula endotelial.

Numerosas evidencias experimentales indican que las estatinas producen una
mejora significativa de la funcion endotelial que precede, incluso, a la reduccion de los
niveles séricos de colesterol (Omori H y cols, 2002). La restauracién de la funcion
endotelial por estatinas deriva, por un lado, de su efecto hipolipemiante y, por otro, de
su efecto directo sobre la célula endotelial (Wolfrum S y cols, 2003a). En relacion a éste
ultimo, las estatinas estimulan la expresion de eNOS y bloquean la sintesis de especies
reactivas de oxigeno, los dos defectos primarios implicados en la disfuncién endotelial.
Mecanismos adicionales relacionados o no con su efecto hipolipemiante contribuirian a

restablecer la produccion endotelial de NO (Mason RP y cols, 2004).

La Tabla 1.X resume los efectos de las estatinas sobre la célula endotelial, sus
mediadores bioquimicos y los beneficios biquimico/fisioldgicos derivados de tales
efectos. Como puede observarse, la totalidad de los efectos descritos implican la
mediacion de las proteinas Rho, Akt o Rac-1. Rho y Rac son pequefias proteinas G cuya
actividad estd regulada post-traduccionalmente por prenilacion, proceso en el que el
farnesilpirofosfato (FPP) y geranilgeranilpirofosfato (GGPP), dos intermediarios
isoprenoides de la sintesis de colesterol, participan como dadores de los grupos
lipidicos. Las estatinas, al reducir la prenilacion de Rho y Rac, disminuirian su actividad
al impedir su translocacion y anclaje a los compartimentos membranosos (caveolas) en
los que desarrollan su actividad reguladora de multiples vias, entre las que se encuentra
la de expresion de eNOS. Mediante este mecanismo, la inhibicion de Rho por estatinas
lleva a un aumento de la expresion de eNOS al prolongar la vida media de su mRNA,

no porque aumenten la expresion del gen de la eNOS (Wolfrum S y cols, 2003a).

Las estatinas también activan la protein quinasa Akt al promover su fosforilacion
por la PI3 quinasa. Akt es una proteina reguladora importante del metabolismo celular y
de la apoptosis ya que afecta, entre otras dianas, a la eNOS. La fosforilacion de eNOS
aumentaria su actividad incrementandose la produccion de NO en células endoteliales

(Kureishi Y y cols, 2000; Wolfrum S y cols, 2003a).
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EFECTO MEDIADOR BENEFICIO
| actividad de NADPH oxidasa Rac-1 | estrés oxidativo
| sintesis de endotelina-1 Rho Mejoria funcion endotelial
| expresion del receptor de AT1 Rho Mejoria funcion endotelial
| expresion activador tisular del | Rho | trombosis
plasminogeno
1 expresion del inhibidor tipo 1 del | Rho | trombosis
activador del plasmindgeno
| expresion de moléculas de adhesion Leukocyte function | | inflamaciéon
antigen-1, Rho
1 actividad de eNOS Rho, Akt 1 funcion endotelial
T nimero y diferenciacion de células | Akt T neovascularizacion y re-
endoteliales circulantes endotelizacion
Inhibicion de la apoptosis Akt 1 supervivencia celular

Tabla 1.X. Efectos de las estatinas sobre el endotelio. Flechas indican aumento (1) o disminucion ().
(AT1: angiotensina 1; eNOS: 6xido nitrico sintasa endotelial). Modificado de Wolfrum S y cols, 2003a.

Dado que tanto Rho como Akt modulan la actividad/expresion de multiples
proteinas, el efecto de las estatinas no se restringe la activacion de la eNOS (Laufs U y
cols, 1998; Kalinowski L y cols, 2002; Tokoro T y cols, 2003; Wolfrum y cols, 2003a).
La endotelina-1, agente vasoconstrictor y mitogénico cuyos niveles se incrementan en
condiciones proaterogénicas, inhibe su expresion al igual que su receptor y el de
angiotensina-1 (Wolfrum S y cols, 2003a; Ichiki T y cols, 2001). Asi, conjuntamente,
las estatinas mejoran la respuesta vasomotora del endotelio a ciertos agonistas,
aumentan el flujo sanguineo coronario (Wolfrum S y cols, 2003b), inhiben la
proliferaciéon y migracion de células del musculo liso (Xu CB y cols, 2002), y
disminuyen la adherencia de leucocitos (Rezaie-Majd A y cols, 2002), contrarrestando

los efectos del colesterol en la progresion de la ATC (Wolfrum S y cols, 2003b).

Otro mecanismo por el cual las estatinas pueden mejorar la funcion endotelial es
por sus efectos antioxidantes. Simionescu M y cols (2002) han descrito que la
administracion de simvastatina a hamsters hipercolesterolémicos restaura el potencial
antioxidante del suero. Los efectos antioxidantes de las estatinas pueden obtenerse por

multiples vias. Al inhibir la actividad de la NADP(H) oxidasa mediada por Rac-1 y
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disminuir la expresion del receptor de angiotensina-1, reducen la sintesis de radicales
libres mediada por angiotensina II en células de musculo liso (Wassmann S y cols,

2001).

Parte del efecto antioxidante de las estatinas podria deberse a la restauracion del
acoplamiento de la eNOS, fuente importante de superdxido en las condiciones
desacoplantes de la hipercolesterolemia, como hemos sefialado previamente (Wolfrum
S y cols, 2003a). En este sentido, el enriquecimiento de la membrana celular en
colesterol se asocia con alteraciones en su organizacion en microdominios y en el
funcionamiento de varias proteinas de membrana, como canales de calcio voltaje-
dependientes, bombas idnicas y transporte activo de arginina (Mason RP y cols, 2004;
Feron O y cols, 2001). Las estatinas, ademas de restaurar el transporte de arginina,

también podrian potenciar la sintesis de tetrahidribiopterina (Rosenson RS, 2004).

También se ha propuesto que ciertos metabolitos de las estatinas (sobre todo
atorvastatina y fluvastatina) podrian contribuir a su poder antioxidante via captacion
directa de radicales libres. Resaltar que, la mayoria de estudios que demuestran las
propiedades antioxidantes directas de las estatinas, utilizan dosis suprafarmacologicas
de las mismas. Una excepcion son los estudios de Mason RP y cols (2004) que utiliza
un derivado o-hidroxilado de la atorvastatina a niveles farmacologicos (nM). Este
metabolito activo de la atorvastatina, es capaz de captar radicales libres por mecanismos
de protodonacion después de su particion en el ambiente lipidico, siendo su capacidad
de absorcion de radicales diez veces superior a la del Trolox, un analogo soluble de la
vitamina E con potentes propiedades antioxidantes (Mason RP y cols, 2004). Resaltar
que este mecanismo se ha descrito en el caso particular de la atorvastatina, por lo que
desconocemos su aplicabilidad al resto de estatinas, que tienen distinta estructura

quimica.

Ya hemos comentado ampliamente la relevancia del LDLox en el inicio y
progresion de las lesiones arterioscleroticas. Las estatinas, ademas de reducir la
generacion de radicales por los mecanismos ya indicados, contribuyen también de

forma efectiva a disminuir los niveles de LDLox. Ello se debe, en primer lugar, al
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propio efecto hipocolesterolémico de las estatinas, que disminuye el LDL susceptible de
oxidacion (Hoffman R y cols, 1992). Ademas, por distintos mecanismos, las estatinas
reducen la susceptibilidad del LDL a los radicales libres. Asi, algunas estatinas, como
fluvastatina y lovastatina, se unen a los fosfolipidos de superficie de las LDL, evitando
asi la difusion de radicales libres al interior de la lipoproteina (Aviram M y cols, 1998).
En el mismo sentido, se ha descrito que las estatinas contribuyen a preservar la
actividad de la superoxido dismutasa (Chen L y cols, 1997). Otros efectos de las
estatinas como la inhibicion de la sobreexpresion de LOX-1, o la activacion de
paraoxonasa, contribuyen a disminuir la captacion de LDLox por los monocitos para
convertirse en macrofagos (Pietsch A y cols, 1996; Hrboticky N y cols, 1999; Rosenson
RS, 2004).

1.9.4. Efectos pleiotropicos de las estatinas

Numerosos otros efectos bioquimicos y fisioldgicos descritos para las estatinas
contribuyen globalmente, junto con los propiamente endoteliales ya referidos, a explicar
sus mas que evidentes beneficios clinicos en la evolucion de lesiones arteriosclerdticas
en la hipercolesterolemia. El analisis pormenorizado de los efectos pleiotropicos de las
estatinas escapa al contenido de esta Tesis. Por ello, delinearemos solo las
caracteristicas generales de estos efectos y su repercusion sobre el beneficio endotelial
(Tabla 1.XI). Destacar que, la mayoria de estos efectos de las estatinas, se han
relacionado con las repercusiones de la inhibicion de la via del mevalonato sobre la

prenilacion de proteinas (Wolfrum S y cols, 2003a; Kalinowski L y cols, 2002).

1.9.4.1. Efectos sobre la respuesta inflamatoria

La inflamacién y la inmunidad contribuyen decisivamente al desarrollo de la
arteriosclerosis. Las estatinas disminuyen (directa o indirectamente) de forma
importante el nivel de marcadores inflamatorios (Schénbeck U y Libby P, 2004). Un
subandlisis del ensayo clinico CARE demostré que pravastatina disminuye los niveles
séricos de PCR (proteina C reactiva), un importante marcador de actividad inflamatoria,

de forma independiente a los niveles de colesterol (Ridker PM y cols, 1999).
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Igualmente claves en el desarrollo de la lesion arteriosclerdtica son la adhesion y
diapédesis transendotelial de linfocitos T y monocitos (Ross R, 1999). Ademas, las
citoquinas segregadas por macrofagos y linfocitos pueden modificar la funcidén
endotelial, la proliferacion de células del musculo liso, la degradacion de colageno y la
trombosis (Bellosta S y cols, 2000). Las estatinas reducen la expresion y funcién de
moléculas sobre la superficie de los leucocitos inhibiendo su reclutamiento (Kimura M
y cols, 1997; Bellosta S y cols, 2000), el nimero de macréfagos intimales, la activacion
del factor nuclear NFkB (Bustos C y cols, 1998) y el crecimiento de los macrofagos

estimulado por LDLox (Sakai M y cols, 1997).

PROCESO/VIA MEDIADOR TIPO CELULAR
. | Mac-1, LFA-1, ICAM-1, VCAM-1, selectina- | Macrofagos y Linf T al
Adhesion | ; . .
E, selectina-L endotelio; sangre periférica

Cél.endotelial,

Migracion | 1 MCP-1, IL-8 cels musculo liso, macrofagos,
linf T

Proliferacion | | cels musc liso, cel endotelial Cél.endotelial, cels musculo

liso, macréfagos

1 eNOS

| oxidacion LDL, endotelina-1 Célula endotelial

Funcién endotelial 1

| colagenasas intersticiales MMP-1/-13,

Degradacion de la gelatinasas MMP-2/-9, estromalisina MMP-3 Cél.endotelial, macrofagos

matriz | 1 TIMP-1
Apoptosis 1 1 caspasa-3y9 Cél.endotelial, cels musculo
pop | Bcl-2 y prenilacion de p21RhoB liso, macréfagos

| factor tisular, factor VIla, t-PA, agregacion
Trombosis | plaquetaria, Tx A2 y B2
1 fibrinogeno, PAI-1, PGI2

Cél.endotelial, macrofagos,
plaquetas, sangre periférica

| CD40/CD40L, sCD40L, IL-1p, IL-6, TNF-a.,
Mediadores PCR, ciclooxigenasa 2, amiloide sérico A, Thl | Cél.endotelial, macrofagos,
inflamatorios | (IFN-y, IL-12), MHC-II sangre periférica

1 Th2 (IL-4, IL-10, TGF- ), PPAR-g

Tabla 1.XI. Vias de la inflamaciéon y mediadores inflamatorios afectados por los inhibidores de la HMG-
CoA reductasa. Las flechas indican aumentado (1) o disminuido (]). (LFA-1: antigeno de funcion
leucocitaria 1; ICAM-1: molécula de adhesion intercelular tipo 1; VCAM-1: molécula de adhesion
vascular tipo 1; MCP-1: proteina quimiotactica de monocitos tipo 1; IL-8: interleuquina-8; eNOS: oxido
nitrico sintasa endotelial; MMP: metaloproteinasas de la matriz; TIMP: inhibidores tisulares de
metaloproteinasas; tPA: activador tisular del plasmindégeno; TxA2: tromboxano A2; sCD40L: CD40L
soluble; TNF-o.: factor de necrosis tumoral-a; PCR: proteina C reactiva; PPARs: receptores activados por
proliferadores de peroxisomas; PAI-1: inhibidor del activador del plasminogeno tipo 1; PGI2:
prostaciclina; Thl y Th2: linfocitos T helper tipo 1 y 2; TGF- B: factor de crecimiento transformador tipo
B). Modificado de Schonbeck U y Libby P, 2004.
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1.9.4.2. Efectos sobre la inmunidad

Se ha descrito que, en células endoteliales y monocitos/macrofagos humanos
estimulados con INF-y (un potente mediador de la inflamacidn), las estatinas inhiben de
forma selectiva la expresion de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
tipo II (MHC-II) y la proliferacion de linfocitos T (Mach F, 2004). El HMC-II esta
directamente implicado en el control de la respuesta inmunitaria y con el rechazo de
organos tras transplantes. En la misma linea, Mulhaupt F y cols (2003) han descrito que
el tratamiento de células ateromatosas en cultivo con estatinas reduce la expresion de
CDA40, implicado en diversas vias inmunoldgicas; este efecto se ha descrito también en
lesiones arterioscleroticas in vivo en pacientes tratados con estatinas. Los hallazgos con
CD40 y HMC-II evidencian la modulacion del sistema inmunitario por estatinas y
apoyan su potencial utilidad en la terapia inmunosupresora en transplantes de 6rganos

(Wenke Ky cols, 1997).

1.9.4.3. Efectos sobre la célula del musculo liso arterial

Dos mecanismos protegen a los 6rganos de la acumulacion celular: la inhibicion
de la proliferacion celular y la estimulacion de la apoptosis. Las estatinas inhiben la
proliferaciéon y migracion de células del musculo liso arterial tanto in vitro como en
modelos animales de aterosclerosis, independientemente del nivel de colesterol (Massy
ZA y Guijarro C, 2001). Al mismo tiempo, las estatinas promueven la apoptosis de
células del musculo liso vascular en lesiones re-estenoticas o proliferativas donde las
células del musculo liso son dominantes (Guijarro C y cols, 1998). Ademas las estatinas
podrian sensibilizar a las células del musculo liso vascular a citoquinas o a apoptosis

inducida por Fas (Knapp AC y cols, 2000).

1.9.4.4. Efecto sobre la estabilidad de la placa de ateroma

Los eventos coronarios son el resultado de la ruptura de placas ateroscleréticas
inestables con la formacién de un trombo. La inestabilidad de la placa se manifiesta
como una ulceracidn en la capa fibrosa, la ruptura de la placa y una hemorragia interna.
La inestabilidad es caracteristica de placas con abundantes depositos lipidicos y
macrofagos en la capa fibrosa. Los estudios angiograficos han demostrado que las

estatinas reducen la progresion de lesiones aterosclerdticas coronarias, inducen a su
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regresion y disminuyen la formacién de nuevas lesiones (Ballantyne CM y cols 1997),
efectos que se han atribuido a un aumento de la estabilidad de la placa como

consecuencia de cambios en su composicion (Vaughan CJ y cols, 2000).

Se ha demostrado que ciertas estatinas pueden inhibir tanto la actividad de
metaloproteasas como su secrecion por macrofagos en cultivo (Bellosta S y cols, 1998).
Otros estudios han referido que el tratamiento con simvastatina eleva el potencial
antioxidante del suero en pacientes con angina estable o inestable. La incubacion de
macrofagos U937 y células del musculo liso con suero de pacientes tratados con
simvastatina reduce la acumulacion de colesterol esterificado proporcionalmente al

tiempo de tratamiento con simvastatina (Stancu C y cols, 2001).

1.9.4.5. Efectos sobre la activacion plaquetaria

La hipercolesterolemia se asocia a hipercoagulabilidad y aumento de la
activacion plaquetaria (Vaughan CJ y cols, 2000). Niveles elevados de LDL aumentan
la reactividad plaquetaria promoviendo la sintesis de tromboxano A2 e inhibiendo el
intercambio plaquetario Na'/H" (Nofer JR y cols, 1997). Ademas la sintesis de trombina
mediada por las plaquetas estd incrementada en sujetos con hipercolesterolemia. Las
estatinas reducen la agregacion plaquetaria inducida por ADP, colageno o fibrindgeno,

y disminuyen la produccion de tromboxano, en paralelo a la reduccion de LDL.

1.9.4.6. Efectos sobre la coagulacion

Estudios en prevencion primaria y secundaria demuestran que las estatinas
disminuyen significativamente la formacion de trombos. Las estatinas disminuyen la
actividad de tPA (activador tisular del plasmindgeno) y PAI-1 (inhibidor del activador
del plasminogeno 1) incrementando la fibrinolisis (Colli S y cols, 1997). El factor
tisular juega un papel importante en la iniciacion de la via extrinseca de la coagulacion

y fue localizado en macréfagos de la placa de ateroma cargados de lipidos (Essig M y

cols, 1998).
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1.9.4.7. Efectos sobre las vias de sefializacion intercelular e intracelular

Numerosas moléculas de sefializacion son proteinas preniladas. Una disminucion
de la prenilacion de moléculas sefializadoras como Rac, Ras y RhoA de la familia de las
GTPasas lleva a la modulacion de varias vias sefalizadoras en las células endoteliales
que regularén la actividad, entre otras dianas, de la eNOS. Para ejercer su papel en la via
de transduccién de sefiales, las proteinas Ras y RhoA deben translocarse desde el
citoplasma hasta la membrana de la célula. FEsta translocacién requiere
farnesilpirofosfato para Ras y geranilgeranilpirofosfato para Rac y RhoA (Kalinowski L

y cols, 2002).
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OBJETIVOS
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1.10. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

La contribucion del estrés oxidativo y de las alteraciones del metabolismo de la
arginina a la disfunciéon endotelial que acompafia a la hipercolesterolemia resulta
evidente, a juzgar por los datos revisados en esta Introduccion. Sin embargo, el analisis
individualizado de los trabajos en los que se evalua el dafio oxidativo y el metabolismo
de la arginina en la hipercolesterolemia revela una gran discrepancia de resultados.
Todo ello junto con la falta de datos acerca de ciertos pardmetros (como las poliaminas
sanguineas) en la hipercolesterolemia nos ha hecho plantear un estudio longitudinal en
el que hemos evaluado a lo largo de un afio diferentes parametros de dafio oxidativo y
del metabolismo de la arginina en tres muestras poblacionales seleccionadas: control,

hipercolesterolémico e hipercolesterolémico tratado con estatinas.

Los objetivos concretos de nuestro trabajo han sido:

1. Analizar las diferencias en dafo oxidativo a lipidos y proteinas entre los tres
grupos poblacionales mediante la determinacion de hidroperoxidos lipidicos,

malondialdehido y grupos carbonilo y sulfthidrilo proteicos.

2. Establecer en los tres grupos poblacionales las diferencias en el metabolismo
de la arginina analizando la sintesis de 6xido nitrico (determinacién de nitrato en plasma
y orina), los niveles sanguineos de poliaminas, asi como los niveles de arginina y sus

derivados metilados (ADMA, SDMA y NMMA).
3. Evaluar los posibles efectos del tratamiento con estatinas, farmacos

inhibidores de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa, con efecto

hipolipemiante, sobre los marcadores de dafio oxidativo y metabolismo de la arginina.
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MATERIAL Y METODOS
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2. MATERIAL Y METODOS

Hemos planteado un estudio transversal de 2 determinaciones en 6 meses sobre
pacientes hipercolesterolémicos sin tratamiento, hipercolesterolémicos tratados con
estatinas y no hipercolesterolémicos, procedentes de los Centros de Salud de Onda y

Vila-real (Castellon).

2.1. Seleccion de los pacientes: se realizd durante los meses de octubre, noviembre y
diciembre de 2003, de entre los pacientes que fueron atendidos en los Centros de Salud

de Onda y Vila-real. Los criterios para su inclusion en el estudio fueron:

a) Para el grupo hipercolesterolémico, estar diagnosticado de
hipercolesterolemia, definiendo ésta segun los criterios del PPAPs
(Programa de Prevencidon en Atencion Primaria de salud) como dos
cifras con colesterol total >200 mg/dL. (Pertenecen por tanto a los
fenotipos II y III de la clasica clasificacion fenotipica de Fredikson,
modificada por la OMS en 1970)

b) Para el grupo tratado con estatinas, comprobarse la correcta
cumplimentacioén del mismo.

¢) Edad comprendida entre 40 y 70 afos

d) No padecer diabetes mellitus ni alteracion de la tolerancia a la glucosa en
ayunas.

e) No llevar tratamiento con nitratos o derivados, y

f) Aceptacion de participar en el estudio

2.2. Captacion de los pacientes: se realizd de forma consecutiva, a medida que acudian
a la consulta por cualquier causa. En la misma consulta se proponia su participacion en

el estudio y se solicitaba verbalmente la autorizacion.

2.3. Tamaiio de la muestra: constituida por 90 pacientes. De éstos, inicialmente, 30
formaban parte del grupo control, 30 del grupo hipercolesterolémico y 30 del grupo con

estatinas. Pertenecian al cincuenta por ciento a los centros de salud de Vila-real y Onda.

79



Tesis Doctoral Maria Serra Lluch

El tamafio de la muestra fue calculado para poder detectar una diferencia entre los
grupos del 15% por cada parametro analizado, con un grado de error alfa del 5% y una
potencia o capacidad para detectar esa diferencia del 80%, considerando una desviacion

estandar méaxima del 20% del valor de las variables (Argimon JM y Jiménez J, 1991).

2.4. Seguimiento: los pacientes seleccionados para el estudio continuaron con el
tratamiento habitual prescrito para su/s patologia/s cronica/s diagnosticada/s
previamente, sin cambios en el mismo durante todo el seguimiento. Cada sujeto fue
controlado analiticamente en dos ocasiones (sangre y orina) separadas por seis meses.
Ademas, se les sometia a una breve revision fisica y se les pasaba una encuesta donde se

recogian datos de interés para nuestro estudio:

- Datos antropométricos: edad, sexo, peso, talla, y medidas de cintura y
cadera.

- Habitos toxicos: tabaquismo, consumo de cerveza y/o vino.

- Registro de medicamentos habituales prescritos.

- Tipo de agua consumida habitualmente (embotellada o corriente).

- Complicaciones cronicas relacionadas con la hipercolesterolemia.

2.5. Obtencion de muestras biologicas y procesamiento: las muestras de sangre
venosa periférica de los distintos sujetos se obtuvieron, tras un periodo minimo de
ayuno de 10 horas, en la sala de extracciones de los Centros de Salud de Onda y Vila-
real, entre las 8:00 y las 9:00 h. Se extrajeron de una vena del antebrazo, mediante el
sistema vacutainer, cuatro tubos de sangre de 4 mL. De éstos, un tubo se remitio al
laboratorio de referencia (Hospital de La Plana, Castellon) para las determinaciones de
glucemia basal, urea, creatinina, colesterol total, HDL y LDL colesterol, triglicéridos, y
proteina C reactiva (PCR). Los otros tres tubos (heparinizados) fueron utilizados para
las determinaciones en nuestro laboratorio, tras su procesamiento inicial, tal y como se

indica a continuacion.

De un tubo se extrajo 1 mL de sangre que se mezcl6 en un tubo eppendorf con

20 pL de 1,6-diaminohexano 1 mM (patrdén interno de recuperacion) y 50 uL de acido
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perclorico 8 M. La mezcla se agitd vigorosamente en vortex y, tras 15 min a 0-4°C para
precipitar las proteinas, se centrifugé a 15000 g 10 min. El sobrenadante acido asi
obtenido se transtirid a otro tubo eppendorf que se mantuvo a -80°C hasta la

determinacion de poliaminas (putrescina, espermidina y espermina).

La sangre restante de dicho tubo, junto con la de los otros dos, se centrifugd
inmediatamente (600 g, 10 min a T.A.) para la obtencion de plasma. Este se distribuyo
en 6 tubos eppendorf que se mantuvieron congelados a -80°C hasta su utilizacion para la
determinacion de nitrato, arginina y metilargininas, hidroperdxidos lipidicos,

malondialdehido y grupos sulthidrilo y carbonilo.

Cada paciente aportd, ademas, en el momento de la analitica, un frasco con orina
de la primera hora de la mafana. Se procedié inmediatamente a extraer 2 mL de la
muestra de orina que se centrifugaron a 600 g 10 min. El sobrenadante obtenido se
distribuyo en dos tubos eppendorf que se mantuvieron congelados (-80°C) hasta la
determinacion de malondialdehido, nitrato y creatinina en nuestro laboratorio. La orina
restante se remiti6 al laboratorio de referencia para la determinacion de

microalbuminuria, densidad, pH, glucosuria, leucocituria y sedimento.

2.6. Material:
Los diferentes reactivos utilizados en las determinaciones analiticas, asi como su
procedencia, seran resefiados en el apartado correspondiente de cada uno de los

procedimientos.

2.6.1. Aparatos
o Cromatografo liquido de alta resolucion Waters compuesto por:
¢ Sistema de bombeo de solventes modelo 600
¢ Inyector manual modelo U6K
¢ Detector de fluorescencia modelo 2475

¢ Registrador-integrador modelo 746
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o Cromatografo liquido de alta resolucion Shimadzu compuesto por:
¢ Bomba de gradiente LC-10AD
¢ Inyector automatico SIL-10AD
¢ Detector de absorcion UV/Vis SPD-10AV
¢ Modulo de comunicacion CBM-10A
¢

Modulo computerizado de control CLASS-LC10 software v1.60.

o Espectrofotometros:
¢ Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech)
¢ LKB Ultra Plus 4054 (Pharmacia Biotech)
¢ Shimadzu UV-160 (Shimadzu GMBH)

o Centrifugas:
¢ Centrifuga refrigerada Heraeus, modelo Megafuge 10 R
¢ Centrifuga de mesa Eppendorf Hettich, modelo EBA12/12R
¢ Centrifuga de mesa ALC, modelo 4206

o Balanzas:
¢ Balanza electronica Mettler, modelo PJ 360
¢ Balanza electronica Sartorius, modelo BP 610

¢ Balanza de precision Pacisa, modelo Precisa

o Otros aparatos:

¢ Sistema de concentracion bajo vacio y centrifugacion Speed Vac Savant,
modelo SC210A

¢ Sistemas Millipore de filtracion bajo vacio, equipados con filtros para
solventes (FH, 0,5 um) y soluciones acuosas (HA, 0,45 um)

¢ Sistema de tratamiento de agua Milli-RO/Milli-Q de Millipore para la
obtencion de agua de calidad reactivo

¢ Bafos termostaticos de temperatura regulable de Selecta, modelos JP,

Precisterm, Unitronic S320-100 y Unitronic 6320-100
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pHmetro Crison, modelo 2001

Agitadores magnéticos con calefaccion Bibby, modelo HB 502
Agitadores manuales de tubos Vortex IKA, modelo MS 1
Congelador vertical Liebherr, modelo GSD-3005-11 SN
Refrigerador Liebherr, modelo KS-3610-11 SN-T

*® & & o oo o

Material habitual de laboratorio.

2.7. Metodologia

2.7.1. Determinaciones analiticas

2.7.1.1. Valoracion del metabolismo de la arginina:
2.7.1.1.1. Determinacion de L-Arginina y sus derivados metilados

Fundamento tedrico: La determinacion simultinea de L-arginina, NMMA,
ADMA y SDMA se realiz6 mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(HPLC) utilizando una modificacion del procedimiento descrito por Vallance P y cols
(1992). El procedimiento utiliza la extraccion en fase solida mediante columnas de
intercambio catidnico para el aislamiento previo de todos los aminoécidos basicos,
seguido de su concentracion y posterior separacion cromatografica en columnas de
HPLC de fase reversa. La cuantificacion final de la arginina y sus correspondientes

derivados metilados en este procedimiento se realiza a través de su absorcion directa a

200 nm.

Reactivos: L-arginina (hidrocloruro), dimetilarginina asimétrica (ADMA;
N¢ ,NG -dimetilarginina; dihidrocloruro), dimetilarginina simétrica (SDMA; NC ,NG L
dimetilarginina; forma di-(p-hidroxiazobenceno-p’-sulfonato)) y monometilarginina
(NMMA; N°-metilarginina; forma acetato) fueron suministrados por Sigma Chemical
Co. (St. Louis, Mo, USA). Acetonitrilo (grado HPLC), metanol (grado HPLC), 4cido
fosforico, acido hexanosulfonico, acido tricloroacético, trietilamina, fosfato monosodico
(NaH,PO,), fosfato disédico (Na,HPO,) e hidroxido potésico fueron de Riedel-de Haén

(Seelze, Alemania).
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Procedimiento: De forma resumida, la arginina y derivados metilados de 0.8-1
mL de plasma se purificaron parcialmente mediante extraccion en una columna Bond
Elut SCX de 500 mg (3 mL; Varian, Scharlab) previamente acondicionada mediante
lavado con 2 mL de metanol y 4 mL de écido tricloroacético al 2%. Tras aplicar la
muestra de plasma, la columna se lavo sucesivamente con 2 mL de 4cido tricloroacético
al 2% y 5 mL de tampon fosfato sodico 0.1 M, pH 8.0 y, a continuacion, se eluyeron los
compuestos con grupos aminoguanidino con 4 mL de una solucion de
metanol:agua:trietilamina (68:30:2) preparada diariamente. El eluado se evaporo hasta
sequedad a 60°C, y el residuo seco se redisolvio en 120 uL. de una solucion de 25 mM
acido fosforico, 10 mM 4acido hexanosulfénico y 1% [v/v] acetonitrilo, ajustada a pH
5.0 con 5 M KOH. Las muestras asi preparadas se analizaron inmediatamente o se
mantuvieron a —20°C hasta su andlisis mediante HPLC. Los analisis se realizaron por

duplicado inyectando 40 y 50 uL de cada muestra en el sistema cromatografico.

ADMA

22.445
1004

Argini
9.282

504

1182

NMM SDM

16.113 24784

£.244

Figura 2.1. Ejemplo de cromatograma obtenido por el procedimiento descrito a partir de una
muestra de plasma. En ¢l aparecen los tiempos de retencion (min) de la arginina y sus derivados
metilados analizados.

