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Resumen/Abstract

Resumen

Antecedentes. El sindrome metabdlico (SM) es una entidad clinica heterogénea
asociada con resistencia a la insulina, estado proinflamatorio de bajo grado y
disfuncion endotelial, que acelera el proceso aterosclerético. Ademas, las
lesiones ateroscleréticas se desarrollan y empeoran por otros muchos factores
(edad, tabaquismo, comorbilidades...) lo que dificulta la estimacion precisa del

riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular (ECV).

Objetivo. Estudiar la asociacion entre la aterosclerosis subclinica y la presencia
de los parametros plasmaéticos relacionados con la disfuncion del adipocito y el
endotelio vascular, en sujetos no fumadores con SM, menores de 60 afios y sin

eventos cardiovasculares previos.

Métodos. Se estudiaron prospectivamente 78 individuos asintomaticos
(promedio 46,5 afios, 69% hombres; 59 SM y 19 controles). La ECV subclinica
fue definida por la presencia de placa carotidea y/o grosor intima media carotideo
(GIMc) >0,9 mm en estudios de ultrasonido 2/3D, hipertrofia ventricular izquierda
(HVI) o Score calcio coronario (SCC) elevado. Se realiz6 un inmunoensayo
multiplex por Luminex xMAP para medir las concentraciones plasmaticas de

adipocinas y moléculas derivadas de células endoteliales.

Resultados. En comparacién con los controles, los sujetos con SM tuvieron una
mayor prevalencia de placa carotidea (25% vs. 0%, p=0,01), GIMc>0,9 (73% vs.
26%, p=0,001) y de extension de SCC (69 vs. 5, p=0,01), que se asociaron con
un incremento en los niveles plasméaticos de ICAM-1, VCAM-1y PAI-1 (p<0,05).
Hubo una asociacion estadisticamente significativa entre GIMc e ICAM-1
(OR:14,57; IC 95%: 2,56-82,73, p<0,001), VCAM-1 (OR:7,33; IC 95%: 1,58-
33,96, p=0,007) y PAI-1 (OR: 7,80; IC 95%: 1,04-22,10, p=0,036) en sujetos con
placa carotidea y/o GIMc>0,9. También se detectd una correlacion positiva entre

volumen de placa y niveles de ICAM-1 (r=0,40; p=0,045).

Xl



Resumen/Abstract

Conclusiones. Nuestros resultados objetivan que el aumento de los niveles de
ICAM-1, VCAM-1y PAI-1 conlleva un desequilibrio proinflamatorio que se asocia
con la presencia de aterosclerosis subclinica. Por tanto, la determinacion de sus
niveles plasméticos puede ser de gran utilidad clinica y mejorar la estratificacion
del riesgo de ECV en sujetos no fumadores en estadios tempranos de SM, mas

alla de los marcadores tradicionales de riesgo cardiovascular.

Abstract

Background. Metabolic syndrome (MetS) is a heterogeneous clinical entity
associated with insulin resistance, low-grade proinflammatory balance and
impaired endotelial function, accelerating atherosclerosis. Atherosclerotic lesions
worsen with age, smoking and co-morbidities, making it difficult to accurately

diagnose the cardiovascular disease (CVD) risk.

Aim. We investigate the association between subclinical atherosclerosis and the
presence of blood parameters related to adipocyte and vascular endothelial cell
dysfunction, in non-smokers with MetS, under 60 and without previous CVD

events.

Methods. Seventy-eight asymptomatic individuals (average 46.5 years, 69%
male; 59 MetS and 19 controls) were studied prospectively. Subclinical CVD was
defined by the presence of carotid plague and/or carotid intima-media thickness
(CIMT) O 0.9 in 2/3D ultrasound-studies, left ventricular hypertrophy (LVH) or
high coronary calcium score (CCS). Multiplex immunoassay by Luminex xMAP
was performed to measure plasma levels of adipokines and endothelial cell-

derived molecules.

Results. Compared with controls, MetS patients had higher prevalence of carotid
plaque (25 vs. 0%, p = 0.01), CIMT>0.9 (73 vs. 26%, p = 0.001) and higher CCS
(69 vs. 5, p =0.01), which were associated with a increase in plasma in ICAM-1,

VCAM-1 and PAI-1 (p <0.05). There was a statistically significant association

Wl
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between CIMT and ICAM-1 (OR: 14.57, 95% CI. 2.56-82.73, p<0.001), VCAM-1
(OR:7.33, 95% CI: 1,58-33.96, p = 0.007) and PAI-1 (OR:7.80, 95% CI: 1.04-
22.10, p = 0.036) in patients with carotid plaque and/or CIMT>0.9. Positive
correlation between plaque volume and ICAM-1 levels was also detected (r =
0.40, p = 0.045).

Conclusions. We demonstrated that the increase of ICAM-1, VCAM-1 and PAI-
1 led to a proinflammatory imbalance pointing to the presence of subclinical
atherosclerosis, and improving CVD risk stratification in non-smoking patients at

early stage MetS beyond traditional scores.

Xl






Introduccioén






Introduccioén

1. Enfermedad cardiovascular ateroscleroética.

1.1.Definicién.

La Enfermedad Cardiovascular (ECV) aterosclerética es un trastorno crénico, de
desarrollo insidioso, que afecta al sistema vascular. Entre las entidades clinicas
incluidas en esta patologia se encuentran la Enfermedad Coronaria (EC), la

enfermedad cerebrovascular y la Enfermedad Arterial Periférica (EAP) (1,2).

1.2. Epidemiologia.

La ECV es la principal causa de muerte en todo el mundo, un hecho que se lleva
repitiendo en los ultimos lustros y que cada vez afecta a personas mas jovenes.
En 2016, 15,2 millones de personas murieron por ECV, lo que representa un
26,95% de todas las muertes registradas en el mundo. La ECV se considera la

mayor pandemia de la humanidad (3).

En Europa también es la principal causa de muerte ascendiendo a mas de 4
millones al afio, lo que supone el 45% de todas las muertes (4). En las dltimas
décadas, en algunas regiones de Europa la mortalidad ha ido disminuyendo. Asi,
en 2013, en 12 paises europeos, todos ellos de la regién oeste (incluido Espafa),
las muertes por cancer en hombres han superado las muertes por ECV, lo que
no ocurre en los paises del este de Europa. A pesar de que la mortalidad por
ECV esta disminuyendo, la tasa de hospitalizacion por ECV ha aumentado, y los
sistemas de salud soportan una carga creciente de pacientes con ECV. El
diagndstico y tratamiento precoz, el seguimiento, la rapidez y especializacién de
los centros en Infarto Agudo de Miocardio (IAM) e ictus es lo que explica que, a
pesar del aumento en la incidencia de ECV, la tasa de mortalidad esté en

descenso (2,4).

Al igual que en el resto de paises Europeos, en Espafia también es la primera
causa de muerte. Se estima que una de cada tres personas muere a causa de
ECV, lo que representa el 29,2% del total de fallecimientos en 2016 (5). Se
producen 64.417 fallecimientos anuales en mujeres frente a 55.307 de hombres,
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lo que supone un 7,6% mas de muertes entre el colectivo femenino. Entre 2004
y 2016 tasa de mortalidad por ECV ha ido disminuyendo por undécimo afio
consecutivo, con una tasa de reduccion de mortalidad alrededor del 4% respecto
al 2004, gracias a la formacién de los profesionales y a la introduccién de codigo
infarto e ictus. Los avances farmacoldgicos y las técnicas de tratamiento han
dado su resultado, pero el esfuerzo ahora se debe centrar en la prevenciéon. Gran
parte de las muertes, incluso hasta un 90% se podrian prevenir actuando sobre
factores de riesgo modificables, Unicamente con cambios en el estilo de vida,
como el abandono del tabaquismo, consumir una dieta equilibrada, evitar la
obesidad y el sedentarismo, moderar el consumo de alcohol, controlar el estrés
psicosocial o con la deteccion y el tratamiento precoz de factores de riesgo como
la Hipertension Arterial (HTA), Diabetes Mellitus (DM) e hiperlipemia (2,4).

Hay diferencias de mortalidad entre las distintas comunidades auténomas. Las
tres comunidades con mayor mortalidad son el Principado de Asturias,
Andalucia, y Galicia, mientras que las tres comunidades con menor mortalidad

son Catalufia, Comunidad Foral de Navarra y la Comunidad de Madrid (5).

1.3. Factores de riesgo convencionales.

Los factores de riesgo convencionales o clasicos se llevan recogiendo e
investigando desde el estudio Framingham 1948 (6). Estos Factores de Riesgo
Cardiovascular (FRCV) clasicos son: edad, sexo, antecedentes
familiares/(epi)genéticos, factores de riesgo psicosociales, tabaquismo,
obesidad, HTA, DM vy dislipemia (7). Estos factores convencionales siguen
siendo la principal herramienta para la clasificacion del Riesgo Cardiovascular
(RCV) en la poblacién.

e Edad
La edad, al igual que el sexo, es considerado un FRCYV fijo o no modificable (8).
Se considera un factor de riesgo tan importante que incluso en alguna ocasion
se ha planteado la necesidad de comenzar con dosis bajas de estatinas como

tratamiento preventivo de la ECV en personas mayores de 55 afios cuyo unico
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factor de riesgo es la edad (9). La edad supone un riesgo ya que hay una mayor
duracion de exposicion a FRCV, tanto a los factores conocidos como aquellos
que quedan por conocer. En edades mas avanzadas el nivel socioecondémico
bajo tiene mas peso y también el sedentario estd mas presente (10). El RCV en
mayores de 65 afios disminuye con un buen control de glucemia, dislipemia y
DM. Evitar el sobrepeso, el sedentarismo y el abandono del tabaco son también

buenas medidas para reducir el RCV en pacientes de avanzada edad (11).

e Sexo

Aunque ser varon aumenta el RCV, en mujeres de mediana edad esta
aumentando la ECV con respecto al hombre (12). El sexo femenino tiene unas
particularidades, como se estudié en el proyecto Euroheart (13), no soélo
atribuible a aspectos hormonales sino también a diferencias biolégicas
fundamentales (14). Este mayor aumento de ECV también se debe al cambio de
estilo de vida de muchas mujeres respecto a etapas anteriores, ahora hay mas
sedentarismo, y mayor predisposicion al estrés y ansiedad por la vida laboral.
Otro factor muy importante ha sido el aumento del tabaquismo, sobre todo en las
mujeres mas jovenes. Asi, las mujeres hipertensas presentan mas ictus,
Hipertrofia Ventricular Izquierda (HVI) e IC diastélica que los hombres (2,12,14).
El sindrome de ovario poliquistico est4 asociado con mayor riesgo de desarrollar
DM, por eso se recomienda controles de glucemia en estas mujeres (15). La
preeclamsia (HTA durante el embarazo acompafiada de proteinuria), se asocia
con mayor riesgo de tener HTA y DM, por lo tanto, aumenta el RCV (16).
Aproximadamente la mitad de las mujeres con diabetes gestacional tiene riesgo
de desarrollar DM a los 5 afios del embarazo (17). En la menopausia se observa
dislipemia, caracterizada por mayores niveles de Triglicéridos (TG), una
disminucién del colesterol en HDL (cHDL; high density lipoprotein
cholesterol/lipoproteina de alta densidad), y un aumento de las cifras de
colesterol total (18,19). Tanto en embarazos como en menopausia se ha
observado mayor aparicion de eventos trombéticos, secundarios a alteraciones
de la actividad plaquetaria, factores de la coagulacién y de la actividad
fibrinolitica (20,21).
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e Antecedentes familares/(epi) genéticos

Antecedentes familiares

La historia familiar es una manera facil y econémica de evaluar el RCV.
Comprende una combinacion de factores genéticos y ambientales para
desarrollar ECV (22). Hay evidencia sobre la alta probabilidad de heredar FRCV
mas importantes como Presion Arterial (PA) elevada, DM e hiperlipemia. Una
historia familiar previa de muerte por ECV precoz se asocia con mayor riesgo de
ECV en los familiares. La prevalencia de la enfermedad aterosclerotica o estos
factores de riesgo deben cribarse en los familiares de primer grado de pacientes
que hayan tenido un evento cardiovascular (CV) prematuro, considerando éste
cuando sucede antes de los 55 afios en varones y de 65 afios en las mujeres
(23). No existe evidencia sobre la edad en la que se debe comenzar el cribado
pero se estima que un buen momento seria a partir de los 40 afios con un

seguimiento cada 5 afos (24).

Marcadores genéticos

Estudios genéticos han identificado genes que se asocian con una mayor
predisposiciéon a tener FRCV, por lo tanto, mayor probabilidad de desarrollar un
evento CV (2). Una puntuacion de riesgo genético basada en 27 variantes
genéticas ha permitido identificar sujetos con RCV que podrian beneficiarse del
tratamiento precoz con estatinas (25). Sin embargo, los test individuales no
ofrecen un beneficio clinico, quiza por la falta de consenso sobre los marcadores
que se deben incorporar a estos test. Se prevé que sera una importante
herramienta en el futuro, pero hoy en dia estos test no se recomiendan para la
prediccion de ECV (26).

En un FRCV tan importante como es la hipercolesterolemia familiar, si se puede
hacer un método extensivo de cribado genético y asesoramiento, permitiendo
incluso un tratamiento precoz en los familiares afectados. Puede ser una
herramienta muy atil en pacientes que estan en un umbral de decision dificil, en

caso de resultado positivo se podria intensificar el tratamiento (2).
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Estudios epigenéticos

Se han comenzado a hacer estudios epigenéticos en los que se observan cémo
afectan los cambios quimicos al &cido desoxirribonucleico (ADN) a la expresion
génica (27). Se estudia concretamente como los niveles bajos de metilacion de
ADN se asocia con mayor riesgo de EC e ictus (28). De momento no hay datos
suficientes que nos indiquen el beneficio de incorporar estas determinaciones en

la prediccion del RCV frente a los FRCV convencionales.

e Factores de riesgos psicosociales
Diferentes estudios han observado que hay factores psicosociales que aumentan
el riesgo de ECV asi como el empeoramiento de la evolucion clinica y el
pronoéstico de la ECV establecida (2,29).
Entre los factores de riesgo psicosociales estan:

- Estatus socioeconomico bajo; definido como nivel educativo bajo,
ingresos bajos, trabajo poco reconocido, vivir en zona pobre o marginal.

- Aislamiento social y falta de apoyo social.

- Estrés en el trabajo y en la vida familiar.

- Estrés postraumatico, situaciones de estrés agudo o catastrofes
naturales: después del fallecimiento de un allegado, la tasa de incidencia
de IAM se eleva 21 veces durante las primeras 24 horas, para después
disminuir considerablemente en los siguientes dias.

- Depresion y los sindromes depresivos, agravado por la falta de apoyo.

- Ansiedad y ataques de panico.

- Hostilidad: rasgo de la personalidad que se caracteriza por desconfianza,
enfado continuo y rabia.

- Personalidad tipo D: caracterizada por una tendencia permanente a la

angustia, estado afectivo negativo e inhibicién social.

Hay unos mecanismos comunes que relacionan estos factores psicosociales con
un aumento de RCV que son el consumo de tabaco, una alimentacion poco
equilibrada, el sedentarismo, y una mala adherencia a la medicacién y a las

recomendaciones de estilo de vida (30). Los pacientes con depresion y estrés
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cronico tienen alteraciones en el sistema nervioso autbnomo, eje hipotalamo-
hipofisario, y alteraciones endocrinas, que influyen en los procesos
hemostasicos, inflamatorios, alteraciones de la funcién endotelial y de la
perfusion miocérdica (31). Ademas hay determinadas medicaciones utilizadas
por estos pacientes, como los antidepresivos triciclicos, en el que los efectos

adversos también juegan un papel importante en el RCV (32).

e Tabaquismo

El tabaquismo es culpable del 50% de todas las muertes evitables en fumadores,
la mitad de las cuales se producen por eventos CV (33). El riesgo relativo de IAM
en fumadores es el doble en mayores de 60 afios y hasta 5 veces mas en
menores de 50 afios (34).

Con las nuevas normativas estrictas sobre el tabaco en numerosos paises
europeos ya se ha visto una reduccién importante de muertes de IAM, pero esta
disminucion del tabaquismo no es en todas las clases sociales por igual, por
ejemplo, en la poblacion con un nivel cultural bajo se mantiene un consumo muy
elevado (2,30). Tradicionalmente el tabaco era consumido principalmente por
varones, pero cada vez mas mujeres y mas jovenes se inician en el consumo de
tabaco. Hay muchas regiones donde el numero de fumadoras igualan y
sobrepasan al nimero de fumadores (35). En las mujeres el riesgo asociado al
tabaco es mayor que en varones, sobre todo si se asocia con anticonceptivos
orales (36). Los fumadores pasivos que comparten vivienda o lugar de trabajo
con fumadores tienen un 30% mas riesgo de ECV (37).

El tabaco es un factor importante en la formacién de la placa aterosclerotica,
tiene efecto sobre la funcién del endotelio, vasomotora, procesos oxidativos,

funcion plaquetaria, fibrindlisis, inflamacion y modificacion lipidica (38).

e Obesidad
La obesidad se esta convirtiendo en una epidemia mundial, que afecta tanto a
adultos como a nifios. Mientras que el resto de factores de riesgo clasicos estan

en descenso, la obesidad y la DM estan en aumento (39). La obesidad y la
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adiposidad abdominal aumentan la mortalidad por ECV, asi como la mortalidad
por cualquier causa (40,41).
Los indices de obesidad que mejor predicen el RCV son:

- la medida de perimetro abdominal

- el indice entre perimetro de la cintura y cadera

- Indice de Masa Corporal (IMC): peso (kg) / estatura (m?).

El IMC ha sido el mas utilizado por su comodidad y por la dificultad para
incorporar a la practica clinica técnicas mas sofisticadas. La media del perimetro
abdominal puede tener problemas en la precision, sin embargo, dada la relacion
a la importancia patogénica que tiene la obesidad abdominal se mide cada vez
mas. Se recomienda la pérdida de peso a partir de un perimetro abdominal = 102
cm en varones y = 88 cm en mujeres. Un metanalisis ha concluido que tanto el
IMC como el perimetro abdominal se asocian con la misma intensidad y de

manera continuada a la ECV y la DM2 (42).

e Hipertension arterial
La HTA se define como Presion Arterial Sistélica (PAS) igual o superior a 140

mmHg y/o Presién Arterial Diastdlica (PAD) mayor o igual a 90 mmHg (43).

A nivel mundial las muertes por ECV secundaria a la HTA alcanzan los 9,4
millones de personas al afio. La HTA esta considerada uno de los FRCV mas
importantes. Produce el 45% de muertes por cardiopatia y un 51% de muertes
por Accidente Cerebrovascular (ACV), una cifra alarmante si tenemos en cuenta
que 1 de cada 3 personas en el mundo tiene HTA, muchos de ellos sin
diagnosticar. La maxima prevalencia de HTA se registra en Africa con un 46%
de adultos mayores de 25 afios, mientras que la mas baja se registra en América
con un 35%. En la zona europea la prevalencia es de un 40% (44,45). Este
aumento de prevalencia en Africa y otras regiones de ingresos bajos se debe
principalmente a la falta de sistemas de prevencion, al elevado niumero de

personas sin diagnosticar, y la falta de tratamiento y control de la HTA (44,45).
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Uno de los factores mas importantes de la HTA es la edad, y los 4 factores

modificables mas importantes son: dieta, sedentarismo, alcohol y tabaco (2,43).

