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La produccion de superoxido
dependiente de NADPH oxidasa se
asocia con el grosor intima-media
carotideo en sujetos sin enfermedad
aterosclerdtica clinica

NADPH oxidase-dependent superoxide production is associated
with carotid intima-media thickness in subjects free of clinical
atherosclerotic disease

Zalba G, Belogui O, San José G, Moreno MU,
Forturio A y Diez J

Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2005;25:1452-7.

Objetivo. El estrés oxidativo desempefia un papel critico
en la patogénesis de la aterosclerosis. La NADPH oxida-
sa constituye la principal fuente de aniones superdxido
en células vasculares y fagociticas. El presente estudio
tuvo como objetivo investigar la produccién de superé-
xido procedente de la NADPH oxidasa de células fagoci-
ticas, asf como la asociacién entre dicha produccién fa-
gocitica de superéxido y el grosor intima-media
carotideo (GIM), utilizado como un marcador secunda-
rio de aterosclerosis asintomética.

Métodos y resultados. La produccion de superdxido proce-
dente de la NADPH oxidasa de células fagociticas se deter-
miné por quimioluminiscencia usando lucigenina en 184
pacientes sin sintomas de enfermedad aterosclerética. Los
individuos del tercil superior de aniones superéxido (> 20
cuentas/s) presentaron un GIM significativamente mayor
(p < 0,05) que los del tercil inferior. Los anlisis de corre-
lacién mostraron una relacién positiva (p < 0,05) con el
indice de masa corporal. El andlisis multivariante demos-
tré que la asociacion de produccién de superéxido con el
GIM era también significativa después de ajustar por la
edad, el sexo, la presion sistlica, el indice de masa corpo-
ral, los triglicéridos, la glucosa y el consumo de tabaco.
Conclusiones. En una poblacién de adultos sin enferme-
dad aterosclerética clinica, la actividad NADPH oxidasa
de células fagociticas se asocié a un aumento del GIM,
lo que indica una relacién entre el estrés oxidativo de-
pendiente de la NADPH oxidasa fagocitica y el desarro-
llo de aterosclerosis.

COMENTARIO

El estrés oxidativo se debe a un desequilibrio entre la pro-
duccion vy la neutralizacion de las especies reactivas de oxi-
geno por las enzimas antioxidantes, que da lugar a un ex-
ceso neto de las especies reactivas de oxigeno. El estrés
oxidativo desemperia un papel central en las alteraciones
asociadas al desarrollo, la progresion y las complicaciones
de la enfermedad aterosclerdtica. Participa en el desarrollo
de la disfuncion endotelial (debido a la capacidad de los
aniones superéxido para combinarse con el dxido nitrico y
formar peroxinitrito), el remodelado vascular (estimula el

crecimiento, la migracion v la apoptosis de células muscu-
lares lisas vasculares), el desarrollo de fibrosis, el proceso
inflamatorio y la inestabilizacion de la lesién ateromatosa
(por la activacion de las metaloproteinasas). Ademds es
bien conocido el papel de los aniones superdxido en el pro-
ceso de oxidacién de las lipoproteinas de baja densidad
(LDL), que es determinante en el origen del proceso ateros-
clerdtico. La principal fuente de produccién de los aniones
superéxido a nivel vascular es la NADPH oxidasa, que se
halla presente en las células endoteliales, células muscula-
res lisas y fibroblastos. Sin embargo, diversos estudios han
propuesto que las isoformas no vasculares de la NADPH
oxidasa, y en concreto aquella presente en monocitos, pue-
den contribuir de manera importante a las alteraciones oxi-
dativas que ocurren durante el desarrollo aterosclerdtico.