El procedimiento de HPLC se realizo en un sistema Shimadzu (Shimadzu

Corporation, Kyoto, Japon) formado por una bomba de gradiente (LC-10AD), un
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inyector automatico (SIL-10AD), un detector ultravioleta/visible (SPD-10AV) y un
modulo de comunicacion (CBM-10A) conectados a un modulo computerizado de
control (CLASS-LC10 software v1.60). La separacion de la arginina y sus derivados
metilados se realizo isocraticamente en una columna analitica Kromasil C18 (5 pm; 250
x 4.6 mm de didmetro interno; Scharlau) utilizando como solvente una solucién de 25
mM 4cido fosforico, 10 mM &cido hexano sulfonico y 1 % [v/v] acetonitrilo, ajustada a
pH 5.0 (con 5 M KOH), a una velocidad de flujo de 1.3 mL/min. El tiempo total de cada
analisis fue de 40 min, durante el cual se registré la absorbancia a 200 nm para la
identificacion de la L-arginina (RT 9-10 min), NMMA (RT 16-17 min), ADMA (RT
22-23 min) (Hermenegildo C y cols, 2002) y SDMA (RT 24-25 min). La Figura 2.1
muestra los resultados experimentales de un cromatograma orientativo. Las
concentraciones de cada uno de los compuestos analizados en las muestras se
establecieron por comparacion con estandares sintéticos comerciales. Las curvas patron
obtenidas para los diferentes compuestos estudiados fueron lineales entre 0.1 y 100
umol/L. La variabilidad del método fue inferior al 7 % y el limite de deteccion se

establecid en 0.1 pumol/L.

2.7.1.1.2. Determinacion de nitrato y nitrito

Fundamento teorico: Nitrito y nitrato en plasma y orina se cuantificaron
basicamente segun el procedimiento descrito por Moshage H y cols (1995), basado en la
determinacion colorimétrica de nitrito con el reactivo de Griess, antes y después de la
conversion del nitrato a nitrito por la nitrato reductasa de Aspergillus. Puesto que la
nitrato reductasa requiere FAD y NADPH para funcionar, el exceso de NADPH, que
interfiere con el color posterior, se elimina con lactato deshidrogenasa que lo utiliza

para la conversion del piruvato a lactato segun el siguiente esquema:

85



Tesis Doctoral Maria Serra Lluch

Nitrato
reductasa \
NO; » NO’,+REACTIVO DE GRIESS — (croméforo)

~

NADPH NADP* + H,0

+

PIRUVATO

Lactato deshidrogenasa

» LACTATO + NADP®

El nitrito reacciona con &cido sulfanilico y naftilamina (componentes del
reactivo de Griess) en medio acido, formando un compuesto diazoico (p-sulfobenceno-
azo-o-naftil-amina) con un maximo de absorcion a 540 nm y un coeficiente de

extincién de 39,5 x 10° M cm™. El limite de deteccion del ensayo es de ~1,5 pM.

Reactivos: Fosfato monopotasico (KH,PO,), fosfato dipotasico (K,HPOy)
hidroxido soédico e hidréxido potasico fueron de Riedel-de Haén (Seelze, Alemania);
sulfato de zinc (ZnS0,4.7H,0), nitrato sodico (NaNQOj;), nitrito sédico (NaNOy),
sulfanilamida (cristalina), N-(1-naftil)etilendiamina, FAD (flavin adenin dinucle6tido,
sal disddica), NADPH (B-nicotinamin adenin dinucleétido fosfato, forma reducida, sal
tetrasddica) y acido fosforico fueron de Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA);
piruvato sodico (NaC3H303), lactato deshidrogenasa (de musculo de conejo; suspension
en sulfato amonico; 550 U/mg de proteina) y nitrato reductasa (de Aspergillus spp,
cristalina; 10 U/mg de proteina) fueron de Boehringer Mannheim (Mannheim,

Alemania).

Preparacion del reactivo de Griess:
Solucion A: 2 g/L de sulfanilamida en 50 g/L de acido fosfoérico.
Solucion B: 0,2 g/ de N-(1-naftil)etilendiamina.
En el momento de su utilizacidon, se mezclan A y B en partes iguales obteniéndose una
concentracion final de 1 g/LL de sulfanilamida, 0,1 g/L de N-(1-naftil) etilendiamina y 25

g/L de acido fosforico.
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Procedimiento: Con el fin de evitar interferencias, en todo el procedimiento s6lo
se utilizd material de plastico. Para las determinaciones, 75 pL de plasma o 5 puL de
orina se incubaron (volumen final de 510 pL) con NADPH, FAD vy nitrato reductasa a
una concentracion final de 50 uM, 5 uM y 0,16 U/mL, respectivamente, en tampon
fosfato potasico 50 mM pH 7,5. Tras incubar las muestras durante 20 min a 37°C, se
anadieron 30 pL de lactato deshidrogenasa (0,2 mg/mL en tamp6n fosfato potasico 0,15
M, pH 7,5) y 30 uL de piruvato sodico 0,2 M, prosiguiéndose con la incubacion otros 5
min a 37°C para oxidar el NADPH. Finalmente, las muestras fueron desproteinizadas
con 30 pL de sulfato de zinc (300 g/L) y centrifugadas (15000 g, 5 min) tras 15 min a 0-
4°C. 500 pL del sobrenadante se mezclaron en tubos eppendorf con 500 pL del reactivo
de Griess y, tras 15 min a T.A. para el desarrollo del color, se determin6 la absorbancia

a 540 nm.

Los valores de absorbancia asi obtenidos representan la suma total de las
contribuciones de nitrato y nitrito. Para la determinacién de nitrito se procesaron
paralelamente otras muestras, siguiendo exactamente el mismo procedimiento, pero
omitiendo la adicién de nitrato reductasa. La concentracion de nitrato se obtuvo por

sustraccion de la concentracion de nitrito de la total de nitrato + nitrito.
Las muestras se procesaron siempre en paralelo con tubos patron que contenian

cantidades conocidas de nitrato o nitrito (Figura 2.2), a partir de los cuales se realizaron

los calculos de las concentraciones de ambos compuestos en las muestras procesadas.
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Figura 2.2. Ejemplo ilustrativo de recta patron de nitrato.

2.7.1.1.3. Determinacion de poliaminas en sangre total

Fundamento tedrico: el método utilizado (Brachet P y cols, 1996) se basa en la
reaccion del cloruro de dansilo con grupos amino produciendo derivados dansilados, los
cuales exhiben wuna intensa fluorescencia amarilla que puede identificarse
cromatograficamente. El pH optimo de la reaccion oscila entre 9 y 11, que se consigue
afladiendo carbonato sodico saturado al medio de reaccion. Los reactivos son utilizados
en exceso posibilitando la reaccion de todos los grupos amino de las poliaminas y otros
compuestos con grupos amino presentes en las muestras. Tal exceso es eliminado por la
adicion de L-prolina. Los derivados dansilados de las poliaminas son separados del
resto por extraccion con tolueno, ya que presentan una alta solubilidad en solventes
organicos y, finalmente, identificados y cuantificados mediante HPLC de fase reversa y

deteccion fluorescente.
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Reactivos: cloruro de dansilo (5-dimetilaminonaftaleno-1-sulfonil cloruro), L-
prolina, putrescina  (l,4-butanodiamina), espermidina (N-[3-aminopropil]-1,4-
butanodiamina) y espermina (N,N’-bis[3-aminopropil]-1,4-butanodiamina), fueron
suministrados por Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA). Acetonitrilo (grado
HPLC), tolueno, acetona, acido percldrico y carbonato sddico (Na,CO;) fueron de

Riedel-de Haén (Seelze, Alemania).

Procedimiento: se mezclaron en tubos de ensayo 100 pL del sobrenadante de la
sangre total acidificada (véase epigrafe 2.5.; obtenciéon de muestras bioldgicas y
procesamiento) con 200 pL de carbonato sédico saturado y 400 pL de cloruro de
dansilo en acetona (10 mg/mL). Los tubos se incubaron protegidos de la luz directa
durante 90 min a 55°C con agitacidon ocasional. A continuacion se les anadieron 100 pL
de una solucion de L-prolina (100 mg/mL) y se prosiguid con la incubacion otros 30
min en las mismas condiciones. Para la extraccion de los derivados dansilados de las
poliaminas se anadieron 500 pL de tolueno de los que se extrajeron 400 pL tras
agitacion vigorosa (formacion de una sola fase) y centrifugacion (100 g, 5 min). La
extraccion se repitid con 300 pL de tolueno, que se recuperaron totalmente, y se
mezclaron en tubos eppendorf con los de la extraccion anterior. La mezcla de las
fracciones de tolueno se sec6 bajo vacio y guardd en oscuridad a -80°C, hasta el
momento de su analisis por HPLC, en el que se redisolvio en acetonitrilo (100 pL), se
centrifugd (15000 g, 3 min) e inyectaron 20 puL en el sistema cromatografico. En cada
andlisis realizado se procesd paralelamente una muestra patron con cantidades

conocidas de las tres poliaminas a determinar.
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Figura 2.3. Ejemplos de cromatogramas obtenidos por el procedimiento descrito a
partir de una muestra patron y de sangre total acidificada. Se indican los tiempos
de retencion (min) de las diferentes poliaminas. La cantidad de putrescina, espermidina
y espermina inyectada en la muestra patrén fue de 0°25 nmoles. La fluorescencia viene
expresada en unidades arbitrarias (UA).

En la determinacion cromatografica (HPLC) de las poliaminas se utiliz6 una
columna de fase reversa Nova-Pak C;g (3,9 x 150 mm, 4 um; Waters) protegida con una
precolumna de las mismas caracteristicas (Nova-Pak Cig; 3,9 x 20 mm, 4 um; Waters).
Se aplico un gradiente lineal programado de 50 min entre 100% de una mezcla de
acetonitrilo:agua (60:40) y 100% acetonitrilo a una velocidad de flujo de 1,5 mL/min y
T.A. Las poliaminas dansiladas se detectaron fluorimétricamente (excitacion y emision
338 y 510 nm, respectivamente) y se identificaron por sus tiempos de retencion,
determinados en las muestras patrén procesadas paralelamente, y corroborados por co-
elucion de los picos tras la inyeccion de muestras mixtas (patrones-muestras
experimentales). Para la cuantificacion se utilizo el area de los picos, relativa a la de los
patrones. En la Figura 2.3 se muestran dos cromatogramas representativos de una

muestra patron y de una muestra de sangre.
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2.7.1.2. Valoracion del dafio oxidativo a lipidos:

2.7.1.2.1. Determinacion de hidroperoxidos lipidicos (ROOHs)

Fundamento tedrico: Para cuantificar la cantidad de ROOHs en plasma se
siguid el método colorimétrico de Nourooz-Zadeh (Nourooz-Zadeh J y cols, 1994 y
1995). El procedimiento se basa en la oxidacion del ion ferroso a férrico por
hidroperoxidos lipidicos (ROOHs) en condiciones acidas. Los iones férricos producidos
en el ensayo se complejan con el indicador naranja de xilenol generando un croméforo

con un coeficiente de extincion a 560 nm de 4,3 x 10*M!'em™.

En muestras de plasma el procedimiento utiliza trifenilfosfina para obtener un
control interno, ya que destruye los ROOHs presentes en el plasma, sefialando de esta
manera la presencia de ion férrico no producido por los ROOHs. Por otra parte, el
metanol/H,SO4 que se adiciona al medio desnaturaliza las proteinas facilitando el
acceso de los ROOHs a los iones ferrosos, y el hidroxitolueno butilado funciona como

antioxidante. El limite de deteccion del procedimiento es de, aproximadamente, 1uUM.

Reactivos: Sulfato ferroso amonico (Fe(NH4)2(SO4),.6H0), peroxido de
hidrégeno (H,0,), naranja de xilenol, hidroxitolueno butilado (BHT) y trifenilfosfina
(TPP) fueron suministrados por Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA). El acido
sulfurico y el metanol (grado HPLC) fueron de Riedel-de Haén (Seelze, Alemania).

Preparacion de los reactivos:
Solucion de FOX 2: Se disuelven 9,8 mg de sulfato ferroso amonico hexahidratado en
10 mL de H,SO4 250 mM vy la solucion obtenida se mezcla con 90 mL de metanol
(grado HPLC) conteniendo 79,2 mg de BHT. Finalmente se anaden, bajo agitacion, 7,6
mg de naranja de xilenol. Las concentraciones finales de todos los componentes en el
reactivo son: sulfato ferroso amoénico 250 uM, naranja de xilenol 100 uM, H,SO4 25
mM y BHT 4 mM en 90% de metanol (v/v). Previamente a su uso se calibré su

funcionamiento frente a soluciones de H,O, de molaridad conocida (0-100 uM).

91



Tesis Doctoral Maria Serra Lluch

Procedimiento: Las muestras de plasma se obtuvieron segiin el procedimiento
descrito previamente (véase apartado 2.5.). Se transfirieron alicuotas de 90 pL de
plasma a tubos eppendorf que contenian 10 uL. de metanol (tubos experimentales) o 10
uL de TPP 10 mM en metanol (tubos control) y se incubaron 30 min a T.A. antes de la
adicion de 900 pL del reactivo de FOX 2. Tras incubar otros 30 min a T.A. para el
desarrollo del color, las muestras se centrifugaron (15000 g, 10 min) y se determiné la
absorbancia del sobrenadante a 560 nm. De acuerdo con el procedimiento seguido
Nourooz-Zadeh (Nourooz-Zadeh J y cols, 1994 y 1995), las determinaciones se
realizaron por triplicado y la absorbancia a utilizar para el calculo de la concentracion
de ROOHSs en las muestras de plasma se obtuvo por diferencia entre la media de los
tubos experimentales y la de los controles tratados con TPP. Los calculos se realizaron
a partir de la recta patron de H>O; (0-100 uM) realizada en paralelo exactamente en las
mismas condiciones experimentales. La Figura 2.4 muestra un ejemplo representativo

de recta patron para ROOHs obtenida en las condiciones descritas.
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Figura 2.4. Ejemplo ilustrativo de recta patron para hidroperoxidos lipidicos.
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2.7.1.2.2. Determinacion de material reactivo con acido tiobarbiturico

Fundamento teorico: El procedimiento utilizado se basa en la reaccion del
malondialdehido (MDA) con el 4cido tiobarbiturico (TBA) en medio acido generando
un complejo coloreado formado por condensacion de dos moléculas de TBA con una de
MDA, y la posterior determinacidon del complejo por espectrofotometria a 532 nm (&
=1,5 x 10° M em™). Otros compuestos con grupos aldehido pueden reaccionar con el
acido tiobarbiturico en estas condiciones y, por lo tanto, el procedimiento no es
especifico para el MDA. Debemos hablar por lo tanto, en términos generales, de
determinacion de material reactivo con TBA (TBARM) en lugar de determinacion de
MDA. En las muestras de plasma se utilizaron las condiciones descritas por Santos MT
y cols (1980) y en orina se siguid el procedimiento de L’Abbé MR y cols (1991) y
Wander RC y cols (1996).

Reactivos: Dodecil sulfato sédico (SDS), tetrametoxipropano (TMP), &cido
tiobarbitarico (TBA), hidroxitolueno butilado (BHT) y Trizma base (Tris[hidroxi-
metilJaminometano) fueron suministrados por Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo,
USA). Acido acético, acido tricloroacético (TCA), 4cido clorhidrico e hidroxido sodico

fueron de Riedel-de Haén (Seelze, Alemania).

Procedimiento: Para las determinaciones en orina se tomaron 0,5 mL de orina o
patrén (TMP) que se mezclaron con 0,2 mL de SDS 0,3 M, 1,5 mL de acido acético 3,5
M (pH ajustado a 3,5 con NaOH), 1,5 mL de 4cido tiobarbiturico 60 mM y 25 uL de
BHT 2 mM (en metanol). El volumen final se ajust6 a 5 mL con agua. Las muestras se
incubaron durante 1 h a 100°C, se enfriaron en agua (5-10 min) y centrifugaron (900 g,

5 min), tras lo que se midio la absorbancia del sobrenadante a 532 nm.

Para las determinaciones en plasma, 50 puL de las muestras se mezclaron con 250
UL de suero fisioldgico, 500 uL. de TCA al 100% (p/v; en HC1 6 N) y 100 uL de TBA
0,12 M (en Tris-HCI 0,26 M, pH 7,0), y se incubaron durante 30 min a 100°C. Tras

enfriar a T.A. se afiadieron 1,1 mL de agua y se determind la absorbancia a 532 nm del
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sobrenadante tras centrifugacion (900 g, 5 min). Todas las determinaciones se realizaron

por duplicado.
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Figura 2.5. Ejemplo ilustrativo de recta patron de malondialdehido (MDA),
siguiendo el procedimiento descrito para la determinacion en orina.

La concentracion de TBARM se calculé como equivalentes de malondialdehido
usando el coeficiente de extincion indicado para el complejo MDA-TBA, comprobado
bajo nuestras condiciones experimentales con las curvas de calibracion de TMP (0-20
uM) realizadas paralelamente (Figura 2.5). Dado que la orina utilizada para la
determinacion de TBARM (y de nitrato) corresponde a la primera miccion matutina y
no a orina de 24 h, los niveles urinarios de estos metabolitos se expresan referidos a la
concentracion de creatinina en las mismas muestras de orina. Experimentalmente hemos
comprobado que la relacion TBARM/creatinina no experimenta fluctuaciones horarias
importantes a lo largo del dia y, por lo tanto, es un indice valido de la excrecion de estos
productos finales de peroxidacion lipidica, al igual que la relacion nitrato/creatinina

urinaria lo es para la excrecion de nitrato (Wennmalm A y cols, 1993).
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2.7.1.3. Valoracién del daio oxidativo a proteinas:
2.7.1.3.1. Determinacion de grupos carbonilo en proteinas plasmaticas

Fundamento teorico: El procedimiento utilizado, desarrollado por Levine RL y
cols (1990), se basa en la reacciéon equimolar de los grupos carbonilo con la 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNFH) en condiciones acidas. La DNFH unida a proteinas se
cuantifica espectrofotométricamente (€373 = 21 x 10° M cm'l) tras la separacion de las
proteinas derivatizadas por precipitacion con acido, lavado y posterior solubilizacion

con guanidina.

Reactivos: Fosfato monosodico (NaH,POy), fosfato disédico (Na,HPO,), acido
clorhidrico, acetato de etilo, etanol y acido tricloroacético (TCA) fueron suministrados
por Riedel-de Haén (Seelze, Alemania). Acido trifluoroacético, 2,4-dinitrofenilhidrazina

(DNFH) y guanidina (clorhidrato) fueron de Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA).

Preparacion de los reactivos: La guanidina 6 M se prepard en tampdn fosfato
sodico 20 mM pH 6,5 y el pH final de la solucion se ajustd a 2,3 con acido

trifluoroacético (Levine RL y cols, 1990)

Procedimiento: 10 pL de plasma se mezclaron en tubos eppendorf con 500 uL
de DNFH al 0,2% (p/v) en HCl 2 N y la mezcla se incubd 1 h a T.A. con agitacion
ocasional (vortex). Se afiadieron a continuacion 500 pL de TCA al 20% (p/v), dejandose
los tubos durante 15 min a 0-4°C para permitir la precipitacién de la proteina, que se
separd por centrifugacion (6000 g, 3 min), descartandose el sobrenadante. Para eliminar
el exceso de reactivo libre, se lavo el precipitado tres veces con 1 mL de una mezcla de
etanol:acetato de etilo (1:1), dejando 10 min antes de recuperar el precipitado por
centrifugacion (6000 g, 3 min), y despreciandose cada vez el sobrenadante. Finalmente,
la proteina se redisolvié en 1 mL de la solucién de guanidina 6 M mediante agitacién
(vortex) e incubacion a 37°C (30 min), y se determind su absorcion oOptica a 373 nm

frente a la solucion de guanidina. Para cada muestra analizada se proces6 en paralelo un
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blanco tratado exactamente en las mismas condiciones pero sin DNFH (s6lo con HCI 2

N). Todas las determinaciones se realizaron por duplicado.

Los calculos del contenido de carbonilos para cada muestra se realizaron por la
diferencia de absorbancias entre el tubo experimental derivatizado con DNFH y su
blanco correspondiente de HCI, y se expresan como nmoles de grupos carbonilo/mg de

proteina presente en el ensayo.
2.7.1.3.2. Determinacién de grupos sulfhidrilo (-SH) en proteinas plasmaticas

Fundamento teorico: Los grupos —SH de los aminodcidos sulfurados de las
proteinas suelen encontrarse en su forma reducida, como sulthidrilos, y son estables a la
oxidacion en medio 4acido. El procedimiento utilizado para su cuantificacion,
desarrollado por Ellman GL en 1959, consiste en oxidar los grupos sulfhidrilo de las
muestras de plasma con un disulfuro simétrico (acido 5-5’-ditiobis[2-nitrobenzoico];
DTNB; reactivo de Ellman) que, al reducirse, genera un disulfuro mixto y un aniéon
tiolato (5-tio-2-nitrobenzoato; TNB) que puede cuantificarse espectrofotométricamente
debido a su fuerte absorcion a 412 nm (coeficiente de extincién de 13°6 x 10° M ecm™).
El reactivo de Ellman es ampliamente utilizado como método sensible para la

cuantificacion de grupos —SH en tejidos y proteinas.

RSH + "NO, = RSN(OH), + RS-
RSN(OH); — RSNO + H,0
RSNO — RS" + NO'

RS- — RSSR
RS" + RSNO — RSSR + NO'
NO + NO, = NyOs.

R5H + HNO — [RS-NHOH]
RSH + [R5-NHOH] = R55R + NH;0H.
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NO + 0, — NO,
NO, + RSH — RSNO

RSNO + RS~ = RSSR + NO-

2RSH + HNO — RSSR + NH,OH.

Reactivos: Acido 5,5’-ditiobis[2-nitrobenzoico] (DTNB) (Figura 2.6), Trizma
base (Tris[hidroxi-metil]aminometano) y acido clorhidrico fueron suministrados por

Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA).

“00C 5—S CO0~
RS
o, =
O,N NO,

DTNB

-00C S—S—R ~00C 5
O G
O,N O,N

TNB

Figura 2.6. Formula quimica del reactivo de Ellman: 5,5-ditiobis(2-acido
nitrobenzoico)(DTNB)

Preparacion de los reactivos: La solucion de DTNB (10 mM) se prepard

diariamente en tamp6n Tris-HC1 0,1 M pH 8°0.

Procedimiento: Para las determinaciones, 50 pL de plasma se incubaron
(volumen final del ensayo 1 mL) en tampon Tris-HCI1 0,1 M pH 8,0, con DTNB a una
concentracion final de 0,25 mM. Tras 20 min a T.A. se determind la absorcion de la
muestra a 412 nm frente a un blanco que contenia exclusivamente el tampon de ensayo
(Tris-HCI 0,1 M pH 8,0). Con el fin de eliminar la absorcion inespecifica de las
muestras de plasma, se procesaron paralelamente duplicados de cada muestra incubados
exactamente en las mismas condiciones pero en ausencia de DTNB. Una muestra
adicional conteniendo exclusivamente el tampon de ensayo y 0,25 mM DTNB permitio

sustraer la absorcion a 412 nm propia de este reactivo. El valor de absorbancia utilizado
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para el calculo de la concentraciéon de grupos —SH en cada muestra se obtuvo
sustrayendo del valor de absorcion del tubo experimental (conteniendo muestra y
DTNB), los correspondientes a los tubos que contenian exclusivamente muestra o
DTNB (Gergel D y Cederbaum Al, 1997). Todas las determinaciones se realizaron por
duplicado y, con la finalidad de agilizar el procedimiento, éste se realizd directamente

en cubetas de espectrofotometro de 1 mL.

2.7.1.4. Otras determinaciones:

2.7.1.4.1. Determinacion de proteinas

Fundamento teorico: La determinaciéon del contenido en proteinas de las
muestras de plasma se realiz6é por el procedimiento de Lowry OH y cols (1951). El
método se basa en la propiedad que presentan los compuestos con enlaces peptidicos de
reaccionar en medio alcalino con sales de cobre para dar una coloracién violeta. El

reactivo de Folin para fenoles permite incrementar la sensibilidad del procedimiento.

Reactivos: Tartrato sodico potasico (KNaC4H4Og), dodecil sulfato sodico (SDS),
albiimina de suero bovino (BSA), sulfato de cobre (CuS04.5H,0) y reactivo de Folin-
Ciocalteau fueron suministrados por Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA).
Carbonato sodico (Na,COs3) e hidroxido sodico fueron de Riedel-de Haén (Seelze,

Alemania).

Preparacion de los reactivos:
Solucién A: Se disolvieron 20 g de carbonato sodico, 4 g de hidréxido sédico, 1,6 g de
tartrato sodico potasico y 10 g de SDS en agua, llevdndose el volumen final hasta 1
litro.
Solucion B: Solucion de sulfato de cobre al 4% (p/v).
Solucion C: Se prepard, inmediatamente antes del ensayo, mezclando 100 partes de la

solucion A y 1 parte de la solucion B.
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Procedimiento: Se utilizaron 10 pL de plasma convenientemente diluido en
agua (1/20; v/v) que se mezclaron en tubos de ensayo con 400 pL de agua y 1,2 mL de
solucion C. Tras incubar 45 min a T.A., se afiadieron 60 pL del reactivo de Folin y se
prosigui6 con la incubacion otros 45 min en las mismas condiciones, al final de los
cuales se determiné la absorbancia a 660 nm. Los célculos de la cantidad de proteina de
las muestras se realizaron por interpolacion de las absorbancias en una curva patrén de

BSA (0-100 pg) realizada en paralelo exactamente en las mismas condiciones (Figura
2.7).
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Figura 2.7. Ejemplo ilustrativo de curva patrén para la cuantificacion de
proteinas.

2.7.1.4.2. Determinacion de creatinina

Fundamento teorico: Se utilizO una modificaciéon comercial para quimica
clinica (test combination, Boehringer Mannheim) del procedimiento clasico de Jaffé
(Instrucciones de trabajo de laboratorios Boehringer, Dubnoff JW, 1957), basado en la
formacién de un complejo coloreado entre la creatinina y el acido picrico en medio

alcalino.

Procedimiento: Se mezclaron 5 pL de orina con 125 pL de 4cido tricloroacético
al 20% (p/v), 125 puL de H,O y 0,5 mL de una solucion de &cido picrico 17,5 mM en

NaOH 0,8 M. La mezcla se incub6 durante 20 min a 25°C (es imprescindible un control
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estricto de la temperatura) y se determiné la absorcion Optica a 520 nm, que se compar6

con la obtenida al procesar una muestra patron de creatinina en las mismas condiciones.

2.7.1.4.3. Determinaciones del laboratorio clinico de referencia:

En la determinacion del colesterol total se utilizd6 el método automatizado
CHOD-PAD (high performance, test-color enzimatico) de Boehringer Mannheim para
el sistema BM/Hitachi 704. El mismo sistema fue utilizado para la determinacion de la
fraccion de colesterol HDL, tras precipitacion con una mezcla de polietilenglicol-acido
fosfotiingstico-cloruro de magnesio. La fracciéon de colesterol LDL se wvalor6
indirectamente mediante la formula de Friedewald, siempre que los triglicéridos no
superasen los 400 mg/dL (4.45 mM) (Friedewald WT y cols, 1972). Los triglicéridos se
determinaron con el método automatizado GPO-PAP, test enzimatico colorimétrico, de
Boehringer Mannheim para el sistema BM/Hitachi 717. La glucemia se determin6
mediante el procedimiento enzimatico-colorimétrico de la glucosa oxidasa, utilizando el
test GOD-PAD de Boehringer Mannheim, automatizado con el SYS 2 BM/Hitachi
717/911. La creatinina plasmatica se determind colorimétricamente por el método de
Jaffé (test MPR 3 creatinina, de Boehringer Mannheim) y la urea mediante el
procedimiento enzimatico-colorimétrico de la ureasa (urea test combination, Boehringer
Mannheim). Finalmente, la microalbuminuria y la proteina C reactiva se determinaron
inmunoturbidimétricamente utilizando kits comerciales de Laboratorios Roche para el

analizador BM/Hitachi 911.
2.8. Analisis estadistico:

Los resultados de este trabajo han sido procesados con el paquete estadistico
SPSS 12.0 para Windows. Los datos se describen en forma de intervalo centrado en la
media aritmética (estadistico indicativo de la tendencia central) y con el error estandar

de la media (estadistico de dispersion).

Dado que en el presente trabajo se han estudiado tres grupos poblacionales, se ha

aplicado el andlisis de la varianza (ANOV A) para la comparacion entre medias seguido,
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cuando éste resulta significativo, del test LSD para la comparacion a posteriori de las
parejas de medias. Para el contraste estadistico de las medias entre dos poblaciones,
obtenidas en los diferentes grupos estudiados para la variable respuesta analizada, se
utilizo el test t de Student de dos colas. Para valorar la posible dependencia lineal de dos
variables entre si se ha utilizado la regresion lineal simple y el coeficiente de
correlacion r de Pearson. En todos los casos se ha utilizado como limite de significacién

la probabilidad p < 0,05.

101



Tesis Doctoral Maria Serra Lluch

RESULTADOS
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3. RESULTADOS

3.1. ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA MUESTRA POBLACIONAL

Las caracteristicas de las muestras poblacionales de los grupos de estudio
quedan reflejadas en las Tablas 3.1 (poblacion global) y 3.1I-3.III (C.S. de Onda y
Vila-real, respectivamente). Como puede observarse en las mismas, las ligeras
diferencias en edad entre los grupos vienen determinadas por las caracteristicas de la
muestra poblacional del C. S. de Vila-real. La distribucién por sexos es practicamente
1:1 en los grupos control e hipercolesterolémico de forma global; sin embargo, en el

grupo con estatinas existe un ligero predominio masculino.