La PA elevada es un importante factor de riesgo de enfermedad cardiaca,
insuficiencia cardiaca (IC), enfermedad cerebrovascular, EAP, insuficiencia renal
(IR) y fibrilacién auricular (FA)(2,43).

A todo paciente con HTA se recomienda la realizacion de: electrocardiograma,
analitica sangre  (glucosa basal, cLDL(low density lipoprotein
cholesterol/lipoproteina de baja densidad colesterol), cHDL, TG, potasio, acido
drico, creatinina), aclaramiento de creatinina, y determinacion de

microalbuminuria en orina (43).

La decision de comenzar un tratamiento farmacolégico no depende solo de los
valores de PA, sino también de la evaluacién del riesgo total CV del paciente.
Para evaluar el RCV total se tendra en cuenta la presencia de (43):

- ECV previa o ECV subclinica

- Enfermedad renal clinicamente establecida

- Coexistencia de otros factores de riesgo (tabaquismo, niveles de

colesterol plasmatico, DM, historia familiar de ECV prematura)

e Diabetes mellitus
La DM es un grave problema de Salud Publica. En las dltimas décadas ha
aumentado la prevalencia de forma alarmante. La prevalencia mundial de la DM
desde 1980 hasta 2014 casi se ha duplicado, pasando del 4,7% al 8,5% en la
poblacion adulta. Se estima que en 2014 la DM en adultos ha alcanzado la cifra
de 422 millones de personas en todo el mundo. En 2014 la DM provoco 1,5
millones de muertes, y se considera que otros 2,2 millones de muertes de causa
CV fueron secundarios a niveles de glucosa por encima de lo deseado (46). Las
personas con DM tienen como media el doble de riesgo de ECV (47). En

pacientes diabéticos con evolucion de la enfermedad durante 10 afios, presencia



Introduccioén

de proteinuria o una tasa de FG baja, se aproximan a una equivalencia de riesgo

de tener una EC previa (48).

La mayoria de los pacientes con DM son obesos. Los cambios de estilo de vida:
evitar sedentarismo, el sobrepeso, y cambios en los habitos alimenticios, es el

pilar central tanto en la prevencién como en el manejo de DM (49).

Un control glucémico adecuado reduce significativamente las complicaciones
microvasculares de la DM (retinopatia, nefropatia y neuropatia). Un control
intensivo de la glucemia ha demostrado reducciones significativas del IAM no
mortal y eventos de EC. Después de diversos estudios con resultados en
ocasiones paradojicos; The Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) ha
marcado como objetivo recomendado una hemoglobina glicosilada Alc (HbA1c)
de 6,5-7,5% en pacientes con DML1. Esta cifra se considera adecuada para evitar

a largo plazo el dafio CV y disminuir la mortalidad (49,50).

En estudios recientes el empleo de un inhibidor del cotransportador sodio-
glucosa tipo 2 (SGLT2), empagliflozin, ha demostrado una reduccion importante
de la mortalidad por todas las causas, disminucion de muerte CV, asi como una
disminucién de la hospitalizacion por IC, se sugiere comenzar con este farmaco
de forma precoz en pacientes con DM y ECV (51).

Actualmente se recomienda la utilizacién de estatinas en mayores de 40 afios
con DM independientemente de sus niveles de colesterol. También se
recomienda la incorporacién de estatinas en pacientes con DM menores de 40
aflos con factores de riesgo significativos o con evidencia de dafio organico
(2,49).

Una reciente revision sistematica en pacientes con DM tipo 2 confirma que la
reduccion de PA disminuye el riesgo de mortalidad por todas las causas, eventos
CV, EC, ACV, IC, retinopatia, dafio renal precoz e IR (52). Valores de PAS< 140
mmHg, reducen el riesgo de complicaciones macrovasculares vy
microvasculares. Niveles de control mas estrictos PAS<130 mmHg disminuye

aun mas el riesgo por ACV, retinopatia y albuminuria. En la mayoria de los
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pacientes con DM tipo 1 el objetivo de PA recomendado es de 130/80 mmHg,
siendo menos exigentes con mayores de 80 afios en estos pacientes el objetivo

de <150/90 mmHg seria aceptable, a no ser que tengan IR establecida (2,49).

e Dislipemia

Se engloba en el término de dislipemia cualquier alteracion en los niveles de los
lipidos plasmaéticos (colesterol, sus fracciones y TG) ya sea por exceso 0 por
defecto (53). La relacion entre el colesterol y el RCV es incuestionable (2,53). A
pesar de ello, en estudios a nivel mundial se ha observado un importante déficit
en el diagnéstico y sobre todo en el tratamiento, con una gran variabilidad entre
paises (53). El Estudio de Nutricion y Riesgo Cardiovascular en Espafa
(ENRICA) estima que la mitad de la poblacién adulta tiene hipercolesterolemia 'y
también pone de manifiesto la escasa adherencia al tratamiento, especialmente
en diabéticos y paciente con ECV establecida, precisamente la poblacion en la
que el riesgo de mortalidad por ECV es mas elevado (54).

La determinacion de dislipemias debe ser considerada en todos los hombres =
40 anos de edad y en las mujeres = 50 afios de edad o después de la
menopausia. También estd indicado el cribado en los hijos de pacientes con

dislipidemia severa y en familiares de pacientes con ECV precoz (2,53).

Las concentraciones bajas de cHDL son un factor independiente de mayor
RCV (55). De hecho es uno de los valores considerados en las herramientas que
se disponen para estimar el RCV. A pesar de no haber suficiente evidencia para
establecer objetivos terapéuticos para el cHDL, se consideran marcadores de
aumento de riesgo los niveles de cHDL < 40 (mg/dl) en varones y < 45 (mg/dl)
en mujeres (24).

Existe una relacion firme y positiva entre valores elevados de colesterol total

0 cLDL y el riesgo de ECV. Igual de firme es la evidencia de que la reduccion de
cLDL reduce el riesgo de ECV, de ahi que la reduccion del cLDL sea uno de los

10
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objetivos principales en la prevencion de ECV. Cada 1,0 mmol/l de cLDL que se
reduce, disminuye un 20-25% la mortalidad por ECV e IAM (53,56,57).

- En pacientes con RCV muy elevado o con ECV establecida el objetivo es
cLDL< 70 mg/dl o una reduccion 2 50% si no se puede alcanzar el objetivo
marcado, el tratamiento se aplicara independientemente del perfil lipidico
inicial de estos pacientes.

- En pacientes con RCV elevado el objetivo es mantener el cLDL < 100
mg/dl o una reduccién = 50% si no se puede alcanzar el objetivo marcado.

- En pacientes de riesgo moderado-bajo el objetivo es mantener el cLDL <
115 mg/dl (53).

La hipertrigliceridemia en un factor independiente y significativo, pero parece
tener una relacion menos firme que la hipercolesterolemia (58). Por otra parte,
los datos genéticos recientes apoyan el argumento de que la elevacion de los
niveles de TG son una causa directa de la ECV. Los estudios revelan que la
elevacion de TG postprandiales estdn asociados a un mayor RCV (59-61). Se

considera marcador de riesgo los niveles de TG por encima de 150 mg/dl (62).

Las estatinas son el farmaco hipolipemiante de eleccion. Han sido y son
ampliamente utilizadas en muchos estudios de RCV, su perfil de seguridad es
aceptable y han demostrado reducir la morbimortalidad CV y la necesidad de
intervenciones coronarias. Las estatinas a dosis que reduzcan la cLDL a la mitad
pueden detener la progresion o incluso favorecer la regresion de la aterosclerosis

coronaria (57,63).

1.4. Enfermedades con aumento de riesgo de enfermedad cardiovascular.

La aterosclerosis en una enfermedad inflamatoria en la que los mecanismos
inmunitarios interactlian con factores metabdlicos y activan lesiones arteriales.
Varias patologias en las que intervienen procesos inflamatorios se asocian a una
mayor tasa de eventos CV. Entre ellas se encuentran la enfermedad renal

cronica, la apnea obstructiva del suefio, la psoriasis, la artritis reumatoide, el

11
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lupus eritematoso, la periodontitis, la enfermedad vascular tras exposicion a

radiacion y la enfermedad vascular tras el trasplante (2):

1.5. Estimacion de riesgo cardiovascular.

La estimacion del riesgo total se ha convertido en una herramienta fundamental
para el médico, ya que permite tratar al individuo de forma integral y no soélo los
factores de riesgo individuales. Los FRCV combinados pueden interactuar,
incluso tener efecto multiplicador. Mientras que los pacientes con ECV
establecida son de facil deteccidbn y son inmediatamente candidatos a la
evaluacion y el manejo intensivo de todos los factores de riesgo, sin embargo, el
reto estd en la deteccion de personas aparentemente sanas pero cuya
estimacion de riesgo es elevada.

Hay gran variedad de sistemas para la estimacién de RCV como son el SCORE,
ASSIGN (CV risk estimation model from the Scottish Intercollegiate Guidelines
Network), Q-Risk, PROCAM (Prospective Cardiovascular Munster Study),
Progetto Cuore risk score, the Pooled Cohort equations, Arriba, y Globorisk,

algunos muy utilizados en el pasado como el método de Framingham (2).

En la actualidad el sistema mas utilizado y recomendado por las guias de RCV
es el sistema SCORE, ya que se basa en grandes bases de datos de cohortes

representativas y con validacion externa (2).

Sistema SCORE

El sistema SCORE (8) calcula el riesgo a 10 afos de sufrir un primer evento CV
mortal. Segun la Guia de 2016 encargada de la prevencion de enfermedades
cardiovasculares (2), el cribado de factores de riesgo esta recomendado en
varones > 40 afios y mujeres > 50 afilos 0 posmenopausicas. La estimacion de
RCV deberia realizarse siempre que se identifique uno o mas factores de riesgo,
gue exista una historia familiar de ECV precoz o factores familiares importantes
(como dislipemia), que haya presencia de sintomas que indiqguen ECV o si el

paciente lo solicita.

12
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La estimacion del riesgo mediante el sistema SCORE se realiza a partir de tablas
(Figura 1) y tiene en cuenta datos del paciente como el sexo, la edad, habito
tabaquico, PAS y colesterol total. El manejo de las tablas es facil y rapido, para
ello se selecciona el sexo del paciente, si es o no fumador, y el rango de edad.
Con estos 3 datos se sitia en el bloque correspondiente y con el valor de
colesterol total y la PAS se obtiene un valor numérico y cédigo de color en dicho

bloque que indica:

0. verde oscuro: bajo riesgo <1% 5-9. rojo brillante: alto riesgo 5<10%
1. verde claro: bajo riesgo 1<2% 10-14. rojo: alto riesgo 10<15%
2. amarillo: bajo riesgo 2<3% 15-26. rojo oscuro: alto riesgo >15%

3-4. naranja: bajo riesgo 3<5%

13
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Figura 1. Tabla SCORE para calculo del riesgo cardiovascular en paises de bajo
riesgo (2).

Ventajas del sistema SCORE:
Este sistema ofrece ventajas respecto a otros métodos empleados para estimar
el riesgo cardiovascular:

- Sistema intuitivo, facil de usar y rapido.

- Permite un lenguaje comun de riesgo, muy Util en la practica clinica.

- Tiene en cuenta la multifactoriedad de la ECV.

- Muestra de manera clara el aumento de riesgo con el aumento de la edad.
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La incorporacion de riesgo relativo permite identificar personas jovenes
con riesgo absoluto bajo que sin embargo tienen riesgo relativo alto y

reducible, permite estimar la edad de RCV del individuo.

Limitaciones del sistema SCORE:

Por otro lado, el riesgo puede sin embargo ser subestimado en algunos casos.

En primer lugar, la edad esta limitada entre 45-65 afios y no hay diferenciacion

entre grupos étnicos. Ademas, estima el riesgo de mortalidad ECV pero no el

riesgo total. Las tablas SCORE de consulta rapida que se utilizan en la practica

clinica deja fuera factores de riesgo adicionales como (cHDL, peso corporal,

historia familiar, nuevos marcadores de riesgo).

Por ello, el riesgo se puede subestimar en los siguientes casos:

Individuos sedentarios u obesos (especialmente obesidad central). El
riesgo asociado al sobrepeso es mayor en personas jovenes que en
personas de edad mas avanzada.

Individuos socialmente desfavorecidos o con problemas de adaptacion
social.

Individuos con DM: los varones diabéticos tienen un riesgo 3 veces
superior, y las mujeres diabéticas 5 veces superior.

Individuos con cHDL bajo y TG elevados, especialmente en casos de
hipercolesterolemia familiar.

Individuos asintomaticos con evidencia de aterosclerosis subclinica, como
por ejemplo un indice tobillo/brazo reducido o placas documentadas en
pruebas de imagen como ecografia de carétidas o Tomografia
Computerizada (TC) calcio coronario.

Individuos con ERC moderada-grave (TFG < 60 ml/min/1,73 m?).
Pacientes con historia familiar de ECV precoz.

15
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Otras escalas de estimacion de RCV.

En los ultimos afios se estan utilizando escalas mas elaboradas como ASCVD
(atherosclerotic cardiovascular disease/enfermedad cardiovascular
aterioesclerdtica) risk estimator y Lifetime risk, promovidas por The American

Heart Association y The American College of Cardiology.

Estas escalas, al igual que el sistema SCORE, tienen en cuenta la edad, sexo,
PAS, tabaquismo y colesterol total pero ademas incluyen otros factores como la
raza, DM, tratamiento farmacolégico (antihipertensivos, estatinas o acido acetil
salicilico). Ademas, se desglosa la dislipemia en sus fracciones (colesterol total,
cLDL, cHDL), y contempla niveles elevados la PAD. La estimacion de riesgo esta
basada en revisiones sisteméticas de alta calidad y numerosos metaandlisis.
Actualmente se estan utilizando en estrategias de prevencion de RCV
aterosclerotico en estudios longitudinales a gran escala (64). Se puede acceder

a la escala desde www.acc.org.

1.6. Estratificacion del riesgo cardiovascular.

Cuanto mayor es el RCV mayores beneficios se consiguen con las medidas
preventivas, de ahi que sea tan importante estratificar el riesgo. Se propone la
siguiente clasificacion de riesgo (2):

1. Riesgo muy alto
Sujetos con cualquiera de los siguientes factores:

e ECV documentada (angiografia coronaria, imagen nuclear,
ecocardiografia de estrés, placa carotidea por ultrasonidos), IAM,
Sindrome coronario agudo, revascularizacion coronaria o arterial, ictus
isquémico, EAP.

e DM1 o DM2 con al menos un FRCV o lesion de 6rgano diana

e ERC grave (TFG< 30 ml/min/1,73 m?)

e Estimacién SCORE 2 10%
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2. Altoriesgo
Sujetos con cualquiera de los siguientes factores:
e Factores de riesgo especificos marcadamente elevados
e DM1 o DM2 sin FRCV ni lesién de 6rgano diana.
e ERC moderada (TFG 30-59 ml/min/1,73 m?)
e Estimacion SCORE 2 5% y < del 10%

3. Riego moderado
e SCORE=21%Yy<5%

4. Bajo riesgo
e SCORE <1%

1.7. Estrategias de prevencion de la enfermedad cardiovascular.

La prevencion de la ECV se define como un conjunto coordinado de acciones, a
nivel poblacional o individual, con el objetivo de erradicar, eliminar o reducir al
minimo el impacto de las enfermedades cardiovasculares y su discapacidad
relacionada (2,65).

La prevencion de la ECV es una estrategia que debe seguirse toda la vida, dado
gue es la causa de muerte prevenible mas importante cualquier esfuerzo en la
prevencion es beneficioso. La prevenciéon deberia empezar antes del nacimiento
del individuo, educando a los padres. Desde los colegios promover el placer y
las sensaciones de la alimentacion saludable y la actividad fisica (66). A los 11-
12 afios se deberia comenzar con una educacion intensa en la prevencién del
tabaquismo. En el ambito hospitalario promover hébitos de vida saludable por
parte de personal médico, enfermeria y especialistas en cardiologia, asi como
educar con el ejemplo. Para una buena prevencion de ECV es basica la
informacion del médico al paciente sobre la importancia de hacer un cambio en
el estilo de vida, explicar la importancia de la nutricion, control de peso, practica
de ejercicio, relajacion y la importancia del abandono del tabaco (2).
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Medidas legislativas pueden ser de gran ayuda, como obligar al etiquetado de
productos con alto contenido en azucar, grasas trans, asi como obligar a reducir
grasas insaturadas y sal en productos elaborados (49,53). La prohibicion de
fumar en espacios publicos ya ha dado sus frutos con disminucion de la
incidencia de IAM en los paises que incorporaron esta ley. Hacerla mas
restrictiva y no dar tregua a quien la incumpla, puede ayudar a seguir

disminuyendo incidencia (2,37).

e Tabaquismo
El paciente debe conocer el beneficio del abandono del tabaco. Algunos efectos
son casi inmediatos, otros requieren mas tiempo. EI RCV disminuye rapidamente
tras el abandono del tabaco, la reduccion de mortalidad es muy significativa en
los primeros 6 meses. Un paciente que abandona el tabaco disminuye el RCV
hasta un riesgo intermedio entre el fumador activo y el que no ha fumado nunca

(67). Tras un IAM dejar de fumar es la mejor medida preventiva (68).

Terapias sobre el comportamiento son efectivas para ayudar a dejar de fumar,
es muy importante el apoyo familiar y de la pareja. Aunque la mayoria de la gente
deja de fumar sin ayuda, las terapias de sustitucion de nicotina o farmacos como

vareniclina y bupropion mejoran las tasas de abandono (69).

e Nutricion
Una dieta saludable es fundamental en la prevencién de la ECV. La dieta va a
influir sobre otros factores de riesgo como son el colesterol sérico, PA, peso y
DM (2,43,49,53).
Entre las recomendaciones que podemos aportar al paciente destacan las
siguientes:

- Reduccion de &cidos grasos saturados y sustituirlos por acidos grasos

insaturados en la medida de lo posible.
- No ingerir alimentos procesados ya que son ricos en sal y grasas trans.
- Ingesta de sal < 5g/ dia.

- Promover el consumo de fibra, verduras y frutas.
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- Mayor consumo de pescado, como minimo dos veces por semana (una
de las raciones debe ser de pescado azul). El consumo de dos raciones
de pescado a la semana puede reducir la mortalidad por EC un 36% y
17% por todas las causas.

- El consumo de bebidas alcohdlicas no debe pasar de 20g/dia en varones
y 10g/dia en mujeres.

- Evitar el consumo de bebidas azucaradas ya que el consumo habitual de
estas bebidas se asocia con sobrepeso y DM, su consumo se ha asociado

con un 35% mas de riesgo de EC en mujeres.

e Actividad fisica
El sedentarismo es uno de los principales FRCV. Por el contrario, la realizacion
regular de ejercicio aerébico se asocia con una reduccion de riesgo por muerte
CV entre 20-30%. Los adultos deberian realizar como minimo 2,5-5 h de ejercicio
fisico aerdbico a la semana. Los pacientes con ECV establecida deberian hacer
ejercicio fisico aerébico moderado por lo menos 30 min 3 veces a la semana
(2,35,37,49).