Siguiendo con esta linea de pensamiento, los autores del pre-
sente trabajo se propusieron profundizar en el estudio y rele-
vancia de la NADPH oxidasa monocitica en el desarrrollo
aterosclerético. La hipdtesis del presente estudio fue la exis-
tencia de una asociacion entre la NADPH oxidasa monociti-
ca y el desarrollo de aterosclerosis en individuos sin sinto-
mas clinicos de enfermedad vascular. Para ello estudiaron la
produccion de aniones superoxido por células fagociticas
periféricas (monocitos y linfocitos) y el GIM en individuos
aparentemente sanos, sin historia de enfermedad ateroscle-
rotica. Para llevar a cabo el estudio, se analizé a 184 indivi-
duos (que acudian a la Clinica Universitaria de Navarra
para control de riesgo cardiovascular), de los que el 81%
eran varones, con una edad media de 53,9 arios, y que no
presentaban sintomas clinicos de enfermedad aterosclerdti-
ca. Se dividié a los individuos participantes en el estudio
en terciles de acuerdo con la produccion de aniones supe-
réxido de origen fagocitico. Los individuos en el tercil su-
perior presentaban un GIM aumentado con respecto a los
de terciles bajo y medio. Se encontré una correlacién biva-
riante positiva entre produccion de superoxido y GIM en
todos los sujetos. Esta asociacion entre ambas variables se
mantuvo después de realizar una correccién por posibles
factores de confusion. Ademds, los sujetos en el tercil mds
alto de produccién de aniones superdxido también presen-
taron cifras de presion arterial sistélica (PAS), indice de
masa corporal, glucemia basal y concentracion plasmdtica
de triglicéridos mds elevados que aquellos del tercil infe-
rior. La produccion de aniones superdxido fagociticos se
asocio significativamente con la concentracion de triglicé-
ridos y el indice de masa corporal. El GIM se correlacioné
también con la edad, la PAS, el indice de masa corporal, la
glucemia basal y la concentracion plasmdtica de triglicéri-
dos. En los dltimos arios, son numerosos los estudios que
han resaltado la importancia de la NADPH oxidasa de ori-
gen vascular como principal fuente de estrés oxidativo en
el desarrollo de aterosclerosis. Sin embargo, el presente es-
tudio resalta la importancia de la NADPH oxidasa fagociti-
ca en este proceso, por lo que se podria postular que am-
bas isoformas participan en la progresion aterosclerética.
Esta propuesta se basa en que, segiin los resultados del es-
tudio, la produccion de aniones superéxido fagocitica ex-
plica hasta el 14,3% de la variacion del GIM (después de
ajustar por los factores de riesgo comunes). Por lo que
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cabe suponer que las isoformas vasculares también parti-
cipan de manera importante. Ademds, otras fuentes de pro-
duccion de aniones superdxido, como la xantina oxidasa,
la lipooxigenasa vy la éxido nitrico sintasa, también se de-
ben considerar en la contribucién a la produccién total de
superoxido y al aumento del GIM carotideo. Aunque,
como aspecto novedoso, las conclusiones del estudio se ba-
san en la potencial importancia de la NADPH oxidasa de
origen fagocitico en el aumento del GIM carotideo, la falta
de biopsias de los individuos estudiados impide averiguar
con certeza qué isoformas de la NADPH oxidasa estdn in-
volucradas en realidad en el aumento del GIM carotideo.
En resumen, la asociacion observada entre la produccién
fagocitica de aniones superéxido y el GIM indica que el
estrés oxidativo de este origen podria participar en el desa-
rrollo del proceso aterosclerdtico.
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La expresion endogena de la proteina
C reactiva estd incrementada en placas
activas (ulceradas no complicadas)

de arteria carétida humana

Endogenous expression of c-reactive protein is increased in
active (ulcerated noncomplicated) human carotid artery plaques

Krupinski J, Miguel Turu M, Martinez-Gonzdlez J,
Carvajal A, Juan-Babot JO, Iborra E, Slevin M, Rubio
F y Badimon L

Stroke. 2006;37:1200-4.

Antecedentes y propdsito. Hay evidencias que indican que
la proteina C reactiva (PCR) es una molécula efectora ca-
paz de inducir y promover la aterotrombosis. La presen-
cia de PCR en las placas aterosclerdticas puede reflejar
bien su produccién local o infiltracién de la PCR circu-
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lante, que estd incrementada en la respuesta inflamato-
ria general. El objetivo fue analizar la PCR en placas de
ateroma carot{deas humanas con diferentes caracteristi-
cas anatomopatoldgicas, y detectar la expresion local de
PCR y otros genes proinflamatorios en estas lesiones.
Métodos. Las muestras, procedentes de 38 pacientes que
fueron sometidos a una endarterectomfa corotidea, se
clasificaron en 3 grupos: ulceradas no complicadas
(UNC; n = 19), ulceradas complicadas/hemorrégicas
(UC; n = 17) y fibrosas (F; n = 12). La PCR se evalud por
inmunohistoquimica, y se determiné la concentracién
de PCR ultrasensible en muestras plasmaticas. Para el
estudio de los genes inflamatorios (PCR, interleucina 6
[IL-6], factor estimulante de colonias de macréfagos-1,
proteina quimiotactica de monolitos-1 y ciclooxigenasa-
2) se utilizaron TagMan Low-density Arrays.