Control Hipercolesterolémico Estatinas ANOVA
Nimero pacientes 28 39 23
Edad (afos) 51+£2 52+1 56+1 ns
Sexo (hombre/mujer) 13/15 19/21 14/9
HTA (Si/No) 6/22 16/23 13/10
Fumador (Si/No) 7/21 11/28 7/16
Consumo cerveza (Si/ No) 6/22 17/22 11/12
Consumo vino (Si/No) 7/21 22/17 10/13
Indice Masa Corporal (Kg/m?) 27°6+1°0  27°9+07 28°3+0°6 | ns
Indice Cintura-Cadera (cm/cm) 93 +2° 92+ 1° 98 +1° 0’006
Glucemia basal (mg/dL) 90+2° 94 +2 % 99+3° 0’032
Colesterol total (mg/dL) 175+4° 244 +5° 213+7° <0°001
HDL colesterol (mg/dL) 55+2 58+3 52+£2 ns
LDL colesterol (mg/dL) 103+4° 156 +4° 134 +4° <0°001
Triglicéridos (mg/dL) 81+5° 158 +22° 145+£12° 07006
Cociente aterogénico 3°23+0°12° 4’56024 " 418+0°17° <0001
Urea plasma (mg/dL) 35+1 36 +1 37+£2 ns
Creatinina plasma (mg/dL) 0°97+0°02 | 0°99+0°02 1’02+0°03 | ns
Proteina C reactiva (mg/dL) 0’46+ 0°05 0°59+0°05 062+ 0’1 ns
Microalbuminuria (mg/dL) 5°0+02 3’8+0°7 11’2+ 52 ns
Hematocrito (%) 43°7+0°8 1 43’3+£1°1 43’7+ 1’3 | ns

Tabla 3.I. Caracteristicas globales de la muestra poblacional de los grupos control,
hipercolesterolémico e hipercolesterolémico en tratamiento con estatinas. (HTA: hipertension
arterial; ns: no significacion estadistica). Los datos estan expresados como media + error standard de la
media (ESM). Letras mintsculas diferentes indican diferencias minimas significativas con p< 0°05.
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Control Hipercolesterolémico Estatinas ANOVA
Nuimero pacientes 14 21 9
Edad (afios) 55+2 55+£2 54+2 ns
Sexo (hombre/mujer) 4/10 11/10 6/3
HTA (Si/No) 4/10 13/8 3/6
Fumador (Si/No) 2/12 7/14 2/7
Cerveza (Si/No) 3/11 14/7 6/3
Vino (Si/No) 4/10 15/6 6/3
Indice Masa Corporal (Kg/m?) 29’0 + 1’4 29°6 £0°8 27°8+0°9 ns
Indice Cintura-Cadera (cm/cm) 89 =2 92 £1 94 +2 ns
Glucemia basal (mg/dL) 92+3 99 +3 106 + 6 ns
Colesterol total (mg/dL) 183 +£5°¢ 244+ 6% 223+15°  <0°001
HDL colesterol (mg/dL) 53+£2 55+3 58+3 ns
LDL colesterol (mg/dL) 110£5°¢ 161 +6® 138+14°  <0°001
Triglicéridos (mg/dL) 90+9° 146+ 11 ™ 150+26* | 0°006
Cociente aterogénico 3°49+£0°15° 4’78 +0°30 * 3°82+0°23° 0°004
Urea plasma (mg/dL) 35+1 362 36 £2 ns

Creatinina plasma (mg/dL) 0°92+0°04 1°03+0°04 1’08 £0°06 ns
Proteina C reactiva (mg/dL) 0’57+0°08 0’66 +0°07 0’73 +£0°27 ns
Microalbuminuria (mg/dL) 44+0’8 3’9+ 0’6 7’8 +4°2 ns

Tabla 3.I1. Caracteristicas de la muestra poblacional del C. S. de Onda de los grupos control,
hipercolesterolémico e hipercolesterolémico en tratamiento con estatinas. (HTA: hipertension
arterial; ns: no significacion estadistica). Los datos estan expresados como media £ ESM. Letras
minusculas diferentes indican diferencias minimas significativas con p< 0°05.

Control Hipercolesterolémico Estatinas ANOVA
Nimero pacientes 14 18 14
Edad (afios) 48 +2° 49+2° 57+1° 0’001
Sexo (hombre/mujer) 9/5 7/11 8/6
HTA (Si/No) 2/12 3/15 10/4
Fumador (Si/No) 5/9 4/14 5/9
Cerveza (Si/No) 3/11 3/15 5/9
Vino (Si/No) 3/11 7/11 4/10
Indice Masa Corporal (Kg/m®) 25+ 1 26+ 1 29+ 1 ns
Indice Cintura-Cadera (cm/cm) 97 +2 % 93+2° 101 £1° 0°007
Glucemia basal (mg/dL) 89+£2° 89+£2° 94+ 1° 0’035
Colesterol total (mg/dL) 167+£7° 244 £8° 207+6° <0°001
HDL colesterol (mg/dL) 57+£3% 63+5° 48 +3° 0°034
LDL colesterol (mg/dL) 9%6+7°¢ 149+7% 130+£5° <0°001
Triglicéridos (mg/dL) 72+6 173 +£48 142+ 11 ns
Cociente aterogénico 2°99+£0°15° 429+0°37° 4°40 £ 0°22 " 0’003

Urea plasma (mg/dL) 34+2 36+2 37+£2 ns
Creatinina plasma (mg/dL) 1’00+ 0°03 1 0°96+0°03 0’98 £0°04 | ns
Proteina C reactiva (mg/dL) 0°32+0°06 |0°53+0°07 0’54+ 0°09 ns
Microalbuminuria (mg/dL) 11°7+7°2 37+£07 77 +£32 ns

Tabla 3.II1. Caracteristicas de la muestra poblacional del C. S. de Vila-real de los grupos control,
hipercolesterolémico e hipercolesterolémico en tratamiento con estatinas. (HTA: hipertension
arterial; ns: no significacion estadistica). Los datos estan expresados como media + ESM. Letras
minusculas diferentes indican diferencias minimas significativas con p< 0°05.
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Aproximadamente un 40% del total de pacientes presentan HTA, observandose
una mayor proporcion de la misma en el grupo hipercolesterolémico y, sobre todo, en el
tratado con estatinas. Cerca del 30% de los pacientes refirieron habitos tabaquicos, con
distribuciones similares dentro de cada grupo. El consumo de cerveza predomina en el
grupo tratado con estatinas con una relacion casi 1:1, mientras que el consumo de vino
predomina en el grupo hipercolesterolémico. Entre los pacientes del C.S. de Onda existe
un predominio de consumidores de vino y cerveza en los grupos hipercolesterolémico y
tratado con estatinas; sin embargo, en Vila-real en todos los grupos es mas frecuente el

no consumo de ambas bebidas.

No se observan diferencias significativas entre los grupos respecto al IMC. En
cuanto al indice cintura-cadera, los valores mas altos corresponden al grupo tratado con
estatinas siendo las diferencias significativas respecto a los otros dos grupos y

atribuibles a los pacientes del C.S. de Vila-real.

Al considerar los parametros clinicos analizados encontramos, como
corresponde al tratarse del objetivo de nuestro estudio, diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de colesterol total, LDL colesterol, triglicéridos y cociente
aterogénico. No se encuentran diferencias, sin embargo, en el HDL colesterol. El resto
de parametros clinicos no muestra diferencias, salvo una casual respecto a la glucemia
entre los grupos control y tratado con estatinas, pero dentro del rango de normalidad, ya

que se consideraba la hiperglucemia un criterio de exclusion del estudio.
3.2. METABOLISMO DE LA ARGININA

3.2.1. Niveles sanguineos de poliaminas.

Control Hipercolesterolémico Estatinas ANOVA
Putrescina (uM) 32240722 3°15+0°14 2°94+0°19 ns
Espermidina (uM) 13’76 £ 1’04 12’43 + 0’54 11°28 £ 0’61 ns
Espermina (uM) 7°85+0°56 | 7°79+0°51 728+ 0’70 | ns
Cociente Epmd/Espm 1°90+0°14 | 1°75+0°09 1’73 +£0°’11 | ns

Tabla 3.IV. Niveles sanguineos de poliaminas en los grupos de estudio. Los datos estan expresados
como media = ESM. (ns: no significacion estadistica; Cociente Epmd/Espm: cociente
Espermidina/Espermina).
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Figura 3.1. Niveles sanguineos de poliaminas en los grupos de estudio. Los datos (uM) estan
expresados como media + ESM.

Como puede observarse en las Tablas 3.1V-3.IX, y de acuerdo con lo esperado,
la poliamina sanguinea que se encuentra en mayor concentracion, en todos los casos, es
la espermidina, seguida de espermina y, finalmente, putrescina. El cociente
espermidina/espermina obtenido (Tabla 3.IV) oscila en torno a 1.6-1.9, sin variaciones
significativas ni entre los grupos ni al fraccionar por los diferentes parametros incluidos

en el estudio.

Control Hipercolesterolémico Estatinas ANOVA
Putrescina (uM) 3°07+0°18 3°01+0°19 3°03+£040 ns
C.S.Onda Espermidina (uM) 14’66+ 1°55 11’85+ 0’80 12°92+£1°03 | ns
Espermina (M) 7716 £0°62 | 7702 +0°43 826+0°96 | ns
Cociente Epmd/Espm 2°11+£0°18 1’76 +0°13 1’73+ 0°64 | ns
Putrescina (pM) 3°37+042  3°31£0°22 2°89£0°21 | ns
C.S.Vila-real Espermidina (uM) 1279 +£1°38 | 13’11 £ 0’68 10°29 £ 0°66 | ns
Espermina (uM) 8’59+0°97 870=+0°97 6’70 £0°95 | ns
Cociente Epmd/Espm 1’67 +0°19 | 1°73+0°14 1’73+£0°13 | ns

Tabla 3.V. Niveles sanguineos de poliaminas fraccionados por los centros de salud y por los grupos
de estudio. Los datos estan expresados como media £ ESM. (ns: no significacion estadistica; Cociente
Epmd/Espm: cociente Espermidina/Espermina)
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Cuando se analiza la poblacion global (Tabla 3.IV y Figura 3.1), se observa
que las tres poliaminas siguen un mismo patrén de comportamiento. Los niveles mas
altos de cada poliamina corresponden siempre al grupo control, seguido del
hipercolesterolémico y, los niveles mdas bajos, al grupo tratado con estatinas. Las
diferencias globales entre los tres grupos no alcanzan, en ningln caso, significacion
estadistica en el ANOVA. Al fraccionar la poblacidon por centros de salud tampoco se
observan diferencias significativas entre los tres grupos para ninguna de las poliaminas
analizadas (Tabla 3.V). Igualmente, como se muestra en la Tabla 3.VI, los niveles de
las tres poliaminas no muestran diferencias significativas al analizar conjuntamente (sin
fraccionar por grupos experimentales) las poblaciones de los dos Centros de Salud

incluidos en este estudio.

C.S.Onda C.S.Vila-real t-test
Putrescina (uM) 3°03+0°13 3'19+0°16 ns
Espermidina (uM)  12°97+0°67 12°10 £ 0°54 ns
Espermina (uM) 7’32+ 0’34 8’01 0’56 ns
Cociente , s s ,
Epmd/Espm 1’87 £0°09 1’71 +£0°09 ns

Tabla 3.VI. Niveles sanguineos de poliaminas fraccionados por los centros de salud. Los datos estan
expresados como media £ ESM. (ns: no significacion estadistica; Cociente Epmd/Espm: cociente
Espermidina/Espermina)

Si fraccionamos los datos en funcidn de la presencia o ausencia de hipertension
arterial observamos (Tabla 3.VII y Figura 3.2) como en la poblacion hipertensa existe,
para las tres poliaminas, un comportamiento similar al de la poblacion global (niveles
mas altos en el grupo control, intermedios en el hipercolesterolémico y los més bajos en
el grupo tratado con estatinas), pero con diferencias significativas en putrescina entre el
grupo control y los otros dos grupos. La poblaciéon normotensa, sin embargo, tiene un
comportamiento distinto, ya que los niveles mas altos de putrescina y espermina se
encuentran en el grupo hipercolesterolémico, y son muy similares en los grupos control

y tratado con estatinas. Estas diferencias no son significativas.
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Putrescina (WM)

HTA Espermidina (uM)
Espermina (uM)

Putrescina (M)
Espermidina (uM)

NO HTA

Espermina (uM)
Cociente Epmd/Espm 1’95+ 0’16

Control Hipercolesterolémico Estatinas
418 065" 3°12+0725°
13°26 + 1’41 11’99 £ 0°89
832+1'14 7°16+ 0’46
Cociente Epmd/Espm 1’70+ 0°22 | 1’74+ 0’14
2°94+£0°18 ' 3°17+0°18

13°90 £ 1°29 | 12°74 + 0°67

772+£0°65 823+ 081

1’75+0°13

2’89+ 0°23°
11°21 +0°78
7°03 + 1°04
1’78 0’13
3°01 + 034
11°36 + 1°01
7°58 +0°95
168 + 0°64

ANOVA
0°049

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

Tabla 3.VIL. Niveles sanguineos de poliaminas fraccionados por la presencia de hipertension
arterial (HTA). Los datos estan expresados como media + ESM. (ns: no significacion estadistica;

Cociente Epmd/Espm:

diferencias minimas significativas con p< 0°05.

cociente Espermidina/Espermina). Letras minusculas
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Figura 3.2. Niveles sanguineos de poliaminas fraccionados por la presencia de hipertension arterial
(HTA). Los datos (uM) estan expresados como media + ESM.
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Al fraccionar los hipertensos por centros de salud sélo se observan diferencias
significativas en Vila-real (Tabla 3.VIII y Figura 3.3), y afectan tanto a la putrescina

como a la espermidina.

Control Hipercolesterolémico Estatinas ANOVA
Putrescina (LM) 621+022° 414+0°40° 3°07+027°  0°001
Espermidina (uM) 1763+ 0°30™ 12’94 +0°51 "™ 10°80+0°90 ¢ 0°013
Espermina (LM) 11709+ 1’61 | 7°64 £ 1’44 6’75+ 1°35 |ns
Cociente Epmd/Espm 1’63 + 0°26 1’81 +£ 0’31 1’84+ 0°16 ns

Tabla 3.VIII. Niveles sanguineos de poliaminas en la poblaciéon hipertensa de Vila-real. Los datos
estan expresados como media = ESM. (ns: no significacion estadistica; Cociente Epmd/Espm: cociente

Espermidina/Espermina). Letras mintisculas diferentes indican diferencias minimas significativas con p<
0°05.

20
18 ——
16
14
12 T O Control
10 o B Hipercolesterolémico
g ] O Estatinas
4 4
o W
0 4
Putrescina Espermidina Espermina Cociente
(microM) (microM) (microM) Epmd/Espm

Poblacion hipertensa, Vila-real

Figura 3.3. Niveles sanguineos de poliaminas en la poblacién hipertensa de Vila-real. Los datos (uM)
estan expresados como media + ESM.

Al fraccionar la poblacion global por sexos, se observa (Tabla 3.IX) que existen
diferencias significativas en los niveles de putrescina entre hombres y mujeres, con
mayores niveles en hombres. Esta diferencia no se observa cuando se fracciona la

poblacion global por grupos, centros o presencia de hipertension arterial.

Putrescina(uM) Espermidina(uM) Espermina(uM) Cociente Epmd/Espm

Hombres 3°38+0°17 12°77 £ 0°62 7°62 £ 0’41 1’80+ 0°09
Mujeres 2’86+0°11 12°29 + 0’60 7’73 £0°52 1’77+0°09
t-test p=0°013 ns ns ns

Tabla 3.IX. Niveles sanguineos de poliaminas de la poblaciéon global, distribuida por sexos. Los
datos estan expresados como media + ESM. (ns: no significacion estadistica; Cociente Epmd/Espm:
cociente Espermidina/Espermina)
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Tampoco se aprecian diferencias en los niveles de ninguna de las tres poliaminas
cuando se fracciona la poblacién en funcion del consumo de tabaco, vino o cerveza, ni
tampoco cuando se consideran los distintos tipos de estatinas, farmacos

antihipertensivos u otros farmacos habituales de los pacientes.

3.2.2. Niveles plasmaticos de Arginina y sus derivados metilados.

Como puede observarse en la Tabla 3.X y en la Figura 3.4, no se observan
diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes grupos de estudio
respecto a los niveles plasmaticos de arginina y/o sus derivados metilados. Los niveles
de arginina, ADMA y SDMA oscilan ligeramente siguiendo un mismo patréon de
comportamiento caracterizado por un descenso de los niveles en el grupo
hipercolesterolémico y su total restauracion en el grupo tratado con estatinas, ambos
referidos al grupo control. A diferencia de lo indicado anteriormente, los niveles mas
altos de L-NMMA se observan en el grupo hipercolesterolémico y los mas bajos en el

grupo tratado con estatinas.

Control Hipercolesterolémico | Estatinas ANOVA
Arginina (uM) 92 +4 89 +4 91+4 ns
ADMA (pM) 0’43 +£0°03 | 0°34+0°03 0’45+ 0°05 | ns*
SDMA (pM) 0°34+£0°04 | 0°29+0°03 0’35+ 0’05 | ns
L-NMMA (pM) 1’05+0°10 | 1’10 £ 0°08 0’83 +0°09 | ns
Cociente Arg/ADMA | 273 + 38 370 £ 42 310+ 67 ns

Tabla 3.X. Niveles plasmaticos de arginina y sus derivados metilados en los grupos de estudio. Los
datos estan expresados como media + ESM. (ADMA: dimetilarginina asimétrica; SDMA: dimetilarginina
simétrica; L-NMMA: L-N°-monometil arginina; ns: no significacién estadistica; (*) p=0’07).

En lo que respecta al nivel de arginina plasmatica, no hay diferencias entre los
grupos de estudio cuando se desglosa la poblacion global en funcién del Centro de
Salud, presencia de hipertension arterial, sexo o consumo de tabaco o alcohol. Tampoco
se observan diferencias significativas cuando la poblacion global se desglosa en funcion

de estos mismos factores.
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Figura 3.4. Niveles plasmaticos de arginina y sus derivados metilados en los grupos de estudio. Los
datos estan expresados como media + ESM. (ADMA: dimetilarginina asimétrica; SDMA: dimetilarginina
simétrica; L-NMMA: L-N°-monometil arginina).

Las niveles de la forma dimetilada y asimétrica de la arginina, ADMA, tampoco
difieren significativamente entre los diferentes grupos de estudio cuando se fracciona la
poblacion en funcién del Centro de Salud, presencia de hipertension arterial, sexo o
consumo de tabaco o alcohol. Sin embargo, cuando la poblacion global se desglosa en
funcion del sexo, se observa (Tabla 3.XI) como los hombres muestran mayores niveles
de ADMA plasmatica que las mujeres (P=0’003). En cambio no existen diferencias
cuando se desglosa esta poblacion global en funcidn de la presencia de HTA, consumo

de tabaco, vino o cerveza, o Centro de Salud de procedencia.
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ADMA plasmatica (uM) t-test
Hombres 0’46 +0°03

Sexo p=0’003
Mujeres 0’33 +0°03
Si 0’38 +£0°03

HTA ns
No 0’41 £0°03
Si 0’44 £ 0°05

Tabaco ns
No 0’38 +£0°02
Si 0’43 £0°04

Cerveza ns
No 0’38 £0°03
Si 0’42 +£0°03

Vino ns
No 0’38 £0°03
Onda 0’39 +£0°04

Centro Salud ns

Vila-real 0’41 +0°03

Tabla 3.XI. Niveles de ADMA (Dimetilarginina asimétrica) plasmaticos de la poblacion global
fraccionada en funcion del sexo, presencia de HTA, consumo de tabaco, alcohol o Centro de Salud.
Los datos estan expresados como media + ESM.(HTA: hipertension arterial, ns: no significacion
estadistica)

Como ya se ha indicado previamente, el comportamiento de la SDMA, dentro de
los grupos de estudio, es el mismo que el de la arginina y su analoga asimétrica ADMA
(Tabla 3.X y Figura 3.4), sin diferencias significativas entre los grupos. En el mismo
sentido, tampoco se observan diferencias significativas entre los grupos control,
hipercolesterolémico e hipercolesterolémico tratado con estatinas cuando se fracciona la
poblacion global en funcién del Centro de Salud, sexo o consumo de tabaco o alcohol.
Sin embargo, cuando se utiliza como variable de fraccionamiento la presencia o
ausencia de hipertension arterial se observa (Tabla 3.XII y Figura 3.5) el distinto
comportamiento de estos dos grupos poblacionales. En los hipertensos, los niveles mas
altos de SDMA corresponden al grupo control, y son significativamente distintos de los
dos grupos hipercolesterolémicos, independientemente del tratamiento o no con
estatinas. En la poblacion normotensa, por el contrario, es el grupo tratado con estatinas
el que presenta los niveles mas altos, con diferencias significativas respecto a los otros

dos grupos de nuestro estudio.
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Control Hipercolesterolémico Estatinas ANOVA
Hipertensos 0’54 +£0°11° 0°31+0°06 025+ 0°05" p=0’045
Normotensos 029 + 0°03° 028 £ 0°04° 0’45 +0°08" p=0’048

Tabla 3.XII. Niveles de SDMA (Dimetilarginina simétrica) plasmaticos en los grupos de estudio
fraccionados por la presencia de hipertension arterial. Los datos estin expresados como media +
ESM. Letras minusculas diferentes indican diferencias minimas significativas con p< 0°05.
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Figura 3.5. Niveles de SDMA (Dimetilarginina simétrica) plasmaticos en los grupos de estudio
fraccionados por la presencia de hipertension arterial. Los datos (uM) estan expresados como media
+ ESM.

El fraccionamiento de la poblacion global en funcion de las diferentes variables
de nuestro estudio muestra como los niveles de SDMA son mayores en el grupo de no

fumadores que en el de fumadores (p=0’014), y en los pacientes procedentes del Centro

de Salud de Onda (p=0’024) (Tabla 3.XIII).

Como ya se indicod previamente (Tabla 3.X y Figura 3.4), los niveles mas
altos de L-NMMA se observan en el grupo hipercolesterolémico y los mas bajos en
el grupo tratado con estatinas, sin alcanzar las diferencias entre ellos significacion
estadistica. Este mismo comportamiento entre los grupos de estudio se observa al
desglosar la poblacion global en funciéon del Centro de Salud, presencia de
hipertension arterial, sexo o consumo de tabaco o alcohol. Sin embargo, el analisis
de la poblacion global (sin fraccionar por grupos de estudio; Tabla 3.XIV) muestra
niveles significativamente mas altos de L-NMMA en la poblaciéon que refiere

consumo de alcohol (p<0’011) y en la procedente del C.S. de Onda (p<0’001).
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SDMA plasmatica (pM) t-test
Hombres  0°34+0°03
Sexo ns
Mujeres 0°32+0°04
Si 0°32+0°03
HTA ns
No 0°31+0°03
Si 024 +0°03
Tabaco p=0°014
No 0°35+0°03
Si 0°35+0°04
Cerveza ns
No 0°30+0°02
Si 0°35+0°03
Vino ns
No 0°29+0°03
Onda 0°37+0°04
Centro Salud p=0°024
Vila-real 0°27+0°02

Tabla 3.XIII. Niveles de SDMA (Dimetilarginina simétrica) plasmaticos en funcion del sexo,
presencia de HTA, consumo de tabaco, alcohol o Centro de Salud. Los datos estdn expresados como
media + ESM. (HTA: hipertension arterial; ns: no significacion estadistica)

L-NMMA plasmatica (nM) t-test

Hombres @ 1’07 +£0°08

Sexo ns
Mujeres 0’95 +£0°06
Si 1’00 £ 0°08

HTA ns
No 1’02 £ 0°07
Si 1’04 +£0°10

Tabaco ns
No 1’01 £0°06
Si 1’18 £0°09

Cerveza p=0’010
No 0’91 +£0°06
Si 1’16 £0°08

Vino p=0’011
No 0’90 £ 0°06
Onda 1’20+ 0°07

Centro Salud p<0’001
Vila-real 0’83 +£0°06

Tabla 3.XIV. Niveles de L-NMMA (L-N®-monometil arginina) plasmatica de la poblacién global
fraccionada en funcion del sexo, presencia de HTA, consumo de tabaco o alcohol o Centro de Salud.
Los datos estan expresados como media + ESM. (HTA: hipertension arterial, ns: no significacion
estadistica)

Respecto al cociente arginina/ADMA, y de acuerdo con el comportamiento
resefiado previamente para los niveles de arginina y ADMA en los diferentes grupos

expeimentales, alcanza su valor méximo en el grupo hipercolesterolémico y el minimo
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en el grupo control. No hay diferencias dentro de los grupos de estudio cuando se
analiza la poblacion global, ni cuando ésta se desglosa en funcion del Centro de Salud,
presencia de hipertension arterial, sexo o consumo de tabaco o alcohol. Sin embargo, tal
y como se muestra en la Tabla 3.XV, el cociente arginina/ADMA es significativamente
mas alto en mujeres que en hombres (p=0’05) cuando se analiza globalmente toda la

poblacién de estudio, sin atender a su fraccionamiento por grupos experimentales.

Cociente t-test
arginina/ADMA
Hombres 271 £33
Sexo p=0°050
Mujeres 379+ 44
Si 353+ 48
HTA ns
No 306 + 34
Si 319 £ 62
Tabaco ns
No 327 + 31
Si 336 +£ 59
Cerveza ns
No 318 +£27
Si 331 +52
Vino ns
No 320+ 29
Onda 360 £ 50
Centro Salud ns

Vila-real 290 + 26

Tabla 3.XV. Cociente arginina/ADMA de la poblacién global fraccionada en funcion del sexo,
presencia de HTA, consumo de tabaco o alcohol o Centro de Salud. Los datos estan expresados como
media + ESM. (HTA: hipertension arterial; ns: no significacion estadistica)

3.2.3. Niveles de nitrato en plasma y orina.

. .. Cociente Nitrato en orina
Nitrato en Nitrito en . . q
lasma (uM) lasma (uM) nitrito/nitrato en (pmol/mmol
P K P K plasma (%) creatinina)
Control 31°55+ 1’71 1’97 +0°14 6’96 £ 0°56 97°20 £ 6°20
Hipercolesterolémico 35’33 +2°73 1’80+ 0°11 6’50 £ 0°58 102°81 £+ 8°40
Estatinas 3653 +3°52 1’73 +£0°14 5’88 + 0’64 101°67 £ 10727
ANOVA ns ns ns ns

Tabla 3.XVI. Niveles de nitrato en plasma y orina en los grupos de estudio. Los datos estan
expresados como media £ ESM. (ns: no significacion estadistica).
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La Tabla 3.XVI resume los resultados obtenidos en las determinaciones de
nitrato y nitrito en los diferentes grupos de nuestro estudio y, como puede observarse,
no existen diferencias significativas en ninguno de estos parametros en relacion a la
presencia de hipercolesterolemia o al tratamiento con estatinas. Respecto al nitrato, los
niveles mas bajos, tanto en plasma como en orina, se observan en el grupo control,
siendo muy similares en los otros dos grupos (Figura 3.6), con una correlacion
excelente entre los niveles plasmaticos y urinarios (r=0°767; p<0’001; para la poblacion
global). Por el contrario, los niveles de nitrito son maximos en el grupo control y
minimos en el grupo tratado con estatinas. En cualquier caso, y tal y como cabia
esperar, los niveles plasmaticos de nitrito son muy inferiores a los de nitrato, no
representando el nitrito mas alla del 7% de la suma de nitrato y nitrito en plasma (Tabla

3.XVI).
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Figura 3.6. Niveles de nitrato en plasma y orina en los grupos de estudio. Los datos (uM en plasma y
puM/pmol de creatinina en orina) estan expresados como media = ESM.

No se observan diferencias entre los grupos de estudio, respecto a los niveles de
ninguno de estos pardmetros, cuando se desglosa la poblacion global en funcion del
Centro de Salud, nimero de determinacion, presencia de hipertension arterial, sexo o

consumo de tabaco o alcohol.
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Sin embargo, cuando la poblacion global (sin fraccionar por grupos de estudio)
se desglosa en funcion de los mismos parametros, se observan diferencias significativas
en el nitrato plasmatico atendiendo a la presencia o no de hipertension arterial
(p=0’003), con niveles mas altos en hipertensos. Para el nitrato urinario se observan
niveles significativamente mas altos en la primera determinacion respecto a la segunda
(p=0’05), y en mujeres respecto a hombres (p=0’006), tal y como se muestra en la
Tabla 3.XVII. Los niveles plasmaticos de nitrito y los del cociente nitrito/nitrato no
difieren significativamente al fraccionar la poblacion global en funcién de ninguna de

las variables analizadas (datos no incluidos en la tabla).

Nitrato orina

Nitrato pl M) t-test t-test
itrato plasma (M) © (pmol/mmol creatinina) e

Primera 36’9 £2°7 109°9 + 8’3

Determinacion ns p=0°050
Segunda 320+ 17 91’0 £4°8
Masculino 33’61 +£2°37 87’53 + 6’80

Sexo ns p=0°006
Femenino @ 35’59 +2°22 114’78 £ 6°97
Si 40°53 £ 3’59 111’42 +£10°38

HTA p=0’003 ns
No 30°86 £ 1°22 94°43 + 473
Si 38’70 £3°22 101’96 £ 5°17

Tabaco ns ns
No 33’15+ 1°88 10070 + 6’60
Si 32°50+£2°89 89’43 + 8’27

Cerveza ns ns
No 36’06 £ 1°92 108’64 + 6’16
Si 33’46 +£2°60 92°40 + 7°78

Vino ns ns
No 35’64 £2°06 108’22 + 6’41
Onda 32’12 +£2°35 97°44 + 8°07

Centro Salud ns ns
Vila-real 37’12 £2°21 104°52 +£5°71

Tabla 3.XVII. Niveles de nitrato en plasma y orina en funcion del nimero de determinacion, sexo,
presencia de HTA, consumo de alcohol o Centro de Salud. Los datos estan expresados como media +
ESM. (ns: no significacion estadistica).
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3.3. PARAMETROS DE DANO OXIDATIVO

3.3.1. Niveles de grupos sulfhidrilo (SH) plasmaticos.

Como se puede observar en la Tabla 3.XVIII y en la Figura 3.7, los niveles
plasmaticos de grupos SH no difieren significativamente entre los tres grupos de nuestro
estudio. Destacar, sin embargo, que en los grupos control y tratado con estatinas los
niveles son similares y cuantitativamente mas altos que los que se observan en el grupo

hipercolesterolémico, no alcanzando las diferencias significacion estadistica.

Grupos SH totales (uM)
Grupo Control 311+9
Grupo Hipercolesterolémico 299 +7
Grupo tratado con estatinas 312+ 9
ANOVA ns

Tabla 3.XVIII. Niveles de grupos sulfhidrilo plasmaticos por grupos de estudio. Los datos estan
expresados como media £ ESM. (ns: no significacion estadistica).
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Figura 3.7. Niveles plasmaticos de grupos sulfhidrilo en funcion de los grupos de estudio. Los datos
(uM) estan expresados como media £ ESM.

Resultados muy similares se observan al comparar los niveles de grupos SH
entre los tres grupos experimentales, tras fraccionar la poblacidon global en funcion del
Centro de Salud de procedencia, nimero de determinacion, sexo, presencia de HTA o
consumo de tabaco o alcohol (Tabla 3.XIX). En general, los niveles mas bajos

corresponden al grupo hipercolesterolémico, y son mas altos en los otros dos grupos
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(control y estatinas). Sin embargo, al igual que ocurria con la poblacion global, las

diferencias no alcanzan, en ningun caso, significacion estadistica.

Al analizar los cambios en los niveles plasmaticos de grupos SH de la poblacion
global (sin fraccionar por grupos de estudio) en funcidn de ciertas variables, se observa
(Tabla 3.XX) como los valores son significativamente mas altos en la segunda
determinacion (p<0’001), pacientes normotensos (p=0’009), fumadores (p=0°006), y en
consumidores de cerveza (p=0’043) o vino (p=0’013). Igualmente, los niveles de grupos
SH en plasma de los pacientes procedentes del Centro de Salud de Onda son
sensiblemente mas altos que los de los pacientes de Vila-real, rozando las diferencias el

limite de significacion estadistica (p=0’056).