El ejercicio fisico mejora la funcion endotelial, mejora la microcirculacion, tiene
efecto positivo sobre otros factores de riesgo como reducir PA, aumento de
concentraciones de cHDL, controla el peso, reduce el riesgo de DM no

insulinodependiente (70).

e Factores psicosociales
Las intervenciones psicolégicas pueden ayudar al paciente a controlar el estrés,

la depresion y promover un estilo de vida y comportamiento saludables(31,32).

e Hipertension arterial (medidas no farmacolégicas)
Cambios en el estilo de vida puede ser suficientes en el tratamiento de PA
ligeramente elevada, y beneficiosas para hipertensiones mas severas, mejoran

el control y permiten disminuir dosis de farmaco.

19



Introduccioén

Entre las medidas que mejoran la PA se recomienda: la pérdida de peso,
disminucioén de la ingesta de sal por debajo de 5g/dia, disminucion del contenido
de grasa en la dieta, actividad fisica, reduccion del consumo de alcohol y
abandono del tabaco (2,43).

Problemas en la adherencia al tratamiento farmacolégico.

Los pacientes muestran una baja adherencia al tratamiento farmacologico, sobre
todo los pacientes con riego elevado, que precisamente son los que mayores
beneficios obtienen.

Un 25-30% de los pacientes abandonan alguno de los farmacos al mes de haber
sufrido un IAM. Al afio es un 50% de los pacientes reconocen no llevar un uso
continuado de los farmacos (2).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha intentado detectar los posibles
motivos:

e La mala relacibn/comunicacion entre médico y paciente, o el consejo
insuficiente puede provocar que el paciente no tenga suficiente
conocimiento sobre la importancia del farmaco, incluso confusion
sobre su beneficio, posologia o duracién del tratamiento. La falta de
continuidad de atencion sanitaria es otro motivo de abandono (71).

e En la prevencion de EVC la falta de sintomas y la cronicidad de su
administracion es otro de los motivos (72).

e La discapacidad fisica, como: problemas de motricidad, vision,
deglucion etc...trastornos cognitivos, factores psicoldégicos como:
depresion, falta de motivacion, o problemas conductuales son motivos
individuales de cada paciente para una falta de adherencia. A veces la
complejidad del régimen de tratamiento unido a la plurimedicacion que
requieren los pacientes son motivo de olvido o abandono, también los
efectos secundarios de estos farmacos (73). Problemas
socioeconémicos como nivel educativo bajo, falta de ayuda, apoyo

social, o el coste elevado de la medicacion (74).
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2. Evolucidn fisiopatoldgica de la enfermedad cardiovascular.

2.1. Antecedentes histoéricos.

En enero de 1989, ante la progresion de la ECV que ya ocupaba la primera causa
de muerte en EEUU, se celebr6 en Boston el taller “Frontiers in Cardiovascular
Therapy and Cardiac Protection - resolved and unresolved issues”. De esta
reunion surgio la primera publicacion por Dzau y Braunwald, en 1991, en el que
propusieron un médelo etiopatoldgico que explicase el papel de la aterosclerosis
coronaria en la ECV (75). En un segundo trabajo publicado en 2006 por Dzau,
se consolidé el modelo propuesto que habian acufiado con el nombre de
continuum cardiovascular (76,77), donde se logra demostrar el papel
fundamental del estrés oxidativo y la disfuncion endotelial en la aterosclerosis de
las arterias coronarias. Si bien es verdad que este modelo no terminaba de
explicar la incidencia, no despreciable, de casos de isquemia de miocardio sin
enfermedad aterosclerética, con ayuda de los avances de biologia molecular, la
apariciéon de técnicas no invasivas y los avances en técnicas de imagen cardiaca,
surgi6 un tercer trabajo publicado por O'Rourke en 2010 que incorpor6 un nuevo

concepto adicional al continuum clasico; el envejecimiento vascular (78).

2.2. Continuum cardiovascular.

El continuum cardiovascular comienza con una serie de factores de riesgo
gue pueden producir dafio endotelial (Figura 2). Estos factores de riesgo son los
ya mencionados en la introduccion (apartado 1.3 factores de riesgo
convencionales). Los factores de riesgo convencionales van a producir un
estado inflamatorio y estrés oxidativo que va a desencadenar un dafio
endotelial en el sistema CV, todos ellos implicado en el inicio y desarrollo de la
aterosclerosis (76,77). Por los mecanismos fisiopatoldgicos anteriormente
descritos va a ir apareciendo patologia organica, aunque en estados iniciales

curse de manera asintomatica, es lo que conocemos ECV subclinica.

Si no se consigue poner freno a los factores implicados en la aparicion de ECV

subclinica, puede conllevar la aparicion de enfermedad clinica, manifestada
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como enfermedad cardiaca (angina de pecho), enfermedad cerebrovascular
(AIT) o enfermedad renal (proteinuria e IR moderada). En estadios mas
avanzados aparecerian eventos cardiovasculares como IAM, IC, ictus y
Enfermedad Renal Terminal (ERT), todas ellas con alto indice de mortalidad
(2,76,77) (Figura 2).

i Enfermedad
cardiaca

Enfermedad

Dafio . Enfermedad
. GIMc clinica
organico HVI cerebrovascular
subclinico Microalbuminuria Enfermedad renal
Disfuncién renal moderada B

Evento IAM

Estrés oxidativo cardiovascular lctus

Dafio endotelial ERT
Inflamacién

Hipertensién arterial
Dislipemia MUERTE
Diabetes mellitus
Obesidad abdominal
Tabaquismo

Factores
de riesgo

Figura 2. Evolucion fisiopatolégica del continuum cardiovascular. (Adaptado de
Dzau et all. E. Am Heart J. 1991, Ref.75). ERT: Enfermedad renal terminal, GIMc:
Grosor intima media carotideo, HVI: hipertrofia ventricular izquierda, IAM: Infarto agudo
de miocardio, IC: insuficiencia cardiaca

La importancia del continuum cardiovascular es conocer bien la fisiopatologia de
cada eslabon, de tal manera que al intervenir precozmente en las etapas iniciales
de la cadena podamos cortar la progresion de la enfermedad y evitar el evento
CV. Muy importante también es tener herramientas que estimen el grado de
afectacién organica, para anticiparse a la enfermedad clinica. Hay numerosos
estudios que han demostrado la disminucion de la morbimortalidad CV actuando
sobre los factores de riesgo. Medidas no farmacoldgicas como cambios del estilo
de vida (abandono del tabaco, cambios en la dieta, ejercicio) (37,66,68,79), y

medidas farmacol6gicas como antihipertensivos, hipoglucemiantes, fibratos y
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estatinas (43,53,57,80). En los pacientes que ya tienen Lesion Ateroscleroética
Carotidea Subclinica (LACS), también se ha demostrado que la intervencion

farmacoldgica disminuye la progresion muerte por ECV (79,81).

La presencia de ECV subclinica se puede ver manifestada en los siguientes

marcadores:

a) Aumento del grosor intima media carotideo:
Una manera de valorar la enfermedad aterosclerética subclinica es midiendo el
grosor intima media carotideo (GIMc). El GIMc parece ser de valor diagndstico
por su correlacion positiva con los FRCV y con la prevalencia de enfermedad
cardiovascular/cerebrovascular, y tener un importante papel en el control de la
progresion, estabilizacion y regresion de la enfermedad ateroesclerética con el

tratamiento hipolipemiante, antihipertensivo, y el de otros FRCV (82-86).

b) Hipertrofia ventricular izquierda:

Son multiples los factores implicados en el continuum cardiovascular para el
desarrollo de HVI. Hay factores de riesgo con implicacion directa como la HTA,
pero todos los factores de riesgo, por sus procesos fisiopatolégicos van a tener
una implicacion indirecta. En el remodelado cardiaco va a influir; la angiotensina
Il, vasopresina, factores de crecimiento peptidico, endotelina, péptidos
natriuréticos, citoquinas, estrés oxidativo y la insulina (87). La HVI ha demostrado
incrementar de manera significativa el aumento de RCV, de hecho, se ha
incorporado hace tiempo el diagnostico de HVI como uno de los marcadores
fundamentales de deteccién de ECV. Aumenta el riesgo de desarrollar IC,
cardiopatia isquémica, muerte subita, FA e ictus (hay una relaciébn muy estrecha
entre la HVI e ictus, incluso en pacientes normotensos) (2,88).

c) Disfuncién renal moderada:
La disfuncion renal en la actualidad afecta a un porcentaje importante de la
poblacion y esta relacionada con enfermedades de alta prevalencia, como, la
HTA, DM o la ECV (89). El estudio EPIRCE (Estudio Epidemiolégico de la

23



Introduccioén

Insuficiencia Renal en Espafa), advierte que la prevalencia de ER crénica en
poblacion general es del 9,16% (90). Las principales guias internacionales y
nacionales sobre el manejo del paciente hipertenso incorporaron la albuminuria

entre las variables principales de RCV (43).

En los dltimos afios las sociedades cientificas de nefrologia han desarrollado una
enorme actividad de informacién e investigacion acerca de la enfermedad renal,
como son la estimacion de la funcion renal mediante ecuaciones para el calculo
del FG, basadas en la determinacion de la creatinina sérica y la evaluacion de la
albuminuria mediante la determinacion del cociente albumina/creatinina (CAC)
en una muestra aislada de orina. Segun la guia Improving Global Outcomes
(KDIGO), se clasificara la albuminuria como Al, A2 o A3, segun el CAC en una

muestra aislada de orina sea <30, 30-300 o >300mg/g, respectivamente (91).

2.3. Continuum de envejecimiento vascular.

Posteriormente el Continuum de envejecimiento vascular surgié con la
necesidad de explicar los casos de isquemia miocardica en pacientes con
ausencia de aterosclerosis coronaria significativa como para desarrollar una
obstruccion. Los estudios llevados a cabo por O'Rourke (78) se centraron en el
estudio microvascular de estos pacientes, de modo que la degeneracion
progresiva de la aorta proximal crea una rigidez e inflamacion que va a repercutir
en la vascularizacion del corazén, cerebro y rifiones, pudiendo desencadenar un

evento CV independiente a la aterosclerosis.

Asi el envejecimiento vascular se va a desarrollar en varias fases:

En una primera fase, con el tiempo la aorta y los grandes vasos sufren un
envejecimiento que provoca microlesiones en la capa elastica de la arteria, lo
gue conlleva un estado inflamatorio crénico y rigidez en la arteria.

En una segunda fase, la rigidez arterial de la aorta proximal, asi como la
reduccion de la perfusion coronaria provoca un aumento de la poscarga e
hipertension sistdlica aislada. Esto conlleva un aumento del trabajo cardiaco que

se traduce en el tiempo en una HVI. Este aumento de masa del ventriculo
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izquierdo disminuye la perfusion coronaria y puede provocar una isquemia

miocardica.

En la tercera fase, la rigidez arterial hace que la amortiguacion de la onda de
pulso arterial sea deficiente afectando al endotelio de la microcirculacion. La
reparacion continua de este endotelio lleva a un estado inflamatorio crénico con
elevacion permanente de pardmetros inflamatorios. Esta reparacion e

inflamacion continua predispone a la trombosis e isquemia.

Por ultimo, hay una cuarta fase que se producird simultaneamente junto a la
tercera, la HVI, que demanda mayor perfusion del miocardio, unida al

acortamiento de tiempo diastélico, aumenta el riesgo de isquemia miocardica.

2.4. Mecanismos fisiopatolégicos implicados en el desarrollo de la
enfermedad cardiovascular aterosclerética.

Como acabamos de ver en la etiopatogenia del continuum cardiovascular los
FRCV tradicionales tienen una fuerte implicacion y contribuyen a la aparicion de
inflamacion, estrés oxidativo y dafio endotelial. Cada uno de ellos por separado
esta implicado en la fisiopatologia vascular, pero ademas la presencia de varios
de ellos ejerce de catalizador para desarrollar la ECV (Figura 3).

La funcién endotelial normal depende del equilibrio entre el Oxido Nitrico (NO) y
las especies oxidativas. El desequilibrio conlleva un estrés oxidativo que induce
la expresion de mediadores proinflamatorios y proteinas quimiotacticas, cuyo
papel es muy importante en la aterogénesis temprana. Cualquier alteracion de la
funcién endotelial normal puede inducir respuestas vasculares patolégicas, como
la proliferaciéon del musculo liso, vasoconstriccion, inflamacion y trombosis.
También esta asociada a importantes mediadores inflamatorios locales, como

guimiocinas, citocinas y moléculas de adhesion (92,93).
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FACTORES DE RIESGO
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Figura 3. Etiopatogenia del continuum cardiovascular (adaptado de Dzau et all.
Circulation. 1996; Ref.76). ACE: enzima convertidora de angiotensina, All: Angiotensina
[I, ICAM: molécula de adhesion intercelular, NO: Oxido nitrico, , PAI-1: inhibidor del
activador del plasminégeno-1, VCAM: molécula de adhesién celular vascular

El Sistema Renina-Aldosterona (SRAA) desempeiia un papel importante en la
fisiopatologia de las ECV. La angiotensina Il interviene en la hemodinamica
renal, tiene efecto directo en los tejidos cardiovasculares, esta implicada en la
vasoconstriccion, en el remodelado vascular y cardiaco y esta ampliamente
relacionada con la respuesta inflamatoria, el estrés oxidativo, ruptura de la placa
y trombosis. Asi, la mala adaptacion tisular puede dar como resultado HTA,
isquemia cardiaca, cardiomiopatia, enfermedades pulmonares y sistémicas.
Otras hormonas, como la vasopresina, que tiene efecto sobre el musculo liso
vascular aumentando la resistencia vascular, contribuyen a la fisiopatologia
vascular (94,95).

Los niveles elevados de angiotensina 1l en los pacientes con HTA son

responsables de la acumulacion de colageno en la pared adventicia arterial y de
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la hipertrofia celular de la capa media, con desestructuracion y pérdida de la
elastina, lo que lleva a la arteria a perder su elasticidad, disminuyendo el
diametro de la luz del vaso e interfiriendo en la correcta relajacion vascular.
Algunos estudios han demostrado que las células T y las citocinas que expresan
se encuentran fuertemente implicadas tanto en la inflamacion como en la
disfuncion arterial de los pacientes hipertensos (96,97). En modelos animales se
ha estudiado como podria influir la administracion de farmacos antihipertensivos
en la pared arterial y aunque se obtuvo un buen control de la PA, no se consigui6
por el contrario revertir los depdsitos de colageno de la adventicia, lo que sugiere
que la fibrosis y el remodelado vascular secundario a la HTA pueden ser

irreversibles (98)

La accion de la angiotensina sobre la pared vascular y la activaciéon de las
citocinas inflamatorias, junto con la distensién mecanica de la arteria en la HTA,
parece que en conjunto estarian implicadas en la activacion de las MAPK
(Mitogen-Activated Protein Kinases/proteina quinasa activada por mitbgenos),
considerada como parte mediadora importante en la pérdida de elasticidad
arterial (99,100). La distensiéon de la arteria tiene su efecto a nivel endotelial,
aumenta la expresion de ICAM-1 (Intercelular Adhesién Molecule 1/Molécula de
adhesion intercelular 1), y aumenta la adhesion de los monocitos al endotelio,
asociandose con la produccién de radicales libres, promoviendo un estado
inflamatorio y acelerando el proceso aterosclerético (101). Dado por tanto que
antes de la aparicion de una HTA elevada objetivable, puede haber cambios
estructurales irreversibles que afecten a la rigidez arterial, las medidas
preventivas en el control de la PA son de gran importancia (98).

Numerosos estudios han puesto de manifiesto la relacion que existe entre las
concentraciones plasmaticas de glucosa y la patologia vascular. Los niveles
elevados de glucosa forman enlaces covalentes con las proteinas estructurales
y funcionales por medio de un proceso denominado glicacién, dando lugar a los
denominados productos finales de glicacion avanzada/Advance Glycation End

products (AGESs), que son la principal causa de las complicaciones en la DM
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(102). El fibrindgeno es una de las proteinas mas afectadas y se considera una
de las principales causas de disfuncion vascular y aterosclerosis en diabéticos.
Asi, esta modificacidn en las proteinas plasméticas puede provocar deterioro en
la fibrindlisis y activacion de plaquetas, ademas de generar radicales libres de

oxigeno y provocar una mala regulacion en el sistema inmunoldgico (102-104).

Las células que expresan altos niveles del transportador de glucosa 1 (GLUT 1),
como ocurre en las células endoteliales vasculares, son incapaces de regular las
concentraciones intracelulares de glucosa y son mas susceptibles a padecer los
dafios ocasionados por los AGEs. La alteracion de los AGEs sobre el colageno
y la elastina de los vasos provoca rigidez vascular, y los dafios sobre el sistema
vascular producen fibrosis miocérdica, disfuncion diastélica e hipertension
sistélica (105,106). Ademas, en respuesta a los productos de glucosilacién y a
las citocinas, el endotelio libera tromboxanos y endotelina que finalmente
provocan un dafio en el glucocaliz del mismo (107), permitiendo el paso de las
cLDL al espacio subendotelial, perpetuando asi la actividad inflamatoria y por lo
tanto la aparicion de aterosclerosis. De hecho, en las localizaciones donde son
mas frecuentes las complicaciones diabéticas, como en las placas
ateroscleroticas, se observan niveles elevados de AGEs y de anticuerpos contra
los AGEs, lo que pone de manifiesto el papel tan importante que desempefian
en la aterogénesis (107,108).

Existen receptores de la familia de las inmunoglobulinas que interaccionan con
los AGEs. Estos receptores, denominados receptores para los productos finales
de glicacion avanzada (RAGE), los podemos encontrar en macrofagos, células
endoteliales y musculo liso. La union de los AGEs a los receptores de estas
células provocan un incremento del estrés oxidativo, expresion de citocinas
inflamatorias, como Interleuquina-6 (IL-6) y TNF-a (Tumor Necrosis Factor/ factor
de necrosis tumoral), mayor expresion de moléculas de adhesion como ICAM-1,
VCAM-1(vascular cell adhesién molecule 1/molécula de adhesion celular
vascular 1) y aumento de la permeabilidad vascular, por lo tanto parece tener un

papel importante en la aterosclerosis (108,109).
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La retencion de lipoproteinas ricas en colesterol en el subendotelio de la pared
arterial es un mediador clave en el desarrollo de la aterosclerosis. Las arterias
en donde hay disfuncién endotelial son el lugar preferente para la penetracion y
acumulacion de lipoproteinas y por lo tanto para la formacion de la placa
aterosclerotica (110). Las cLDL son consideradas las particulas principales en
la aterogénesis. Por su tamafo y su densidad son susceptibles de penetrar en la
pared arterial y promover la inestabilidad de la placa, aunque otras lipoproteinas
como las lipoproteinas ricas en TG y la lipoproteina-a también contribuyen en el
depdsito de colesterol de la intima. Los grandes quilomicrones y VLDL (Very Low
Density Lipoproteins/ lipoproteinas de muy baja densidad) tienen dificultad para
penetrar en la intima, sin embargo sus remanentes, mas pequefios, pueden
atravesarla y quedar retenidos en el tejido conectivo (111,112). Una vez
retenidos en la pared arterial seran fagocitados por los macrofagos que se
transformaran en células espumosas. El acimulo de células espumosas lleva a
la formacion de estrias grasas, con nacleos necréticos y formacion de una capa
fibrosa. Los macrofagos liberan enzimas proteoliticas que debilitan la capa
fibrosa y el colageno intersticial y de este modo debilitan la estructura vascular,
provocando la desestabilizacién y posible ruptura de la capa intima del vaso
(113).