Resultados. El ARNm de la PCR se detect6 principalmen-
te en placas UNC de alto riesgo, pero no en placas UC (p
=0,001). Las placas UNC también presentaron las mayo-
res expresiones de otros genes inflamatorios: ciclooxige-
nasa-2 (p < 0,005 comparado con F y con UC), IL-6 (p
< 0,005 frente a F y frente a UC) y proteina quimiotactica
de monocitos-1 (p < 0,001 frente a F y frente a UC). Las
concentraciones de ARNm de PCR se correlacionaron
con los andlisis inmunohistoquimicos, pero fueron inde-
pendientes de las concentraciones plasmaticas de PCR
ultrasensible. En las placas UNC, las células endoteliales
e inflamatorias fueron altamente positivas para PCR alre-
dedor de las areas de nueva formacién de microvasos.
Conclusiones. En placas humanas carotideas de alto
riesgo (UNC), la expresion de PCR refleja un estado
proinflamatorio activo. La sintesis local de PCR podria
estar involucrada en la neovascularizacién de la placa y
en un riesgo aumentado de hemorragia.

COMENTARIO

El proceso inflamatorio desemperia un papel crucial en el
desarrollo y progresién de la aterosclerosis. La inflamacion
crénica local y sistémica estd ademds relacionada con las
complicaciones trombdticas de la aterosclerosis. Por ello,
desde hace afios, son muchos los estudios que han demos-
trado que los marcadores inflamatorios en general, y en
concreto la proteina C reactiva (PCR), son buenos predic-
tores de eventos cardiovasculares futuros. Sin embrago, es
importante resaltar que no se debe considerar la PCR como
un simple marcador de inflamacion en aterosclerosis, sino
como un agente que participa activamente en las alteracio-
nes vasculares asociadas a la progresion y complicacion de
la lesién aterosclerdtica. Se ha demostrado que la PCR tie-
ne actividad quimiotdctica para monolitos circulantes, es-
timula la expresion vascular de moléculas de adhesion y
del activador de plasmindgeno tisular tipo 1 (PAI-1), redu-
ce la expresion del éxido nitrico (NO), e incluso aumenta
la expresion de las metaloproteinasas, con lo que contribu-
ye a la inestabilidad de la placa de ateroma. Aunque tradi-
cionalmente se ha considerado el origen hepdtico de la
PCR, mds recientemente se ha demostrado su sintesis en
macrdfagos, linfocitos y células musculares vasculares,
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por lo que se ha sugerido que la PCR presente en la pared
vascular podria no ser un mero depdsito o infiltrado de la
PCR circulante, sino resultado de su sintesis local.

Para avanzar en el conocimiento del papel de la PCR vas-
cular y su posible participacién en las complicaciones ate-
rosclerdticas, los autores de este articulo se propusieron
estudiar la presencia de PCR en lesiones aterosclerdticas
carotideas humanas, evaluando su expresion génica v la
de otros genes inflamatorios. Se estudié a 38 pacientes que
habian sido sometidos a una endarterectomia carotidea
debido a una estenosis mayor del 70%. Se clasificé a los
pacientes en 3 grupos de acuerdo a las caracteristicas de
sus placas en: ulceradas no complicadas (UNC), ulceradas
complicadas (UC) y fibrosas (F). En los 3 grupos estudia-
dos no se observaron diferencias en el grado de la enferme-
dad carotidea sintomdtica, factores de riesgo cardiovascu-
lar, pardmetros bioquimicos bdsicos o coexistencia de otra
enfermedad vascular. Los pacientes con UNC presentaron
afeccion carotidea unilateral de manera predominante.
Uno de los aspectos que clarifica este articulo es que la
presencia de PCR en las lesiones aterosclerdticas se creia
debido a una deposicion de la proteina circulante. En es-
tudios previos se habia propuesto esta posibilidad, ya que
las evidencias de la produccion local de PCR en lesiones
aterosclerdticas muy avanzadas eran muy limitadas.