Control Hipercolesterolémico Estatinas ANOVA

Onda 313+£11  305+10 340+ 11 ns
Centro Salud

Vila-real 309+13 291 +11 292+12  ns

Primera 289+ 10 274+9 282 +11 @ ns
Determinacion

Segunda 339+12 | 324+10 341 £12 | ns
S Varones 2908 +15  307+11 322+11 ns

exo0

Mujeres 321+10  290+9 298+ 15 ns
T Hipertensos | 285+17 289+10 295+12 ns

Normotensos 31810  305+10 334+ 12 | ns

Si 337+11  328+12 312+19 ns
Tabaco

No 30011  288+9 313+£10 ns

Si 300+23 318+13 328+12 | ns
Cerveza

No 314+9 | 283 +8 299+ 13 ns

Si 320+21 | 311+£10 336 £ 12  ns
Vino

No 307 +£9 282+ 10 295+12  ns

Tabla 3.XIX. Niveles de grupos sulfhidrilo plasmaticos en los grupos de estudio. Comparaciéon por
Centros de Salud, nimero de determinacion, sexo, presencia de hipertension arterial (HTA) o
consumo de tabaco o alcohol. Los datos estan expresados como media + ESM. (ns: no significacion
estadistica).
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Grupos SH totales (uM) t-test
Primera 281 +6
Determinacion p<0’001
Segunda 333+£6

Varones 310+7

Sexo ns
Mujeres 302+ 6
Si 291 +7

HTA p=0’009
No 315+6
Si 326+ 8

Tabaco p=0’006
No 298+ 6
Si 318+ 8

Cerveza p=0°043
No 298+ 6
Si 319+7

Vino p=0°013
No 295+ 6
Onda 315+6

Centro Salud p=0’056

Vila-real 296+ 7

Tabla 3.XX. Niveles de grupos sulfhidrilo plasmaticos de la poblacion global en funcion del nimero
de determinacion, presencia de HTA, consumo de tabaco o alcohol y Centro de Salud. Los datos
estan expresados como media + ESM. (HTA: hipertension arterial; ns: no significacion estadistica).

3.3.2. Niveles plasmaticos de grupos carbonilo proteicos.

La Tabla 3.XXI y la Figura 3.8 resumen los resultados obtenidos en la
determinacion de los niveles plasmaticos de grupos carbonilo proteicos en los tres
grupos de nuestro estudio. Como puede observarse, los dos grupos
hipercolesterolémicos presentan niveles muy similares y significativamente elevados
respecto al grupo de pacientes control. Idéntico resultado se obtiene al comparar los
niveles de grupos carbonilo de los tres grupos de estudio, tras fraccionar la poblacion
global en funcion del Centro de Salud de procedencia de los pacientes, nimero de
determinacion, HTA, sexo o consumo de tabaco o alcohol (Tabla 3.XXII). En todos los
casos, los valores mas altos corresponden a los grupos hipercolesterolémicos (sin
diferencias atribuibles al tratamiento con estatinas) y son significativamente menores en

el grupo control.

No se observan diferencias significativas en los niveles plasmaticos de grupos

carbonilo de la poblacién global (sin fraccionar por grupos de estudio) en funcion del
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nimero de determinacion, sexo, HTA o consumo de alcohol (Tabla 3.XXIII). Sin
embargo, los niveles son significativamente mas altos en el grupo de fumadores

(p=0’021) y en los pacientes procedentes del Centro de Salud de Onda (p=0’038).

Grupos carbonilo
proteicos (uM)

Grupo Control 48°3+3°0°

Grupo Hipercolesterolémico 72°5 + 4°4°

Grupo tratado con estatinas 71’6 £4°1°

ANOVA p<0’001

Tabla 3.XXI. Niveles de grupos carbonilo en proteinas plasmaticas por grupos de estudio dentro de
la poblacién global. Los datos estdn expresados como media £+ ESM. Letras minusculas diferentes
indican diferencias minimas significativas con p< 0°05.

Control Hipercolesterolémico Estatinas ANOVA

Centro Salud Onda 52°6+4'1° 76’7 +3°6 81’7+ 7°0"  p<0’001
entro Salu
Vila-real 43’5+ 44> 673 +£8°7° 64’8 £ 4°7°  p=0’05
Determinacioy  Primera 465+ 472° 740+ 7°5° 68°0+ 6°6* p=0°012
eterminacion
Segunda 50°8 £ 4°4°  70°9 + 4°4° 75°0 £ 5’1" p=0’003
S Varones 46’1 £5°1° 740+ 7°8" 70°3 £5°2°  p=0’023
€X0
Mujeres 5000+3°8" 71’1 +4°1° 73’5+ 6’8"  p=0’001
o Hipertensos 52°6 + 5°5° 752 +4°8° 68’3 £4°9"  p=0’04
Normotensos 47°1+3°6" 70’4+ 6’7 757 £ 7°0°  p=0’004
Tab Si 489+4°1° 88°1+9°%6" 80’3 £ 8’3"  p=0’033
abaco
No 48°1+3°9° 66’8 +3°9° 67’9 £4°6"  p=0’002
c Si 40°6 £ 8°1° 80’4 +8°2° 70°9 £ 5°4*  p=0’018
erveza
No 50°6+3°1°  65°6+4°2° 72°2 £ 6’2" p=0’003
Vi Si 40°1+£5°0° 73’6+ 7°0° 68’8 £ 4’7" p=0’021
ino
No 51°3+3°6° 706 +4°7" 73’9 £ 6°4*  p=0’002

Tabla 3.XXII. Niveles de grupos carbonilo en proteinas plasmaticas en los grupos de estudio.
Comparacion por Centros de Salud, nimero de determinacion, sexo, presencia de hipertension
arterial (HTA) o consumo de tabaco o alcohol. Los datos estan expresados como media = ESM. Letras

minusculas diferentes indican diferencias minimas significativas con p< 0°05.
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Figura 3.8. Niveles plasmaticos de grupos carbonilo proteicos en funcion de los grupos de estudio.
Los datos (uM) estan expresados como media + ESM.

Grupos carbonilo
proteicos (uM) t-test

Primera 64’0+ 4’1

Determinacion ns
Segunda 67°0+2°9
Varones 66’2+ 42

Sexo ns
Mujeres 64°7+2°9
Si 689 +£3°1

HTA ns
No 63’037
Si 74,9+ 6’4

Tabaco p=0°021
No 61’8 £2°5
Si 70°9 £5°0

Cerveza ns
No 61’7+£2°6
Si 66°7 £4°4

Vino ns
No 64’2 £2°9
Onda 70°7 £2°9

Centro Salud p=0’038
Vila-real 60’1 +4°4

Tabla 3.XXIII. Niveles de grupos carbonilo plasméiticos de la poblacién global en funcién del
nimero de determinacion, sexo, presencia de HTA, consumo de tabaco o alcohol y Centro de Salud.
Los datos estan expresados como media + ESM. (ns: no significacion estadistica).

3.3.3. Niveles de hidroperoxidos lipidicos en plasma.

La Tabla 3.XXIV vy la Figura 3.9 resumen los resultados de las determinaciones
de hidroperoxidos lipidicos en plasma en los grupos control, hipercolesterolémico e
hipercolesterolémico tratado con estatinas. Como puede observarse, las diferencias entre
grupos respecto a este pardmetro de dafo oxidativo a lipidos son minimas y carecen, en

todo caso, de significacion estadistica.
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Hidroperoéxidos lipidicos (pM)
Grupo Control 9’44 + 0’37
Grupo Hipercolesterolémico  9°41 + 0’30
Grupo tratado con estatinas 9’26 = 0’29

ANOVA ns

Tabla 3.XXIV. Niveles de hidroperoxidos lipidicos plasmaticos por grupos de estudio. Los datos
estan expresados como media + ESM. (ns: no significacion estadistica).
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Figura 3.9. Niveles plasmaticos de hidropero6xidos lipidicos en funcion de los grupos de estudio. Los
datos estan expresados como media = ESM.

Un comportamiento similar, sin diferencias claras y sistematicas entre los grupos
de estudio, se observa al realizar el analisis fraccionando la poblacién global en funcién

de diferentes variables (Tabla 3.XXYV).

Sin embargo, el andlisis de los niveles de hidroperoxidos lipidicos en plasma de
la poblacién global (sin fraccionar por grupos de estudio) en funcion de ciertas variables
muestra (Tabla 3.XXVI) cémo los niveles de hidroperéxidos lipidicos son
significativamente mas altos en la primera determinacion que en la segunda (p=0’002),
en mujeres que en hombres (p<0’001), y en los no consumidores de cerveza (p=0’015)
o vino (p<0’001) respecto a los consumidores. Las diferencias no son significativas al

fraccionar por la presencia de HTA, consumo de tabaco o Centro de Salud.
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Control Hipercolesterolémico Estatinas ANOVA

C.S.Onda 10’16 £0°50 9’06 + 0°40 8’52+ 0’47 ns
Centro Salud

C.S.Vila-real 862+0°49 9’83 +0’44 9’76 £0°35 ns

Primera 9’78 £0°53 10’13 £ 0’46 9’67+ 0’42 ns
Determinacion

Segunda 897+0°47 865+0°35 8’86+ 0’39 ns
. Varones 9°32+£0°52 806+ 0’33 9’01 £0°30 ns

[5'()

Mujeres 9°52+0°52 | 10’75+ 0’39 9’62 £0°58 ns
T Hipertensos  10°66 0’73 9’63 +£0°43 9’53 +£0°39 ns

Normotensos 9’08 +0°41 9’36 +0°40 891+0°44 ns

Si 8’46+ 0’84  9°32+£0°51 9’84+ 0°47 ns
Tabaco

No 9°79+£0°39  9°52+0°36 9’01 £0°36 ns

Si 10°31+£0°69 856 +0°41 8’59+ 0’39 ns
Cerveza

No 9’18+0°42 10’23 +0°39 9’84 +0°40 ns
. Si 9’82 +£0°68 848 +0’31 8’48+ 0’39 ns

ino
No 9°30+£0°44 10’79 £0°47 9’88+ 0°38 ns

Tabla 3.XXV. Niveles de hidroperdxidos lipidicos plasmaticos en los grupos de estudio.
Comparacion por Centros de Salud, nimero de determinacién, sexo, presencia de hipertension
arterial (HTA) o consumo de tabaco o alcohol. Los datos estan expresados como media + ESM. (ns: no
significacion estadistica).

Hidroperdxidos lipidicos (uM) t-test
Primera 9°91 £0°28
Determinacion p=0"002
Segunda 879+0°23

Masculino 8’66 £ 0°22

Sexo p<0’001
Femenino 10’10 £ 0°28
Si 976 +0°27
HTA ns
No 9’17 +£0°24
Si 9’24 £ 0’35
Tabaco ns
No 9°46 + 0’22
Si 8’85 +£0°28
Cerveza p=0°015
No 9’76 £0°24
Si 8’70+ 0’24
Vino p<0’001
No 9°97 £0°26
Onda 9’27 £0°27
Centro Salud ns

Vila-real 9°48 + 0’25

Tabla 3.XXVI. Niveles de hidroperoxidos lipidicos de la poblaciéon global fraccionada en funcién
del niimero de determinacion, sexo, presencia de HTA, consumo de tabaco o alcohol o Centro de
Salud. Los datos estan expresados como media = ESM. (HTA: hipertension arterial; ns: no significacion
estadistica).
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3.3.4. Material reactivo con acido tiobarbiturico (TBARM) en plasma y orina.

La Tabla 3.XXVII y la Figura 3.10 resumen los niveles de material reactivo
con 4cido tiobarbitirico (TBARM) en plasma y orina de los diferentes grupos
experimentales de nuestro estudio. Como puede observarse en ellas, las diferencias
entre los grupos son muy pequeias y no alcanzan, en ningun caso, significacion
estadistica. Cualitativamente, sin embargo, se aprecia una ligera tendencia a la elevacion
de los niveles de TBARM tanto en plasma como en orina (cuando se expresa en forma
absoluta, no en relacion a la creatinina urinaria) en el grupo hipercolesterolémico
respecto al control o al tratado con estatinas. Indicar que no hemos observado en nuestro

estudio correlacion entre los niveles plasmaticos y urinarios de este parametro.

TBARM en plasma TBARM en orina TBARM en orina
(uM) (nmoles/mmol creatinina) (pM)
Control 41°0+£1°0 0°45+0°03 5’08 £ 0’35
Hipercolesterolémico 42’4 +0’8 0°45+0°02 5’59+ 0°39
Estatinas 41°0+ 1°0 0’39 +0°02 4’79 + 0’38
ANOVA ns ns ns

Tabla 3.XXVII. Niveles del material reactivo con acido tiobarbitiurico (TBARM) en plasma y orina
de los grupos de estudio. Los datos estan expresados como media = ESM. (ns: no significacion
estadistica).

Tampoco se observan diferencias entre los grupos de estudio, respecto a los
niveles plasmaticos o urinarios de TBARM, cuando se desglosa la poblacion global en
funcion del Centro de Salud, nimero de determinacidon, sexo, HTA o consumo de

tabaco o alcohol (resultados no mostrados).

Sin embargo, si se observan diferencias estadisticamente significativas cuando
de forma global (sin fraccionar por grupos de estudio) se desglosa la poblacion
atendiendo a las variables resefiadas (Tabla 3.XXVIII). Comentar que, en todos los
casos, las variaciones de los niveles se aprecian paralelamente en plasma y orina,
aunque las diferencias, en ocasiones, so6lo son estadisticamente significativas en uno u

otro fluido.
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Figura 3.10. Niveles plasmaticos y urinarios de material reactivo con acido tiobarbiturico
(TBARM) en los grupos de estudio. Los datos estan expresados como media + ESM.

Primera
Determinacion

Segunda

Masculino
Sexo

Femenino

Si
HTA

No

Si
Cerveza

No

Si
Vino

No

Onda
Centro Salud

Vila-real

Si
Tabaco

No

TBARM
plasma
(M)
40’1 £0°8
43’4 £ 0’7
41’9+ 0’8
41’3 £0’7
43’1+ 1°0
40°6 £ 06
43’4 £ 09
40°4 £ 0’7
43’0+ 0’8
40°4 + 0’7
45’5+ 0’7
3777+0°5
43’1+ 1°0
41°0+ 0’6

t-test

p=0"002

ns

p=0"028

p=0’006

p=0°014

p<0°01

ns

TBARM orina
(pmoles/mmol
creatinina)
0’43 £0°02
0’43 £0°02
0’41 £0°02
0’45 £0°02
0’45 £0°02
0’42 £0°02
0’45 £0°02
0’42 £0°02
0’44 £ 0°02
0’43 £0°02
0’49 £ 0°02
0’37 £0°02
0’43 £0°02
0’43 £0°02

TBARM
orina (uM)

5’11 +0°29
5’36 +0°36
6’08 + 0’36
4’36 £0°25
4’81 +£0°37
5°51+0°29
6’22 £ 0°43
4’60 £ 0’23
6’06 + 0°40
4’56 + (0’24
5’34 +£0°31
5’12 £0°33
6’50+ 0’51
4’76 + (024

t-test”

ns

p<0°001

ns

p<0°001

p=0°001

ns

p=0001

Tabla 3.XXVIII. Niveles de material reactivo con acido tiobarbitirico (TBARM) en plasma y orina
en funcion del nimero de determinacion, sexo, presencia de HTA, consumo de alcohol o tabaco y
Centro de Salud. Los datos estan expresados como media + ESM. (ns: no significacion estadistica; *:
diferencias referidas a los valores expresados en UM).
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3.4. EFECTOS DEL TIPO DE ESTATINAS SOBRE LOS DIFERENTES
PARAMETROS ESTUDIADOS.

Los resultados presentados hasta el momento muestran cémo los niveles de los
diferentes pardmetros analizados del metabolismo de la arginina y de dafio oxidativo no
difieren significativamente entre los grupos hipercolesterolémico e hipercolesterolémico
tratado con estatinas. Sin embargo, dado que los pacientes bajo tratamiento con
estatinas recibian diferentes tipos y formas comerciales de las mismas (n=10,
Atorvastatina; n=9, Simvastatina; n=3, Pravastatina; y n=1 Fluvastatina), hemos creido
conveniente el fraccionamiento de este grupo de estudio atendiendo a este factor con el
fin de detectar posibles efectos diferenciales del tipo de estatina sobre los pardmetros
estudiados. Hemos restringido este analisis a la comparacion entre Atorvastatina y

Sinvastatina, dado el bajo nimero de pacientes tratados con Pravastatina o Fluvastatina.

Control Hipercolesterolémico | Simvastatina | Atorvastatina t-test
Putrescina (uM) 3°22+£0°22 3’15+0°14 3°04+0°30 2°92+£0°39 ns
Espermidina (nM) 13’8+ 1°0 12’4+ 0°5 10’5+ 1°0 12°0+0°9 ns
Espermina (nM) 7°85+£0°56 7779 £0°51 839+ 1°62 6’30+ 0’43 ns
Cociente Espd/Espm 1’90 £ 0’14 1’75 +0°09 1’49+ 0’18 1’93 £0°12 p=0"05
Arginina (uM) 92+4 89+4 85+5 95+5 ns
ADMA (M) 0’43 +£0°03 0’34 £0°03 0’48 £0°07 0’36 +0°08 ns
SDMA (uM) 0’34 +0°04 029 £0°03 021 +£0°04 0’48 +0°1 p=0°019
L-NMMA (pM) 1°05+0°10 1’10+ 0’08 0°73+0°13 0°88+0°17 ns
Cociente Arg/ADMA 273 +38 370 +42 210+36 448 £ 141 ns
Nitrato plasma (uM) 31’6 +1°7 35°3+2°7 357+ 4°5 31’4+£2°2 ns
Nitrato orina (nM) 1150 + 89 1164 =76 1448 +247 889+ 111 p=0"04
Grupos SH (uM) 311+9 299+7 294+ 17 313+11 ns
Grupos carbonilo (nM) | 48’3 +3°0 72°5+4°4 7006 71 68°0+5°7 ns
Hidroperoéxidos (nM) 9°44 £ 0°37 9’41 £ 0’30 9’41 +£0°40 8’80 +0°52 ns
TBARM plasma (pM) 41°0£1°0 42°4 £ 0’8 40’8+ 1’4 40°3+£1°3 ns
TBARM orina (pM) 5°08 +£0°35 5’59 +0°39 6’09 +0°66 3°45 +0°45 p=0"002

Tabla 3.XXIX. Niveles de los parametros del metabolismo de la arginina y dafio oxidative en
pacientes tratados con Atorvastatina y Simvastatina. Los datos estan expresados como media + ESM.
(Cociente espd/espm: cociente espermidina/espermina; ADMA: dimetilarginina asimétrica; SDMA:
dimetilarginina simétrica; L-NMMA: L-N°-monometil arginina; TBARM: material reactivo con acido
tiobarbiturico; ns: no significacion estadistica).
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Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 3.XXIX en la que también se
incluyen, con fines comparativos, los niveles promedio de los diferentes pardmetros
para los grupos control e hipercolesterolémico. Como puede observarse, solo los niveles
del cociente espermidina/espermina, SDMA, y nitrato y TBARM urinarios difirieron
significativamente al comparar, dentro del grupo de estatinas, los pacientes tratados con

Simvastatina y Atorvastatina.

3.5. CORRELACIONES ENTRE LOS PARAMETROS ANALIZADOS.

Otra forma de evaluar la relacion entre los cambios en los diferentes parametros
analizados en este estudio es mediante el establecimiento entre ellos de correlaciones
biparamétricas. Para realizar estas correlaciones hemos utilizado la totalidad de los
valores experimentales obtenidos para cada parametro en las dos determinaciones
realizadas en los pacientes de cada uno de los grupos de estudio. Las Tablas 3.XXX-
3. XXXVII resumen las correlaciones biparamétricas estadisticamente significativas en
la poblacion global y en los grupos control, hipercolesterolémico e hipercolesterolémico
tratado con estatinas. Al margen de las numerosas correlaciones que se observan entre
los parametros clinicos y/o antropométricos incluidos en nuestro estudio (Tablas
3. XXX y 3.XXXI), comentaremos, fundamentalmente, las que se establecen entre los
diferentes parametros experimentales de dafio oxidativo y metabolismo de la arginina,

asi como su relacioén con el metabolismo lipidico.

3.5.1. Metabolismo lipidico - parametros experimentales de dafio oxidativo y

metabolismo de la arginina.

Como puede observarse en las Tablas 3. XXXII-3.XXXYV, la mayor parte de las
correlaciones significativas de los parametros indicativos del metabolismo lipidico
(colesterol total, HDLc, LDLc, triglicéridos y cociente aterogénico) se establecen con
los parametros de dafio oxidativo, mientras que son muy escasas las correlaciones con el
metabolismo de la arginina. De hecho, en la poblacion global, todos los parametros
analizados de estrés oxidativo se correlacionan, directa o inversamente, con alguno de
los parametros del metabolismo lipidico. Resaltar, en este sentido, que tanto los

triglicéridos como el cociente aterogénico se correlacionan directamente con cuatro de
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los cinco pardmetros estudiados de dafio oxidativo, y que los grupos carbonilo proteicos
se correlacionan fuertemente con todos los pardmetros del metabolismo lipidico a
excepcion del HDLc. Resultados similares se obtienen tras el fraccionamiento de la
poblacion global atendiendo al sexo o al Centro de Salud de procedencia de los
pacientes. Sin embargo, la mayor parte de estas correlaciones no se observan en la

poblacion afecta de HTA (Tabla XXXVIII).

NORMOTENSOS HIPERTENSOS

GruSH | Hidrop | MDApl | MDAor | GruCO | GruSH | Hidrop | MDApl | MDAor | GruCO
Colest | g ns ns ns ;‘:?)’3%)71 ns ns ns ns ;j())’j)izz
HDLc | y5 ns ;:)0’;)213 68 ns ns ns :)==-00,;)23585 ns ns ns
LDLe | pg ns ns ns ;z?)’::)%)’; ns ns ns ns ns
A A o O O O P
C.Ater | pg ns :;?)2})358 :)==(())’,f)(;76 :)Z%Z?)?)Sl ns ns ns ns ns

Tabla 3.XXXVIII. Correlaciones biparamétricas estadisticamente significativas entre los parametros
del metabolismo lipidico y los de dafio oxidativo en la poblacién global. Efecto de la hipertension.
Colest: colesterol total; HDLc y LDLc: colesterol HDL y LDL, respectivamente; TGC: triglicéridos; C.
Ater: cociente aterogénico; GruSH: grupos SH plasmaticos; Hidrop: hidroperdxidos lipidicos; MDApl y
MDAor: malondialdehido plasmatico y urinario, respectivamente; GruCO: grupos carbonilo La cifra
superior representa el coeficiente de correlacion de Pearson (r) y la cifra inferior la significacion estadistica
(p)- (ns: no significacion estadistica).

Destacar que para el colesterol total, parametro utilizado en nuestro estudio para
el establecimiento de los grupos experimentales, solo se observa correlacion con los
grupos carbonilo. Esta correlacion es la Unica que se mantiene en todos los grupos
experimentales (con la excepcion del tratado con estatinas) y tras el fraccionamiento de

la poblacion global por sexos, presencia de HTA o Centros de Salud.

Respecto a las correlaciones entre parametros clinicos y del metabolismo de la
arginina, son escasas y ninguna evidente con los indicadores del metabolismo lipidico
en la poblacion global. Sefialar, s6lo en el grupo hipercolesterolémico, la correlacion
directa entre el colesterol total y el LDLc con el cociente espermidina/espermina.
Resultados similares se observan en pacientes normotensos y al fraccionar la poblacion

global en funcion del sexo o Centro de Salud. Sin embargo, cuando se considera la
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poblacion afecta de HTA (Tabla XXXIX), se observan correlaciones del colesterol
total, LDLc, triglicéridos y cociente aterogénico con pardmetros de las tres vias

metabolicas del metabolismo de la arginina analizadas en nuestro estudio.

HIPERTENSOS

Nitrapl | Nitraor | Putres | Esperd | Esperm | Ed/Em | Argin | NMMA | ADMA | SDMA | A/ADMA
Colest r=-0,388 r=0,353 r=-0,414

ns ns ns ns p=0,021 ns p=0,038 ns ns p=0,023 ns
HDLc | pg ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
LDLc r=0,264 r=-0,342 r=-0,445

ns p=0,031 ns ns p=0,048 ns ns ns ns p=0,016 ns
TGC r=-0,349 r=0,474 r=0,336

ns ns p=0,040 ns ns ns p=0,004 ns ns ns p=0.049
C.Ater r=0,494 r=-0,385

ns ns ns ns ns ns p=0,003 ns ns p=0,039 ns

Tabla 3.XXXIX. Correlaciones biparamétricas estadisticamente significativas entre los parametros
del metabolismo lipidico y del metabolismo de la arginina en pacientes hipertensos. Colest: colesterol
total; HDLc y LDLec: colesterol HDL y LDL, respectivamente; TGC: triglicéridos; C. Ater: cociente
aterogénico; Nitrapl y Nitraor: nitrato plasmatico y urinario; Putres: putrescina; Esperd: espermidina;
Esperm: espermina; Ed/Em: cociente espermidina/espermina; Argin: arginina; NMMA: L-N°-monometil
arginina; ADMA: dimetilarginina asimétrica; SDMA: dimetilarginina simétrica; A/ADMA: cociente
arginina/ADMA. La cifra superior representa el coeficiente de correlacion de Pearson (r) y la cifra inferior
la significacion estadistica (p). (ns: no significacion estadistica).

3.5.2. Daiio oxidativo — metabolismo de la arginina.

La comparacion interna entre los diferentes parametros analizados de dafio
oxidativo muestra que solo los niveles plasmaticos de grupos SH se correlacionan,
directa o inversamente, con todo el resto de pardmetros de estrés oxidativo en la
poblacion global. Sin embargo, la mayor parte de estas correlaciones, al igual que la
inversa que se observa entre el malondialdehido urinario y los hidroperdxidos, se
pierden al fraccionar la poblacién por grupos de estudio o atendiendo al sexo, HTA o
Centro de Salud. Destacar que nuestros resultados no muestran, ni en la poblacion
global ni en ningun subgrupo poblacional, correlacion entre los niveles plasmaticos y

urinarios de malondialdehido.
A diferencia de lo resefiado para los indicadores de daino oxidativo, son

numerosas las correlaciones entre si de distintos metabolitos de la arginina incluidos en

este estudio, a excepcion de los derivados metilados de este aminoacido. Mencionar, en
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primer lugar, la fuerte correlacion directa entre los niveles plasmaticos y urinarios de
nitrato (Figura 3.11), que se mantiene en todos los grupos experimentales y con
independencia de que se fraccione la poblacion global en funcidon del sexo, HTA o
Centro de Salud. También se observan estrechas correlaciones entre los niveles
sanguineos de las tres poliaminas, y de éstas con la arginina, que se van perdiendo en el
grupo hipercolesterolémico y, sobre todo, en el tratado con estatinas. Resaltar, en este
sentido, que la correlacidon inversa entre arginina y espermidina y espermina solo es
significativa en mujeres (Tabla 3.XL). Sefialar, finalmente, que la falta de correlacion
que se observa en la poblacion global y en los grupos de estudio entre los diferentes
derivados metilados de la arginina, se constata al fraccionar la poblacion por sexo, HTA

y Centro de Salud.

grupo
200,00 O control R2 lineal = 0,523
O nipercolest R2 lineal = 0,786 ©
estatinas R2 lineal = 0,329

150,00

100,00—

50,00

Nitrato + nitrito en plasma (micromolar)

R2 lineal = 0,588
0,00

I I I I I I I
0,00 100,00 200,00 300,00 400,00 500,00 600,00

Nitrato urinario (micromoles/mmol
creatinina)

Figura 3.11. Correlacion entre los niveles plasmaticos y urinarios de nitrato en los tres grupos
experimentales y en la poblacion global.

Las correlaciones significativas mencionadas entre metabolitos de la arginina,

como puede observarse (Tablas 3.XXXVI y 3.XXXVII), se establecen

mayoritariamente entre componentes de la misma via metabdlica. Sin embargo, entre
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metabolitos de diferentes vias del aminoacido las correlaciones son muy escasas,
propias de cada grupo experimental, y sin significacion a nivel de la poblacion global. A
nivel de grupos, inicamente en el control existe correlacion (inversa) entre ADMA y los
niveles de espermina y del cociente espermidina/espermina. Asi mismo, sélo en este
grupo, los cocientes espermidina/espermina y arginina/ADMA se correlacionan. En el
grupo hipercolesterolémico aparece una interesante correlacion directa entre los niveles
de espermina y los de nitrato urinario. Finalmente, los niveles de L-NMMA, se
correlacionan inversamente con la espermidina en el grupo hipercolesterolémico, y
directamente con la espermina en el grupo tratado con estatinas. En la poblacion global
normotensa se observa una fuerte correlacion inversa entre los niveles de SDMA vy los

de nitrato plasmatico (r=-0,417; p=0,002) y urinario (r=-0,376; p=0,005).

Hombres | Mujeres HTA No HTA | C.S.Onda | C.S.Vila-real

Putrescina ns ns ns ns ns ns

r=-0,376 r=-0,335 | r=-0,348 r=-0,341
Espermidina ns ns

p=0,015 p=0,02 p=0,035 p=0,025

r=-0,395 | r=-0,483 r=-0,339 r=-0,355
Espermina ns ns

p=0,011 | p=0,005 p=0,040 p=0,020
Ed/Em ns ns ns ns ns ns

Tabla 3.XL. Correlaciones entre arginina y poliaminas sanguineas en funcion del sexo, presencia de
HTA y Centro de Salud. Letra r minuscula indica Coeficiente de correlacion de Pearson; letra p
minuscula indica grado de significacion estadistica. (HTA: hipertension arterial; ns: no significacion
estadistica; Ed/Em: cociente Espermidina/Espermina)

Al considerar los niveles plasmaticos de urea y creatinina, dos pardmetros
clinicos incluidos en nuestro estudio y metabolicamente relacionados con la arginina, se
observa la correlacion inversa entre los niveles de espermina y los de urea. Esta
correlacion (que se refleja de forma directa en el cociente espermidina/espermina), slo
carece de significacion en el grupo hipercolesterolémico (Tabla 3.XXXIV) y al
considerar la poblacion proveniente del Centro de Salud de Onda (Tabla 3.XLI).
Senalar que en tanto en el grupo control como en la poblacion masculina,
exclusivamente, se observa una fuerte correlacion directa entre niveles de urea y de

ADMA (hombres: r=0,433; p=0,003; resultados no incluidos).
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Hombres | Mujeres HTA No HTA | C.S.Onda | C.S.Vila-real
r=0,309
Putrescina ns ns ns ns ns
p=0,024
Espermidina ns ns ns ns ns ns
r=-0,309 | r=-0,412 | r=-0,342 | r=-0,386 r=-0,417
Espermina ns
p=0,041 p=0,005 | p=0,044 | p=0,004 p=0,004
r=0,318 r=0,406 | r=0,347 | r=0,427 r=0,443
Ed/Em ns
p=0,036 | p=0,006 [ p=0,041 | p=0,001 p=0,002

Tabla 3.XLI. Correlaciones entre urea plasmatica y poliaminas sanguineas en funcién del sexo,
presencia de HTA y Centro de Salud. Letra r mintiscula indica Coeficiente de correlacion de Pearson;
letra p mintscula indica grado de significacion estadistica. (HTA: hipertension arterial; ns: no
significacion estadistica; Ed/Em: cociente Espermidina/Espermina).