Entre los mecanismos fisiopatolégicos de los niveles altos de lipoproteinas en
sangre encontramos, alteraciones en la dilatacion arterial, produccion de
citocinas proinflamatorias, activacion de monocitos, aumento de estrés oxidativo
e inactivacion del NO, y aumento de expresion de moléculas de adhesion
endotelial. Todos estos mecanismos tienen una importante implicacién en la
disfuncion endotelial (93,112). Ademas estan implicadas en la liberacion de
factores tisulares, generacion de trombina, aumento de fibrindgeno y factores de
coagulacion VIl y Xll e inhibicion de la fibrindlisis por lo tanto son responsables
directos de la fisiopatologia implicada en los eventos CV (114,115).

En contrapartida, el cHDL presenta un importante efecto protector vascular.
Evita el almacenamiento vascular de lipoproteinas de baja densidad, tiene efecto

antioxidante y antinflamatorio (83), inhibe la apoptosis de células endoteliales y
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contribuye en la reparacion del endotelio dafiado, inhibe la activacién de los
monocitos y reduce la expresion de moléculas de adhesion y citocinas. Por lo
tanto, es un buen modulador en la formacion de la placa aterosclerotica
(83,116,117). También tiene efecto controlador sobre la actividad procoagulante,
aumenta la actividad de factores anticoagulantes y tiene un efecto antiagregante
por inhibicién de la trombina (116). Por lo tanto, niveles disminuidos de cHDL van
a disminuir el efecto protector que desempefia en los eventos cardiovasculares
(117,118).

En la obesidad y el sobrepeso el aumento del tejido adiposo se produce a
expensas de una hiperplasia de los adipocitos, mediante el reclutamiento y la
proliferacion de los progenitores adipogénicos (119,120). Ademas, el exceso de
ingesta caldrica conlleva una sobrecarga de acidos grados que sobrepasa la
capacidad de almacenamiento del adipocito. En consecuencia el adipocito se
hipertrofia provocando cambios en su arquitectura celular y en su funcionalidad
(121). La expansion e hipertrofia del tejido adiposo visceral genera una situacion
de hipoxia y estrés celular en la estructura y funcion del tejido adiposo (122,123).
La hipoxia provoca la liberacién de citocinas proinflamatorias por parte del
adipocito como el TNF- a, IL-6, IL-1B y quimiocinas como la Proteina
Quimiotactica de Monocitos 1 (MCP-1) e IL-8. Estas moléculas activan a los
macréfagos locales residentes en el tejido adiposo, que a su vez también van a
liberar citocinas inflamatorias como TNF- a o IL-1B, exacerbando el proceso
inflamatorio (124-126). Por su parte, el estrés celular, estado de disfuncién
celular en el que interviene cinasas como la c-jun N terminal (JNK), desencadena

procesos inflamatorios y apoptoticos (124,125).

Pero el tejido adiposo no esta formado exclusivamente por adipocitos y
macréfagos, sino que también hay otras células como fibroblastos y linfocitos, y
todos ellos participan el en el proceso inflamatorio. Dentro de los linfocitos, se
observa mayor reclutamiento de células T (tipo CD8+) con disminucion de
células T (tipo CD4+).
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Hay dos hipotesis que intentan explicar el mayor reclutamiento de macrofagos y
células T (tipo CD8+) en el tejido adiposo de sujetos obesos (127,128). La
primera plantea que el adipocito al hipertrofiarse genera mayor numero de
interleuquinas y esto va a provocar quimiotaxis y activacion de células T, que
estimulan la atraccidon y activacion de macréfagos y estimulan al adipocito
librando mas citocinas inflamatorias y perpetuando el ciclo inflamatorio (128). La
otra teoria propone que los acidos grasos se unen a los macréfagos través de
receptores tipo Tool, favorecerd la sintesis de interleuquinas que se liberan al
torrente circulatorio. Las interleuquinas al llegar al adipocito aumentan la
expresion de receptores de lectinas, haptoglobina, adipocitocinas, moléculas de
adhesién endotelial, y a su vez liberara mas interleuquinas como TNF-a, IL-1 8,
IL-6, IL-8, IL-10 e IL-15 y PCR (124,128,129).

En ambos casos dicha inflamacién lleva a disfuncién metabdlica que provoca
resistencia a la insulina, retroalimentando y perpetuando ain mas la respuesta
inflamatoria. Este estado inflamatorio no afecta solo al tejido adiposo, sino que
conlleva una inflamacion sistémica que afecta a otros tejidos como el hepatico,
muscular y al endotelio. El ambiente inflamatorio y la presencia de moléculas de
adhesion endotelial es el comienzo de la disfuncién endotelial y el desarrollo
progresivo de aterosclerosis (126,130). Es importante resaltar que
particularmente, en la obesidad central, es donde encontramos mayor
resistencia a la insulina e hiperinsulinemia secundaria, por lo tanto, en este tipo
de sujetos se observa mayor respuesta inflamatoria. De hecho, se ha observado

como esta situacion se puede llegar a revertir con la disminucion de peso (131).
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Figura 4. Etiopatogenia de la obesidad abdominal en la inflamacion sistémicay
la aterosclerosis.

2.5 Moléculas implicadas en el proceso fisiopatolégico de la ECV.

Como hemos visto, en los mecanismos fisiopatoldégicos que hemos estado
estudiando y que pueden estar implicados en la aparicion de ECV subclinica y
posteriormente el desarrollo de ECV sintomatica, hay multitud de moléculas
implicadas en este proceso. Entre ellas, numerosas hormonas metabdlicas,
moléculas inflamatorias y moléculas relacionadas con la funcién endotelial
participan de una forma u otra en el proceso mediante el cual los FRCV provocan

las alteraciones descritas. Repasaremos algunas de estas moléculas.

e Hormonas metabdlicas y adipocitocinas

Las adipocitocinas son hormonas producidas por el tejido adiposo y aunque de
forma general sus funciones son principalmente metabdlicas, algunas también
tienen funciones cardiovasculares ya que son capaces de actuar sobre la funcién
endotelial. La implicacion de cada una de las adipocitocinas sobre los efectos
cardiovasculares no esta completamente clarificada, aunque segun su funcién

algunas son predominantemente cardioprotectoras y antiinflamatorias, mientras
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que otras adipocitocinas tienen efectos cardiovasculares negativos y

proinflamatorios

Adiponectina

La adiponectina es una hormona de 30 KDa. El gen que codifica la adiponectina
se localiza en el cromosoma 3927, en el mismo locus donde se ha observado
susceptibilidad a DM tipo 2, Sindrome Metabdlico (SM) y EC (132). En
condiciones fisiologicas se expresa exclusivamente en los adipocitos, pero son
multiples las localizaciones donde podemos observar su expresion.

La adiponectina se une a dos receptores especificos: AdipoR1, que se expresa
en el masculo esquelético, y AdipoR2 que se expresa en el higado donde activa
el Receptor nuclear Activado por el Proliferador de Peroxisomas (PPAR), lo que
disminuye la glucogenolisis hepatica y la oxidacion de los acidos grasos (133).
Su activacion le confiere, por tanto, una mayor sensibilidad a la insulina (134).
De hecho, estos dos receptores se han observado también en las células
pancreaticas y parecen ser el motivo por el cual hay un aumento de la
sensibilizacién a la insulina, mediante la interaccién de los receptores adipoR1 y
adipoR2 con la AMPK (AMP Activated Protein Kinase/proteina quinasa activada
por AMP) (133-135). Asi pues, se ha visto en modelos animales que la expresion
disminuida de adiponectina se relaciona con la obesidad y la resistencia
insulinica, y de igual forma en humanos, en sujetos obesos se ha observado
también una disminucion de los niveles de adiponectina en plasma
(133,136,137). Los niveles disminuidos de adiponectina van a ser buenos
predictores sobre el riesgo de tener DM tipo 2 (138-140). Por su parte, la
disminucién de la expresiéon de adiponectina por parte del adipocito, parece que
es secundaria a varios factores como son la hipoxia, los niveles elevados de

citocinas proinflamatorias y el estrés oxidativo (139,141).

Ademas del papel metabdlico, a la adiponectina también se le confiere un papel
antiinflamatorio. Concentraciones elevadas de adiponectina se han relacionado

con niveles bajos de PCR (142). También parece que suprime la secrecion y
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sefalizacion de TNF-a en el adipocito, asi como una menor infiltracion de
macrofagos (137). Por tanto, una disminucion en la concentracion de
adiponectina se relacionan con incremento de TNF-a, aumento de la infiltracién
de macrofagos asi como la transformacion de éstos en células espumosas,

favoreciendo de este modo la aterogénesis (140,141,143).

Adipsina

La adipsina o factor del completo D, es una proteasa sérica de 25 kD que
interviene en la via alternativa de activacion del complemento. Esta codificada
por el gen CFD y se expresa en el tejido adiposo (144).

En ratones obesos se encuentra disminuida, quiza por deficiente funcién del
receptor o por agotamiento del receptor por sobreestimulacion secundario a
resistencia a la adipsina (144). También se encuentra disminuida en individuos
obesos y en individuos con DM tipo 2, y la administracion de adipsina en
individuos con DM tipo 2, deficientes de adipsina, se ha relacionado con menor
resistencia a la insulina (145,146). Estudios realizados en ratas han relacionado
los niveles disminuidos de adipsina con una deficiente liberacion de insulina por
parte de las células 3 pancreaticas, y por tanto con una mala homeostasis de la
glucemia. Aparte de su elevada presencia en el tejido adiposo también se
observa liberacién por los monocitos y macrofagos, sumado a su implicacion en
la via alternativa del complemento, sugiere una vez mas el papel biolégico
inflamatorio del tejido adiposo (147,148). Cuando se han utilizado antagonistas
de receptores del complemento en ratones, se ha observado proteccion contra
la obesidad, la reduccién de la inflamacién del tejido adiposo y una mejor

sensibilidad a la insulina (149).

Leptina

Le leptina es un péptido de 16 KDa compuesto por 167 aminoacidos. El gen
responsable de la expresion de la leptina se encuentra en el cromosoma 7931
(150). Se secreta principalmente en el adipocito, aunque también se ha
observado secrecion en la placenta, glandula mamaria, ovarios, musculo

esquelético, sistema hematopoyético, estbmago e intestino (151).
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La leptina va a actuar como un lipostato, es decir, como un indicador que informa
al hipotalamo de los depdsitos de grasa en el organismo. En concreto actua
principalmente en el ndcleo arcuato hipotalamico, donde estimula la secrecion
de péptidos anorexigenos, como la propiomelanocortina. A su vez disminuye la
produccion de neuropéptido Y, un importante inductor del apetito. Por todo ello
la leptina produce un efecto saciante, a través de sus receptores AMPK que se
encuentran en higado y musculo y estan acoplados a distintas vias metabdlicas
(152-155). Asi pues, mutaciones en el gen de la leptina provocan hiperfagia, ya
gue la ausencia de leptina produce ausencia del reflejo de saciedad a nivel del
hipotalamo, y asi el déficit de leptina produce obesidad (153,156). Aunque en
humanos hay casos de obesidad morbida por déficit de leptina, los niveles de
leptina estdn aumentados, como consecuencia de una resistencia a la misma a
nivel de su receptor o por un mal funcionamiento en el transporte hacia el sistema

nervioso central (155).

La leptina tiene también efecto sobre la regulacion fisiologica digestiva. Actlua de
forma sinérgica con la colecistocinina en la generacion de sefales neuronales
implicadas en la saciedad (157). También interviene en el gasto energético, en
el metabolismo lipidico e hidrocarbonado, en la hematopoyesis, en la actividad
del eje hipotalamo-hipdfisiario-gonadal y en la maduracion sexual (153,158).

La administracion de leptina en ratones obesos acelera el metabolismo, aumenta
el consumo de oxigeno y aumenta la termogénesis (153). Existe una correlacién
positiva entre la concentracion sérica de leptinay la grasa corporal total, de modo
que, si hay pérdida de peso, la leptina plasmatica disminuye, mientras que, si
hay ganancia de peso, aumenta la secrecion de esta hormona. De hecho,
durante el ayuno los niveles de leptina estan bajos. En la obesidad asociada con
inmunoresistencia insulinica se ha asociado la hiperinsulinemia con
hiperleptinemia. La leptina actla sobre receptores especificos de la célula
pancreatica disminuyendo la secrecion de insulina (154,159). La hiperleptinemia

se puede considerar un factor de riesgo de DM en pacientes obesos (152,155).
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La leptina tiene un papel importante en la regulacion lipidica. Estudios
epidemioldgicos observan una relacion entre hiperleptinemia y niveles bajos de
cHDL. Niveles bajos de leptina se han relacionado con disminucién del colesterol
y TG (160).

Se ha observado una relacion entre la HTA y niveles elevados de leptina, la
administracion de leptina en normotensos se ha comprobado que aumenta la PA
y la frecuencia cardiaca). Existe una relacion entre leptina y la actividad de la
renina plasmatica y angiotensindbgeno en pacientes con HTA esencial. En
estudios con ratas se ha observado la implicacion de la leptina sobre la activacion
del sistema nervioso simpatico (152,156).

También se sabe que la leptina participa en la aterogénesis por varios
mecanismos. Se ha comprobado su implicacion en el estrés oxidativo,
induciendo la oxidacion y aumentando la expresion en el endotelio de MCP-1,
asi como un aumento en la fibrogénesis y su implicacion en el dafio renal
(156,161). La leptina tiene efecto en la respuesta inmune sobre los Linfocitos T
helper 1 (Thl) y estimula la incorporacién de colesterol a los macrofagos. Por lo
tanto tiene una implicacion activa sobre la formacion de la placa de ateroma
(156). Ademas tiene efecto angiogénico, induce la agregacién de células
endoteliales y esta implicada en la neoangiogénesis (156,162). También va a
tener un papel activo en la coagulacion, potenciando significativamente la
agregacion plaquetaria, y participando en la enfermedad aterotrombotica
(156,163,164).

Resistina

Es un péptido de 12 kDa, codificada por el cromosoma 19, en el locus 13.3. Fue
descrita por primera vez en 2001, se denoming resistina por inducir resistencia
a la insulina en ratones sanos cuando se les administraba exdgenamente (165).
A pesar de gue en un principio la resistina fue identificada en adipocitos, en

humanos estas células sintetizan cantidades muy pequefas en comparacion a
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otras células y tejidos, como son el musculo, las células pancreaticas y los

macrofagos, siendo estos ultimos los que sintetizan mayores cantidades (166).

En modelos animales, la resistina esta involucrada en la patogénesis de la
resistencia a la insulina'y la DM tipo 2 asociadas a la obesidad (165,167). Cuando
se administran anticuerpos para neutralizarla o agonistas del Receptor Activado
por el Proliferador de Peroxisomas-y (PPARy) en modelos de obesidad animal,
disminuye la resistencia a la insulina. Sin embargo, en humanos el papel de la
resistina en la fisiopatologia de la obesidad y la resistencia a la insulina es
controvertido, ya que sujetos con obesidad presentan concentraciones
circulantes de resistina significativamente mayores a sujetos con peso normal,
existiendo una correlacién positiva con el IMC, pero no con el grado de

resistencia a la insulina (168,169).

La resistina tiene implicacion en el sistema inmune y vascular. Se relaciona con
marcadores inflamatorios como TNF-a, IL-6, IL-12, MCP-1 y PCR, y en
moléculas de adhesion celular como VCAM-1 e ICAM-1 (170). Su implicacién en
procesos inflamatorios parece ser el sustrato fisiopatoldgico en la resistencia a
la insulina (169), y su presencia en los procesos ateroscleréticos (171,172).
También se han observado elevadas concentraciones de resistina y su
asociaciéon con la calcificacion de la arteria coronaria, por lo tanto las
concentraciones circulantes de resistina pueden ser consideradas marcadores

inflamatorios en el proceso de aterosclerosis (166,171,172).

Visfatina

Proteina de 52 kDa, codificada por el cromosoma 7, en el locus g22.2-22.3 (173).
Su nombre procede de visceral fat lo que pone de manifiesto que es una
adipocina secretada principalmente por la grasa visceral, aunque también esta

presente en musculo esquelético, higado, médula y linfocitos (174).

La visfatina interviene en la regulaciéon del metabolismo de la glucosa, tiene

efecto regulador sobre la secrecion de insulina por la célula 3 pancreatica, regula
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la sensibilidad de la insulina y facilita la captacion de glucosa en el hepatocito
(175). Tiene efecto sobre la grasa visceral, facilitando la apidogénesis. Los
efectos resultan paraddjicos, ya que por un lado mejoran la sensibilidad a la
insulina, y por otro lado favorece el depdsito de grasa visceral, por lo tanto
contribuye a la obesidad (176). Se han observado niveles elevados de visfatina
en sujetos obesos y también en pacientes con DM tipo 2 (177,178). Sin embargo,
otros estudios no han encontrado asociacion significativa entre visfatina y
aumento de IMC (179).

También la visfatina parece estar implicada en procesos inflamatorios y de
disfuncion endotelial, y se relaciona con niveles elevados de IL-18, IL-6, TNF-q,
PCR, ICAM-1y VCAM-1 (180,181).

Omentina

La omentina es una proteina de 33 KDa, constituida por 313 amino&cidos. Esta
codificada por dos genes localizados en la region cromosomal 1g22-g23. Se ha
identificado en numerosas células y tejidos, entre ellos células endoteliales y en
el corazdén. Su mayor expresion se encuentra en el tejido adiposo visceral,
concretamente en la region estromal vascular y de manera especialmente
importante en el tejido adiposo del epicardio y de las arterias coronarias
(182,183).

La omentina interviene en el metabolismo hidrocarbonado mediado por la
insulina en los adipocitos humanos. La insulina es un regulador importante en
los procesos metabdlicos, cuya funcién principal es la captacion de glucosa por
parte de los hepatocitos, miocitos y adipocitos. La unién de la insulina a su
receptor inicia una cascada de sefalizacion, en la que la fosforilacion de la AKT
(o PKB proteinacinasa B) tiene un papel muy importante, ya que va a permitir la
captacion de la glucosa hacia las células y su metabolismo (184,185). La AMPK
también actla como un importante sensor metabdlico celular. Su activacion
promueve la captacion de glucosa por los miocitos, reduce la gluconeogénesis
en los hepatocitos, inhibe la lipogénesis en el adipocito, inhibe a las enzimas 3-
hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa y acetii CoA carboxilasa, enzimas
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involucradas en la sintesis del colesterol y acidos grasos, respectivamente, y
también tiene un papel importante en la B-oxidacion de los acidos grasos(186).
La omentina estimula la fosforilacién de la AKT y la activacion de AMPK, como
resultado tiene un efecto positivo en la disminucién de la resitencia a la insulina
y en la disminucion de la sintesis de TG y colesterol (182,187). Por todo ello, los
niveles de omentina se ven disminuidos en pacientes obesos, con DM tipo 2 y
en pacientes con SM. Los niveles de omentina aumentan cuando los pacientes
pierden peso (182,188). La actividad antiinflamatoria que ejerce a través de la
inhibicion de JNK permite un aumento de la sensibilidad de la insulina en
adipocitos, miocitos y hepatocitos (189), y por tanto un papel importante en la
disminucion del RCV (188,190).