El principal resultado de este estudio es que las placas ul-
ceradas sin complicacion, es decir el grupo UNC, presen-
taban un aumento de la expresion de los genes de factores
inflamatorios (PCR, COX-2, IL-6, MCP-1) en compara-
cién con las placas UCy las F. En dichas placas la PCR se
localizé principalmente en la neointima, donde predomi-
naban células inflamatorias y microvasos. Es importante
destacar que la expresion elevada de PCR en las placas
UNC era independiente de los factores de riesgo cardiovas-
cular. Este aspecto parece relevante, puesto que tradicio-
nalmente se ha pensado que cuanto mayor sea el riesgo
cardiovascular, mayor podria ser la evolucién de las lesio-
nes carotideas y por tanto un mayor riesgo de complica-
cién. Sin embargo, es en las placas no complicadas donde
los factores inflamatorios estdn mds elevados. Podria ser
que ciertas placas ulceradas tuvieran una actividad infla-
matoria previa a la complicacion que las hiciese mds vul-
nerables, v las placas que ya se han complicado tuviesen
una menor actividad inflamatoria. Estos resultados, a su
vez, indican una secuencia de eventos conocidos y que co-
rroboran una posible via de complicacion de las placas
ateromatosas. En las placas UNC, ademds de la PCR, se
encuentra un aumento de la expresion de IL-6 y de MCP-1.
La IL-6 es el principal inductor de la PCR, y la PCR incre-
menta la expresion de MCP-1, que a su vez actuaria como
agente de reclutamiento de mds células inflamatorias.
Esta secuencia indica un proceso automantenido que ten-
deria a elevar la actividad inflamatoria de las lesiones,
como lo demuestra el hecho de que las lesiones con una
mayor expresion de PCR presentan también un aumento
del niimero de células inflamatorias. Por otro lado, hay
que recordar que la PCR y otros agentes inflamatorios es-
timulan la produccién de metaloproteinasas por células
inflamatorias, que son causantes del aumento de vulnera-

bilidad de la lesién y la hacen mds proclive a su complica-
cién trombdtica.

Un aspecto novedoso, y menos conocido que reafirma este
articulo, es el papel de la PCR en la angiogénesis de la le-
sion ateromatosa avanzada. El hecho de que las placas no
complicadas presenten un aumento de la vascularizacion
intraplaca indica que la PCR procedente de las células en-
doteliales, musculares lisas e inflamatorias podria ser una
agente angiogénico que promoviese la formacién de nue-
vos vasos en el interior de la placa y con ello aumentase el
riesgo subsiguiente de hemorragias dentros de la lesion.
En resumen, los resultados del presente estudio indican que
la presencia de inflamacion estd ligada a una situacion acti-
va previa a la complicacion. Sin embargo, en el presente es-
tudio no se encuentra una correlacion entre la expresion lo-
cal de PCR en las lesiones y las concentraciones circulantes
de dicho marcador inflamatorio. Por ello, los resultados
apoyan el concepto de que, independientemente de las con-
centraciones plasmdticas de PCR, es un aumento local de
PCR v otros agentes inflamatorios el elemento causante del
aumento de la vulnerabilidad de la lesion aterosclerdtica,
quie la hace mds susceptible de complicacién trombdtica.
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Tejido adiposo perivascular y funcion
vascular mesentérica en ratas
espontdneamente hipertensas

Perivascular adipose tissue and mesenteric vascular function
in spontaneously hypertensive rats

Gdlvez B, De Castro J, Herold D, Dubrovska G,
Arribas S, Gonzdlez MC, Aranguez I, Luft FC,
Ramos MP, Gollasch M y Ferndndez Alfonso MS
Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2006;26:1297-302.

Objetivo. El tejido adiposo perivascular de ratas normo-
tensas libera un factor transferible que induce relajacion
a través de la apertura de canales de potasio dependien-
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tes de voltaje (K,). La relevancia de estas observaciones
en hipertension es desconocida.

Métodos y resultados. Se caracterizo el tejido adiposo
mesentérico de ratas espontdneamente (SHR) y Wistar
Kioto (WKY, control normotenso) de 3 meses de edad.
Las ratas SHR presentan una menor cantidad de tejido
adiposo mesentérico, un menor contenido de lipidos to-
tales, y adipocitos mesentéricos mas pequefios que los
WKY. Las concentraciones plasmaticas de triglicéridos,
glicerol, acidos grasos libres y colesterol fueron también
significativamente menores en las ratas hipertensas. Ade-
mas, las concentraciones plasmaticas y mesentéricas de
leptina se correlacionaron con la cantidad de tejido adi-
poso mesentérico. Para el estudio de la funcién vascular,
se canuld el lecho vascular mesentérico y se perfundi6 a
un flujo constante de 2 ml/min. El bloqueante de los ca-
nales de potasio dependientes de voltaje, la 4-aminopiri-
dina (4-AP; 2 mmol/l), produjo un incremento de la pre-
si6n de perfusién del lecho vascular mesentérico menor
en SHR que en WKY, que es proporcional a la cantidad
de tejido adiposo mesentérico. En segmentos aislados de
arteria mesentérica, la 4-AP produjo también un menor
incremento de la presion de perfusién en la cepa SHR.
El efecto anticontractil de la grasa perivascular esta re-
ducido en segmentos de arteria mesentérica de SHR.
Conclusiones. Las diferencias en la cantidad y funcién
del tejido adiposo perivascular mesentérico podrian
contribuir al incremento de las resistencias vasculares
observadas en SHR.