Por lo que respecta a la creatinina, nuestros resultados indican que sus niveles se
correlacionan directamente con el nitrato plasmatico o inversamente con el nitrato
urinario tanto en la poblacion global como en los distintos grupos experimentales,
exceptuando el grupo control. Similar comportamiento se observa al fraccionar la
poblacion global en funcion del sexo, HTA o Centro de Salud de procedencia de los
pacientes (Tabla 3.XLII). Mencionar, en este sentido, la falta de correlacion entre estos
parametros en la poblacion femenina. Estos resultados para la urea y la creatinina

evidencian la importancia del sexo en la utilizacion metabodlica de la arginina.

Hombres | Mujeres | HTA No HTA | C.S.Onda | C.S.Vila-real
r=0,266 r=0,274 r=0,343
Nitrato plasma ns ns ns
p=0,013 p=0,024 p=0,001
r=-0,265 r=-0,296
Nitrato orina ns ns ns ns
p=0,007 p=0,006

Tabla 3.XLIIL. Correlaciones entre creatinina y nitrato plasmatico y urinario en funcion del sexo,
presencia de HTA y Centro de Salud. Letra r mintscula indica Coeficiente de correlaciéon de Pearson;
letra p minuscula indica grado de significacién estadistica. (HTA: hipertension arterial; ns: no
significacion estadistica).

De la interrelacion entre parametros de dafio oxidativo y metabolismo de la
arginina destacar, en primer lugar, las que se establecen con los niveles de nitrato. En
este sentido se observa una fuerte correlacion directa entre los niveles urinarios de

malondialdehido y nitrato de la poblacion global. Esta correlacion persiste en todos los
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grupos experimentales y al margen del fraccionamiento de la poblacién por sexo, HTA
o Centro de Salud (Figura 3.12). La correlacion inversa entre grupos SH plasmaticos y
niveles de nitrato en plasma y orina que se observa en la poblacion global y en el grupo
control se limita, en el grupo hipercolesterolémico, al nitrato plasmatico,
desapareciendo ambas correlaciones en el grupo tratado con estatinas. Un
comportamiento similar al de los grupos SH se aprecia para el malondialdehido en
plasma. Este se correlaciona inversamente con el nitrato urinario en la poblacion global

y en el grupo control, pero no en los grupos hipercolesterolémicos.

Respecto a las correlaciones entre parametros de estrés oxidativo y niveles de
arginina y poliaminas, nuestros resultados no muestran ninguna evidente que persista
tras el fraccionamiento de la poblacion por grupos de estudio. Destacar, sin embargo, el
particular comportamiento del grupo hipercolesterolémico tratado con estatinas. S6lo en
este grupo, los niveles plasmaticos de hidroperdxidos, malondialdehido 'y,
principalmente, grupos carbonilo, se correlacionan (directa o inversamente) con los
niveles sanguineos de arginina y/o alguna de las poliaminas analizadas, ademas de con

el nitrato urinario (Tabla 3. XXXVII).

20,00 grupo
O control R2 lineal = 0,203
© O hipercolest ~ R2lineal = 0,143
estatinas R2 lineal = 0,205
o
15,00
= o
Kl
©
lo) (o]
5 o ©
1
Q
E 10,00
©
c
=
o
©
°
£
5,00
o8 R2 lineal = 0,16
0,00
I I I I I
0,00 1000,00 2000,00 3000,00 4000,00

nitrato orina (micromolar)

Figura 3.12. Correlacion entre los niveles de urinarios de malondialdehido y nitrato en los tres
grupos experimentales y en la poblacion global.
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Respecto a las escasas correlaciones que se observan a nivel de la poblacion
global entre parametros de dafio oxidativo y derivados metilados de la arginina (Tabla
3. XXXVI) tan solo indicar que reflejan, preferentemente, la situacion del grupo

hipercolesterolémico (Tabla 3.XXXVII).
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POBLACION GLOBAL
Edad IMC Ind C/C Gluc Colest HDLc LDLc TGC C.Ater Ureapl Creatpl PCR Microalb
Edad r=0,444 | r=0,183 | r=0,321 ns ns s s s r=0277 | r=0,191 | r=0,218 ns
p<0,001 | p=0,014 | p<0,001 p<0,001 | p=0,012 | p=0,005
IMC r=0,732 s r=0,348 s r=-0,273 ns s r=0,228 s ns r=0,224 s
p<0,001 p<0,001 p<0,001 p=0,003 p=0,004
Ind C/C r=-0,336 r=0,160 | r=0,230 r=0,229 =0,202
ns ns ns ns p<0,001 ns p=0,037 | p=0,003 ns p=0,003 ns p=0,009
Gluc r=0,546 | r=0,588 s r=0,174 s r=0,174 | r=0235 s s s =0,162 s
p<0,001 | p<0,001 p=0,022 p=0,024 | p=0,002 p=0,036
Colest r=0,361 r=0,925 | r=0,468 | r=0,528
p=0.011 ns ns ns ns p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 ns ns ns ns
HDLc r=-0,342 r=-0,248 | r=-0,725 r=-0,187 r=-0,155
ns ns p=0,019 ns ns ns p=0,001 | p<0,001 ns p=0,015 ns p=0,048
LDLec r=0,319 r=0,827 r=0,282 | r=0,667
p=0.027 ns ns ns p<0,001 ns p<0.001 | p<0,001 ns ns ns ns
TGC r=0,319 r=-0,390 r=0,474 r=0,204
p=0.025 ns ns ns ns p=0,006 ns p<0.001 ns ns ns p=0.009
C.Ater r=0,387 r=0,359 | r=-0,791 r=0,555 r=0,540
p=0,007 ns ns ns p=0,012 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 ns ns ns ns
Ureapl ;ig’?);?) ns ns ns ns ns ns ns ns Ir:g’(l)g; ns ns
) —Yy
Creatpl ns ns lr,j())"(‘)f)g ns ns ns ns ns ns ns ns ns
9
PCR r=0,389 | r=0,418
p=0.006 | p=0,003 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Microalb r=0,780 r=0,404
ns ns ns ns ns ns ns p<0.001 | p=0,005 ns ns ns
GRUPO CONTROL

Tabla 3.XXX. Correlaciones biparamétricas estadisticamente significativas entre los parametros clinicos en la poblacion global y en el grupo control. IMC:
indice de masa corporal; Ind C/C: indice cintura/cadera; Gluc: glucosa; Colest: colesterol total; HDLc y LDLc: colesterol HDL y LDL, respectivamente; TGC:
triglicéridos; C. Ater: cociente aterogénico; Ureapl: urea plasmatica; Creatpl: creatinina plasmatica; PCR: proteina C reactiva; Microalb: microalbuminuria. La cifra

superior representa el coeficiente de correlacion de Pearson (1) y la cifra inferior la significacion estadistica (p). (ns: no significacion estadistica).
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GRUPO HIPERCOLESTEROLEMICO

Edad IMC Ind C/C Gluc Colest HDLc LDLc TGC C.Ater Ureapl Creatpl PCR Microalb
Edad =0,305 =0,370 r=0,304 | r=0,309
p=0,006 ns p=0,001 ns ns ns ns ns p=0,007 | p=0,007 ns ns
IMC r=0231 | r=0,402 r=-0,411 r=0,324 r=0,253
ns p=0,040 | p<0,001 ns p<0,001 ns p=0,004 ns ns p=0,028 ns
Ind C/C | r=0,403 =-0,293 r=0,270 | r=0,308 r=-0,241 | r=0,238
p=0,004 ns ns ns p=0,010 ns p=0,018 | p=0,006 ns ns p=0,037 | p=0,037
Gluc r=0,264
ns ns ns p=0’020 ns ns ns ns ns ns ns ns
Colest r=0,848 | r=0,613 | r=0,445 r=0,268
ns ns ns ns ns p<0.001 | p<0,001 | p<0,001 ns ns ns p=0.018
HDLec =-0,340 =0,331 r=-0,475 | r=-0,264 | r=-0,881 =-0,270
ns ns p=0,022 ns p=0,026 p<0,001 | p=0,020 | p<0,001 ns ns p=0,019 ns
LDLc r=0,361 =0,932 r=0,229 | r=0,669 r=0,278
ns p=0,016 ns ns p<0,001 ns p=0,047 | p<0,001 ns p=0,017 ns ns
TGC =-0,293 N s =0,578 N =-0,353 N r=0,411 N N N =0,365
p=0,048 p<0,001 p=0,017 p<0,001 p=0,001
C.Ater r=0,376 | r=-0,728 | r=0,539 | r=0,484
ns ns ns ns p=0.011 | p<0,001 | p<0,001 | p=0.001 ns ns ns ns
Ureapl =-0,295 =0,275
P! ns ns p=0’044 ns ns ns ns ns ns p=0,016 ns ns
Creatpl ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
PCR ;:g,?)go(s) ns ns ;Zg’(z]z; ns ns ns ns ns ;):3 ’3;)3 ns ns
9 9 9
Microalb r=0,338
ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns p=0,033

GRUPO ESTATINAS

Tabla 3.XXXI. Correlaciones biparamétricas estadisticamente significativas entre los parametros clinicos en los grupos hipercolesterolémico y tratado con
estatinas. IMC: indice de masa corporal; Ind C/C: indice cintura/cadera; Gluc: glucosa; Colest: colesterol total; HDLc y LDLec: colesterol HDL y LDL, respectivamente;
TGC: triglicéridos; C. Ater: cociente aterogénico; Ureapl: urea plasmatica; Creatpl: creatinina plasmatica; PCR: proteina C reactiva; Microalb: microalbuminuria. La
cifra superior representa el coeficiente de correlacion de Pearson (1) y la cifra inferior la significacion estadistica (p). (ns: no significacion estadistica).
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POBLACION GLOBAL
GruSH | Hidrop MDApl | MDAor | GruCO Nitrpl Nitror Putres Esperd | Esperm | Ed/Em Argin NMMA | ADMA SDMA | A/ADMA
Edad r=-0,211 r=0,192
p=0.05 ns p=0.011 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
IMC r=0,275
ns ns p<0.001 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Ind C/C r=-0,223 r=0,283 r=-0,266
ns ns ns p=0,003 ns ns ns ns ns ns ns ns ns p=0,007 ns p=0,012
Gluc ns r=-0,159 | r=0,276 ns r=0315 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
p=0,036 | p<0,001 p<0,001
Colest r=0,449
ns ns ns ns p<0.001 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
HDLc ns ns =Ll ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
p=0,048
LDLc ns ns ns ns Tl ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
p<0,001
TGC r=0,208 r=0,183 r=0,202 r=0,601
p=0.006 ns p=0.016 | p=0,008 | p<0,001 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
C.Ater r=0,156 | r=0,189 r=0,188 r=0,320
ns p=0,042 | p=0.013 | p=0,014 | p<0.001 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Ureapl r=-0,367 | r=0,364
P ns ns ns ns ns ns ns ns ns p<0.001 | p<0,001 ns ns ns ns ns
Creatpl ;):3 ’g 3 3? ns ns ns ns ;:g’lozg ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
k) k)
PCR r=-0,167 | r=0,228 r=0,270 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
p=0,032 | p=0,003 | p<0,001
Microalb

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

Tabla 3.XXXII. Correlaciones biparamétricas estadisticamente significativas entre los parametros clinicos y los experimentales en la poblacion global. IMC:
indice de masa corporal; Ind C/C: indice cintura/cadera; Gluc: glucosa; Colest: colesterol total; HDLc y LDLc: colesterol HDL y LDL, respectivamente; TGC:
triglicéridos; C. Ater: cociente aterogénico; Ureapl: urea plasmatica; Creatpl: creatinina plasmatica; PCR: proteina C reactiva; Microalb: microalbuminuria; GruSH:
grupos SH plasmaticos; Hidrop: hidroperoxidos lipidicos; MDApl y MDAor: malondialdehido plasmatico y urinario; GruCO: grupos carbonilo; Nitrapl y Nitraor: nitrato
plasmatico y urinario; Putres: putrescina; Esperd: espermidina; Esperm: espermina; Ed/Em: cociente espermidina/espermina; Argin: arginina; NMMA: L-N®-monometil
arginina; ADMA: dimetilarginina asimétrica; SDMA: dimetilarginina simétrica; A/ADMA: cociente arginina/ADMA. La cifra superior representa el coeficiente de
correlacion de Pearson (r) y la cifra inferior la significacion estadistica (p). (ns: no significacion estadistica).
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GRUPO CONTROL
GruSH Hidrop MDApl | MDAor GruCoO Nitrpl Nitror Putres Esperd Esperm Ed/Em Argin NMMA ADMA SDMA | A/ADMA
Edad r=0,312 | r=0,288 r=-0,362
ns ns p=0,029 | p=0,044 ns ns p=0,011 ns ns ns ns ns ns ns ns ns
IMC ns ns r=0,338 | r=0,398 ns ns r=-0,332 ns ns ns ns ns r=0,432 ns r=0,409 ns
p=0,018 | p=0,005 p=0,020 p=0,028 p=0,038
Ind C/C ns ns ns r=-0,457 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
p=0,001
Glue r=0,300 r=0,558
ns ns ns ns p=0.036 ns ns ns ns ns ns ns p=0.003 ns ns ns
Colest ns ns ns ns ri0’286 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
p=0,047
HDLc ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
LDLc ns ns ns ns ri0’308 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
p=0,033
TGC ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns r=0,466 ns
p=0,017
C.Ater ns ri0,299 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
p=0,039
Ureapl r=-0,448 | r=0,592 r=0,526 r=-0,415
ns ns ns ns ns ns ns ns ns p=0,025 | p=0,002 ns ns p=0,007 ns =0,039
Creatpl r=-0,317 r=-0,330 r=-0,330
p=0,028 ns p=0,022 ns p=0,022 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
PCR r=0,299 | r=-0,289
ns ns p=0.039 | p=0,047 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Microalb r=0,500 r=0,394 r=0,466
ns ns ns ns ns ns ns p=0.008 ns p=0.042 ns ns ns ns p=0.016 ns

Tabla 3.XXXIII. Correlaciones biparamétricas estadisticamente significativas entre los parametros clinicos y los experimentales en el grupo control. IMC:
indice de masa corporal; Ind C/C: indice cintura/cadera; Gluc: glucosa; Colest: colesterol total; HDLc y LDLc: colesterol HDL y LDL, respectivamente; TGC:
triglicéridos; C. Ater: cociente aterogénico; Ureapl: urea plasmatica; Creatpl: creatinina plasmatica; PCR: proteina C reactiva; Microalb: microalbuminuria; GruSH:
grupos SH plasmaticos; Hidrop: hidroperoxidos lipidicos; MDApl y MDAor: malondialdehido plasmatico y urinario; GruCO: grupos carbonilo; Nitrapl y Nitraor: nitrato
plasmatico y urinario; Putres: putrescina; Esperd: espermidina; Esperm: espermina; Ed/Em: cociente espermidina/espermina; Argin: arginina; NMMA: L-N°-monometil
arginina; ADMA: dimetilarginina asimétrica; SDMA: dimetilarginina simétrica; A/ADMA: cociente arginina/ADMA. La cifra superior representa el coeficiente de
correlacion de Pearson (r) y la cifra inferior la significacion estadistica (p). (ns: no significacion estadistica).
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GRUPO HIPERCOLESTEROLEMICO

GruSH Hidrop MDApl | MDAor GruCoO Nitrpl Nitror Putres Esperd Esperm Ed/Em Argin NMMA ADMA SDMA | A/ADMA
Edad ns ns r=0,260 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
p=0,022
IMC ns ns ri0’325 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
p=0,004
Ind C/C r=0,382 r=0,260
ns p=0.001 ns p=0.022 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Glue r=-0,299 | r=0,257
ns p=0,008 | p=0,024 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Colest ;:00”20‘;; ns ns ns ;:g:‘(‘)ﬁ ns ns ns ns ns ;ng]g; ns ns ns ns ns
HDLc ns ns =12l ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
p=0,034
LDLc r=-0,330 | r=0,350
ns ns ns ns ns ns ns ns ns p=0,043 | p=0,031 ns ns ns ns ns
TGC ;:00”30'1); ns ns ;Zg:ﬁgg ;:g:(ﬁ)‘(‘)i ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
C.Ater r=0,245 r=0,228
ns ns ns p=0.031 | p=0.044 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Ureapl ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ri0’346 ns ns ns ns
p=0,031
Creatpl 1;)==-'l)) ’g 25 ,‘7‘ ns ns ns ns ;:00’30'1)2 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
k) k)
PCR ns ri0,291 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
p=0,011
Microalb r=0,294 r=0,249
ns ns ns p=0,009 | p=0,029 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Tabla 3.XXXIV. Correlaciones biparamétricas estadisticamente significativas entre los parametros clinicos y los experimentales en el grupo
hipercolesterolémico. IMC: indice de masa corporal; Ind C/C: indice cintura/cadera; Gluc: glucosa; Colest: colesterol total; HDLc y LDLc: colesterol HDL y LDL,
respectivamente; TGC: triglicéridos; C. Ater: cociente aterogénico; Ureapl: urea plasmatica; Creatpl: creatinina plasmatica; PCR: proteina C reactiva; Microalb:
microalbuminuria; GruSH: grupos SH plasmaticos; Hidrop: hidroperoxidos lipidicos; MDApl y MDAor: malondialdehido plasmatico y urinario; GruCO: grupos
carbonilo; Nitrapl y Nitraor: nitrato plasmatico y urinario; Putres: putrescina; Esperd: espermidina; Esperm: espermina; Ed/Em: cociente espermidina/espermina; Argin:
arginina;, NMMA: L-NC-monometil arginina; ADMA: dimetilarginina asimétrica; SDMA: dimetilarginina simétrica; A/ADMA: cociente arginina/ADMA. La cifra
superior representa el coeficiente de correlacion de Pearson (1) y la cifra inferior la significacion estadistica (p). (ns: no significacion estadistica).
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GRUPO ESTATINAS
ru. idrop p or ru itrp! itror utres sper sperm m rgin
GruSH Hid MDApl MDA« GruCO Nitrpl Ni P E d E Ed/E Argi NMMA ADMA SDMA | A/ADMA
Edad r=-0,305 ns ns ns ns ns ns ns r=-0,477 ns r=-0,433 ns r=-0,471 ns r=-0,474 ns
p=0,042 p=0,019 p=0,035 p=0,027 p=0,030
IMC ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Ind C/C ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns r=-0,463
p=0,026
Gluc s ns r=0,441 ns r=0,439 s r=0,299 ns ns ns r=-0,454 | r=-0,423 ns ns s ns
p=0,002 p=0,002 p=0,044 p=0,026 | p=0,044
Colest ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
HDLc ;:00”30;2 ::3”3;20 ns ;ng)gz ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ;gﬁ?
LDLc ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
TGC r=0,535 r=0,519
ns ns ns ns p<0.001 ns ns ns ns ns ns ns ns p=0.011 ns ns
C.Ater ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Ureapl =-0,957 r=-0,490
ns p=0,011 ns ns ns ns ns ns ns p=0,015 ns ns ns ns ns ns
Creatpl ns ns ns ns ns ns r=_-0,308 ns ns ns ns ns ns ns ns ns
p=0,037
PCR r=0,467 r=0,460 | r=-0,439
ns ns p=0,001 ns ns ns ns ns ns p=0,027 | p=0,036 ns ns ns ns ns
Microalb ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Tabla 3.XXXV. Correlaciones biparamétricas estadisticamente significativas entre los parametros clinicos y los experimentales en el grupo
hipercolesterolémico tratado con estatinas. IMC: indice de masa corporal; Ind C/C: indice cintura/cadera; Gluc: glucosa; Colest: colesterol total; HDLc y LDLec:
colesterol HDL y LDL, respectivamente; TGC: triglicéridos; C. Ater: cociente aterogénico; Ureapl: urea plasmatica; Creatpl: creatinina plasmatica; PCR: proteina C
reactiva; Microalb: microalbuminuria; GruSH: grupos SH plasmaticos; Hidrop: hidroperoxidos lipidicos; MDApl y MDAor: malondialdehido plasmatico y urinario;
GruCO: grupos carbonilo; Nitrapl y Nitraor: nitrato plasmatico y urinario; Putres: putrescina; Esperd: espermidina; Esperm: espermina; Ed/Em: cociente
espermidina/espermina; Argin: arginina; NMMA: L-N®-monometil arginina; ADMA: dimetilarginina asimétrica; SDMA: dimetilarginina simétrica; A/ADMA: cociente
arginina/ADMA. La cifra superior representa el coeficiente de correlacion de Pearson (r) y la cifra inferior la significacion estadistica (p). (ns: no significacion
estadistica).
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POBLACION GLOBAL

GruSH | Hidrop MDApl | MDAor | GruCO Nitrpl Nitror Putres Esperd | Esperm | Ed/Em Argin NMMA | ADMA SDMA | A/ADMA
GruSH =0,179 | r=0,171 | r=0,152 | r=0,165 | r=-0,196 | r=-0,194 =0,258
p=0,019 | p=0,025 | p=0,047 | p=0,031 | p=0,010 | p=0,011 ns ns ns ns ns ns p=0,015 ns ns
Hidro r=-0,445 r=0,426 r=-0,501 r=-0,393 | r=-0,366
P " " p=0,011 s " s " s p=0,017 " p=0,004 " " p=0,029 | p=0,043
MDApl ns ns ns ns ns r=-0,157 ns ns ns ns ns ns ns ns ns
p=0,038
MDAor r=-0,755 r=0,400 r=0,247
ns p=0,019 ns ns ns p<0,001 ns ns ns ns ns p=0,022 ns ns ns
GruCoO ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Nitrpl r=-0,401 r=0,767
P p=0,004 ns ns ns ns p<0.001 ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Nitror | r=0,393 r=-0,360 | r=0,450 r=0,723
p=0,005 ns p=0,011 | p=0,001 ns p<0,001 ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Putres r=0,410 r=0,226
ns ns ns ns ns ns ns p<0.001 | p=0.032 ns ns ns ns ns ns
Esperd r=0,436 r=0,387 | r=0375 | r=-0,339
Y ns ns ns ns ns ns ns p=0,023 p<0,001 | p<0.001 | p=0,002 ns ns ns ns
Esperm r=0,424 r=0,634 | r=-0,337
Y ns ns ns ns ns ns ns ns p=0,028 p<0,001 | p=0,002 ns ns ns ns
Ed/Em r=0,416 r=0,462 | r=-0,573
ns p=0,031 ns ns ns ns ns ns p=0.015 | p=0,002 ns ns ns ns ns
Argin ns ns ns ns ns ns ns ns sl ns ns ns ns ns ns
p=0,041
NMMA ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
ADMA r=-0,413 | r=0,627 r=-0,712
ns ns ns ns ns ns ns ns ns p=0.045 | p=0.001 ns ns ns p<0,001
SDMA ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
A/ADMA r=-0,475 r=-0,824
ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns p=0,019 ns ns p<0,001 ns
GRUPO CONTROL

Tabla 3. XXXVI. Correlaciones biparamétricas estadisticamente significativas entre los parametros experimentales en la poblacion global y en el grupo control.
GruSH: grupos SH plasmaticos; Hidrop: hidroperoxidos lipidicos; MDApl y MDAor: malondialdehido plasmatico y urinario; GruCO: grupos carbonilo; Nitrapl y
Nitraor: nitrato plasmatico y urinario; Putres: putrescina; Esperd: espermidina; Esperm: espermina; Ed/Em: cociente espermidina/espermina; Argin: arginina; NMMA: L-
N°-monometil arginina; ADMA: dimetilarginina asimétrica; SDMA: dimetilarginina simétrica; A/ADMA: cociente arginina/ADMA. La cifra superior representa el
coeficiente de correlacion de Pearson (r) y la cifra inferior la significacion estadistica (p). (ns: no significacion estadistica).
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GRUPO HIPERCOLESTEROLEMICO

GruSH | Hidrop MDApl | MDAor | GruCO Nitrpl Nitror Putres Esperd | Esperm | Ed/Em Argin NMMA | ADMA SDMA | A/ADMA
GrusH r=0242 | r=-0,258 r=0,332
ns ns ns p=0,033 | p=0,023 ns ns ns ns ns ns ns p=0,039 ns ns
Hidrop 1::-3 ’3 59 g ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
9
MDApl ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns r=0,328
p=0,042
MDAor r=0,379 r=0,388
ns ns ns ns ns p=0,001 ns ns ns ns ns p=0,016 ns ns ns
GruCoO ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Nitrpl r=0,887
P ns ns ns ns ns p<0.001 ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Nitror r=0,460 | r=0395 | r=0,715 =0,367
ns ns ns p=0,001 | p=0,007 | p<0,001 ns ns p=0,022 ns ns ns ns ns ns
Putres r=-0,435 r=0,422
ns p=0,034 ns ns p=0,040 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Esperd r=0,565 r=0,519 1=0,468 r=0,351 | r=0339
s s s s p=0,004 s s p=0,009 p=0,003 s p=0,031 | p=0,040 s s s
Esperm r=0,992 | r=0,507 r=0,538 r=-0,658 | r=-0,386
ns p=0.008 | p=0.011 ns p=0,007 ns ns ns ns p<0,001 | p=0,017 ns ns ns ns
Ed/Em r=-0,942 r=-0,755
ns p=0,050 ns ns ns ns ns ns ns p<0,001 ns ns ns ns ns
Arein r=-0,470 r=-0,540
g ns ns p=0,024 ns p=0,008 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
NMMA ns ns ns ns ns ns ns ns ns ity ns ns ns ns ns
p=0,041
ADMA r=-0,713
ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns p<0,001
SDMA ri0’464 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
p=0,039
A/ADMA r=-0,415 =0,647
ns p=0,049 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns p=0,001 ns
GRUPO ESTATINAS

Tabla 3.XXXVII. Correlaciones biparamétricas estadisticamente significativas entre los parametros experimentales en los grupos hipercolesterolémico y
tratado con estatinas. GruSH: grupos SH plasmaticos; Hidrop: hidroperoxidos lipidicos; MDApl y MDAor: malondialdehido plasmatico y urinario; GruCO: grupos
carbonilo; Nitrapl y Nitraor: nitrato plasmatico y urinario; Putres: putrescina; Esperd: espermidina; Esperm: espermina; Ed/Em: cociente espermidina/espermina; Argin:
arginina; NMMA: L-N%monometil arginina; ADMA: dimetilarginina asimétrica; SDMA: dimetilarginina simétrica; A/ADMA: cociente argininas/ADMA. La cifra
superior representa el coeficiente de correlacion de Pearson (r) y la cifra inferior la significacion estadistica (p). (ns: no significacion estadistica).
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DISCUSION
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5. DISCUSION

Numerosos y recientes estudios relacionan, aunque con resultados dispares, a la
arginina y algunos de sus metabolitos bioldgicamente activos con los factores de riesgo
cardiovascular (Eid HM y cols, 2003; Boger RH y cols, 1998b). La mayor parte de estos
estudios refieren al 6xido nitrico (NO), producto directo de la accion de las 6xido nitrico
sintasas sobre la arginina, con importantes acciones vasodilatadoras, neurotransmisoras,
antiproliferativas, antimicrobianas y antitumorales. Alteraciones en la sintesis y/o
actuacion del NO han sido constatadas en la diabetes, HTA e hipercolesterolemia (Duan

J y cols, 2000; Pacher P y cols, 2007).

Los mecanismos bioquimicos propuestos para explicar las alteraciones de la
funcionalidad del NO en estas patologias son multiples, diversos y no mutuamente
excluyentes (Duan J y cols, 2000; Pacher y cols, 2007). Asi se han sugerido desde
deficiencias en la arginina precursora, hasta la inactivacion excesiva del NO por
condiciones prooxidantes, pasando por la acumulacion de derivados metilados de la
arginina con capacidad para inhibir la sintesis del NO. Con independencia de los
mecanismos, la falta de sintesis y/o actuaciéon del NO se presume una de las causas
principales que favorecerian la vasoconstriccion y proliferacion celular excesivas que

conducirian a la disfuncidon endotelial que subyace a la patologia cardiovascular.

Pero las patologias de riesgo cardiovascular son enfermedades complejas en las
que existe, también, un estrés oxidativo aumentado con mayor produccion de radicales
libres del oxigeno y disminucién de defensas antioxidantes. Los radicales libres
contribuyen a la disfuncion endotelial y provocan una alteracion de la funcion
vasoreguladora del endotelio ya que afectan al transporte a través de las membranas,
aumentan la liberacion de prostanoides vasoconstrictores y factores de crecimiento
sensibles a ROS, provocan contracciones en el musculo liso vascular e inactivan,
también, el NO, conduciendo a una excesiva vasoconstriccion. Numerosos trabajos
experimentales indican también que las lipoproteinas oxidadas intervienen en la
disfuncion endotelial, anulando el efecto vasodilatador del NO, incluso en ausencia de
cambios anatomicos importantes en la pared. Ademads, el dafio inferido por el estrés

oxidativo a lipidos, proteinas y acidos nucleicos puede comprometer su funcionalidad y
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producir, por mecanismos diversos, dafio tisular. De hecho, algunas de estas
alteraciones se han relacionado con el dafio vascular en la progresion de la
arteriosclerosis e, incluso, en la apoptosis. (Pennathur S y Heinecke JW, 2007;

Gutierrez J y cols, 2006; Birukov KG, 2006; Santaolaria M, 2001; Meneu V, 2000).

Al igual que se ha mencionado para las alteraciones del metabolismo de la
arginina, los mecanismos bioquimicos presumiblemente relacionados con la
hiperproduccién de ROS en las patologias de riesgo cardiovascular son diversos y no
excluyentes. Es posible que el propio descenso en la biosintesis de NO, caracteristico de
las etapas iniciales de la disfuncion endotelial, permita un aumento de la expresion
regulada por citoquinas de moléculas de adhesion que faciliten la adhesion de
neutrdfilos al endotelio, la agregacion plaquetaria y la proliferacion de células del
musculo liso, eventos clave en el desarrollo de arteriosclerosis (Sydow K y Miinzel T,
2003; Rosenson RS, 2004; Hayashi T y cols, 2006). La acumulacion de células de la
inflamacién puede aumentar el nivel de estrés oxidativo ya que son una rica fuente de
radicales superoxido. Otros eventos desencadenantes de la hiperproduccion temprana de
ROS serian la activacion de NF-kB y de sistemas enzimdticos generadores de
superoxido como la NADP(H) oxidasa, sensibles al estado redox (Rojas A y cols,
2006); otra fuente de superdxido seria la actividad de la eNOS “desacoplada”. Por lo
tanto, al margen de los mecanismos que inicien la cascada patogénica de
hiperproduccion de ROS, las evidencias experimentales apuntan a su mas que probable

interrelacion con las alteraciones de la via del NO en las mencionadas patologias.