La omentina es una molécula implicada en la modulacion de los procesos
inflamatorios, capaz de disminuir la actividad inflamatoria que ejerce TNF-a, IL1-
B e IL-6, y retardar el comienzo de la cascada inflamatoria mediada por los

adipocitos hipertroficos a través de la p-oxidacion (189,191).

La omentina tiene un importante papel en la proteccién vascular. En la
disfuncion endotelial, como consecuencia de la inhibicion del ATK, existe un
desequilibrio entre el NO (vasodilatador), y la endotelina (vasoconstrictora), de
modo que al estar disminuida la concentracion de NO, existe un predominio de
la actividad vasoconstrictora de la endotelina (192). En este sentido, la omentina
modula la actividad vasoconstrictora, ya que controla la via de activacion del NO,
modula la respuesta inflamatoria por su implicacion en la activacion de AMPK e
inhibicion de JNK vy la ciclooxigenasa 2 e inhibe la diferenciacion de las células
musculares lisas vasculares (193-195). También reduce el desarrollo de
aterosclerosis, interviniendo sobre la via AKT, responsable de la respuesta
inflamatoria en macrofagos (196). En resumen, niveles bajos de omentina se
relaciona como marcador de RCV por su funcion moduladora en la patogénesis
de los trastornos vasculares (195,196). Respecto a la EAP, hay una asociacion
importante entre niveles disminuidos de omentina en plasma y EAP, asi como
su gravedad (197).

39



Introduccioén

Por otro lado, en el tejido adiposo epicardico, que envuelve al corazéon y a las
arterias coronarias, hay una importante expresion de omentina. La desregulacion
local, unido al estado inflamatorio crénico y a la disfuncion endotelial conlleva un
aumento del RCV (190,194,198,199). La omentina a nivel de arterias coronarias
tiene un efecto beneficioso sobre la vasodilatacion (198). La inhibicion de las vias
inflamatorias activadas por TNF-a, IL-18, y JNK entre otras, y la disminucion de
vias generadoras de radicales libres como ciclooxigenasa-2, va a aportar un

papel protector sobre las arterias coronarias (194,198,199).

Ghrelina

La ghrelina es un péptido de 28 aminoécidos, esté codificada por el cromosoma
3 locus p25-26. Se secreta principalmente en el estbmago, aunque también se
ha encontrado secrecion en el intestino, pancreas, rifion, placenta, hipofisis e
hipotalamo (200,201). La conformacion de su molécula le permite atravesar la
barrera hematoencefalica y unirse a los receptores secretadores sintéticos de la
hormona del crecimiento. Tiene efecto sinérgico con la GHRH (Growth-hormone-
releasing hormone/somatocrinina) (202). El receptor GHS1a se encuentra en el
ndcleo arcuato, encargado de la regulacion del apetito, también lo encontramos

en otras localizaciones como estomago y pancreas (201-203).

Es un potente orexigeno, agente adipogénico, regulador energético y regulador
de glucemia (203-205). En condiciones normales la ghrelina se incrementa en
el ayuno y disminuye tras la ingesta, también aumentan cuando hay pérdida de
peso por disminucién de ingesta caldrica (203,206). La administracion exdgena
de ghrelina en ratas y humanos produce un aumento del apetito y por lo tanto de
la ingesta (207,208). También se observa un aumento de peso a expensas del
aumento del tejido adiposo (205,208). En pacientes obesos no hay disminucién
de ghrelina postpandrial, probablemente sea secundario a una disfuncién, y por
lo tanto la causa de que no haya saciedad (209). La ghrelina activa neuronas
productoras de NPY/AGRP, que influyen en el metabolismo sobre eje

hipotalamo-hipdfiso-tiroideo y el eje hipotalamo-hipofiso-adrenal (210).
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Figura 5. Adipocitocinas secretadas por el tejido adiposo

e Interleuquinas implicadas en la inflamacién

IL-18

Es una proteina de 30 kDa codificada en el cromosoma 2, en el locus 2q13-g21.
Es una citoquina producida por multiples células, siendo los macréfagos los
principales productores de IL-1B. Su activacion es dependiente de la via de la
caspasa-1 (211). Existen dos tipos de receptores para IL-1B: Tipo |, que se
encuentra sobre la mayoria de células del organismo y los receptores Tipo Il,
localizados en los neutrdéfilos, monocitos, macréfagos, linfocitos B y células de

médula 6sea.

Est4 implicada en la quimiotaxis de los granulocitos y en la liberacion de
histamina por los mastocitos, y por ello esta fuertemente implicada en los
procesos inflamatorios. Participa en los procesos febriles mediante la liberacion
de prostanglandinas. La liberacion de IL-1 conlleva elevacion de reactantes de
fase aguda como la PCR. Tienen efecto sobre la regulacién de NO, con actividad

sobre la musculatura lisa vascular y masculo cardiaco (212,213).
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Alteraciones en el metabolismo como elevacion del acido urico, DM, y dislipemia
se ha relacionado con aumento de los niveles de IL-18 (214). También se ha
encontrado relacion entre HTA y niveles altos de IL-1B (215). Se considera un
importante factor en el crecimiento de la intima en la lesion aterosclerotica
(216,217).

IL-6

Proteina de 22 a 27 kDa. Se codifica en el cromosoma 7 locus p15-21. Es una
citocina secretada por el tejido adiposo, aunque el 90% de su sintesis se lleva a
cabo por células distintas al adipocito como los linfocitos T, macrofagos,
fibroblastos, células endoteliales, y musculo esquelético (218). La expresion de
la IL-6 es mayor en la grasa visceral que en la grasa periférica. En pacientes
obesos habra hasta un 30% mas de IL-6 en circulacion. El adipocito en sujetos
obesos va a aumentar la secrecion de IL-6. La IL-6 aumenta los niveles de PCR
y va a interferir en la correcta actividad de la lipoproteina lipasa, como resultado
habra captacién de lipidos por parte de los macréfagos y su transformacion en

células espumosas (219,220).

Los niveles elevados de IL-6 tiene un efecto sobre el eje hipotalamo-hipofisis-
adrenal, involucrado en obesidad central, HTA y resistencia a la insulina, ademas
disminuye la actividad de la lipoproteina lipasa (219,220).

Se ha visto como la IL-6 estd presente tanto en las primeras fases de la
aterosclerosis (219,221) como su implicacién a largo plazo (222). Amplios
metaanalisis relacionan la IL-6 con la presencia de ECV (223,224). La influencia
de la IL-1B y la IL-6 en etiopatogenia de la aterosclerosis parece estar tan clara,
que se estan realizando estudios utilizando sus receptores como dianas
terapéuticas- mediante anticuerpos monoclonares-, con el fin de demostrar su

utilidad en el tratamiento precoz de la enfermedad aterosclerotica (221).
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IL-8

Es una citoquina proinflamatoria de 8,4 kDa, codificada en el cromosoma 4.q13-
21. Se sintetiza en monocitos, macréfagos, polimorfonucleares y fibroblastos
(225). La IL-8 estad implicada en la respuesta inflamatoria, estimulacién de
moléculas de adhesion y oxidacion lipidica (226,227). Niveles altos de IL-8 se ha
relacionado con obesidad (228) y con un mayor riesgo de desarrollar
enfermedades cardiovasculares (229,230). La IL-8 es clave en la etiopatogenia
de la aterosclerosis (231,232). Se expresa y libera en grandes cantidades por el
tejido lesionado. Esto provoca la migracion y degranulacion de los neutréfilos al
tejido lesionado en respuesta a los niveles IL-8. La IL-8 se une a los receptores
selectivos ILBRA y IL8RB en la superficie de los neutréfilos encargados de inducir
la expresién de mediadores quimiotacticos que desencadenan la inflamacién
local (233). También es un potente proinflamatorio que estimula la quimiotaxis
de los monocitos, por lo que esta implicada en la fuerte adhesion de éstos al

endotelio vascular (231).

IL-18

Es una citoquina proinflamatoria de 24 kDa, también conocida como factor
inductor del interferon gamma. Esta codificada por el gen IL-18 presente en el
cromosoma 11 en el locus 112.14-112.16 (234). Se secreta principalmente por
los macréfagos. Una de sus caracteristicas principales es la produccién de
interferon gamma. Activa a las células NK (Natural Killer/asesina natural) y
linfocitos T citotoxicos, e incrementa el efecto de otras citocinas proinflamatorias
(234-236).

La dislipemia, DM vy la resistencia insulinica pueden aumentar la produccién de
IL-18, mediado por el receptor NLRP3 (237-239). El bloqueo del receptor para
la IL-18 se relaciona con modulacion de la respuesta inmune en procesos

inflamatorios (240).
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Se ha observado que la IL-18 esta implicada en la patogenia de la enfermedad
aterosclerotica (241,242). La 1L-18 estda fuertemente implicada en la

remodelacion, hipertrofia cardiaca, y en los casos de IC (243,244).

MCP-1

Es una proteina de 13 kDa. Se expresa en el cromosoma 17 en el locus 11.2q-
21.1qg (245). Como su nombre indica recluta a monocitos, células T y células
dendriticas. Esté presente en procesos inflamatorios, principalmente donde hay
implicacién de monocitos, y en la aterosclerosis (246—248). Los niveles elevados
de MCP-1 tienen un importante papel proinflamatorio y se asocian con
hiperplasia de la intima en modelos animales (249). También esta implicada en
la resistencia a la insulina y juega un papel importante en las complicaciones
vasculares de la DM tipo 2 (250,251). La obesidad también esta implicada en su
desregulacion (252) y hay sobreexpresion en presencia de niveles elevados de
cLDL oxidada (253).

TNF-a

El TNF-a es una proteina de 17 kDa. Se codifica en el cromosoma 6, en el locus
21.3 (254). Los macroéfagos son los principales secretores de TNF-a. En sujetos
obesos se ha observado una acumulacién de macrofagos en el tejido adiposo
junto con un incremento de la secrecion de TNF-a (255). El aumento sistémico
de los niveles circulantes de TNF-a es la causa de la resistencia a la insulina.
Por otro lado, la hiperglucemia mantenida es uno de los motivos de dafio
endotelial (256), y en pacientes con DM tipo 2 se han observado concentraciones
elevadas de citocinas proinflamatorias (IL-6, IL-8, IL-18 y TNF-a) y reduccién de
citocinas antiinflamatorias (256,257). También los niveles de TNF-a, se han
relacionado con aumento de TG y aumento de tejido adiposo. Las dietas ricas
en grasas inducen aumento de IL-6, IL-18, y TNF-a, asi como un aumento de
ICAM-1y VCAM-1 (258).

Los niveles elevados de TNF-a, aumentan los niveles de otras citocinas

inflamatorias y de PCR. También aumentan la actividad de las células
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endoteliales y del musculo liso, promoviendo la liberacion de moléculas de
adhesion y citocinas inflamatorias. Como resultado existe una mayor
acumulacion de macréfagos en el endotelio vascular, con la correspondiente
transformacion en células espumosas, y por tanto es un factor muy importante

para el desarrollo de aterosclerosis y ECV (259-261).
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Figura 6. Interleuquinas implicadas en los procesos inflamatorios.

e Factores endoteliales

ICAM-1

Es una proteina de 90 kDa que pertenece a la familia de las inmunoglobulinas.
También denominada como CD54, tiene un dominio transmembrana y un
dominio intracelular. Es una proteina de adhesion intercelular (262), codificada
en el cromosoma 19 locus 10.27-10.29 por el gen ICAM-1. Este gen codifica
glicoproteinas de superficie que se expresan tanto en células endoteliales como

en células del sistema inmune (263,264).
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La ICAM-1 tiene un papel fundamental en la migracion de leucocitos al endotelio
vascular (Figura 7). La activacion de ICAM-1 es inducida por citocinas
inflamatorias y se expresa en el endotelio, en macréfagos y en linfocitos (265).
La ICAM-1 interviene en la adhesion intercelular actuando de ligando con la
integrina de los leucocitos, lo que permite la unién de los leucocitos a las células
endoteliales y su posterior migracion a la intima vascular (266,267). Por todo ello
tiene un papel muy importante en el desarrollo de aterosclerosis y también se
encuentran niveles aumentados en enfermedades inflamatorias cronicas (268—
270).

VCAM-1

VCAM-1 es una proteina de adhesion celular vascular de la familia de las
integrinas. También se conoce como CD106, tiene de 6 a 7 dominios de
inmunoglobulina. Esté codificada en el cromosoma 1 locus 100.72-100.74 en el
gen VCAM-1 (271).

La activacion de la VCAM-1 estd mediada por citocinas inflamatorias en la que
interviene la via de las MAPK. Se expresa en el endotelio vascular en presencia
de citocinas, y media la adhesion de macréfagos y linfocitos al endotelio vascular,
por lo tanto va a estar implicada en los procesos aterosclerdticos (269,272,273)
(Figura 7).

En sujetos con dislipemia se han observan niveles mas elevados de VCAM-1 en
plasma, tanto en sujetos con hipertrigliceridemia como en sujetos con niveles
disminuidos de cHDL. En sujetos diabéticos también se observan niveles
aumentados de VCAM-1, aunque no esta del todo claro si esta asociacion es
causa de la aterosclerosis que acompafa a este tipo de sujetos o hay aumento
de VCAM-1 por accion directa de la hiperglucemia e hiperinsulinemia (268).

46



Introduccioén

e lololo Il o <@ <

. Activacion de integrinas

Moléculas de adhesion

Leucocito / (ICAM, VCAM)
Selectinas I\! q
>j[<:>j c:jo CD:.ZOJEQJ

\ Diapédesis

Sefiales |nflamator|as

Figura 7. Mecanismo de accion de las moléculas de adhesion endotelial ICAM-1y
VCAM-1

VEGF

El factor de crecimiento endotelial vascular es una proteina sefializadora de 45
kDa, que se codifica en el cromosoma 6, locus 12 (274). Esta implicada en la
angiogénesis, cicatrizacion, en los procesos tumorales y en la quimiotaxis de
macrofagos y granulocitos entre otras funciones. El VEGF ejerce su accién sobre

células diana a través de receptores tirosin quinasa (275).

A diferencia de otros tejidos, el tejido adiposo tiene una capacidad de crecimiento
casi ilimitado, por lo que expresa factores de crecimiento angiogénicos como el
VEGF, en funcion de las necesidades de vascularizacion del tejido adiposo (276).
En pacientes obesos, donde se observan niveles aumentados de insulina
secundarios a la resistencia, se ha observado una relacién dependiente entre los
niveles de insulina y la liberacion de VEGF por parte de los adipocitos (277). Por
todo ello existen niveles aumentados de VEGF en pacientes obesos y
particularmente en pacientes con aumento de obesidad abdominal (278). La
implicacion de la dislipemia en el aumento de VEGF -al igual que otros factores
endoteliales- comienza con la exposicion del endotelio a las cLDL oxidadas, que

van a estimular toda la cascada inflamatoria y el remodelado vascular (279).
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En la etiopatogenia de la aterosclerosis se sabe que el engrosamiento de la
intima provoca una disminuciéon del aporte de oxigeno. La hipoxia estimula a
diversas células mesenquimatosas a aumentar la sintesis de VEGF (280). Al
VEGF se le atribuye una doble implicacion en la patogenia de la aterosclerosis,
por un lado en el desarrollo de la placa y por otro lado en la inestabilizacion de
la misma (281). En condiciones de normoxia la VEGF mediante angiogénesis
tiene la funcion de reparar el vaso dafiado. En la aterosclerosis establecida, la
hipoxia, llevaré a liberacion de VEGF pero lejos de mejorar la situacién, va a
aumentar del grosor de la pared del vaso y a estimular una mayor infiltracion por
parte de los macrofagos, lo que perpetla la necrosis e hipoxia. La angiogénesis
secundaria llevara a inestabilizacion y ruptura de la placa (282). Las células lisas
que quedan debajo de la placa también seran estimuladoras de VEGF
perpetuando la angiogénesis intraplaca (283,284). El aumento de VEFG en estos
sujetos esta implicado en la inflamacién vascular, remodelado vascular,
infiltracion de macréfagos en la intima y por lo tanto en el desarrollo de lesiones
ateroscleroticas (285). Hay estudios que demuestran el papel de VEGF en la

neovascularizacion e inestabilidad de la placa carotidea (286).

PAI-1

El inhibidor del activador del plasmindgeno-1 es una proteina de 54 kDa,
compuesta por 23 aminoacidos. El gen implicado en la sintesis de PAI-1 se llama
SERPINEL1 y se localiza en el cromosoma 7 (7921.3-g22) (287,288). Ademas de
su secrecion en el endotelio, la mayor secrecién de PAI-1 es en el tejido adiposo,
especialmente en la grasa visceral. También es secretada por multiples células,

aungue en menor proporcion (289,290).

La obesidad abdominal también se asocia a la liberacion de otros factores
procoagulantes como el fibrindégeno, factor de von Willebrand y el factor VII. En
sujetos obesos hay un estado de hipercoagulabilidad por aumento de niveles de
factores de coagulacion y la activaciéon de plaquetas, que ademas se combinan

con la disminucion de la fibrindlisis atribuible al aumento de PAI-1 (291,292).
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Parece que contribuyen a la aterogénesis a través de aumento del depdsito de
plaguetas y fibrina en placas ateroscleréticas en desarrollo. Este estado
protrombético se asocia a un aumento de RCV (292,293). También la dislipemia
tiene un papel importante en la expresion de PAI-1 (294,295). La utilizacion de

estatinas tiene un efecto atenuador en la expresion de PAI-1 (296).
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Figura 8. Implicacion de PAI-1 en la inhibicidn de la fibrindlisis.

3. Sindrome metabdlico y su relacién con la ECV.

El SM se denomind por primera vez en 1988 por Reaven, que introdujo de forma
pionera la idea de que la alteracion de la accion de la insulina constituia el
elemento principal etiopatogénico que conduce al desarrollo de un conjunto de
alteraciones metabdlicas en un mismo individuo, que lo hacen mas susceptible
de desarrollar ECV (297). Aunque existen diferentes criterios diagnésticos, el SM
se puede definir como un conjunto de alteraciones fisicas, bioquimicas y
metabdlicas que dan lugar a un cuadro clinico caracterizado por obesidad, HTA,
dislipemia, resistencia a la insulina y aumento del riesgo de eventos
cardiovasculares, que pueden aparecer de forma simultanea o secuencial en un

mismo individuo, y que se desencadenan por la combinacion de factores
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genéticos y ambientales asociados al estilo de vida (especialmente la

sobrealimentacion y la inactividad fisica) (298,299).

Los criterios empleados para identificar a los pacientes con SM han sido
modificados a lo largo de los afios, desde que la OMS reconocio por primera vez
al SM como una situacion de alto riesgo para el desarrollo de ECV (300). De
entre los distintos criterios diagndsticos que se han establecido, los de la National
Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel 11l (ATPIII) de 2001 (301),
y revisados por las asociaciones en 2005, son los mas utilizados en la practica
clinica debido a su sencillez y practicidad. En la revision de 2009 (298), el
principal problema que encontraron los autores a la hora de elaborar los criterios
fueron los puntos de corte en el perimetro abdominal, ya que hay una importante
variabilidad poblacional y étnica. En Europa contamos con las recomendaciones
de la Sociedad Europea de Cardiologia, que utiliza un criterio igual a los
estadounidenses de la ATPIII (298).