COMENTARIO

El estudio de la regulacion del tono vascular se ha basado
tradicionalmente en el estudio de los mecanismos y facto-
res que afectan a la funcion vy la estructura de las 3 capas
diferentes que constituyen los vasos sanguineos: intima,
media y adventicia. Debido a que muchos vasos sangui-
neos estdn rodeados de tejido adiposo, en los dltimos
afios, estd cobrando interés el estudio del posible papel del
tejido adiposo perivascular en la regulacion de la funcién
vascular. Actualmente, el tejido adiposo ha dejado de con-
siderarse un mero depdsito de energia, y se considera un
auténtico rgano secretor, con acciones autocrinas, para-
crinas y sistémicas. Recientes estudios en animales nor-
motensos han demostrado que el tejido adiposo perivas-
cular libera un factor difusible conocido como factor
relajante derivado de los adipocitos (ADRF). El ADRF se
libera de los adipocitos perivasculares por un mecanismo
que es dependiente de calcio y de AMPc. Este factor ate-
niia la accion de los factores constrictores mediante un
efecto relajante mediado por la activacion de canales de
potasio dependientes de voltaje, en arterias mesentéricas, y
de canales de potasio dependientes de ATP, en arterias de
mayor tamafio como la aorta. Este efecto anticontrdctil
del ADRF es dependiente de la cantidad de tejido adiposo
perivascular e independiente de la presencia de endotelio.
Por ello, los resultados disponibles hasta el momento apo-
yan el concepto de la participacion del tejido adiposo peri-
vascular en la regulacion del tono vasomotor.
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El presente trabajo demuestra que las ratas espontdnea-
mente hipertensas tienen una menor cantidad de tejido
adiposo (perivascular mesentérico y lumbar) que las ra-
tas normotensas de iguales edad vy peso. Asimismo, los
adipocitos de las ratas hipertensas son mds pequerios y
tienen un menor contenido de lipidos totales que los ani-
males normotensos. Es interesante destacar que las ratas
hipertensas presentan concentraciones plasmdticas de tri-
glicéridos, colesterol, dcidos grasos libres y glicerol infe-
riores que las normotensas. Ademds, tanto la concentra-
cion plasmdtica de leptina como la leptina mesentérica
fueron menores en las ratas hipertensas que en las nor-
motensas.

Por otro lado, el hecho de que el bloqueante de los canales
de potasio dependientes de voltaje, la 4-aminopiridina, in-
duzca un incremento de la presién de perfusion basal del
lecho mesentérico y aumente la respuesta contrdctil a se-
rotonina en anillos de arteria mesentérica demuestra que
el efecto anticontrdctil del tejido adiposo perivascular me-
sentérico estd mediado a través de los canales de potasio
dependientes de voltaje. Ademds, en anillos de arteria me-
sentérica con la misma cantidad de tejido adiposo perivas-
cular, la 4-aminopiridina indujo una mayor respuesta
constrictora en ratas normotensas que en hipertensas. Es
importante destacar que las diferencias en la respuesta a
4-aminopiridina pueden ser atribuidas a un efecto anti-
contrdctil del tejido adiposo perivascular, puesto que no
son debidas a una diferencia en la sensibilidad a la hiper-
polarizacién de la membrana de las células de miisculo
liso vascular, a un efecto mecdnico producido por la dife-
rente cantidad de tejido adiposo mesentérico, ni a una di-
ferente respuesta relajante dependiente de endotelio.

En resumen, el presente estudio apoya los resultados pre-
viamente publicados de que el tejido adiposo perivascular
participa en la regulacién del tono vasomotor. Los resulta-
dos indican que una menor cantidad de tejido adiposo pe-
rivascular facilita la respuesta contrdctil de las arterias
mesentéricas, v apoya la hipétesis de que el aumento de
resistencias periféricas que se asocia a la hipertension po-
dria ser debido en parte a una alteracién de la regulacion
paracrina del tono vasomotor por parte del tejido adiposo
perivascular, a través de canales de potasio dependientes
de voltaje.
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