En un intento por contribuir a elucidar la compleja relacion entre metabolismo
de la arginina, estrés oxidativo y disfuncién endotelial que acompana a las patologias de
riesgo cardiovascular, estudios previos de nuestro grupo de investigacion han evaluado
estos procesos en modelos animales de diabetes, asi como en pacientes afectos de
diabetes e hipertension arterial (Meneu V, 2000; Santaolaria M, 2001; Garcia MD,
2001). En esta ocasién hemos centrado nuestro estudio en un tercer factor de riesgo
cardiovascular, la hipercolesterolemia. Su elevada prevalencia y su fuerte asociacién

con la morbi-mortalidad cardiovascular justifican sobradamente su eleccion como base
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de nuestro estudio (Kannel WB y cols, 1971; Martin MJ y cols, 1986; Assman G y cols,
1998).

Nuestra aproximacion experimental ha consistido en analizar, en muestras
poblacionales humanas, las repercusiones bioquimicas que la hipercolesterolemia
produce sobre diferentes parametros indicadores del metabolismo de la arginina y el
estrés oxidativo. Al mismo tiempo se ha evaluado la posible repercusion que sobre estos
procesos tendria el tratamiento con estatinas, farmacos hipolipemiantes por excelencia,
a las que se han atribuido propiedades antiaterosclerodticas y antioxidantes al margen de
su funcion hipolipemiante (Marketou ME y cols, 2006; Mason RP y cols, 2005; Thomas
MK y cols, 2006; Resch U y cols, 2006). De forma didactica discutiremos en primer
lugar los resultados del metabolismo de la arginina y, posteriormente, el dafio
provocado en las moléculas bioldgicas por el estrés oxidativo. De forma simultanea

comentaremos la influencia de las estatinas sobre cada parametro.

5.1. Hipercolesterolemia y metabolismo de la arginina

L-ARGININA
Sintesis de urea
“H,N NH, , . ;e re .
\C/ Sintesis de 6xido nitrico
TH Sintesis de poliaminas
CH,
| Sintesis de proteinas
CH,
C|H2 Sintesis de creatina
C|H P . / .
N Sintesis de péptidos
“H3;N C——o0
(|,- Liberacion de hormonas

Figura 5.1: Estructura quimica y funciones metabdlicas y fisiologicas de la arginina.
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5.1.1. Hipercolesterolemia y produccion de éxido nitrico

Uno de los principales compuestos vasoactivos, antiproliferativos y
antitromboticos liberados por el endotelio vascular es el NO, un radical libre, derivado
gaseoso ¢ inestable del nitrogeno sintetizado a partir de la arginina (Figura 5.1) por
accion de las NOSs (Lowenstein CJ y cols, 1994; Knowles R, 1994). Alteraciones de la
funcionalidad del NO han sido ampliamente referidas tanto en la diabetes como en la
HTA (Liischer TF y cols, 1993; Panza JA y cols, 1995; Williams SB y cols, 1996) e
hipercolesterolemia (Kuwai T y Hayashi J, 2006; Naseem KM, 2005; Kawashima S y
Yokoyama M, 2004; Stokes KY y cols, 2002).

Como el NO es un compuesto muy labil se suelen medir sus metabolitos finales
estables, nitrito y/o nitrato (Wennmalm A y cols, 1993). En los estudios in vitro
normalmente se mide nitrito. In vivo, como casi todo el nitrito es oxidado a nitrato por
la oxihemoglobina eritrocitaria (Moshage H y cols, 1995; Eich RF y cols, 1996), nitrito
y nitrato guardan una relacion variable y s6lo la suma de ambos se considera indicativa
de la produccion global de NO en el organismo. En cualquier caso, de acuerdo con
nuestras determinaciones, y tal y como cabia esperar, los niveles plasmaticos de nitrito
son muy inferiores a los de nitrato, no representando el nitrito mas alla del 7% de la
suma de nitrato y nitrito en plasma. Nosotros hemos cuantificado tanto el nitrito como el
nitrato en plasma y orina aunque, con fines practicos, sélo hemos utilizado la suma de
ambos metabolitos. Aunque las determinaciones las hemos realizados algunas semanas
después de la extraccion no es probable que éste sea un motivo de variabilidad, ya que
estd demostrada su estabilidad en plasma congelado al menos durante un afio (Moshage
H y cols, 1995). Esta afirmacién es igualmente valida para la orina, segin hemos
comprobado nosotros experimentalmente. La validez del procedimiento analitico
utilizado para la cuantificacion ha sido recientemente refrendada por Marzinzing M y
cols (1997). De hecho, los niveles plasmaticos y urinarios de nitrato obtenidos en
nuestro estudio se hallan completamente dentro del rango de valores descritos en
multiples estudios (Forte y cols, 1997; Tanaka S y cols, 1997; Surdacki y cols, 1999),
incluidos los de nuestro propio laboratorio (Meneu V, 2000; Santaolaria M, 2001;

Garcia MD, 2001).
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Destacar de nuestras determinaciones de nitrato, en primer lugar, la excelente
correlacion directa observada entre los niveles plasmaticos y urinarios de este
metabolito final del NO en los tres grupos experimentales estudiados, que se mantiene
igualmente cuando se fracciona de forma global la poblacion en funcion del sexo, HTA
o Centro de Salud. Estas correlaciones confirman y extienden los resultados previos de
nuestro laboratorio (Meneu V, 2000; Santaolaria M, 2001) y sugieren la posibilidad de
utilizar indistintamente las determinaciones plasmaticas o urinarias para evaluar la

produccion de NO en humanos.

Nuestro estudio no ha revelado diferencias significativas en los niveles
plasmaticos o urinarios de nitrato en relacioén con la presencia de hipercolesterolemia o
al tratamiento con estatinas. En todo caso, los niveles mas bajos corresponden, tanto en
plasma como en orina, al grupo control y son muy similares en los otros dos grupos. Por
lo tanto, nuestros resultados no apoyan, tal y como se ha propuesto (Feron O y cols,
1999; Boger RH y cols, 2004), una disminucion de la produccion de NO en la
hipercolesterolemia como base explicativa de la anormal relajacion vascular endotelio-
dependiente que acompaiia a esta patologia (Stroes ES y cols, 1995, Pacher P y cols,
2007). Por el contrario, nuestros resultados abogarian en favor de la propuesta
disminucién de la actividad del NO, quizds debida a su excesiva inactivacion por
radicales libres. Asi, Ohara Y y cols (1993) han descrito para la hipercolestrolemia un
aumento de la produccion endotelial de superoxido, probablemente via xantina oxidasa,
que promoveria la degradacion del NO formando peroxinitrito. Este, a su vez,
aumentaria el dafo vascular directa o indirectamente al generar radicales hidroxilo
(Beckman JS y cols, 1990). De acuerdo con esta posibilidad nuestros resultados
muestran, para todos los grupos, una excelente correlacion entre los niveles urinarios de
nitrato y de TBARM, uno de los marcadores mas ampliamente utilizados de

peroxidacion lipidica (véase mas adelante).

Pero nuestros resultados, que muestran niveles de nitrato ligeramente superiores
en los grupos hipercolesterolémicos, son también compatibles con los observados por
Minor y cols que describen un aumento en la produccion de 6xidos de nitrogeno en

aorta de conejos hipercolesterolémicos (Minor RL y cols, 1990). Debemos tener en
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cuenta que, a pesar de la importancia fisiologica del NO vascular, no ha podido
establecerse su contribucion cuantitativa a los niveles plasmaticos y urinarios de nitrato
que reflejan, en todo caso, el equilibrio entre su eliminacién y la produccion de NO por
una gran variedad de tipos celulares (Tanaka S y cols, 1997). Ademas, como ha sido
ampliamente constatado, variaciones en la ingesta dietaria de nitrato pueden afectar de
forma importante sus niveles (sobre todo en orina), y contribuir de forma decisiva a
enmascarar pequefios cambios cuantitativos en la produccion endoégena de NO (Tanaka
S y cols, 1997). Nosotros hemos tratado de minimizar la contribucion dietaria tomando
las muestras de plasma y orina tras un periodo minimo de ayuno de 10 horas (Tanaka S
y cols, 1997), pero no podemos asegurar que la hayamos eliminado totalmente si
consideramos las habituales prescripciones dietéticas recomendadas en los pacientes
hipercolesterolémicos. Un efecto sensible de los habitos nutricionales sobre los niveles
de nitrato estaria apoyado por nuestra observacion de que el nitrato urinario difiere
significativamente (p=0’05) entre las dos determinaciones realizadas en nuestro estudio,

separadas temporalmente por un periodo de seis meses.

Al desglosar la poblacion global de nuestro estudio en funcion de la presencia de
HTA se observan niveles significativamente mas altos (p=0’003) de nitrato plasmatico
en la poblacion hipertensa. Este resultado confirma observaciones previas de nuestro
grupo sobre poblaciones diabéticas e hipertensas indicativas de elevaciones de nitrato
plasmatico cuando coexistian diabetes y/o hipertension arterial con hipercolesterolemia
(Meneu V, 2000; Santaolaria M, 2001). Al igual que ya hemos comentado para la
hipercolesterolemia, los estudios realizados hasta el momento no han permitido
establecer los efectos de la HTA sobre los niveles plasmaticos y/o urinarios de nitrato y,
por extrapolacion, con la sintesis de NO (Higashino H y cols, 2007). Sin embargo si
disponemos de ciertas observaciones coincidentes con nuestros resultados
experimentales. Asi, se ha descrito asociacion positiva entre niveles de nitrato y valores
de presion arterial en humanos (Li R y cols, 2004) y elevacion plasmatica de nitrato en
ratas espontdneamente hipertensas (Okamoto K y cols, 1974) y en pacientes hipertensos
afectos, ademas, de otras patologias de riesgo cardiovascular como dislipemia o
diabetes (Akarasereenont P y cols, 2001; Higashino H y cols, 2007). Por lo tanto,

aunque la hipercolesterolemia de forma aislada no modifique sensiblemente los niveles
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de nitrato, si podria incrementarlos al solaparse con HTA, DM u otros factores de RCV

(Higashino H y cols, 2007).

Respecto a las posibles causas de la elevacion de nitrato (hiperproduccion de
NO) bajo condiciones de elevado RCV, se han apuntado diferentes posibilidades. Asi,
podria ser debida al ya comentado efecto antioxidante de ciertos farmacos
antihipertensivos como los IECAs que, segun indican ciertos estudios, ademas de
inhibir la enzima convertidota de angiotensina (ECA), impiden la degradacién de
bradiquinina, con propiedades vasodilatadores y antiproliferativas mediadas en parte
por su efecto estimulador de la liberacién de NO por el endotelio (Hornig y cols, 1997).
Al margen de la ECA, la angiotensina II estimula la generacion de O, por la NAD(P)H
oxidasa, que reacciona rapidamente con el NO para formar peroxinitrito, y este ultimo
puede oxidar al 4cido araquidonico para formar isoprostanos, con potentes efectos
vasoconstrictores y antinatriuréticos (Taddei S y cols, 1993). Adicionalmente, la
liberacion de NO por parte de la iNOS podria incrementarse como consecuencia de la
aceleracion de los procesos inflamatorios y aterosclerdticos en estos pacientes (Hayashi

T y cols, 2006; Higashino H y cols, 2007)

Resenar también respecto a los niveles de nitrato que, analizados de forma
global, son significativamente mas altos en mujeres que en hombres (p=0’006 para la
orina). Este hecho podria estar relacionado con la elevacion significativa en la poblacion
masculina de ADMA (p=0’003 en nuestro estudio), un potente inhibidor de la
biosintesis de NO (véase mas adelante; Boger RH y cols, 2000; Boger RH, 2003; Eid
HM vy cols, 2003), y con el ampliamente descrito efecto protector de los estrogenos

sobre el endotelio (Hayashi T y cols, 2006; Jaubert AM y cols, 2007).

Diversos trabajos relacionan los efectos vasoprotectores de las estatinas con su
capacidad para estimular la produccion endotelial de NO, ain en ausencia de cambios
evidentes en el perfil lipidico (Tsunekawa T y cols, 2001; Sardo MA y cols, 2002; Koh
KK y cols, 2004; McGown CC y Brookes ZLS, 2007). No obstante, su repercusion
sobre los niveles plasmaticos de nitrato difieren dependiendo de la estatina y del

estudio, habiéndose descrito desde elevaciones (Tsunekawa T y cols, 2001; Sardo MA y
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cols, 2002; Nakashima Y y cols, 1996; Feron O y cols, 2001) hasta ligeras
disminuciones (Koh KK y cols, 1999; Koh KK y cols, 2004). Tales observaciones son
perfectamente compatibles con nuestros actuales resultados experimentales en los que,
como ya hemos comentado, no encontramos diferencias significativas en los niveles
plasmaticos o urinarios de nitrato entre pacientes hipercolesterolémicos sin tratamiento
y aquellos tratados con estatinas. Sin embargo, la comparacion interna entre pacientes
tratados con simvastatina y atorvastatina muestra diferencias en el nitrato plasmatico
(ns) y urinario (p=0’04), con niveles superiores ¢ inferiores, respectivamente, a los del
grupo control o hipercolesterolémico. A pesar de estos resultados, dado el escaso
numero de pacientes tratados con cada una de estas dos estatinas, s6lo un estudio con
una muestra poblacional mas amplia podria aportar datos mas concluyentes acerca de su

efecto sobre la produccion de NO en pacientes hipercolesterolémicos.

5.1.2. Hipercolesterolemia y niveles de arginina y sus derivados metilados

A pesar de la elevada afinidad de la NOS por la arginina (Km del orden de 3
UM) y la relativamente elevada concentracidon intracelular de este aminoacido (1-2
mM), la disponibilidad de arginina parece ser critica para la sintesis de NO tal y como
lo demuestra el hecho de que sus variaciones en el rango 0’1-10 mM se traducen en
incrementos en la sintesis de NO endotelial dosis dependiente (Wascher TC y cols,
1997). Esta falta de saturacion aparente de la NOS “in vivo” por la arginina (“paradoja
de la arginina”) se ha demostrado en la hipercolesterolemia, hipertension arterial,
diabetes mellitus, fracaso renal cronico y pacientes con enfermedad coronaria y
enfermedad arterial periférica (Bode-Béger SM y cols, 1996; Tentolouris C y cols,
2004 ; Tsikas D y cols, 2000; Kurz S y Harrison DG, 1997) y concuerda con el
beneficio observado tras la suplementacion del aminoécido en estas patologias (Kawano
H y cols, 2002; Pieper GM, 1998; Wascher TC y cols, 1997; Duan J y cols, 2000). Entre
las diferentes hipotesis propuestas para explicar esta situacion (véase Introduccion) se

encuentra la inhibicidon de la NOS por derivados metilados de la arginina.

Las metilargininas, productos obligatorios del recambio proteico, se originan

durante la degradacion hidrolitica de proteinas con residuos de arginina metilados post-
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traduccionalmente por accion de metiltransferasas (PRMTs). En el hombre, las
principales metilargininas circulantes identificadas hasta el momento son la L-NMMA,
ADMA y SDMA, cuyos niveles dependen tanto de su produccion como de su ulterior
metabolizacion via DDAH y excrecion renal (Nijveldt RJ y cols, 2004; Cooke JP, 2004;
Smith CL y cols, 2005; Teerlink T, 2005). Numerosas evidencias experimentales
indican que la actividad de la DDAH es el factor critico en la regulacion de los niveles
de ADMA Su sensibilidad al estrés oxidativo (debida a la presencia de un residuo
critico de cisteina en su centro activo) podria explicar facilmente su inhibicién en
condiciones de acumulacion de LDLox, hipercolesterolemia, liberacion de citoquinas
inflamatorias, hiperglicemia, hiperhomocisteinemia, o agentes infecciosos (Cooke JP,
2004; Teerlink T, 2005; Endemann DH y Schiffrin EL, 2004). Adicionalmente, el
aumento de la actividad de las PRMTs también podria contribuir a elevar los niveles de
metialargininas en algunas de las mencionadas patologias (Boger RH y cols, 2000a;

Matsuguma K y cols, 2006).

El interés por las metilargininas surge en 1992 al establecerse que la ADMA es
capaz de inhibir las diferentes isoformas de NOS (Vallance P y cols, 1992), abriendo de
esta forma la posibilidad de regulacion de la sintesis de NO por estos compuestos. De
hecho, tanto la L-NMMA como, y principalmente, la ADMA son capaces de inhibir
directamente la actividad de las NOS, mientras que los tres analogos metilados de la
arginina son capaces de competir con ésta por su sistema de transporte y+ (Closs EI y
cols, 1997; Kielstein JT y cols, 2004). A partir de estas observaciones, un amplio cuerpo
de evidencias experimentales ha permitido relacionar la acumulacion de ADMA con la
disfuncion endotelial que acompana a las enfermedades de RCV y, como ha sido
recientemente revisado por Boger (Boger RH, 2003), proponer al ADMA como un
nuevo factor de RCV. Algunos investigadores incluso proponen a la ADMA como el
“Uber marker”, un factor bioquimico que media los efectos vasculares adversos de
muchos otros factores de riesgo y marcadores (Cooke JP, 2004). Sin embargo, para
otros investigadores no esta claramente establecido si el aumento de ADMA es causa o
consecuencia de la disfuncion endotelial y, por lo tanto, si este derivado metilado de la

arginina es un marcador de dafio endotelial o, por el contrario, un factor predisponente
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para el mismo (Sydow K y Miinzel T, 2003) via alteraciones de la expresion génica

(Smith CL y cols, 2005).

En este contexto de interés por las metilargininas, no es de extraflar que
diferentes estudios tanto clinicos como experimentales hayan centrado su atencién en la
hipercolesterolemia, uno de los principales factores de RCV. Sin embargo, los
resultados, al igual que ocurre con otros metabolitos, no han sido concluyentes. Si bien
algunos de estos estudios han referido elevaciones significativas de ADMA en pacientes
hipercolesterolémicos (Boger RH y cols, 1998a; Boger RH y cols, 2000b; Sydow K y
Miinzel T, 2003; Eid HM y cols, 2003), otros no observan tal elevacion (Hermenegildo
C y cols, 2002) ni correlacion entre los niveles de ADMA y colesterol (Dierkes J y cols,
2004). Mas acordes con estas ultimas observaciones, los resultados de nuestro estudio
no muestran diferencias significativas en los niveles de arginina o de cualquiera de sus
derivados metilados analizados (ADMA, SDMA y NMMA) entre el grupo control y los
grupos hipercolesterolémicos. Sin embargo no creemos, por los datos de que
disponemos y que pasaremos a comentar, que nuestros resultados descarten claramente
la relacién entre hipercolesterolemia y niveles de metilargininas ya que multiples
factores parecen contribuir a establecer los niveles de ADMA (y probablemente también
de otras metilargininas) observados en los diferentes estudios (Bode-Boger SM y cols,

2006).

Al comparar las condiciones de nuestro estudio con las del clésico trabajo de
Boger RH y cols (1998a) en el que se refieren niveles elevados de ADMA en
condiciones de hipercolesterolemia se observa que existe una coincidencia
practicamente total tanto en el nimero de pacientes estudiados como en los niveles de
colesterol alcanzados en el grupo hipercolesterolémico. También, al igual que en
nuestro estudio, ninguno de sus pacientes presentaba sintomas ni signos de enfermedad
arteriosclerotica excluidos mediante una completa historia clinica y exploracion fisica.
Sin embargo, mientras que en su estudio los niveles de ADMA para el grupo control
son del orden de 1 uM y se elevan hasta 2’17 uM en el grupo hipercolesterolémico,
nuestros valores para ambos grupos oscilan entre 0°43-0°34 uM, en cualquier caso, muy

inferiores a los del referido estudio. De hecho, mientras que los niveles de ADMA del
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estudio de Boger RH y cols (1998a) para el grupo control se encuentran en el limite
superior de valores descritos, los nuestros ocupan el limite inferior (rango descrito 0°4-1
uM; revisado en Smith CL y cols, 2005). Por lo tanto, y al margen del efecto de la
hipercolestrolemia, resulta evidente la existencia de diferencias poblacionales de base

que pueden haber determinado la disparidad de resultados entre ambos estudios.

En este sentido, una caracteristica interesante del estudio de Boger RH y cols
(1998a) es el bajo nivel de colesterol HDL de las muestras poblacionales (del orden de
40 mg/dL frente a 60 mg/dL de nuestro estudio). Segun un trabajo reciente del propio
grupo de Boger (Maas R y cols, 2005), niveles de HDL colesterol inferiores <40 mg/dL
podrian ser un factor independiente para la elevacion de ADMA. De acuerdo con esta
posibilidad, los niveles més bajos de ADMA para los grupos control de diferentes
estudios se han descrito en poblaciones con niveles elevados de HDL colesterol
(Hermenegildo C y cols, 2002; Janatuinen y cols, 2003; Schnabel R y cols, 2005;
Ziegler S y cols, 2005; Fliser y cols, 2005) y a la inversa, los niveles mas altos en
poblaciones con relativa deficiencia de HDL colesterol (Kielstein JT, 2002; Eid HM y
cols, 2003). A falta de estudios que analicen de forma aislada y pormenorizada la
repercusion de los niveles de colesterol HDL y LDL sobre los de ADMA vy otras
metilargininas, esta posibilidad reforzaria la importancia del HDL colesterol como
factor de proteccion del RCV (Morgan J y cols, 2004; Pérez-Méndez O, 2004; Viles-
Gonzalez JF y cols, 2003).

Pero otros factores pueden haber contribuido igualmente a los bajos niveles de
ADMA observados en nuestro estudio y a enmascarar los efectos de la
hipercolesterolemia. Segiun indican numerosos estudios, los niveles de homocisteina
parecen contribuir de forma importante a la elevacion de ADMA (Bdéger RH y cols,
2001; Stiihlinger MC y cols, 2001; Dayal S y Lentz SR, 2005), y sus niveles, no
evaluados en nuestro estudio, son altamente sensibles a los habitos nutricionales y el
estilo de vida (de Lorgeril M y cols, 2005; Cooke JP, 2005). Cabe la posibilidad de que
las caracteristicas de nuestra dieta mediterrdnea, con amplios y probados beneficios
sobre el RCV (Estruch R y cols, 2006; Giugliano D y Esposito K, 2005) ejerzan parte

de sus efectos a través de mantener unos bajos niveles de ADMA. Resaltar, en este
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sentido que, tal y como muestra el estudio “AtheroGene” sobre una muestra de cerca de
2000 pacientes, pequeiios cambios en los niveles basales de ADMA (en el rango de 0°6

a 0’7 uM) se traducen en incrementos notables del RCV (Schnabel R y cols, 2005).

Resefiar finalmente que, si bien se han referido aumentos de ADMA en
numerosas condiciones patoldgicas (revisado en Billecke SS y cols, 2006), las
elevaciones mas evidentes se asocian a disfuncionalidad renal (Zoccali C y cols, 2001;
Nijveldt RJ y cols, 2004), de acuerdo con la eliminacidn urinaria de este metabolito. La
ausencia de esta u otras patologias (p.e. diabetes, enfermedad hepatica) establecidas en
nuestros pacientes supone, a priori, una limitacidon para esperar elevaciones notables de

metilargininas en nuestro estudio.

5.1.3. Hipercolesterolemia y niveles de poliaminas

El metabolismo de la arginina, que es extraordinariamente complejo, incluye su
utilizacion en otras vias como la que conduce a la sintesis de las poliaminas putrescina,
espermidina y espermina. Al igual que ocurre con el NO, para las poliaminas se han
propuesto multiples funciones, algunas de ellas relacionadas con sus efectos pro-
proliferativos y antioxidantes que serian, en cierto modo, opuestos a los del NO. Asi, en
aquellas células con capacidad para utilizar la arginina por ambas vias metabolicas, la
alteracion de una de ellas puede repercutir sobre la otra; por lo tanto, los niveles de
poliaminas pueden ser reflejo indirecto de los cambios en la produccion de NO por el

organismo, y viceversa (Morgan DML, 1994a; Morgan DML, 1994b).

Puesto que la arginina es el sustrato precursor tanto para la sintesis de
poliaminas como para la sintesis de NO, la disponibilidad de arginina en condiciones
fisiologicas, patoldgicas o clinicamente manipuladas podria condicionar la
funcionalidad de ambas vias. Es conocido que las poliaminas regulan el flujo de Ca++ a
través de la membrana mitocondrial, y que la exposicion de las células a niveles altos de
poliaminas incrementa los niveles intracelulares de Ca++ mediante un proceso que
parece depender del transporte de poliaminas (Morgan DML, 1994a). La elevacion del

Cat++ intracelular puede activar numerosos procesos entre los que se encuentra la
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produccion de NO (Morgan DML, 1994a). En estas condiciones, el papel de la arginasa,
regulando la relacion arginina-ornitina va a ser crucial en determinar la derivacion de la
arginina hacia la sintesis de NO o de poliaminas, con funciones opuestas en numerosos
procesos: antiesclerotico-proesclerotico, antiproliferativo-hiperproliferativo. De hecho
existen evidencias experimentales que apoyan un control simultaneo (e inverso) de
ambas vias, e incluso del propio transporte celular de arginina. (Durante W y cols,

1997).

Sin embargo, y a pesar de la evidente relacion mencionada a nivel biosintético y
funcional entre poliaminas y NO, el interés investigador por las poliaminas se encuentra
relegado a un segundo plano. Creemos que este hecho viene motivado por el
descubrimiento relativamente reciente del NO (Moncada S y Higgs A, 1993) y, sobre
todo, por la dificultad para esclarecer los mecanismos bioquimicos por los que realizan
las poliaminas sus multiples funciones. De hecho, desconocemos actualmente el posible
significado que tendrian los cambios en los niveles circulantes de poliaminas en

relacion a la patologia vascular.

Como ya se ha descrito en la introduccion, las poliaminas se elevan en
situaciones de proliferacion celular. En relacion a las patologias de riesgo vascular, el
estudio de las alteraciones del metabolismo de las poliaminas se ha circunscrito, hasta el
momento, a la diabetes y, en menor medida, a la HTA. La idea que ha surgido de los
escasos estudios de que disponemos es la de que los niveles circulantes de poliaminas
podrian reflejar, en cierta medida, el dafio vascular o la tendencia de las células
endoteliales hacia la hipertrofia y la proliferacion que acompana a las complicaciones

vasculares de la diabetes y la HTA (Seghieri G y cols, 1992; Seghieri G y cols, 1997).

Seghieri y cols, en el ano 1997, al analizar los niveles eritrocitarios de
espermidina y espermina en diabéticos tipo 2 observaron elevaciones significativas de
ambas poliaminas en subpoblaciones afectas de complicaciones vasculares, resultados
que han sido confirmados en trabajos previos de nuestro grupo (Meneu V, 2000;
Santaolaria M, 2001). El tnico trabajo de que tenemos conocimiento sobre los niveles

de poliaminas en pacientes afectos de DM1 (Seghieri G y cols, 1992) indica una

157



Tesis Doctoral Maria Serra Lluch

elevacion significativa s6lo de espermidina circulante, no de espermina, que se
relaciona con la presencia de nefropatia avanzada y retinopatia. Los resultados referidos
para las poliaminas en la DM1 han podido ser reproducidos en nuestro laboratorio en un
modelo experimental de diabetes inducida por aloxano (Garcia MD, 2001), abriendo asi
el camino para su detallado andlisis experimental. La elevacion de poliaminas en todos
los estudios mencionados (Meneu V, 2000; Seghieri G y cols, 1992; Seghieri G y cols,
1997) se ha descrito en poblaciones diabéticas afectas también de HTA, otro factor de
riesgo vascular que, segiin nuestros ultimos estudios, parece ser decisivo en el aumento
de poliaminas en los pacientes diabéticos (Santaolaria M, 2001). La relacion de los
niveles de espermidina y/o espermina con las complicaciones vasculares que
acompanan a las mencionadas patologias sugiere que estas poliaminas podrian ser
marcadores de dafio vascular, proliferacion celular o reparacion endotelial activa por la

existencia de vasos lesionados.

Pero otra posible interpretacion sobre el significado y origen de las poliaminas
circulantes en las patologias de riesgo vascular seria que reflejen simplemente parte de
la respuesta bioquimica-fisioldgica del organismo frente a un ambiente pro-oxidante.
Espermidina y espermina actian como verdaderos antioxidantes protegiendo al DNA y
a los lipidos del dafio oxidativo mediado por radicales libres. (Lovaas E y Carlin G,

1991; Tadolini B, 1988).

El dafo directo o indirecto sobre las células endoteliales (a través de radicales
libres, productos de glicooxidacion y/o peroxidacién) podria activar las sefiales
intracelulares para el crecimiento y la proliferacion celular (Chakravarthy U y cols,
1998), procesos en los que participan las poliaminas. El NFkB es un factor pleiotropico
de transcripcion sensible a redox que regula la expresion de numerosos genes y la
produccion de NO por la NOS (Ho E y Bray TM, 1999), y la lisofosfatidilcolina, un
producto de la fosfolipasa A2 y componente importante de las lipoproteinas
aterogénicas, estimula el dafio y la proliferacion de las células vasculares al reorganizar
el metabolismo de la arginina. El proceso de reorganizacion incluye desde la
estimulacion de su transporte hasta su canalizacion hacia la sintesis de poliaminas

pasando por la inhibicion de la sintesis de NO (Durante W y cols, 1997). De hecho, la
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ODC, la enzima encargada de la sintesis de putrescina a partir de la ornitina, es un
enzima de corta vida media y facilmente inducible por numerosos estimulos (Stanley
BA y Shantz LM, 1994; Pegg AE y cols, 1994; Pegg AE y cols, 1998) entre los que
podrian encontrarse el propio estrés oxidativo o algunas de sus consecuencias. (Lovaas

E, 1995; Otieno MA y Kensler TW, 2000).

Algunos resultados de nuestros estudios previos parecen sugerir una conexion
entre estrés oxidativo y niveles circulantes de poliaminas. Asi, los niveles de putrescina
en diferentes grupos y condiciones experimentales evolucionan paralelamente a
diferentes parametros de estrés oxidativo, principalmente de forma inversa a los niveles
plasmaticos de MDA (Santaolaria M, 2001). Igualmente, la elevacion de espermidina y
espermina en la diabetes clinica o experimental puede revertirse con el suministro
exdgeno de arginina, con probados efectos antioxidantes (Meneu V, 2000; Garcia MD,
2000). El descenso de poliaminas en estas condiciones se acompaia de una menor
excrecion urinaria de MDA, uno de los marcadores mas utilizados de dafio oxidativo.
Tales resultados serian compatibles con el propuesto papel antioxidante de las
poliaminas (Chapman GE y Wallace HM, 1994), si bien no descartan que los efectos
observados sean indirectos ni, incluso, que los cambios en los niveles de cada una de las

poliaminas tengan significados bioquimico-fisiologicos diferentes.