Asi, se considera que una persona tiene SM si presenta al menos 3 de los
siguientes 5 criterios:

1) Perimetro abdominal superior a >102 cm en hombres y >88 cm en mujeres.
2) Elevacion de PA con cifras de PAS > 130 mmHg y/o de PAD > 85 mmHg (o
uso de terapia farmacolégica).

3) Niveles bajos de c-HDL < 40 mg/dl (hombres); <50 mg/dl (mujeres).

4) Elevacion de TG >150 mg/dl (o uso de terapia farmacolégica).

5) Glucosa basal alterada >100 mg/dl (o uso de terapia farmacolégica).

Existen muchos puntos por esclarecer en la etiopatogenia y la fisiopatologia del
SM, de manera que, aunque millones de personas son diagnosticadas de SM
(54,299,302), algunos autores dudan incluso de la existencia de este sindrome
como entidad propia (303,304). El mecanismo fisiopatologico es complejo,
aunque la obesidad abdominal y la resistencia a la insulina juegan un papel
principal (298,299). De forma general se acepta que la secuencia patogénica

comenzaria con la obesidad como origen de todas las alteraciones, en concreto
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el incremento de la grasa visceral abdominal. El aumento en la secrecion por
parte de esta, de numerosas citocinas inflamatorias y diversas adipocitocinas, da
lugar a una intensa captacion de monocitos circulantes, que en el tejido adiposo
se transforman en macréfagos (productores de citocinas pro-inflamatorias) y
desarrollan un estado inflamatorio cronico y resistencia a la insulina (305,306).
Estas dos condiciones, presentes en el SM, constituyen la base patogénica para
el desarrollo de aterosclerosis, ademas la elevacion de marcadores inflamatorios
y adipocitocinas se asocia con riesgo aumentado de DM tipo 2 y ECV
(299,305,306). EI SM constituye, por tanto, una condicion patolégica de riesgo
multiple para el desarrollo de ECV de origen aterosclerético. De hecho, hay
estudios que avalan que el riesgo de ECV asociado al SM es aproximadamente
el doble en comparacion con los individuos que no lo tienen, independientemente
de la definicion empleada y la metodologia de los estudios (298). Por ejemplo,
los datos de un metaanalisis en el que se incluyeron mas de 170.000 individuos
indicaron que la presencia de SM se corresponde con un riesgo relativo de
eventos cardiovasculares y muerte de 1.78 en hombres y de un 2.63 en mujeres,
incluso tras realizar un ajuste estadistico para los factores clasicos de RCV, lo
gue indica que el mayor riesgo de ECV en el SM no puede explicarse sélo por la
presencia de éstos ultimos (307). Las definiciones actuales de SM permiten
identificar una poblacién con un elevado riesgo de ECV, superior al que se puede
predecir por los FRCV de forma aislada (308).

4. Estratificacidon del Riesgo Cardiovascular, Sindrome

metabolico y perfil molecular sérico

En la actualidad la estratificacién del RCV se sigue haciendo mediante factores
descritos hace mas de 5 décadas. Comenz6 en 1948 a partir del estudio
Framingham (6) con la intencion de investigar la incidencia y factores de riesgo
implicados en de la ECV. Estos FRCV clasicos son: tabaquismo, edad, sexo,
HTA, DM, dislipemia y obesidad (7). A partir de estos factores de riesgo se han
elaborado numerosas escalas de riesgo que actualmente se emplean en la

practica clinica, uno de los mas utilizados es el sistema SCORE (8) para intentar
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predecir la probabilidad de tener un evento CV mortal a los 10 afios. Pero estimar
el riesgo individual de RCV puede ser suboptimo con estas escalas. Estudios
amplios como INTERHEART (29) apoyan la teoria de que en un porcentaje
elevado de los eventos CV estan implicados factores clasicos antes descritos,
aun asi, identificar sujetos con alto riesgo de desarrollar un primer evento CV
continta siendo complejo, dado que una parte importante de los eventos se
observan en sujetos clasificados como riesgo bajo o intermedio, reportando una

incidencia superior al 40% en algunas series (309,310).

En este sentido, el concepto de SM se esta utilizando para identificar sujetos con
elevado RCV, en base a la agregacion de mdltiples FRCV con un sustrato
fisiopatolégico comun (299,302). Existen datos que nos hacen pensar que
determinadas moléculas séricas implicadas en la disfuncién adipocitaria, en la
resistencia insulinica, y especialmente en la inflamacién sistémica y disfuncion
endotelial tienen relacion con el riesgo de desarrollar aterosclerosis e incluso
complicaciones aterotromboticas (126,137,141,199,202,269). Asi mismo, el
riesgo aumentado de eventos CV en individuos con aterosclerosis subclinica
(82,84,86,311-316). Se han descrito un niamero importante de marcadores que
pueden estar implicados en la patogenia de la ECV, sin embargo, a dia de hoy
no estan incorporados en la practica clinica habitual y apenas hay datos descritos
sobre la utilidad de estas moléculas en la valoracion del RCV en sujetos con SM.
De ahi la importancia de incorporar nuevas estrategias diagnosticas
apoyandonos en técnicas de imagen y marcadores analiticos; inflamatorios y
endocrinometabdlicos que nos ayuden en la prediccion del RCV y la deteccion
de aterosclerosis subclinica.

Por tanto, el presente estudio plantea evaluar la relacién entre determinados
perfiles moleculares séricos (adipocitocinas, pardmetros inflamatorios y factores
endoteliales) y la presencia de ECV subclinica en sujetos asintomaticos y
especificamente en sujetos asintomaticos con SM. Definir la utilidad de

determinados marcadores séricos podria ayudar a mejorar la clasificacion y

52



Introduccioén

estratificacion de los individuos con SM, y a identificar de forma mas precoz a

aguellos con riesgo elevado de desarrollar eventos CV.
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HIPOTESIS

Dado que el diagnéstico de SM engloba un grupo muy heterogéneo de individuos
(con caracteristicas clinicas y prondsticas muy distintas), y que la prediccion del
riesgo real de sufrir eventos cardiovasculares en estos sujetos es en la actualidad

imprecisa, el presente estudio plantea la siguiente hipotesis:

Existen moléculas plasmaticas asociadas con disfuncién endotelial y
adipocitaria que se relacionan con la presencia de lesion vascular
subclinica, y por tanto permiten detectar con mayor precocidad aquellos

sujetos con mayor riesgo de desarrollar eventos cardiovasculares.

OBJETIVOS

El objetivo principal es la basqueda de perfiles moleculares asociados con
lesion vascular subclinica que nos ayuden a una mejor estratificacion del RCV

de sujetos con criterios de SM.

Por ello, mediante la determinacion en sujetos con y sin SM de:

- las concentraciones plasméticas de hormonas asociadas con disfuncién
adipocitaria (adiponectina, adipsina, leptina, resistina, visfatina, omentina
y ghrelina), citocinas inflamatorias (IL-1p, IL-6, IL-8, IL-18, MCP-1 y TNF-
a) y factores endoteliales (ICAM-1, VCAM-1, VEGF y PAI-1).

- la presencia o ausencia de datos de lesion vascular subclinica (estimada
mediante pruebas de deteccion precoz de enfermedad aterosclerética:
medida del grosor intima media carotideo (GIMc); volumen de placa,
medida del score calcio coronario (SCC), medida del cociente albumina
creatinina (CAC) en orina y presencia de hipertrofia ventricular izquierda
(HVI).

- el RCV estimado mediante escalas de riesgo SCORE, ASCVD vy Lifetime-

risk.
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planteamos los siguientes objetivos especificos:

1 Evaluar la prevalencia de lesion vascular subclinica en sujetos con SM
respecto a sujetos sin SM.

2 Evaluar la asociacion entre las distintas moléculas analizadas y la presencia
de SMy sus distintos componentes.

3 Evaluar la asociacion entre las distintas moléculas analizadas y la categoria
de RCV estimada.

4 Evaluar la asociacion entre cada una de las moléculas analizadas con la
presencia de lesion vascular subclinica, segun el método de deteccion
empleado:

4.1. GIM patoldgico medido por ecografia 2D

4.2. Volumen de placa estimado por ecografia 3D
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Materiales y métodos.

1. Disefio experimental.

1.1. Tipo de estudio.

Se trata de un estudio observacional prospectivo en condiciones de practica
clinica habitual.

Se incluyeron en el estudio sujetos que reunian los criterios de inclusién
pertinentes (ver siguiente apartado “1.2 Definicién de la poblacién de estudio”),
remitidos al Servicio de Medicina Interna y Unidad de Riesgo Cardiovascular del
Hospital Universitario HM Monteprincipe, en el periodo de tiempo comprendido
entre enero de 2014 y enero de 2016. A todos los sujetos se les explico el estudio
y se les entregoé la hoja de informacion (Anexo 1). A los sujetos que mostraron
su conformidad se dio a firmar el consentimiento informado (Anexo 2). El
proyecto fue aprobado por el Comité Etico (CEIm) del grupo HM (18.09.1304-
GHM) (Anexo 3).

1.2. Definicién de la poblacion de estudio.
Se incluyeron un total de 78 individuos asintomaticos de los cuales, 59 sujetos

cumplian con criterios de SM y 19 no reunian todos los criterios de SM.

Criterios de inclusién individuos con SM: Individuos no fumadores, mayores
de 18 afios y menores de 60 afios (para evitar el efecto del tabaquismo y la edad
avanzada en la presencia de aterosclerosis) y sin eventos cardiovasculares

previos.
El diagndstico de SM se realiz6 siguiendo los criterios armonizados aceptados

en la actualidad, que estan basados en la agrupacién de 3 6 mas de los

siguientes FRCV:
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o Perimetro abdominal por encima de los limites establecidos (> 102 cm en
varones y > 88 cm en mujeres).

o Niveles elevados de PA (PAS/PAD > 130/85 mmHg) o terapia
hipotensora.

o Niveles bajos de cHDL (<40 mg/dl en varones y <50 mg/dl en mujeres); o
terapia hipolipemiante.

o Niveles elevados de TG >150 mg/dl o terapia hipolipemiante.

o Glucosa basal alterada >100 mg/dl y/ o terapia hipoglucemiante.

Criterios de exclusion: Individuos menores de 18 afios y mayores de 60 afos;
Individuos con habitos téxicos significativos (tabaquismo; etilismo > 50 g/d en
hombres y > 30 g/dia en mujeres; consumo de drogas recreacionales); Individuos
con DM tipol, hipertiroidismo, hipotiroidismo o HTA secundaria; Individuos con
incapacidad para entender la hoja de informacién del estudio; Individuos que no

accedieron a firmar el consentimiento informado.

Criterios de inclusion de individuos sin SM: Individuos no fumadores,
mayores de 18 afios y menores de 60 afos y sin eventos cardiovasculares
previos, sanos o que solo presenten 1-2 criterios de SM y con los mismos

criterios de exclusion.

1.3. Protocolo del estudio.

Se incluyeron en el estudio todos aquellos individuos que acudian al Servicio de
Medicina Interna y Unidad de Riesgo Cardiovascular del Hospital Universitario
HM Monteprincipe y cumplian los criterios de inclusion pertinentes ya detallados.
Fue independiente para su incorporacién al estudio que los individuos
consultaran por motivos relacionados con RCV, clinica derivada de ECV,
derivados por otras especialidades o por cualquier otro motivo. Por tanto, se tuvo
en cuenta que cumplieran los criterios de inclusién, aunque el hallazgo fuera
incidental, por métodos rutinarios en la practica clinica o por datos concluyentes

en la historia clinica.
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A todos los sujetos se les explico la importancia de la ECV y el procedimiento del
estudio. Una vez que dieron su conformidad y firmaron el consentimiento
informado, se recogié una historia clinica detallada del paciente y se guard6 en
una carpeta individual, estandarizada y creada exclusivamente para el estudio.
En estas carpetas no hay acceso a datos personales del paciente, vienen
marcadas con una pegatina en la parte anterior donde aparece el cédigo
asignado a cada paciente del estudio. La custodia de estas carpetas se realizd
en las consultas de Medicina Interna, en un archivador bajo llave, que sélo tuvo

acceso el director clinico del proyecto.

Asi pues, en la consulta del Servicio de Medicina Interna y Unidad de Riesgo

Cardiovascular del Hospital Universitario HM Monteprincipe se recogio el

consentimiento informado, se comenzo con la recogida de datos y se les pidi

las distintas pruebas de imagen y analiticas correspondientes. Los datos que se

recogieron en la consulta fueron:

- Caracteristicas clinicas de los sujetos: edad, sexo, antecedentes de ECV
establecida o algun factor de FRCV previo.

- Parametros antropométricos: peso, talla, perimetro abdominal, perimetro de
la cadera.

- Determinacion de PA: en caso de que la medida de PA estuviera alterada a
lo largo de las sucesivas consultas, se derivd al paciente al Servicio de
Cardiologia para la monitorizacion ambulatoria de PA o para su medida en

domicilio.

También se les pidié una analitica para la determinacion del hemograma, iones,
pardmetros lipidicos, parametros de metabolismo glucidico y parametros de
deteccién precoz de enfermedad renal (albumina, creatinina, acido Urico). En la
misma extraccion para esta determinacion analitica se recogié una muestra de
sangre para analizar en el Instituto de Medicina Molecular Aplicada (IMMA) de la
Universidad San Pablo CEU.
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Ademas, se les pidieron otras pruebas complementarias para el estudio:
seguimiento de GIMc con ecografia por el Servicio de Cardiologia e Imagen
Cardiaca Avanzada, Electrocardiograma (ECG) y ecocardiograma,
cuantificacion del volumen de placa carotidea y cuantificacion del calcio
coronario por el Servicio de Cardiologia del Hospital Universitario HM

Monteprincipe.

1.4. Tiempo y modo de recogida de datos.

La informacion se recogio en el cuaderno de recogida de datos disefiado a tal
efecto. Toda la informacion fue cumplimentada por el médico investigador a partir
de los datos obtenidos en la historia clinica, las visitas del estudio y los resultados
de los examenes complementarios realizados. Los sujetos fueron informados
sobre su patrticipacion en el estudio, la cual fue voluntaria y no supuso ningun
cambio, ni en su tratamiento ni en su atencién médica, respecto a los que hubiera

recibido de no participar y dieron el consentimiento informado por escrito.

1.5. Confidencialidad de los datos.

Siempre se mantuvieron los niveles mas altos de conducta profesional y
confidencialidad y se cumplio la legislacion nacional vigente sobre proteccion de
datos (Ley de Proteccidén de datos 15/1999), ajustandose a los principios de la
Declaracion de Helsinki. El derecho de los individuos a la confidencialidad fue
respetado. La identidad de los individuos se codificé en los documentos del
estudio y sélo personal debidamente autorizado tuvo acceso a los datos
personales identificables. Los detalles personales que pudieron identificar al
paciente fueron siempre confidenciales. Asimismo, fue responsabilidad del
investigador clinico informar al paciente de modo expreso, preciso e inequivoco
que sus datos se incorporaron a una base de datos informatica, la cual sélo se
empled con finalidades de investigacion clinica y que el paciente no pudo ser
identificado de ninguna forma en dicha base de datos, y de la identidad y

direccién del responsable del tratamiento de dicha base de datos.
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Todos los datos consignados en el cuaderno de recogida de datos fueron
tratados de forma confidencial. En ninguno de los registros efectuados hubo
constancia del nombre de los individuos, sino que éstos fueron identificados a
través de un nimero correspondiente al codigo del investigador y al codigo del

paciente.

2. Pardmetros antropométricos, clinicos y analiticos recogidos
en los sujetos del estudio.

Todas las variables que se relacionan a continuacion se recogieron en los 78
sujetos incluidos en el estudio. Se obtuvieron del Servicio de Medicina Interna y
Unidad de Riesgo Cardiovascular del Hospital Universitario HM Monteprincipe y
Servicio de Cardiologia, segun la practica clinica habitual y mediante estudios

especificos no invasivos (principalmente ecografias).

2.1. Caracteristicas demograficas de los sujetos y distribucion de los
componentes de SM.

Se recogieron datos sobre la edad, sexo, numero y tipo de FRCV (perimetro
abdominal aumentado, HTA, bajos niveles de cHDL, hipertrigliceridemia vy

glucemia basal alterada).

Las medidas antropométricas se tomaron en las consultas de Medicina Interna 'y
Unidad de Riesgo Cardiovascular. Se realizaron medidas del perimetro
abdominal (en centimetros), cuantificado mediante cinta métrica. En todos los
casos la medida se realiz6 en la cintura, en el punto intermedio entre el borde
inferior de la dltima costilla y la cresta iliaca superoanterior, en bipedestacién
(317). El punto de corte para cumplir uno de los criterios de SM es un perimetro

abdominal = 102 cm en varones y = 88 cm en mujeres (298).
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2.2. Determinacion clinica de la presién arterial.

Se midio la PA en la consulta siempre de la misma manera. Para ello primero se
dej6 que el paciente se sentara durante 3-5 min antes de comenzar a tomar las
mediciones. Se tomaron como minimo dos mediciones de PA, con el paciente
sentado, con el pufio a nivel del corazén dejando 1-2 min entre las mediciones.
Se utilizaron los ruidos de Korotkoff de fase | y V (desaparicion) para identificar
la PAS y PAD, respectivamente. En la primera consulta se midié la PA en ambos
brazos para detectar posibles diferencias. Después de las mediciones de PA se
midio la frecuencia cardiaca por palpacion de pulso (30 s). El esfigmomandmetro
fue validado segun protocolos estandarizados, y calibrado por los servicios

técnicos periédicamente (318).

TABLA 1. Clasificacion de categorias de PA (43).

PAS PAD
Categoria
(mmHgQ) (mmHgQ)
Optima <120 <80
Normal 120-129 80-84
Normal-alta 130-139 85-89

Hipertension grado 1 140-159 90-99
Hipertension grado 2 160-179  100-109
Hipertension grado 3 2180 2110
Hipertension sistélica 2140 Y <90
aislada

PAS (presion arterial sistdlica), PAD (presion arterial diastélica)

2.3. Parametros lipidicos.

Todos los parametros analiticos que se relacionan a continuacion se obtuvieron
de muestras de sangre que de forma rutinaria se piden desde el Servicio de
Medicina Interna y Unidad de Riesgo Cardiovascular del Hospital Universitario
HM Monteprincipe, segun la practica clinica habitual, y se han determinado en el
laboratorio de analisis de dicho Hospital. Las variables estan recogidas en los 78

64



Materiales y métodos

sujetos que se incluyeron en el estudio. Los parametros de perfil lipidico
solicitados fueron las concentraciones plasmaticas de: colesterol total (en mg/dl),
cHDL (en mg/dl), cLDL (en mg/dl) y TG (en mg/dl).

2.4. Parametros relacionados con el metabolismo
hidrocarbonado/resistencia a la insulina.

Respecto a los parametros relacionados con el metabolismo hidrocarbonado se
determind por el laboratorio de analisis del Hospital Universitario HM
Monteprincipe los siguientes parametros: glucosa basal (en mg/dl), insulina
basal (en mcU/ml), HbAlc (en %). Para relacionar los valores de glucosa con los
niveles de insulina en sangre se calcul6 el indice HOMA (Homeostasis Model
Assessment), un modelo matematico sencillo y de gran utilidad para determinar
de una manera aproximada la sensibilidad de un individuo a la insulina (319). Se
calcula con la siguiente férmula:

HOMA: (Insulina [mcU/ml] x glucemia [mg/dl]) / 405

2.5. Estimacion del riesgo de desarrollar eventos cardiovasculares

mayores.