En nuestro empefio por establecer el significado de los cambios de los niveles de
poliaminas en la patologia vascular hemos continuado nuestros estudios centrandolos en
este caso en la hipercolesterolemia, otro de los factores decisivos de riesgo
cardiovascular en gran medida coincidente con la diabetes y la HTA. Al igual que estas
dos ultimas patologias, la hipercolesterolemia también se asocia a alteraciones de la
sintesis y/o actuacion del NO y a otras alteraciones del metabolismo de la arginina. Sin
embargo, no tenemos constancia de que se haya analizado previamente su impacto
sobre los niveles circulantes de poliaminas, hecho que nos ha llevado a plantearnos el
presente estudio. En ¢l hemos pretendido analizar la posible relacion entre los niveles
circulantes de colesterol y los de poliaminas sanguineas, asi como sus conexiones con
otras alteraciones del metabolismo de la arginina y la situacién de estrés oxidativo.

Ademas, dados los efectos antioxidantes y de prevencion del dafo vascular descritos
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para las estatinas, nos hemos planteado también analizar los efectos sobre los niveles de

poliaminas de este tratamiento farmacoldgico de la hipercolesterolemia.

Con nuestras determinaciones de putrescina, espermidina y espermina en
individuos normocolesterolémicos (controles), hipercolesterolémicos, e
hipercolesterolémicos tratados con estatinas pertenecientes a los Centros de Salud de
Onda y Vila-real (Castellon) no hemos podido constatar un efecto significativo de la
hipercolesterolemia, ni del tratamiento con estatinas, sobre los niveles sanguineos de
ninguna de las tres poliaminas. Si hemos observado, sin embargo, un patréon de
comportamiento uniforme para las tres poliaminas que presentan los niveles mas altos
en el grupo control, intermedios en el hipercolesterolémico, y los mas bajos en el grupo
tratado con estatinas. La poliamina para la que los cambios resultan mas evidentes es la
espermidina. Resaltar que los niveles experimentales se encuentran dentro de los rangos
descritos, y acordes con el patron habitual de concentraciones relativas, espermidina >
espermina > putrescina, lo que aboga por la fiabilidad de nuestras determinaciones. Por
lo tanto, y de acuerdo con estos resultados, los efectos de la hipercolesterolemia sobre
los niveles de poliaminas sanguineas serian mas bien discretos y, en cualquier caso, en

el sentido de su disminucidn.

Ciertas caracteristicas de las condiciones de nuestro estudio y de la propia
biosintesis de poliaminas ya nos hacian presumir que los cambios en los niveles de
poliaminas, de existir como consecuencia de la hipercolesterolemia, no serian
dramaticos. En primer lugar se encuentra el hecho de que los cambios previamente
observados en los niveles de poliaminas en las patologias diabética e hipertensiva son
muy moderados, incluso en pacientes con complicaciones vasculares (Meneu V, 2000;
Santaolaria M, 2001; Seghieri G y cols, 1992). Al analizar las caracteristicas clinicas de
nuestros grupos experimentales se constata que la elevacion de colesterol en el grupo
hipercolesterolémico, aunque significativa, es bastante discreta (244 mg/dL) y, ademas,
ninguno de los pacientes del estudio estaba diagnosticado de complicaciones vasculares
que pudiesen derivar de la hipercolesterolemia. Es mds que probable que estas
condiciones, las mas frecuentes en la practica asitencial de los Centros de Salud, no

sean las mas idoneas para analizar el efecto de la hipercolesterolemia sobre los niveles
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de poliaminas. Un replanteamiento del estudio, centrandolo en condiciones de
hipercolesterolemia mas acusadas y, probablemente, en pacientes afectos de
complicaciones, seguramente aportaria resultados mas concluyentes. En este sentido

orientaremos nuestros proximos trabajos experimentales.

Por otro lado conocemos, por nuestros estudios previos, que los niveles de
poliaminas tienden a mantenerse constantes ante cambios importantes de las
condiciones fisiopatologicas, y que las variaciones a nivel sanguineo de putrescina,
espermidina y espermina son mucho menos evidentes que a niveles tisulares (Teixeira
D, 1999). Este hecho puede explicarse por los complicados mecanismos que existen a
nivel organico para mantener sus niveles de forma organo/tejido especifica y,
probablemente, refuerza la importancia fisiologica de estos metabolitos. Nosotros
hemos comprobado que, en el ratén, los niveles sanguineos de poliaminas se mantienen
incluso bajo deprivacion completa de arginina dietaria (Teixeira D y cols, 2002);
condiciones en las que practicamente todas las vias metabdlicas que derivan de la
arginina, incluida la sintesis de NO y urea, se ven severamente limitadas (Teixeira D,

1999).

Es probable, sin embargo, que la disponibilidad de arginina en el hombre tenga
un mayor reflejo en los niveles sanguineos de poliaminas, al menos bajo condiciones
patologicas ya que, en nuestros trabajos previos con pacientes diabéticos, observamos
que la suplementacion de arginina disminuia significativamente los niveles sanguineos
de espermidina y espermina (Meneu V, 2000). Destacar en este sentido que los
resultados del presente trabajo, en el que hemos cuantificado los niveles sanguineos
tanto de poliaminas como de arginina, nos han permitido observar por primera vez una
clara relacion inversa entre los niveles del aminoacido y los de espermidina y
espermina. Esta relacion, contraria a la esperada por la condicion de la arginina de ser el
sustrato precursor de las poliaminas, nos hace planteamos si la elevacion sanguinea de
estas dos poliaminas no serd una respuesta compensatoria del organismo frente a
condiciones de deficiencia “relativa” de arginina. Recordemos que tanto la arginina
como las poliaminas exhiben efectos antioxidantes y cabe la posibilidad de que puedan

reemplazarse mutuamente.
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Como ya se ha comentado, los efectos de la hipercolesterolemia sobre los
niveles de poliaminas en nuestro estudio no son significativos cuando se analiza la
poblacion global. Sin embargo, creemos conveniente destacar ciertos resultados que, a
nuestro entender, sugieren que tales efectos si existen, y que pueden estar enmascarados

por las propias condiciones del estudio.

El primero de ellos es la correlacion inversa entre el LDL colesterol y la
espermina que se observa exclusivamente en el grupo hipercolesterolémico. Es probable
que exista un “umbral” minimo de colesterol que debemos rebasar para que los efectos
sobre las poliaminas sean estadisticamente evidentes, y que no hemos alcanzado en
nuestro estudio. Un efecto del colesterol sobre los niveles de poliaminas, o su
significado clinico-fisioldgico, puede también deducirse de la pérdida de la correlacion
entre poliaminas y microalbuminuria, que se observa en el grupo control, tanto en el
grupo hipercolesterolémico como en el tratado con estatinas. Destacar, finalmente, que
una de las correlaciones mas evidentes de nuestro estudio, la inversa entre niveles de
espermidina y urea, sélo se pierde en el grupo hipercolesterolémico, coincidiendo
precisamente con la aparicion, exclusiva de este grupo, de una correlacion directa entre
espermina y nitrato urinario. Creemos que la consideracion conjunta de estos resultados
permite deducir un mas que probable efecto modulador del colesterol, no ya solo sobre
los niveles sanguineos de poliaminas, sino globalmente sobre el metabolismo de la

arginina, incluyendo su uso en la sintesis de urea y como precursor del NO.

Como hemos constatado en este y en anteriores estudios, las poliaminas se
elevan en la HTA. La inclusion en nuestro estudio de pacientes afectos de esta patologia
creemos que puede haber contribuido a enmascarar los efectos propios de la
hipercolesterolemia. De hecho, sélo en la poblacion hipertensa se observa una
correlacion inversa entre el colesterol total y el LDL colesterol con los niveles de
espermina, y se hacen particularmente evidentes los descensos en los niveles de
poliaminas por la hipercolesterolemia. Sin embargo, en la poblacion normotensa, el
colesterol tiene efectos contrarios, y tiende a incrementar los niveles de putrescina y
espermina. El efecto de las estatinas, en cualquiera de estos grupos, sigue siendo la

disminucién de los niveles de poliaminas. La posibilidad de que la coexistencia de HTA

162



Tesis Doctoral Maria Serra Lluch

e hipercolesterolemia tenga efectos opuestos a los de cada una de estas patologias
aisladas sobre los niveles de poliaminas creemos que merece un ulterior y mas detallado

analisis experimental.

Un resultado inesperado de nuestro estudio ha sido el desigual comportamiento,
respecto a los cambios en los niveles de poliaminas, de las poblaciones procedentes de
los Centros de Salud de Onda y Vila-real. La diferencia mas destacable es que, en esta
ultima, el colesterol disminuye considerablemente los niveles de las tres poliaminas en
la poblacién con HTA, siendo los efectos estadisticamente significativos para putrescina
y espermidina. No disponemos de una respuesta satisfactoria para estos resultados pero
resulta evidente que debemos encaminar nuestros ulteriores estudios también en el
sentido de la blusqueda de otros factores “indeterminados” de confusion. En esta
busqueda nos puede orientar la comparacion de las caracteristicas de las muestras

poblacionales de ambos Centros (Tabla 5.1.).

Numerosos estudios han demostrado que los beneficios de las estatinas sobre la
patologia vascular exceden en mucho a sus efectos hipolipemiantes (Stancu C y Sima
A, 2001; Massy ZA y Guijarro C, 2001). Dichos efectos antiateroscleroticos parecen ser
debidos a sus propiedades antiinflamatorias (Schonbeck U y Libby P, 2004),
antioxidantes (Rosenson RS, 2004) y de inhibicion de la proliferacion celular (Mach F,
2004), y estarian de acuerdo con una esperable disminucion de los niveles de
poliaminas durante el tratamiento con estos farmacos. Nuestros resultados indican
claramente que el tratamiento de la hipercolesterolemia con estatinas se acompafia,
efectivamente, de disminuciones en los niveles de poliaminas. Sin embargo,
desconocemos las repercusiones bioquimico-fisiologicas de esta disminucion si tenemos
en cuenta que los efectos son en el mismo sentido que los producidos por el aumento de
colesterol. El colesterol provoca a largo plazo cambios anatomo-patoldgicos en la pared
vascular, con proliferacion de células del musculo liso, y atraccion de fibroblastos. En
esta situacion de aumento de la division y crecimiento celular, podria considerarse
“esperable” una elevacion de los niveles de poliaminas. Sin embargo en nuestro estudio
observamos una disminucion de las mismas. La complejidad de la homeostasis de las

poliaminas, junto a la falta de datos disponibles que analicen los efectos sobre la misma
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del colesterol y las estatinas, nos impiden por el momento dar una explicacién

satisfactoria para este resultado experimental.

C.S.Onda C.S.Vila-real t-test
Edad (afios) 55+1 51+1 0’002
Indice masa corporal (kg/mz) 29’3 +0’4 26’6 £ 0’4 <0’001
Indice cintura-cadera (cm/cm) 91+1 96’70 + 1 <0’001
Glucemia basal (mg/dL) 98 £2 91’15+ 1 <0’001
Colesterol total (mg/dL) 219+4 211’21 +4 ns
HDL colesterol (mg/dL) 56+ 1 59°14+2 ns
LDL colesterol (mg/dL) 138 £3 126’31 +£3 0°02
Triglicéridos 133+7 134’36 £ 16 ns
Cociente aterogénico 411+0’13 3’80+£0°12 ns
Urea plasma (mg/dL) 37+1 37+1 ns
Creatinina plasma (mg/dL) 0’93 £0°02 0’91+ 0°01 ns
Proteina C reactiva (mg/dL) 0’65+ 0°07 0’48 £ 0°04 0°033
Microalbuminuria (mg/L) 4’3+ 0’8 71+22 ns
Grupos SH totales plasma (uM) 315+6 296 +7 ns
Grupos CO proteicos plasma (uM) 71+£3 60 +4 0°038
Hidroperéxidos plasma (nM) 9°27+0°27 9’48 £ 0°25 ns
TBARM plasma (nM) 45’5+ 0’7 37°7+0°5 <0’001
TBARM orina (uM) 0’49 +0°02 0°37+0°02 <0’001
MDA orina (nmol/mmol creatinina) 5’34+ 0’31 5’11 +0°33 ns
Nitrato plasma (uM) 32°12+£2°35 37°11 +£2°20 ns
Nitrato orina (umoles/mmol creatinina) 97°4 + 8’1 104°5 £ 5°7 ns
Nitrato orina (uM) 1038 + 79 1307 + 68 0°01
Cociente espermidina/espermina 1’87 +£0°09 1’71 +£0°08 ns
Arginina plasmatica (uM) 90+3 90+3 ns
L-NMMA plasma (nM) 1’20+ 0°08 0’83 +0°06 <0’001
ADMA plasma (uM) 0°389 + 0’031 0’407 + 0’032 ns
SDMA plasma (uM) 0’372 + 0’038 0’273 +£0°023 0’028
Cociente arginina/ADMA 360 + 50 290 + 26 ns

Tabla 5.1. Caracteristicas de las muestras poblacionales de los Centros de Salud de Onda y de Vila-
real. (HTA: hipertension arterial; ns: no significacion estadistica; MDA: material reactivo con acido
tiobarbitirico; L-NMMA: L-N®-monometil arginina; ADMA: dimetilarginina asimétrica; SDMA:
dimetilarginina simétrica). Los datos estan expresados como media + error estandar de la media (ESM).
Letras mintsculas diferentes indican diferencias minimas significativas con p< 0’05
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5.2. Hipercolesterolemia y dafio oxidativo

Como ya hemos comentado ampliamente, otro de los factores que contribuirian
de forma importante a la disfuncion endotelial que acompafa a la hipercolesterolemia,
ademas de las alteraciones en el metabolismo de la arginina, seria el aumento de la
produccion de ROS a nivel vascular. Los radicales libres son moléculas altamente
reactivas, con electrones no apareados en el orbital externo, capaces de deteriorar
moléculas organicas y estructuras celulares cuando se pierde el equilibrio entre ROS y

antioxidantes biologicos (Halliwell B, 1987).

Sin embargo, a pesar de la relevancia constatada del estrés oxidativo en el
proceso de aterogénesis, no se han establecido claramente los procesos bioquimicos
desencadenantes de la hiperproduccion de radicales libres en la hipercolesterolemia.
Numerosos investigadores implican en este proceso a neutrofilos y células de la
inflamacion, una rica fuente de radicales superoxido. Estas células serian reclutadas
hacia zonas disfuncionales del endotelio como consecuencia de la expresion aumentada
de moléculas de adhesion, favorecida por el propio descenso en la biosintesis de NO
que caracteriza las etapas iniciales de la disfuncion endotelial (Sydow K y Miinzel T,
2003; Rosenson RS, 2004; Hayashi T y cols, 2006). Otros eventos implicados en la
hiperproduccién temprana de ROS en la hipercolesterolemia serian la activacion de NF-
kB y de sistemas enzimaticos generadores de superdxido como la NAD(P)H oxidasa,
sensibles tanto a los niveles de colesterol como al estado redox (Rojas A y cols, 2006).

Otra fuente de superdxido seria la actividad de la eNOS “desacoplada”.

A medida que la enfermedad progresa se instaura claramente la situacion de
estrés oxidativo como consecuencia de un proceso de amplificacion y diversificacion de
radicales reactivos al que contribuyen, por un lado, la generaciéon de LDLox, mucho
mas efectivo que el LDLn en producir dafo endotelial y, por otro, el bloqueo acelerado
del NO por los aniones superdxido generando peroxinitrito, otro intermediario
altamente reactivo (Rosenson RS, 2004; Cominacini L y cols, 2001). De hecho, la
formacion de peroxinitrito se ve muy favorecida ya que los macrdéfagos activados

presentes en el area lesionada expresan el isoenzima inducible de la NOS (iNOS), capaz
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de producir grandes cantidades de NO, que rdpidamente interactia con el anidn

superoxido (Hayashi T y cols, 2006).

La practica totalidad de los componentes bioldgicos son sensibles a la accion
deletérea de los radicales libres pero, de particular relevancia para el dafio tisular, es la
alteracion oxidativa de los acidos grasos, lo que se conoce como peroxidacion lipidica
(Halliwell B y Chirico S, 1993). Las mayores fuentes lipidicas in vivo son las
lipoproteinas y las membranas celulares, siendo los TGs de las LDL y los fosfolipidos
de membrana especialmente susceptibles y, por tanto, la principal diana del dafio
oxidativo a lipidos (Griffiths HR y cols, 2002). En la mayoria de patologias humanas se
encuentran elevados los productos finales de peroxidacion lipidica, sin embargo sélo en
algunas de ellas, como la ATC, tienen relevancia fisiopatoldgica (Griffiths HR y cols,
2002). Sefialar que el aumento de marcadores de peroxidacion lipidica es mucho mas
acusado en enfermedades agudas (infarto de miocardio, quemaduras, hepatitis
fulminante, etc.), que en cronicas (diabetes, hipercolesterolemia, arteriosclerosis,
reumatismos), tal vez porque este incremento se debe a la destruccion celular, siendo en
estas ultimas enfermedades mas gradual (Spiteller G, 1996), tal y como confirman los

resultados del presente trabajo.

El proceso de peroxidacion lipidica envuelve una serie de reacciones en cascada
cuyos productos finales son hidroperéxidos y aldehidos, entre los que se encuentra el
MDA (Griffiths HR y cols, 2002). Existen multiples marcadores de peroxidacién
lipidica (dienos conjugados, hidroperoxidos, MDA, isoprostanos...), y numerosos
ensayos para su cuantificacion. Ningun ensayo de forma aislada permite valorar el
proceso de peroxidacion lipidica en su totalidad, por lo que en nuestro estudio hemos
cuantificado dos de ellos: MDA (més concretamente TBARM) e hidroperoxidos

lipidicos.

Las proteinas también son excelentes dianas para el ataque de radicales libres
bajo condiciones de estrés oxidativo. Tanto la oxidacion directa de las cadenas laterales
de los aminoacidos (proceso mayoritario in vivo catalizado por metales), como la

reaccion secundaria con productos de oxidacion de lipidos o carbohidratos distorsionan
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la estructura y propiedades de las proteinas y, consecuentemente, su funcionalidad. Las
lipoproteinas representan muy bien la alteraciéon funcional que acontece con la
oxidacion proteica, ya que la modificacion de los residuos de histidina y lisina en las
LDL impide su reconocimiento por el receptor, siendo reconocida y eliminada por los
receptores “basureros” (scavengers) (Steinberg D y cols, 1989), ademds de iniciar toda

la cascada de respuestas iniciales formadoras de la placa de ateroma.

Los productos formados como consecuencia de la modificacion oxidativa de las
proteinas son quimicamente muy diversos y requieren para su determinacion de
métodos analiticamente complejos, especificos y sensibles, por lo que raramente se
procede a su evaluacion como indicadores de dafo oxidativo (Dean RT y cols, 1997;
Ciolino HP y Levine RL, 1997). Los aminoacidos mas susceptibles de dafio oxidativo
son aquellos capaces de deslocalizar sus cargas, como aquellos con grupos tioles o
aromaticos, si bien muchos residuos alifaticos también pueden ser diana de oxidacion
(Griffiths HR y cols, 2002). De hecho, entre las modificaciones covalentes originadas
por la oxidacion directa o indirecta de las proteinas, una de las mas comunes es la
aparicion de grupos carbonilo (aldehidos y cetonas) en aminoacidos como prolina,
arginina, lisina o treonina (Levine RL y cols, 1990; Baynes JW y cols, 1989), siendo su
acumulacion considerada un marcador del dafo oxidativo a proteinas en el
envejecimiento y ciertas patologias (Dean RT y cols, 1997; Ciolino HP y Levine RL,
1997).

En nuestro estudio hemos cuantificado dos marcadores de dafo oxidativo a
proteinas, grupos carbonilo y sulfidrilo. El primero de ellos, los grupos carbonilo, como
mas genérico y sensible, ya que evalta la oxidacion conjunta de diferentes aminoacidos.
El segundo, los grupos sulfhidrilo, que mide exclusivamente la oxidacion de residuos de
cisteina por lo que, de forma aislada, es un marcador poco sensible de dafio oxidativo

(Griffiths HR y cols, 2002).

La evaluacion comparativa y conjunta de los resultados para los cuatro
marcadores de dafio oxidativo analizados en este estudio confirma, en términos

globales, la situacion de estrés oxidativo en la hipercolesterolemia y, al mismo tiempo,
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orienta sobre su extension y dianas preferenciales. Igualmente, dadas las caracteristicas
de nuestras muestras poblacionales, los resultados obtenidos permiten analizar la
respuesta de los diferentes parametros a variables no controladas, al margen de los
propios niveles de colesterol, y orientar sobre futuros estudios. Por ello discutiremos
seguidamente, de forma individualizada, los resultados mas destacables para cada uno

de los marcadores de dano oxidativo evaluados en este estudio.

5.2.1. Hipercolesterolemia y peroxidacion lipidica

El malondialdehido es el marcador mas ampliamente utilizado para evaluar la
peroxidacion lipidica. Existen diversos procedimientos para su valoracion entre los que
se encuentran la deteccion de material reactivo con 4acido tiobarbitirico (TBARM),
reaccion de Schiff, y métodos histoquimicos. De todos ellos el més extendido es la
medicion de TBARM por su sencillez y bajo costo (Griffiths y cols, 2002). En nuestro
estudio hemos valorado el TBARM tanto en plasma como en orina, lo que nos ha

permitido establecer la falta de correlacion entre ambos parametros.

De acuerdo con los resultados globales de nuestro estudio, los niveles mas bajos
de TBARM tanto en plasma como en orina corresponden al grupo control, se elevan en
el grupo hipercolesterolémico (aunque de forma muy discreta), y se recuperan en el
grupo tratado con estatinas, con muy pequefia variacion intergrupos, y sin alcanzar las
diferencias significacion estadistica. Por lo tanto, y aunque solo sea a nivel cualitativo,
nuestros resultados confirman la elevacion de TBARM en la hipercolesterolemia (en
nuestro caso a nivel plasmatico y urinario), asi como el efecto beneficioso sobre este
parametro del tratamiento con estatinas (Dobreanu M y cols, 2002; Kowalski J y cols,
2005; Molcanyiova A y cols, 2006). El hecho de que la hipercolesterolemia eleve los
niveles de MDA y el tratamiento con estatinas los disminuya, apoyaria el caracter pro y

antioxidante atribuido en cada caso, respectivamente (véase Introduccion).
Uno de los factores que puede haber contribuido a limitar las diferencias

cuantitativas entre grupos es el discreto grado de hipercolesterolemia (<250 mg/dL) en

el que se ha movido nuestro estudio. Resaltar en este sentido que, incluso con cifras
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superiores de colesterol, los efectos a nivel cuantitativo difieren entre distintos estudios.
Asi, Mateos R y cols (2005) refieren una elevacion discreta pero significativa de MDA
plasmatico en ratas sometidas a dieta hiperlipidica (20 gramos de colesterol por kg de
dieta) durante 3 meses, sin sefialar, desafortunadamente, el cambio alcanzado en los
niveles de colesterol. Asimismo, Kowalski J y cols (2005) describen elevacion
significativa de MDA plasmatico en pacientes con enfermedad coronaria e hiperlipemia
respecto a sujetos sanos, y disminucion significativa de sus niveles tras 6 semanas de
tratamiento con atorvastatina, pero no con fluvastatina. Similares resultados obtienen
Dobreanu M y cols (2002) en pacientes con estenosis coronaria y tras tratamiento con
atorvastatina, y Molcanyiova A y cols (2006) tras 8 semanas de tratamiento con
simvastatina, sin alcanzar en este caso valores de significacion estadistica. Sin embargo
(Tabla 5.I1.), la falta de correlacion entre los niveles plasmaticos o urinarios de
TBARM vy los de colesterol total o su fraccion LDL, observada en nuestro estudio, no
parece apoyar un papel decisivo del umbral alcanzado de colesterol. En todo caso, no
pueden descartarse efectos atribuibles a la fraccion de colesterol HDL dado que, en
nuestro estudio, ésta si se correlaciona inversamente con el MDA plasmatico en la
poblacion global y en el grupo hipercolesterolémico. Estos resultados apoyarian el papel

protector ampliamente descrito para el HDL colesterol en el RCV.

POBLACION GLOBAL
MDA plasma MDA orina
Colesterol ns ns
HDLc r=-0,152 s
p=0,048
LDLc ns ns
TGC r=0,183 r=0,202
p=0,016 p=0,008
C.Ater r=0,189 r=0,188
p=0,013 p=0,014

Tabla 5.II. Correlaciones biparamétricas estadisticamente significativas entre los parametros del
metabolismo del colesterol y los niveles de MDA en plasma y orina en la poblacion general. Colesterol:
colesterol total; HDLc y LDLec: colesterol HDL y LDL, respectivamente; TGC: triglicéridos; C. Ater:
cociente aterogénico; MDA: malondialdehido. La cifra superior representa el coeficiente de correlacion de
Pearson () y la cifra inferior la significacion estadistica (p). (ns: no significacion estadistica).

Otro factor, en este caso metodologico, que puede haber contribuido a limitar la
significacion de nuestras diferencias cuantitativas entre los grupos es la metodologia

utilizada para evaluar los niveles de MDA. La valoracion de TBARM sobreestima los
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niveles de MDA al medir también la uniéon de TBA a otras moléculas, a no ser que se
proceda a la ulterior identificacion por HPLC del aducto especifico TBA-MDA
(Griffiths HR y cols, 2002; Mateos R y cols, 2005). En nuestro caso, el elevado nimero
de muestras y la no disponibilidad de metodologia adecuada de HPLC propia, han
limitado la valoracion a TBARM-inespecifo, lo que explicaria que nuestros niveles de
MDA sean considerablemente mas elevados que los referidos en otros estudios con
pacientes hipercolesterolémicos (Griffiths HR y cols, 2002; Molcanyiova A y cols,
2006). Al margen de este hecho, la comparacion de los resultados de MDA obtenidos en
distintos laboratorios se ve dificultada por la inestabilidad del mismo, que rapidamente
se transforma en dioxido de carbono y &cido acético por medio de la aldehido
deshidrogenada, y por la observacion experimental de que la intensidad del color en la
reaccion con TBA depende del tipo de acido empleado (Griffiths HR y cols, 2002).
Teniendo en cuenta estas limitaciones consideramos que nuestros valores (40-46 uM en
plasma y 4-6 uM en orina; con muy escasa dispersion) pueden considerarse mas que

fiables para la moderada hipercolesterolemia que presentaban nuestros pacientes.

Trabajos previos de nuestro grupo han mostrado elevaciones significativas de
MDA plasmatico y urinario en modelos animales de diabetes y sujetos afectos de DM2
y, principalmente, en pacientes con DM2 e HTA, dos patologias de RCV que comparten
con la hipercolesterolemia la disfuncién endotelial y el estrés oxidativo (Meneu V,
2000; Santaolaria ML, 2001; Garcia MD, 2001). El efecto particular de la HTA queda
confirmado en el presente estudio en el que observamos diferencias significativas en el
MDA plasmatico cuando desglosamos la poblacion en funcion de la presencia o no de
HTA, al margen de los niveles de colesterol. Es probable que al superponerse varias
patologias que provocan disfuncion endotelial, se solapen los efectos oxidantes de las
mismas, explicando que se alcance significacion estadistica (Meneu V, 2000;
Santaolaria ML, 2001). Esta posibilidad se desprende también de otros estudios. Asi,
pacientes que asocian hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia presentan niveles mas
altos de dienos conjugados que los afectos solo de hipercolesterolemia (Molcanyiova A
y cols, 2006), y la disminucion significativa de MDA tras 3 meses de tratamiento con
estatinas so6lo se hace evidente en pacientes en los que coexisten DM2,

hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia (Skrha J y cols, 2004). En este sentido, una
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deduccién global de los estudios mencionados, y del nuestro en particular, seria que los
efectos de la DM2 y de la HTA sobre los niveles de MDA son mas acusados que los
debidos a la hipercolesterolemia, al menos en el rango de colesterol que cubren nuestros

estudios.

De acuerdo con los resultados de nuestro estudio, los niveles plasmaticos y/o
urinarios de MDA difieren significativamente cuando se fracciona la poblacion global
no soélo en funcidon de la HTA sino de otras variables tales como sexo, consumo de
alcohol o tabaco o Centro de Salud. Ademas, los niveles plasmaticos de este parametro
se correlacionan positivamente con la edad, la glucemia y el IMC y, por lo que respecta
al nivel de triglicéridos, éste se correlaciona positivamente con el MDA tanto
plasmatico como urinario. Atendiendo a este comportamiento resulta facil predecir que
pequeinias modificaciones en cualquiera de estos factores puede condicionar los niveles
de MDA obtenidos en distintos estudios y, en consecuencia, explicar sus diferencias a

nivel cuantitativo y/o cualitativo.

El segundo marcador de dafio oxidativo a lipidos valorado en nuestro estudio
han sido los hidroperoxidos lipidicos, productos primarios transitorios y deletéreos que
derivan del ataque de los componentes lipidicos por radicales hidroxilo e hidroperoxilo
(Niki E y cols, 2005). Los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) de las membranas
celulares son particularmente vulnerables a este tipo de dafio oxidativo (dado que
contienen grupos metileno separados por dobles enlaces que debilitan el enlace C-
metileno), lo que puede alterar profundamente la estructura y funcién de las
membranas. La determinacion de hidroperdxidos lipidicos resulta especialmente
interesante en nuestro estudio sobre hipercolesterolemia dada la susceptibilidad de las
LDL a la oxidacidn, y la muy directa implicacion de las LDL oxidadas en la formacion
de la placa de ateroma (Sodergren E y cols, 1998; Chancharme L y cols, 2002). Segin
algunos investigadores, hasta el 65% de los hidroperoxidos lipidicos que se encuentran
en plasma podrian proceder de la oxidacion de las LDL (Nourooz-Zadeh J y cols,

1996).
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Diferentes estudios refieren elevacion de hidroperoxidos lipidicos en sujetos
hipercolesterolémicos (Moriel P y cols, 2000; Nourooz-Zadeh J y cols, 2001; Lankin
VZ y cols, 2005), con DM2 (Lankin VZ y cols, 2005) y con HTA (Moriel P y cols,
2000), asi como en la asociacion de hipercolesterolemia e HTA (Moriel P y cols, 2000)
o hipercolesterolemia y DM2 (Nourooz-Zadeh J y cols, 2001). Contrariamente, nuestros
resultados no muestran diferencias significativas entre los grupos de estudio
(globalmente o tras fraccionamiento de la poblacion atendiendo a diferentes variables),
ni tampoco correlaciones evidentes entre los niveles de colesterol o sus fracciones y los
de hidroperdxidos lipidicos. Nuestro inico dato coincidente con los estudios resefiados
es que los valores minimo (2,36 uM) y méaximo (17,69 uM) para este pardmetro se

detectan, respectivamente, en los grupos control e hipercolesterolémico.