Para estimar el riesgo de desarrollar un evento CV se aplicé:

- La Tabla SCORE calibrada para Espafia y tabla SCORE relativo para riego
de mortalidad CV a 10 afios (2).

- Laescala ASCVD-10 para estimacion de RCV a 10 afios (64).

- Laescala Lifetime risk para estimacion de RCV a 30 afios (64).

3. Parametros que pueden expresar aparicion de ECV
subclinica.

La evaluacién de ECV subclinica se realiz6 en todos los sujetos mediante la
determinacion del GIMc, la presencia de placa aterosclerdtica carotidea, la
presencia de HVIy CAC en orina.
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El estudio del volumen de placa carotidea y la presencia de calcificacion
coronaria (SCC) se realiz6 en aquellos sujetos que accedieron a completar el
estudio mediante la realizacién adicional de ecografia 3D vascular (n=49) y
tomografia computarizada de las coronarias (n=35) respectivamente. Todos los
analisis de imagen se realizaron por expertos en el campo de imagen cardiaca

avanzada y de una forma ciega respecto a datos clinicos y analiticos.

3.1. Estudios para la deteccién precoz de lesion aterosclerotica
carotidea subclinica.

Los métodos no invasivos que se han utilizado para la deteccidn precoz de LACS
y la estratificacion del riesgo de desarrollar eventos
cardiovasculares/cerebrovasculares en sujetos asintomaticos con FRCV son los
que se citan a continuacién, y se han llevado a cabo en el Servicio de Cardiologia

e Imagen Cardiaca Avanza del Hospital Universitario HM Monteprincipe.

Se definid la presencia de enfermedad vascular carotidea si el GIMc era
patoldgico y/o habia presencia de placa, completdndose el estudio en algunos
sujetos con la cuantificacion del volumen de dicha placa.

3.1.1. Grosor intima media carotideo.

En la determinacion del grosor intima media carotideo (GIMc) existen varios
protocolos para su determinacion, lo cual dificulta la interpretacion y la
comparacion de los resultados (316,320). La mayoria de los estudios utilizan la
cardtida derecha e izquierda y promedian los valores de ambas. ElI segmento
distal de la pared lejana de la arteria car6tida comun es el segmento con las
condiciones mas favorables para realizar una medicion precisa y reproducible.
El GIM de la arteria carétida comun se mide aproximadamente a 1,5 cm por
debajo de la separacién de los flujos carotideos, o 1 cm por debajo de la
bifurcacion (316). La presentacion ecografica de las paredes arteriales muestra
dos lineas ecogénicas separadas por un espacio hipoecoico. La linea ecogénica

mas interna es la interfase intima-lumen y la mas externa es la interfase media-
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adventicia. Estudios anatémicos muestran que la distancia entre las dos lineas

ecogénicas paralelas representa el GIMc (86).

En nuestro estudio, para la mediciébn del GIMc se utiliz6 un equipo de
ultrasonidos Philips equipado con una sonda lineal de 12 MHz. Se tomaron
imagenes longitudinales de la cardtida comun con sincronizacion
electrocardiogréfica realizandose medidas en sistole a nivel de la pared posterior
en la porcion comun distal de ambas carétidas a 1 cm de la bifurcacion, utilizando
para ello el software de medida semiautomatico QLAB (Philips Health Care,
Andover, MA, USA). Se considerd un valor de GIMc patoldgico por encima de
0,9 mm (316).

3.1.2. Presencia de placa carotidea.

La presencia de placa carotidea es un marcador de severidad de ateroesclerosis
y EC (84,315,321,322). Se define como una prominencia focalizada > 50%
respecto del GIMc adyacente, o un espesor > 1,2 mm o engrosamiento difuso
del GIMc > 1,5 mm (323).

En nuestro estudio, con el mismo equipo de ultrasonido Philips con el que se
determiné el GIMc, se realizaron adquisiciones axiales y longitudinales del vaso
para determinar la presencia de placas ateroscleroticas que se definieron como
protrusion focal de la luz del vaso con un espesor > 50% respecto del GIM
adyacente, o un espesor >1,2 mm o engrosamiento difuso del GIMc > 1,5 mm
(323).

3.1.3. Cuantificacion del volumen de placa carotidea.

En los sujetos que accedieron a completar el estudio se realiz6 la cuantificacion
del volumen de placa carotidea mediante una nueva técnica de ecografia
vascular en 3 dimensiones. Esta técnica se llevo a cabo en el Servicio de
Cardiologia e Imagen Cardiovascular Avanzada del Hospital Universitario HM

Monteprincipe.
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La ecografia vascular 3DVUS se realiz6 con un equipo de ecografia Philips Epig
equipado con la sonda lineal volumétrica VL 13-5 2D/3D (Philips Health Care,
Andover, MA, USA) que realiza un barrido automético axial con una
reconstruccién volumétrica de un segmento de unos 6 cm (adquisicion de 30
grados) del vaso explorado. El analisis se realizé con el software semiautomatico
Vascular Plaque Quantification (VPQ) parte del QLAB 10.5

Figura 9. Presencia de placa
ateroscler6tica carotidea mediante
estudio con 3DVUS.

3.2. Estudios para la deteccion precoz de enfermedad cardiaca.
La metodologia que se describe a continuacién, se ha llevado a cabo en el

Servicio de Cardiologia del Hospital Universitario HM Monteprincipe.

3.2.1. Hipertrofia ventricular izquierda.

La presencia de Hipertrofia ventricular izquierda (HVI) se llevé a cabo mediante
ecografia cardiaca transtoracica. El ecocardiograma es el método de referencia
para medir la HVI y es uno de los métodos de imagen no invasivos

fundamentales en la evaluacion de la funcion y dinamica cardiaca (88).

En nuestro estudio la presencia de HVI se determind con un equipo de
ecocardiografia realizando mediciones estandarizadas internacionalmente. Para
ello se llevo a cabo una ecocardiografia en Modo M que consigue medicion entre
los limites bien definidos del endocardio, segun la American Society of
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Echocardiography (ASE), pues empleando dichos limites la estimacion resulta
MAas precisa que con criterios anteriores. Esta medicion se realizé con equipos
dotados de andlisis de ultrasonido en segundo armoénico ya que aportan una
mejor resolucién de los bordes endocéardicos y permite una medicion mas
precisa. La presencia de HVI se definié en una proyeccion paraesternal eje largo

del corazén como un espesor septal = 11mm (324).

3.2.2. Cuantificacion del calcio coronario

La determinacion del Score Calcio Coronario (SCC) se realizé en un equipo de
tomografia axial computarizada de 160 detectores (Aquilion, Toshiba Medical
Systems Corp.) con un protocolo sin contraste de baja dosis de radiacion y con
sincronizacion ECG siguiendo el método de Agatston para su cuantificacion y los
percentiles de normalidad ajustados por edad y sexo segun el estudio MESA
(325).

3.3. Estudios para la deteccion precoz de enfermedad renal.

La metodologia que se describe a continuacion se ha llevado a cabo en el
Servicio de Medicina Interna y Unidad de Riesgo Cardiovascular del Hospital
Universitario HM Monteprincipe.

3.3.1. Estimacion del filtrado glomerular.

La estimacioén del filtrado glomerular (FG) se llevé a cabo mediante el empleo de
férmulas que permiten identificar disminuciones del FG en individuos con
creatinina sérica dentro de los limites normales, por lo tanto, son una herramienta

Gtil para predecir un aumento de RVC.

Actualmente la formula mas recomendada por las guias de practica clinica y
sociedades cientificas es MDRD-4 (Modification of Diet in Renal Disease). Es la
mas utilizada en la clinica diaria por su sencillez y por ser un buen identificador

de reduccion de FG. Ademas numerosas asociaciones de Nefrologia como la de
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nuestro pais incorporan calculadoras de facil acceso y manejo para su utilizacion
(89).

Formula MDRD-4:
FG (ml/min/1,73 m?) = 186 x (creatinina) 1154 x (edad) %293 (mujeres: x 0,742)

(afroamericanos: x 1,120)

TABLA 2. Clasificacién de ERC en funcion del FG (89). Existe ERC cuando el
FG calculado con MDRD-4 es < 60 ml/min/1,73 m? En pacientes mayores de 70
afnos, se considera ERC cuando los valores disminuyen a < 45 ml/min/1,73 m?*

Categoria FG (ml/min/1,73 m?) Descripcion

Gl =90 Normal o elevado

G2 60-89 Ligeramente disminuido

G3a 45-59 Ligera/modera disminuido

G3b 30-44 Moderada/gravemente disminuido
G4 15-29 Gravemente disminuido

G5 <15 Fallo renal

3.3.2. Cociente albumina/creatinina.

El método mas comun de deteccion de albuminuria en la practica clinica es el
cociente albumina/creatinina (CAC) (mg/g) en una muestra aislada de orina de
primera hora de la mafana. El cociente proteinas/creatinina ofrece una mejor
aproximacion a la proteinuria, si bien esta determinacién no se lleva a cabo de
forma rutinaria en nuestro medio, y la clasica determinacion en orina de 24 horas,
Se reserva para casos especiales en los que se considere necesaria una
estimacion mas precisa (89).

La medida que se realiz6 fue el CAC urinario en una muestra aleatoria de orina
matutina, estableciendo como nivel patolégico un CAC = 30 mg/g, valores

superiores estan considerados como lesion de 6rgano diana (91).
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Tabla 3. Categorias de albuminuria (89)

Categoria CAC (mg/g) Descripcion

Al <30 Normal a ligeramente elevada
A2 30-300 Moderadamente elevada
A3 >300 Muy elevada

4. Datos de terapia farmacologica.

Se hizo una recogida de datos detallada de los farmacos utilizados por el

paciente; fecha de inicio de administracién del farmaco, cambios de medicacion

desde el inicio de tratamiento, dosis exacta, y posologia de todos aquellos

farmacos que intervienen en las variables del estudio:

Farmacos hipoglucemiantes: antidiabéticos orales, insulinas, péptido
similar a glucagon tipo 1 (GLP-1).

Farmacos hipertensivos: beta-blogueantes, calcioantagonistas, inhibidores
de la enzima convertidora de angiotensina (IECAS), antagonistas del
receptor de angiotensina IlI, diuréticos, antagonista del receptor
mineralcorticoideo, metildopa o cualquier otro farmaco que pueda modificar
las cifras de tension arterial.

Farmacos hipolipemiantes: estatitas, fibratos, secuestradores de &cidos
biliares (colestipol, colestiramina), inhibidores de la absorcién de colesterol

(ezetimiba), acido nicotinico, compuestos con acido Omega-3.
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5. Parametros analiticos determinados en las muestras de
sangre

Todos los parametros que se relacionan a continuacion estan determinados a
partir de muestras de sangre en los 78 sujetos que se incluyeron en el estudio, y
su determinacion se llevé a cabo en el Instituto de Medicina Molecular Aplicada
(IMMA) de la Facultad de Medicina de la Universidad San Pablo CEU.

5.1. Recogida de muestras

De cada paciente se extrajeron en ayunas dos tubos Vacutainer de 5 mL de
sangre que contienen una concentracion final de 1 mg/mL &cido
etildiaminotetraacético (EDTA) (Becton, Dickinson). A continuacion, se
centrifugaron a 2500 rpm, a 4 °C y durante 10 minutos, con el fin de obtener su
fraccidon de plasma. Dicho plasma se alicuotd y guardo a -40°C hasta su posterior
andlisis para determinar las concentraciones plasméticas de hormonas

metabdlicas, adipocitocinas, citocinas inflamatorias y factores endoteliales.

5.2. Determinacion de parametros moleculares.

En cada una de las muestras recogidas se llevé a cabo la determinacion de
distintos parametros plasmaticos mediante un andlisis por inmunoensayo
Multiplex mediante tecnologia x-Map technology (Luminex®) con la ayuda del
equipo Luminex 200, segun las indicaciones de la casa comercial (Bio-Rad,
California, USA). Para ello se utilizaron 5 kits comerciales Multiplex, cada uno de
los cuales analiza distintos analitos, de modo que se determinaron los siguientes

pardmetros, que hemos agrupado en:

- Hormonas metabdlicas y adipocitocinas: adiponectina, adipsina, leptina,
resistina, visfatina y grelina.

- Citocinas inflamatorias: IL-18, IL-8, IL-18, TNF-a, MCP-1

- Factores endoteliales: VEGF, VCAM-1, ICAM-1, PAI-1

Los kits empleados fueron: 1) Bio-Plex Pro™ Human Cytokine Standard 23-Plex,
Group |l para la IL-18, 2) Bio-Plex Pro™ Human Cytokine Standard 23-Plex,
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Group Il para la ICAM-1 y VCAM-1; 3) Bio-Plex Pro™ Diabetes Standard para la
adiponectina y la adipsina; 4) Bio-Plex Pro™ Human Cytokine Standard 23-Plex,
Group | para la IL-1B, IL-8, MCP-1, TNF-a.y VEGF; 5) Bio-Plex Pro™ Diabetes

Standard 10-Plex, para la leptina, resistina, visfatina y PAI-1.

Los ensayos inmunolégicos Multiplex se fundamentan en la técnica ELISA tipo
sandwich, pero a diferencia de esta, ofrecen una cuantificacion simultanea de
multiples analitos en un mismo ensayo, pudiendo detectar hasta 100 proteinas
por muestra en cada pocillo de la placa. Esta tecnologia de alto rendimiento se
ha desarrollado para obtener resultados comparables a los de los ensayos ELISA
pero con una mayor eficacia, al analizar en la misma muestra todos los
pardmetros a la vez. Por su parte se ahorra asi también tiempo y costes.

Ademas, el Multiplex necesita un menor volumen de muestra para el analisis.

La tecnologia de inmunoensayo XMap-Luminex emplea esferas magnéticas
marcadas internamente con dos fluorocromos que captan y emiten luz a distintas
longitudes de onda. Cada fluorocromo puede tener hasta 10 posibles niveles de
intensidad de fluorescencia, por lo que utilizando diferentes concentraciones de
cada fluorocromo se pueden generar hasta 100 esferas distintas. Las esferas, a
Su vez, se conjugan con anticuerpos especificos de captura, para poder medir a

la vez, en una misma muestra, distintos analitos.

El protocolo es equivalente a un ELISA tipo sandwich. Brevemente (Figura 10):

1. Se prepara la mezcla de microesferas magnéticas conjugadas con los
anticuerpos de captura especificos de los analitos a determinar.

2. Se afiade un anticuerpo de deteccidén conjugado con biotina.

3. La mezcla de reaccion de incubacion con una mezcla de estreptavidina
(que reconoce a la biotina) conjugada con el fluorocromo verde
ficoeritrina.

4. Se coloca la placa en el analizador y un laser rojo, denominado de
clasificacion y que hace pasar una luz a 635 nm, identifica que tipo de

esfera es, gracias a la fluorescencia con la que se ha marcado la esfera.
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Por lo tanto, identifica que anticuerpo especifico se ha unido a la esfera'y
qué tipo de analito se trata.

5. Simultdneamente, un segundo laser, denominado cuantificador, hace
incidir una luz verde (532 nm) que cuantifica la cantidad de ficoeritrina
unida a la esfera, interpolando los valores de fluorescencia en la curva de
calibrado que se prepara con estandares de concentraciones conocidas
de cada analito. Es decir, cuantifica cuanto analito de cada tipo se ha

detectado en la muestra.

Microesferas magnéticas

fluorescentes conjugadas
con anticuerpos de captura Muestra: plasma pacientes

/ Analito
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Afiadir anticuerpo de deteccién conjugado
con biotina

e
)
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Afiadir Estreptavidina-ficoeritrina
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-..<>-gi}

Lavar la placa

Leer la placa en el
analizador Luminex-200

Figura 10. Protocolo de cuantificacion de los pardmetros moleculares mediante
inmunoensayo con tecnologia Luminex®. Se incuban las muestras con las esferas
magneéticas que llevan adheridas el anticuerpo de captura. A continuacién, se incuban
con el anticuerpo de detecciéon conjugado con biotina. Por dltimo, se incuba la muestra
con una mezcla de Estreptavidina-ficoeritrina, que se unira al anticuerpo de deteccion.
El resultado final se lee en el equipo Luminex™ 200. (Adaptado de Luminex Corp).
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Por su parte, la omentina se determind mediante enzimoinmunoensayo (ELISA),
en la cual se mide por espectrofotometria el antigeno presente en la muestra
analizada, estando el anticuerpo pegado en el fondo del pocillo. Para ello se
utilizé un kit comercial especifico para omentina (Cusabio Biotech) y para el
procedimiento se siguieron las instrucciones del comerciante. La sensibilidad de
la técnica es de < 0,39 pg/mL. La lectura se llevo a cabo en el equipo Varioskan

Flash (Thermo Fisher, Scientific Espafia) midiéndose la absorbancia a 450 nm.

6. Analisis estadistico

El analisis estadistico se llevo a cabo utilizando el programa SPSS 20.0 program
(SPSS Institute, France), considerando diferencias estadisticamente
significativas un valor de p < 0,05. En primer lugar, se determino si las variables
seguian una distribucion normal mediante el test estadistico de Kolmogérov-
Smirnov, aplicando posteriormente pruebas paramétricas 0 no paramétricas,
dependiendo de si las variables seguian o no una distribucién normal. Los
resultados se expresaron como la media + desviacion estandar (SD) para las
variables cuantitativas y como numero y porcentaje para las variables

cualitativas.

Las comparaciones entre grupos se realizaron mediante el test T-Student para
muestras independientes en las variables cuantitativas. Las variables
categdricas se expresaron como porcentajes, y se contrastaron con el test 2.

También se utilizaron medidas de asociacion Odds ratio.

Para estudiar la relacion existente entre las diferentes variables cuantitativas se
llevd a cabo un analisis de regresion lineal y si procedia un analisis de regresion
logistica. Las correlaciones entre variables antropométricas, clinicas
hormonales, metabdlicas e inflamatorias se evaluaron utilizando los coeficientes
de correlacion de Pearson 0 sus equivalentes no paramétricos segun

correspondiese.
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Se incluyeron 78 sujetos, de los cuales 59 presentaban SM (76%) y 19 no
reunian criterios de SM (24%). La edad media fue de 48,47 + 7,94 afios en los
sujetos con SM frente a 40,58 + 8,08 afos en el grupo sin SM (p<0,001). En el
grupo de SM el 78% fueron hombres frente a un 42% entre los sujetos sin SM
(p<0,001). En cada uno de los cinco componentes de SM evaluados se observo
un elevado porcentaje de individuos que cumplian dichos criterios diagnosticos.
Las caracteristicas demogréficas y la distribucién de los componentes de SM se

detallan en la Tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas generales y distribucién de los componentes de SM. Los
valores se expresan como la media + desviacion estandar o como el nimero de sujetos, n (%),
en sujetos con y sin sindrome metabdlico.