Carecemos, hasta el momento, de una explicacién satisfactoria para estas
discrepancias. A diferencia de lo ya comentado para el MDA, no podemos aludir en este
caso diferencias metodoldgicas en la cuantificacion de los hidroperoxidos lipidicos, ya
que se ha seguido exactamente el mismo procedimiento experimental (Nourooz-Zadeh J
y cols, 1994; Nourooz-Zadeh J y cols, 1995). También resulta mas dificil proponer,
como origen de las discrepancias, variaciones en las caracteristicas de las muestras
poblacionales de los diferentes grupos, a pesar que nuestros resultados indican que los
niveles de hidroperdxidos son significativamente mas altos en mujeres que en hombres,

y en aquellos que no refieren consumo de alcohol (vino y/o cerveza).

Resaltar, en este sentido, que la mayor parte de los trabajos que sefialan
elevaciones significativas de hidroperoxidos lipidicos refieren a pacientes clinicamente
complicados. Asi, el aumento de hidroperoxidos en sujetos con hipercolesterolemia
familiar s6lo alcanza significacion estadistica cuando se desglosan en funcion de la
presencia de enfermedad cardiovascular (Nourooz-Zadeh J y cols, 2001), resultados que
concuerdan con la existencia de niveles plasmaticos elevados de hidroperoxidos en
diversas patologias cardiovasculares como infarto de miocardio con cirugia de by-pass o
angioplastia coronaria (Reilly M y cols, 1997), o con placas arterioscleréticas (Pratico D
y cols, 1997; Mallat Z y cols, 1999). De hecho, algunos autores sugirieren que la

elevacion de hidroperdxidos lipidicos se relaciona con la extension de la arteriosclerosis
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(Nourooz-Zadeh J y cols, 2001). En apoyo de esta posibilidad recordemos que ninguno
nuestros pacientes padecia complicaciones clinicas diagnosticadas como consecuencia
de la hipercolesterolemia, y que nuestros resultados muestran correlaciones débiles,
aunque significativas, entre los niveles de hidroperoxidos lipidicos y los del cociente

aterogénico y/o proteina C reactiva.

Respecto a los niveles de hidroperoxidos lipidicos observados en nuestro estudio
(9°2-9°4 uM para los tres grupos; SEM <0,40 uM) sefialar que se situan en el limite
superior del amplio rango de valores publicados. En estudios realizados sobre controles
sanos y pacientes con patologias de riesgo cardiovascular (hipercolesterolemia, DM2 e
HTA) se han descrito valores del orden de 3-5 pM (Nourooz-Zadeh J y cols, 2001;
Meneu V, 2000; Santaolaria ML, 2001), que sélo se sobrepasan (hasta 9 uM) en el caso
de que existan complicaciones clinicas (Nourooz-Zadeh J y cols, 2001). Sin embargo,
en otros estudios se refieren valores en el rango 6-9 uM, tanto para individuos sanos
(Sodergren E y cols, 1998; Firuzi O y cols, 2006) como afectos de DM2 (Sédergren E y
cols, 1998). Es probable que las caracteristicas propias de los diferentes estudios, que en
ocasiones obligan a realizar los andlisis en muestras de plasma congeladas, hayan
contribuido, segiin indica una excelente y reciente revision, a las diferencias tanto
cualitativas como cuantitativas referidas para los niveles de hidroperdaxidos lipidicos

(Firuzi O y cols, 2006) .

Resenar que numerosos factores pueden afectar tanto la aparicion de
hidroperdxidos lipidicos como su descomposicion en aldehidos estables (Niki E y cols,
2005). Este hecho ayudaria a explicar la falta de correlacion entre niveles plasmaticos
de hidroperoxidos y MDA (Nourooz-Zadeh J y cols, 1995; Meneu V, 2000; presente
estudio) y de MDA plasmatico y urinario (Nacitarhan S y cols, 1995; Meneu V, 2000;
presente estudio), asi como la correlacion inversa observada en este y otros estudios
(Meneu V, 2000) entre hidroperdxidos y MDA urinario. La arginina y/o algunos de sus
metabolitos podrian ser factores que afectasen al equilibrio hidroperéxidos/MDA, a
juzgar por los resultados obtenidos por nuestro grupo en diferentes patologias de riesgo

cardiovascular (Meneu V, 2000; Santaolaria ML, 2001; presente estudio).
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La arginina, ademas de bloquear grupos aldehido reactivos, es precursora del
NO (Wu G y Morris SM, 1998), capaz de reaccionar con el anidén superdxido para
formar peroxinitrito, que puede causar peroxidacion lipidica indirectamente al generar
radicales hidroxilo (Moncada S y Higgs A, 1993; Marin J y Moncada S, 1997).
Contradictoriamente, la peroxidacion lipidica dependiente de peroxinitrito puede ser
inhibida por el NO (Rubbo H y cols, 1994) y, éste puede actuar como antioxidante, al
menos a nivel cerebral, donde Rauhala P y cols (1996) han demostrado que detiene la
peroxidacion lipidica. Por uno u otro mecanismo, la arginina podria afectar el estrés

oxidativo y repercutir sobre la peroxidacion lipidica.

Se ha observado, en este sentido, que la administracion oral moderada de
arginina a pacientes afectos de DM2 reduce considerablemente el nivel urinario de
MDA (Lubec B y cols, 1997; Meneu V, 2000), sin afectar practicamente al MDA
plasmatico, e incrementando la tasa de hidroperdxidos lipidicos circulantes (Meneu V,
2000). Tales resultados son compatibles con la posibilidad de que la arginina bajo
ciertas condiciones afecte la descomposicion de los hidroperdxidos lipidicos en
aldehidos estables, por lo que su disponibilidad podria ser uno de los factores que
contribuya a regular la relacion hidroperdéxidos/MDA. De hecho, nuestro estudio
muestra correlacion inversa significativa (r=-0,501; p=0,004) entre niveles plasmaticos
de arginina e hidroperdxidos cuando se considera la poblacion global. Pero también
cabe esta posibilidad para las poliaminas, metabolitos derivados de la arginina con
propiedades antioxidantes, que nuestro estudio relaciona con los niveles circulantes de
hidroperdxidos lipidicos (correlacion con la espermina: 1=0,426; p=0,017 en la
poblacién global; r=0,992; p=0,008, en el grupo hipercolesterolémico tratado con
estatinas). Asi, se ha observado que la suplementacion de arginina disminuye

significativamente los niveles circulantes de poliaminas (Meneu V, 2000),

Comentar finalmente, en relacion a los factores que podrian afectar la relacion
hidroperéxidos/MDA, que nuestro estudio no descarta el posible papel del colesterol.
De hecho, la correlacién inversa ya mencionada entre los niveles de hidroperdxidos
lipidicos y los de MDA en orina s6lo es evidente en la poblacion global (r=-0,445;

p=0,011) y en el grupo control (r=-0,755; p=0,019), perdiéndose en los dos grupos
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hipercolesterolémicos. Desconocemos el significado de esta observacion experimental
dado que, aunque por diferentes mecanismos, tanto los hidroperéxidos como el MDA
resultan toxicos para las moléculas y estructuras celulares (Niké E y cols, 2005), y que
no se ha establecido su contribucion individual en la instauracion de las complicaciones

cardiovasculares que acompaian a la hipercolesterolemia.

5.2.2. Hipercolesterolemia y oxidacion proteica

A diferencia de la extensa literatura que refiere a la evaluacion de la oxidacion
lipidica en patologias de riesgo cardiovascular, son muy pocos los estudios referentes a
la oxidaciéon proteica (Dean RT y cols, 1997; Ciolino HP y Levine RL, 1997). Sin
embargo, como ya hemos comentado, las proteinas son también dianas altamente
susceptibles al ataque por radicales libres, hecho que conlleva frecuentemente la pérdida
de su actividad biologica y la aparicion/desaparicion de grupos cuantificables con
metodologias relativamente simples (Griffiths HR y cols, 2002; Firuzi O y cols, 2006).
Tales condiciones nos han llevado a incluir en nuestro estudio la determinacion de
grupos sulfhidrilo (SH) y carbonilo en proteinas plasmaticas y, a juzgar por los
resultados obtenidos, proponemos que la cuantificacién de grupos carbonilo puede ser
una opcion valida para evaluar de forma especifica y sensible el estrés oxidativo que

acompana concretamente a la hipercolesterolemia.

Nuestros resultados de grupos SH proteicos muestran niveles discretamente
inferiores en el grupo hipercolesterolémico y mas elevados y similares en los grupos
control y tratado con estatinas, sin alcanzar las diferencias significacion estadistica. Este
resultado por lo tanto, aunque s6lo sea a nivel cualitativo, apoyaria la existencia de
mayor oxidacidon proteica en la hipercolesterolemia asi como su prevencidon por el
tratamiento con estatinas. Recordar que la determinacion de grupos sulthidrilo mide
exclusivamente la oxidacion de residuos de cisteina por lo que, considerado de forma
aislada, es un marcador poco sensible de dafio oxidativo (Griffiths HR y cols, 2002). Es
mas que probable que esta caracteristica, junto con otros factores que comentaremos
seguidamente, ayude a explicar la disparidad de resultados entre los escasos estudios

que refieren los niveles de grupos SH sanguineos en la hipercolesterolemia.
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De acuerdo con nuestro estudio, se han descrito niveles inferiores de tioles
intracelulares en eritrocitos de ratas hipercolesterolémicas (Kempaiah RK y Srinivasan
K, 2004), y en pacientes con enfermedad coronaria estable diagnosticada
angiograficamente (Tosukhowong P y cols, 2003). En el mismo sentido, Oberg BP y
cols (2004) observan descensos no significativos de tioles plasmaticos en pacientes
afectos de enfermedad renal al fraccionar la poblacién de acuerdo con los niveles de
colesterol. Contrariamente, otros estudios refieren elevaciones de grupos tidlicos en
pacientes hipercolesterolémicos respecto a controles normocolesterolémicos (Rossi R y

cols, 2001) o hipocolesterolémicos (Muldoon MF y cols, 1996).

De los estudios citados, quizas el més similar al nuestro sea el de Muldoon MF y
cols (1996) ya que se realizdé en humanos, en general sanos, y sin otro factor de RCV.
Ademas, los niveles plasmaticos de grupos tidlicos referidos en este estudio se
encuentran en el rango de los observados en nuestros pacientes y de los descritos para
individuos sanos (Jenkins DJA y cols, 1999; Firuzi O y cols, 2006), hecho que facilita
sensiblemente la comparacion entre estudios, ademas de aportar fiabilidad a nuestras
determinaciones. Sin embargo, los resultados de este estudio, contrariamente a los del
nuestro, indican elevacion plasmatica de grupos tidlicos en la hipercolesterolemia.
Destacar que sus niveles medios de CT eran, comparados con los nuestros, superiores
en el grupo hipercolesterolémico (269 frente a 244 mg/dL) e inferiores en el grupo
hipocolesterolémico (165 frente a 175 mg/dL), condiciones, por lo tanto, mucho mas
favorables para estimar diferencias significativas entre los grupos atribuibles al nivel de

colesterol.

Una observacion que destaca en el estudio de Muldoon MF y cols (1996) es el
elevado grado de dispersion de los resultados (DS 185 uM para el caso de varones
hipercolesterolémicos), algo completamente opuesto a nuestros resultados
experimentales. Ademads, curiosamente, este estudio refiere diferencias estadisticamente
significativas al comparar por sexos, atribuibles a los elevados niveles de grupos SH en
el grupo de varones hipercolesterolémicos (valor medio 846 pM) ya que el resto
muestran niveles bastante homogéneos. En nuestro estudio, contrariamente, el sexo ha

sido la unica variable para la que no se han observado diferencias significativas en los

176



Tesis Doctoral Maria Serra Lluch

grupos SH al fraccionar globalmente la poblacion. Por lo tanto, al igual que ya
mencionamos para el MDA, las diferencias entre estudios pueden ser principalmente
atribuibles a una combinacién de baja sensibilidad de este marcador junto con su
afectacion por la suma de multiples y pequefias diferencias entre las muestras
poblacionales tales como consumo de tabaco o alcohol o porcentaje de pacientes

hipertensos.

Resenar que los niveles plasmaticos de grupos SH cuantificados en nuestro
estudio (al igual que en el de Muldoon MF y cols, 1996), en el que no hemos procedido
a la separacion de las proteinas previamente a la reaccion con DTNB (Ellman GL, 1959;
Oberg BP y cols, 2004), reflejan la contribucién global de diferentes compuestos con
grupos SH libres (Wlodek PJ y cols, 2006). Entre ellos, el mayor contribuyente con
diferencia son las proteinas plasmaticas pero, ademas, el aminoéacido cisteina libre y
glutation, principalmente. El glutation plasmatico libre es muy bajo (10-15 pM) ya que
es fundamentalmente intracelular, si bien su descenso, que se considera un reflejo de sus
niveles titulares, se ha constatado ampliamente en situaciones de estrés oxidativo
(Balbis E y cols, 2007; Seghrouchni I y cols, 2002; Aguilar B y cols, 2004). La
concentracion plasmatica de cisteina es bastante superior, del orden de 100 uM, si bien
no se ha referido su descenso en situaciones de estrés oxidativo como en la
hipercolesterolemia. Por lo tanto, en el caso de nuestro estudio, ligeros descensos de
grupos SH en cualquiera de estos componentes individuales, o en su conjunto,
permitirian explicar el moderado descenso de este parametro observado en el grupo
hipercolesterolémico. Proponemos el analisis individual de cada componente por
separado para valorar si refleja especificamente la oxidacion de grupos SH proteicos
y/o, complementariamente, valorar situaciones de hipercolesterolemia mas extremas.
Reseiar, en este sentido, que las grandes ventajas del procedimiento utilizado, ademas
de su rapidez y fiabilidad, son su sencillez y su falta de afectacion por la congelacion de
las muestras (Firuzi O y cols, 2006), caracteristicas que hacen posible su utilizacion en
estudios como el nuestro e, incluso, en la clinica rutinaria. Carecemos actualmente de
tales posibilidades analiticas para cisteina o GSH libre (Wlodek PJ y cols, 2006; Ashfaq
S y cols, 2006)
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Como ya hemos comentado, en investigaciones previas de nuestro grupo en las
que se determinaron diversos marcadores de estrés oxidativo en pacientes afectos de
DM?2 y/o HTA, los dafos observados fueron mucho mayores que los obtenidos en el
presente estudio (Meneu V, 2000; Santaolaria M, 2001). En el mismo sentido, un
estudio reciente sobre dafio oxidativo en situaciones de riesgo cardiovascular como
HTA e hipercolesterolemia, muestra que los resultados para la hipercolesterolemia son
mucho mas discretos en la mayoria de parametros analizados (Espinosa O, 2007). Por lo
tanto, el moderado efecto de la hipercolesterolemia “per se” podria explicar la
discrecion del descenso de grupos SH plasmaticos y su falta de significacion estadistica.
Si a este hecho se afiade la afectacion de este pardmetro por diferentes variables (HTA,
consumo de alcohol o tabaco), cabe plantearse nuevos estudios modificando el tamafio
de la muestra, los niveles de colesterol del punto de partida, asi como el control de las

variables indicadas.

El segundo marcador de dafio oxidativo a proteinas evaluado en nuestro estudio
ha sido los grupos carbonilos. Estos son productos de oxidacion no sélo de proteinas,
sino también de lipidos y glacidos, por lo que es necesaria la separacion previa de la
fraccién proteica del plasma para cuantificar exclusivamente los grupos carbonilo
proteicos. Ofrecen informacion cuantitativa de la totalidad de proteinas oxidadas, sin
aportar datos acerca del origen o funcionalidad de las mismas, para lo cual serian
necesarios otros métodos, sobre todo inmunohistoquimicos (Griffiths HR y cols, 2002).
En cuanto al estudio que nos ocupa, no pretendiamos identificar las proteinas oxidadas
de forma particular, sino cuantificarlas en general ya que no tenemos referencia de
ningun estudio en el que se indiquen los niveles plasmaticos de grupos carbonilo
proteicos en individuos afectos exclusivamente de hipercolesterolemia. El método
empleado para la determinacion es el clasico procedimiento colorimétrico de Levine y
cols (1990), que no es tan sensible y discriminatorio como el ELISA descrito mas
recientemente (Buss H y cols, 1997), pero cuyos resultados en muestras de plasma

guarda muy buena correlacion con los de este tltimo procedimiento.

De acuerdo con los resultados de nuestro estudio, los niveles plasmaticos de

grupos carbonilo proteicos podrian representar el indicador mas fiable y sensible del
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estrés oxidativo asociado a condiciones de hipercolesterolemia moderada. Esta
afirmacién se sustenta, en primer lugar, en el hecho de que este parametro, a diferencia
de los comentados previamente, se eleva de forma clara y significativa (del orden del
40%) en los grupos hipercolesterolémicos respecto al control tanto en la poblacién
global como tras el fraccionamiento de ésta en funcion de cualquiera de las variables
incluidas en nuestro estudio (Centro de Salud, determinacion, sexo, HTA o consumo de
tabaco o alcohol). En segundo lugar, los grupos carbonilo proteicos se correlacionan
directa y fuertemente en nuestro estudio con todos los parametros del metabolismo
lipidico a excepcion del HDLc, hecho de gran importancia ya que son los parametros

utilizados para el establecimiento de los grupos experimentales (Tabla 5.11L.).

GRUPOS CARBONILO PROTEICOS

Global Control Hipercolesterolémico Estatinas No HTA HTA
Colest r=0,449 1=0,286 r=0,475 r=0,527 r=0,252

ns

p<0,001 p=0,047 p<0,001 p<0,001 p=0,042
HDLe ns ns ns ns ns ns
LDLe =0,354 =0,308 =0,427

p<0,001 p=0,033 s s p<0,001 s
TGC =0,601 s =0,644 r=0,535 =0,663 =0,346

p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p=0,004
C.Ater =0,320 r=0,228 1=0,355

p<0,001 ns p=0,044 ns p<0,001 ns

Tabla 5.I11. Correlaciones biparamétricas estadisticamente significativas entre los parametros del
metabolismo lipidico y los grupos carbonilos proteicos en la poblacién global, en los grupos de
estudio, y de forma global en funcion de la presencia de HTA. Letra r minuscula indica coeficiente de
correlacion de Pearson; letra p mintscula indica grado de significacion estadistica. (HTA: hipertension
arterial; ns: no significacion estadistica).

Resaltar, ademas, que la correlacion colesterol total-grupos carbonilo es la tnica
que se mantiene en todos los grupos experimentales (con la excepcion del tratado con
estatinas) y tras el fraccionamiento de la poblacion global por sexos, presencia de HTA
o Centros de Salud. Por lo tanto, estos resultados apoyan claramente el estado
prooxidante ampliamente descrito en condiciones de hipercolesterolemia (Boger RH y
cols, 1998b; Heitzer T y cols, 2001; Moriel P y cols, 2000), y extienden sus efectos mas
facilmente evaluables al incremento de grupos carbonilo en dianas proteicas del plasma.
La relevancia de este resultado radica en la falta de datos en la literatura sobre los

niveles de grupos carbonilos proteicos en sujetos hipercolesterolémicos.
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Un reciente trabajo de Kumar en ratas sometidas a dieta hipercolesterolémica
(suplemento de la dieta con 4% de colesterol durante 30 dias), refiere niveles elevados
de grupos carbonilo proteicos en el tejido renal (Kumar SA y cols, 2006), demostrando
asi el dafio oxidativo que provoca sobre este tejido la hipercolesterolemia. Es hasta el
momento el Unico trabajo del que tenemos constancia que midan grupos carbonilos en
situacion de hipercolesterolemia pero, obviamente, es un modelo animal. El articulo no
resefia los niveles plasmaticos de colesterol alcanzados con el tratamiento, lo que nos
permitiria una mas ajustada comparacién con nuestros trabajos. Sin embargo, y a pesar
de las evidentes diferencias entre ambos estudios (modelo animal frente a humano,
niveles de colesterol desconocidos en el caso de las ratas, estudio en tejido renal y no en
plasma) sus valores promedio de grupos carbonilo proteicos oscilan entre 0’82 y 1’82
nmol/mg proteina en los grupos control e HC respectivamente, en excelente acuerdo

con nuestros resultados experimentales de 0°7-1,5 nmol/mg de proteina (40-90 uM).

Igualmente, nuestros niveles de grupos carbonilo proteicos son muy similares a
los de diferentes estudios en muestras poblacionales humanas (Jenkins DJA y cols,
1999; Marangon K y cols, 1999; Cakatay U, 2000; Firuzi O y cols, 2006), incluidos
trabajos previos de nuestro laboratorio (Meneu V, 2000; Santaolaria M, 2001), lo que
aporta fiabilidad a nuestros resultados experimentales. En los tltimos trabajos
resefiados, realizados en poblaciones diabéticas y/o hipertensas, se detectaron niveles de
grupos carbonilo en proteinas plasmaticas de hasta 2 nmol/mg proteina (Meneu V,
2000; Santaolaria M, 2001), sensiblemente més altos que los obtenidos en este caso que
nos ocupa de la hipercolesterolemia. Esta observacion concuerda con la del resto de
parametros de dafio oxidativo incluidos en este estudio, y apoya la idea ya comentada de
que en la HC el estrés oxidativo es menos evidente que en otras patologias que

provocan dafio vascular (DM2, HTA). .

Recordemos que los grupos carbonilo proteicos son un marcador de dafio
oxidativo a proteinas mas general que los grupos sulfhidrilo, ya que detectan dafio
oxidativo en diferentes aminodcidos (prolina, arginina, lisina o treonina)(Levine RL y
cols, 1990; Baynes JW y cols, 1989), y no s6lo en residuos de cisteina. Pueden

originarse por modificacion oxidativa directa de las cadenas laterales de estos
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aminoacidos por ROS y/o introducidos secundariamente por reaccion de cisteina,
histidina o lisina con aldehidos producidos durante la peroxidacion lipidica. Quiza sea
este el motivo de que el nivel de grupos carbonilo proteicos sea considerado el mas
general y establecido biomarcador de dafio oxidativo severo a proteinas (revisado en
Cakatay U, 2005). Al margen del mecanismo por el que se originen, nuestros resultados
apoyan la hipdtesis de que el ataque oxidativo a las proteinas puede ser un evento
temprano importante en la patogénesis de las complicaciones secundarias a la
hipercolesterolemia. Su clara elevacion bajo nuestras condiciones de moderada
hipercolesterolemia, cuando los cambios en los restantes indicadores de dafio oxidativo
son todavia incipientes, podria evidenciar la existencia de una patologia subclinica
(estrés oxidativo y disfuncidon vascular) incluso a niveles relativamente bajos de
colesterol. Tal posibilidad ha sido ya apuntada para otras patologias de RCV como la

diabetes (Cakatay U, 2005).

Ante la falta de estudios en este sentido, resulta dificil especular sobre las causas
y consecuencias de la observada elevacion plasmatica de grupos carbonilo proteicos en
nuestras condiciones experimentales de moderada hipercolesterolemia. La acumulacion
de proteinas oxidadas debe reflejar no solo la velocidad de oxidacion proteica sino
también su velocidad de degradacion, que también depende de numerosas variables
(Stadtman ER y Levine RL, 2003). Una asociacion entre el aumento de productos de
peroxidacion lipidica y la aparicion de grupos carbonilo proteicos ha sido descrita en
diferentes trabajos (Stadtman ER y Levine RL, 2003 ; Dalle-Donne 1 y cols, 2003a y b;
Dalle-Donne I y cols, 2003; Kayali R y cols, 2003; Telci A y cols, 2000; Cakatay U y
cols, 2000). En nuestro estudio la hipercolesterolemia se asocia a discretas elevaciones
en el MDA plasmatico y urinario que, aunque no se correlacionan significativamente
con los grupos carbonilo, no podemos descartar que jueguen un papel adicional en
aumentar la oxidacion proteica. Los grupos tiolicos de las proteinas (por ejemplo de la
albiimina, la proteina mas abundante del plasma) también pueden prevenir la aparicion
de grupos carbonilo proteicos actuando como secuestradores de especies oxidantes
(Takenaka Y y cols, 1991; Shacter E, 2000). Este efecto preventivo también podria estar
disminuido en nuestras condiciones experimentales dado que, como ya hemos sefialado,

nuestro estudio muestra ligeras disminuciones de esta reserva antioxidante (grupos SH
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plasmaticos) en los grupos hipercolesterolémicos. Otra posibilidad no evaluada en
nuestro estudio para explicar el incremento de grupos carbonilo proteicos implicaria
también, pero por un doble mecanismo, al estrés oxidativo. En un primer paso el exceso
de ROS promoveria la liberacion de iones divalentes unidos a proteinas (transferrina,
ferritina, etc) los cuales, a su vez, se unirian a proteinas diana convirtiendo el sitio de
unién en un centro de generacion masiva de nuevas ROS que oxidarian directamente la
proteina (Ramirez DC y cols, 2005; Dimitrov JD y cols, 2006). De hecho, los grupos
carbonilo son uno de los productos mayoritarios de la oxidacion sitio-especifica de
proteinas catalizada por metales de transicion (Stadtman ER y Levine RL, 2000 y 2003;
Alonso E y Rubio V, 1987 y 1995; Alonso E y cols, 1992)

La accion antioxidante de las estatinas, como ya hemos comentado, podria estar
implicada en su efecto protector frente a la enfermedad cardiovascular (Shishehbor MH
y cols, 2003; Haendeler J y cols, 2004; Pereira EC y cols, 2004). En apoyo de esta
posibilidad el tratamiento con atorvastatina, pero no con simvastatina, se ha traducido
en éste y en otros estudios (Dobreanu M y cols, 2002; Kowalski J y cols, 2005) en una
disminucion significativa de los niveles de diferentes marcadores de peroxidacion
lipidica. En el mismo sentido, la atorvastatina ha sido efectiva en nuestro estudio en
restaurar la disminucion de los niveles de grupos SH de los pacientes
hipercolesterolémicos. Sin embargo, ni las estatinas en general, ni la simvastatina o
atorvastatina en particular han reducido los niveles plasmaticos de grupos carbonilo
proteicos en nuestro estudio. Carecemos, por el momento, de una explicacion
bioquimica satisfactoria para este resultado. Resefiar sin embargo, en este sentido, que
trabajos recientes asignan los potentes efectos antioxidantes de las estatinas
(fundamentalmente atorvastatina) a su accion sobre la regulacion de vias metabdlicas
concretas implicadas en la generacién/eliminacion de ROS. Entre ellas se encontrarian
la activaciéon de tiorredoxina por S-nitrosilacion (Haendeler J y cols, 2004) y la
inhibicién de la aparicion de oxidantes derivados de las vias de la mieloperoxidasa y
del 6xido nitrico (Shishehbor MH y cols, 2003). Nuestros resultados, que muestran
disminucion de la excrecion urinaria de nitrato en pacientes tratados con atorvastatina,

estarian de acuerdo con ésta ultima observacion experimental. Cabe la posibilidad de
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que la aparicion de grupos carbonilo proteicos dependa, mayoritariamente, de vias

redox insensibles a la accion de las estatinas.
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CONCLUSIONES
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5. CONCLUSIONES

El anélisis de los resultados obtenidos en este estudio sobre la influencia de la
hipercolesterolemia moderada sobre diferentes parametros de dafo oxidativo y del
metabolismo de la arginina, realizados en tres muestras poblacionales seleccionadas:
control, hipercolesterolémico e hipercolesterolémico tratado con estatinas nos permite

establecer las siguientes conclusiones:

1. La evaluacion comparativa y conjunta de los resultados para los cuatro
marcadores de dafio oxidativo analizados en este estudio (TBARM, hidroperoxidos
lipidicos y grupos sulfhidrilo y carbonilo proteicos) confirma, en términos globales, la
situacion de estrés oxidativo asociada a la hipercolesterolemia y su parcial reversion por

el tratamiento con estatinas.

2. Las condiciones particulares de este estudio, principalmente, el moderado
grado de hipercolesterolemia de la poblacion y la ausencia de pacientes con enfermedad
cardiovascular complicada, permitirian explicar las discretas variaciones cuantitativas
de la mayor parte de los marcadores de dafio oxidativo evaluados (TBARM,

hidroperéxidos lipidicos y grupos sulthidrilo proteicos).

3. En el mismo sentido, la coexistencia en nuestro estudio de pacientes
normotensos € hipertensos, y el hecho de que ciertos parametros de dafio oxidativo,
como grupos sulthidrilo y TBARM, alcancen diferencias estadisticamente significativas
en funcion de su presencia, nos hacen plantear que la modificacion oxidativa presente
en la hipercolesterolemia sea mucho mas discreta que para otros FRCV y que, para ser
significativamente cuantificable, debe partirse de niveles de colesterol més elevados o
pacientes con enfermedad cardiovascular complicada. En este sentido pueden orientarse

nuevos estudios.

4. Los grupos carbonilo proteicos pueden representar el indicador mas fiable de
estrés oxidativo en condiciones de hipercolesterolemia moderada. Tal proposicion se
fundamenta en su elevacion clara y significativa en la poblacion hipercolesterolémica,

su no afectacion por el resto de variables incluidas en este estudio y su fuerte
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correlacion con los niveles de colesterol total y LDLc. La aparicién de grupos carbonilo

proteicos no es sensible al tratamiento con estatinas.

5. La evaluacion conjunta de los resultados para los diferentes metabolitos
relacionados con la arginina analizados en este estudio (NO, poliaminas y derivados
metilados de la arginina) no apoya, en términos globales, alteraciones significativas del
metabolismo de este aminoacido asociadas exclusivamente a condiciones de
hipercolesterolemia moderada. Si sugiere, sin embargo, la aparicion de dichas

alteraciones ante el efecto sumatorio de varias patologias de RCV (p.e. HTA).

6. Dado que la hipercolesterolemia no se asocia en nuestro estudio a cambios
cuantitativamente detectables en los niveles plasmaticos o urinarios de nitrato (que
guardan entre si una excelente correlacion), nuestros resultados no apoyan la hipdtesis
de que la hipercolesterolemia afecte la produccidon organica de 6xido nitrico. Sin
embargo, la excelente correlacion observada entre nitrato urinario y TBARM, si podria
ser indicativa de alteraciones en la funcionalidad del NO bajo condiciones prooxidantes

sobre las que la atorvastatina y la simvastatina tendrian efectos opuestos.

7. La coincidencia en la poblacion femenina de nuestro estudio de una elevacion
significativa de los niveles de nitrato junto a una significativa disminucion de ADMA,
apoyaria el ampliamente descrito efecto protector de los estrogenos a nivel endotelial
sobre la produccion de NO e implicaria en este efecto, a nivel mecanistico, a los

derivados metilados de la arginina.

8. La constancia de los niveles de ADMA en el rango de hipercolesterolemia
manejado en este estudio, a diferencia de lo observado en otras muestras poblacionales,
apoyaria la importancia del HDL colesterol como factor de proteccion del RCV vy,
probablemente, de otras condiciones bioquimicas de base asociadas a la dieta

mediterranea.

9. La discreta variacion de los niveles circulantes de poliaminas en nuestro

estudio refuerza la importancia fisioldgica de estos metabolitos cuyos niveles, de
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acuerdo con numerosos estudios, tienden a mantenerse constantes ante cambios

importantes de las condiciones fisiopatologicas.
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