Con SM Sin SM p valor
(n=59) (n=19)
Edad (afios) 48,47 +7,94 4058+8,08 0,001
Sexo masculino, n (%) 46 (78%) 8 (42%) 0,003
N° de componentes de SM
Ningun criterio 0 (0,0%) 7 (36,8%)
1 6 2 criterios 0 (0,0%) 12 (63,2%)
> 3 criterios 59 (100%) 0 (0,0%)
Presencia de los componentes de SM
Perimetro abdominal elevado, n (%) 51 (86,4%) 5 (26,3%) 0,001
Presion arterial elevada, n (%) 50 (84,7%) 2 (10,5%) 0,001
Niveles bajos de colesterol HDL, n (%) 34 (57,6%) 1 (5,3%) 0,001
Hipertrigliceridemia, n (%) 42 (71,2%) 2 (10,5%) 0,001
Glucosa basal alterada, n (%) 45 (76,3%) 7 (36,8%) 0,002

HDL: lipoproteinas de alta densidad; SM: Sindrome metabdlico.
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1. Caracterizacion segun la presencia de sindrome metabalico.

1.1. Parametros clinicos.

Se observé un aumento significativo del perimetro abdominal (108,42 + 13,16
vs. 89,32 + 11,84 cm; p<0,001) en los sujetos con SM respecto a los sujetos sin
SM (Tabla 5). Estas diferencias se mantuvieron cuando se analiz6 segun el sexo,
siendo en los hombres (109,83 £+ 12,89 vs. 90,62 = 7,70 cm; p<0,001) y en las
mujeres (103,46 + 13,39 vs. 88,36 + 14,44 cm; p<0,001).

Respecto a los valores de presién arterial se observé un aumento significativo
tanto en los valores de PAS (135,51 + 20,01 vs. 115,79 £ 12,05 mmHg; p<0,001)
como en los de PAD (86,10 £ 12,07 vs. 71,74 £ 7,99 mmHg; p<0,001) en los
sujetos con SM respecto a aquellos sin SM. En el grupo con SM, 31 individuos
(52,5%) estaban en tratamiento con algun farmaco antihipertensivo frente al
grupo sin SM en el que sélo 2 de ellos (10,5%) recibieron terapia hipotensora
(Tabla 5).

1.2. Parametros lipidicos.

Respecto a los perfiles lipidicos analizados no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los valores de colesterol total y de colesterol
en LDL entre los sujetos con SM y los sujetos sin SM (Tabla 5). Sin embargo, en
los valores de colesterol HDL se observaron niveles significativamente
inferiores en los sujetos con SM (46,07 + 11,67 vs. 58,05 £+ 15,08 mg/dl; p<0,001).

De éstos, 14 (23,7%) estaban en tratamiento con estatinas.

En las concentraciones plasméticas de TG (190,78 + 109,91 vs. 91,10 + 50,81
mg/dl; p<0,001), se observé un aumento significativo en los sujetos con SM con
respecto a los sujetos sin SM. Muy pocos sujetos de este grupo con SM estaban
en tratamiento hipolipemiante (6 sujetos; 10,17%), y de éstos tan sélo 1 individuo

(1,70%) tenia un control optimo de los niveles de TG.
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1.3. Parametros del metabolismo hidrocarbonado/resistencia insulinica.
Tanto en los niveles de glucemia basal (en ayunas), como el valor de la HbAlc
se observé un aumento significativo en los sujetos con SM (glucosa basal:
105,06 + 19,41 vs. 95,61 £ 9,06 mg/dl; p=0,006; HbAlc: 5,82 + 0,71 vs. 5,44 +
0,29; p<0,001). También se observo un aumento significativo en los niveles de
insulina y en los valores del indice HOMA (insulina basal: 12,10 + 13,29 vs 6,32
* 4,30 mU/l; p=0,006; HOMA basal: 3,50 + 4,3 vs. 1,34 £ 0,72; p<0,001). En el
grupo con SM hubo 10 sujetos (16,95%) que recibieron terapia antidiabética
(Tabla 5).

1.4. Estimacién de RCV mediante escalas.

El RCV estimado a 10 afios segun las escalas de riesgo SCORE y ASCVD fue
significativamente superior en los sujetos con SM respecto a los sujetos sin SM
(SCORE: 1,08 + 1,07 vs. 0,10 + 0,31; p<0,001; ASCVD: 5,94% vs. 1,07%;
p<0,001).

Cuando se estimo el riesgo a 30 afios, calculado mediante la escala de Lifetime

risk (50,08% vs. 33,11%; p<0,001), de igual forma el riesgo fue mayor en el grupo
de individuos con SM (Tabla 5).
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Tabla 5. Principales parametros clinicos, analiticos y de estimacion de RCV al1l0y
30 afios. Los valores se expresan como la media + desviacién estandar o como el nimero de

sujetos, n (%), en sujetos con y sin sindrome metabdlico.

Con SM (n=59) Sin SM (n=19) p valor
Parametros clinicos
Perimetro abdominal (cm) 108,42 £ 13,16 89,32 +11,84 0,001
PA sistdlica (mmHg) 135,51 + 20,01 115,79 £ 12,05 0,001
PA diastélica (mmHgQ) 86,10 £ 12,07 71,74 £ 7,99 0,001
Terapia hipotensora, n (%) 31 (52,5%) 2 (10,5%) 0,003
Parametros lipidicos
Colesterol total (mg/dl) 209,59 + 43,49 198,95 + 35,36 0,336
Colesterol LDL (mg/dI) 128,88 + 39,68 121,21 + 26,33 0,434
Colesterol HDL (mg/dl) 46,07 + 11,67 58,05 £ 15,08 0,001
Triglicéridos (mg/dl) 190,78 £ 109,91 91,10 £ 50,81 0,001
Terapia hipolipemiante, n (%) 20 (33,9%) 0 (0,0%) 0,045
Parametros de metabolismo hidrocarbonado/resistencia insulinica
Glucosa basal (mg/dl) 105,06 £ 19,41 95,61 + 9,06 0,006
HbA1lc (%) 582+0,71 5,44 + 0,29 0,001
Insulina (mU/l) 12,10 £ 13,29 6,32 £ 4,30 0,006
HOMA basal 3,50+4,3 1,34+£0,72 0,001
Terapia antidiabética, n (%) 10 (17%) 0 (0,0%) 0,208

Estimacion de RCV a 10 (SCORE y ASCVD) y 30 afios (Lifetime risk)

SCORE 1,08 + 1,07 0,10 + 0,31 0,001
ASCVD (%) 5,94 + 4,71 1,07 + 1,06 0,001
Lifetime risk (%) 50,08 + 12,55 33,11+14,70 0,001

ASCVD: atherosclerotic cardiovascular disease (enfermedad cardiovascular aterosclerotica);
HbAlc: hemoglobina glicosilada; HDL: lipoproteinas de alta densidad; HOMA: homeostasis
model assessment; LDL: lipoproteinas de baja densidad; PA: presion arterial; RCV: riesgo
cardiovascular; SM: sindrome metabdlico.
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1.5. Datos de ECV subclinica.
La tabla 6 y la figura 11 muestran los valores de los parametros asociados con

ECV subclinica en funcién de la presencia de SM.

Lesion aterosclerotica carotidea subclinica.

El valor medio del GIMc fue significativamente superior en los sujetos con SM
respecto al grupo de sujetos sin SM (1,10 £ 0,57 vs. 0,75 = 0,32 mm; p=0,002)
(Tabla 6 y Figura 11).

En el grupo de SM, 43 sujetos de 59 (72,9%) mostraron lesion aterosclerotica
subclinica, manifestada por un valor de GIMc superior al limite establecido como
patolégico (>0,9 mm) y en 15 de ellos (25,4%) se encontr6 presencia de placa
aterosclerotica carotidea. En los sujetos sin SM, en ninguno se encontr

presencia de placay sélo 5 (26,3%) mostraron valores de GIMc > 0,9 mm.

Cuando se analizé la relacion del GIMc y la presencia/ausencia de SM se
documentd una asociacion significativa entre GIMc patologico y la presencia de
SM (Odds Ratio [OR]=7,52; IC 95%: 2,33-24,27; p<0,001).

Lesion aterosclerdtica coronaria subclinica.

Se realiz6 la determinacion del score calcio coronario (SCC) en 35 sujetos. Los
sujetos con SM presentaron significativamente valores medios mas elevados de
SCC que los sujetos sin SM (69,33 + 134,16 vs. 5,25 + 8,06; p=0,015) (Tabla 6
y Figura 11). De entre los sujetos con SM, 19 (63,3%) mostraron la presencia de
calcificacion coronaria. Sin embargo, 2 de 5 individuos (40%) sin SM también
mostraron presencia de calcificacion coronaria. Al analizar sus caracteristicas
clinicas se trata de dos sujetos que a pesar de no reunir todos los criterios de

SM si mostraron presencia de glucemia basal alterada.
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Presencia de hipertrofia ventricular izquierda.

Como medida de enfermedad cardiaca se determin6 también la presencia de
HVI en todos los sujetos incluidos en el estudio. La HVI fue menos frecuente
como marcador de ECV subclinica ya que se manifesté con una prevalencia del

37,3% en sujetos con SM y en ningun caso en sujetos sin SM (Tabla 6).

Deteccidon de enfermedad renal
Como medida precoz de enfermedad renal se determinaron la TFG y la

presencia de microalbuminuria (Tabla 6).

Los sujetos con SM mostraron una filtracion glomerular, estimada mediante la
férmula MDRD, de 91,06 + 17,72 vs. 99,23 + 18,62 ml/min; p=0,123. No hubo
diferencias en los valores medios de FG entre los sujetos con y sin SM y sélo 3
de ellos (5,1%) mostraron cifras de FG en la categoria G3a (filtrado glomerular
ligera/moderadamente disminuido). El resto de sujetos con alteracion del FG, 21
(35,6%) estaban en la categoria G2 (filtrado glomerular ligeramente disminuido).

Por otro lado, tampoco hubo diferencias en los valores medios de CAC entre los

sujetos con y sin SM y soOlo 3 de ellos (5,1%) mostraron cifras de

microalbuminuria.
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Tabla 6. Parametros de enfermedad cardiovascular subclinica. Los valores se
expresan como la media + desviacion estandar o nimero de sujetos, n (%) en sujetos con y sin
sindrome metabdlico.! El SCC se realiz6 en 35 individuos (en 30 sujetos con SM y en 5 sujetos
sin SM).

Con SM (n=59)  Sin SM (n=19) p valor

Presencia de aterosclerosis carotidea subclinica

Valor GIMc (mm) 1,10+ 0,57 0,75+ 0,32 0,002
GIMc > 0,9 mm 43 (72,9%) 5 (26,3%) 0,001
Presencia de placa 15 (25,4%) 0 (0%) 0,016

Calcificacion coronaria * (aterosclerosis coronaria subclinica)
Valor SCC 69,33 £ 134,16 5,25 + 8,06 0,015
Presencia de calcificacion 19 (63,3%) 2 (40%) 0,886

Hipertrofia ventricular izquierda

HVI = 11 mm 22 (37,3%) 0 (0%) 0,001

Presencia de lesién renal

TFG (ml/min) 91,06 +17,72  99,23+18,62 0,123
Valor CAC (mg/g) 5,58 + 9,08 3,07+296 0,074
CAC > 30 (mg/g) 3 (5,1%) 0(0,0%) 0,752

CAC: cociente albumina/creatinina; GIMc: grosor intima-media carotideo; HVI: hipertrofia
ventricular izquierda; SCC: score calcio coronario; SM: sindrome metabdlico.
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Figura 11. Valores medios de GIMc y SCC en los sujetos segun la presencia de
SM.
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1.6. Parametros moleculares.

Se analizaron las concentraciones plasmaticas de 17 moléculas con potencial
papel etiopatogénico y fisiopatolégico en el desarrollo de aterosclerosis, segun
la presencia de SM (Tabla 7).

Tabla 7. Concentraciones plasmaticas de hormonas metabdlicas y adipocitocinas,
pardmetros inflamatorios y factores endoteliales en funcion de la presencia de
SM. Los valores se expresan como la media + desviacién estandar en sujetos con y sin sindrome
metabdlico.

Con SM (n=59) Sin SM (n=19) p valor

Hormonas metabdlicas/adipocitocinas

Adiponectina (ug/ml) 4,26 +2,76 4,53 + 2,08 0,653
Adipsina (pg/ml) 0,89 + 0,34 0,72+0,19 0,122
Leptina (ng/ml) 7,79 £ 6,99 7,27 £ 6,34 0,763
Resistina (ng/ml) 3,39+1,25 3,24+1,18 0,648
Visfatina (ng/ml) 3,48 5,71 2,43 +2,33 0,282
Omentina (ng/ml) 13,00 £ 10,10 17,03 £ 10,97 0,050
Ghrelina (pg/ml) 725,81 £ 310,47 739,66 £ 358,05 0,881

Citocinas inflamatorias

IL-1B (pg/ml) 0,91 + 1,55 0,97 + 1,40 0,871
IL-6 (pg/ml) 4,32 + 5,20 5,86 + 7,39 0,577
IL-8 (pg/ml) 10,28 + 12,27 9,01 + 8,47 0,619
IL-18 (pg/ml) 140,97 + 211,66 99,65 + 58,18 0,181
MCP-1 (pg/ml) 71,16 £39,68 66,04 £ 35,62 0,600
TNF-a (pg/ml) 8,39 + 9,52 9,77 + 8,49 0,628

Factores endoteliales

ICAM-1 (ng/ml) 186,70 + 65,88 158,38 + 48,04 0,016
VCAM-1 (ng/ml) 288,30 + 59,34 256,69 + 54,96 0,050
VEGF (pg/ml) 46,04 £ 44,60 29,85 + 28,79 0,073
PAI-1 (ng/ml) 14,76 + 2,44 8,05 + 2,89 0,001

ICAM-1: Molécula de adhesion intercelular; IL: interleuquina; MCP-1: Proteina quimiotactica
de monocitos 1; PAI-1: inhibidor del activador del plasmindgeno 1; TNF-a: Factor de necrosis
tumoral a; VCAM-1: molécula de adhesion celular vascular; VEGF: factor de crecimiento
endotelial vascular.
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Hormonas metabdlicas y adipocitocinas.

Las concentraciones plasmaticas de omentina fueron significativamente
menores en los sujetos con SM respecto a los sujetos sin SM (13,0 + 10,10 vs.
17,03 £ 10,97 ng/ml; p=0,05). Sin embargo, en el resto de hormonas y
adipocitocinas estudiadas no se observaron diferencias estadisticamente

significativas entre ambos grupos (Tabla 7).

Citocinas inflamatorias.

En relacion a las concentraciones plasmaticas de las citocinas analizadas, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los sujetos con SM
y los sujetos sin SM (Tabla 7).

Factores endoteliales.

En las moléculas de adhesion vascular endotelial tanto las concentraciones
plasméticas de ICAM-1 (186,7 + 65,88 vs. 158,3 = 48,04 ng/ml; p=0,016) e
VCAM-1 (288,3 *+ 59,34 vs. 256,6 = 54,96 ng/ml; p=0,05) fueron

significativamente superiores en los sujetos con SM.
Del mismo modo, el inhibidor del activador del plasmindégeno-1 (PAI-1) los
valores observados también fueron significativamente superiores en los sujetos

con SM (14,76 £ 2,44 vs 8,05 + 2,89 ng/ml; p<0,001).

Por el contrario, en las concentraciones plasméaticas de VEGF no se observaron

diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (Tabla 7).
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1.7 Relacion entre las concentraciones plasmaticas de los parametros
moleculares y el RCV estimado.

Se estudio6 si existe relacion entre las concentraciones plasmaticas de cada uno
de los pardmetros estudiados en el apartado anterior, con el RCV estimado a 10
afios mediante las escalas SCORE y ASCVD, y a 30 afios con la escala Lifetime

risk.

En la figura 12 se muestran los resultados estadisticamente significativos. Los
niveles de ICAM-1 (r=0,30; p=0,008), VCAM-1 (r=0,25; p=0,025) y PAI-1 (r=0,33;
p=0,003) mostraron correlacion positiva con el RCV estimado mediante la escala
ASCVD (estimacion a 10 afios). Por su parte, la omentina mostré una correlacion
negativa significativa con el RCV estimado a 10 afios (r=-0,27; p=0,023) (figura
12).
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Figura 12. Correlaciones estadisticamente significativas entre los niveles
plasmaticos de hormonas metabdlicas/adipocitocinas, factores endoteliales y
estimacién de RCV mediante la escala ASCVD.
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2. Caracterizacion segun la presencia de lesion aterosclerotica
carotidea subclinica.

En este apartado se analiz6 la relacion de cada factor de riesgo con la presencia
o no de LACS, considerando ésta como una elevacion de GIMc > 0,9 mm y/o la
presencia de placa, definida por una prominencia focalizada > 50% respecto del
GIM adyacente, o un espesor >1,2 mm o engrosamiento difuso del GIMc > 1,5
mm (Tabla 8).

De los 78 sujetos estudiados, 55 (70,5%) presentaban LACS frente a 23
individuos (29,5%) que no presentaban LACS. Los sujetos con lesion
aterosclerdtica carotidea tuvieron una edad media de 42,63 + 8,47 afios frente a
49,00 + 7,84 (p=0,002) de los que no presentaban LACS y el 70,91% fueron
hombres frente a un 39%; p=0,050.

2.1. Parametros clinicos.

Se objetivdé un aumento significativo de perimetro abdominal (107,06 + 12,88 vs.
98,50 + 17,28 cm; p= 0,015) en sujetos con LACS frente a los sujetos sin lesion
carotidea. En relacién a la presion arterial se observo un aumento significativo
en el valor de PAS (134,38 + 17,94 vs. 124,83+ 22,46 mmHg; p= 0,042) en los

sujetos con LACS frente a los sujetos sin LACS.

2.2. Parametros lipidicos.

Se observaron niveles significativamente aumentados de colesterol total (216,31
+41,35vs. 192,10 + 38,35 mg/dl; p=0,011) en los sujetos con LACS. Del mismo
modo, cuando se estudio el colesterol en sus fracciones, observamos niveles
significativamente aumentados de cLDL (133,48 + 39,68 vs. 116,67 + 29,61
mg/dl; p= 0,021), y niveles significativamente disminuidos de cHDL (46,17 +
11,82 vs. 53,40 + 15,02 mg/dl; p= 0,049) en los sujetos con LACS frente a sujetos
con sin LACS.
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En relacion a los triglicéridos se observaron niveles significativamente
aumentados de TG (198,08 + 112,71 vs. 115,97 + 76,22 mg/dI; p< 0,001) en los

sujetos con presencia de LACS frente a los sujetos sin LACS (Tabla 8).

Cuando analizamos los sujetos en funcién de si estaban en tratamiento con
hipolipemiantes (estatinas o fibratos) frente a los sujetos sin tratamiento no
encontramos diferencias estadisticamente significativas con respecto a los

resultados anteriormente descritos.

2.3. Pardmetros del metabolismo hidrocarbonado/resistencia insulinica.

Se observaron niveles de HOMA basal (3,61 £ 4,83 vs. 2,08 + 1,32; p=0,048) y
HbAlc (5,86 = 0,75 vs. 5,51 £ 0,39; p=0,008) significativamente elevados en
sujetos con LACS (Tabla 8), al igual que las concentraciones plasméticas de
glucosa e insulina, si bien en ambos parametros la diferencia no llegbé a ser

estadisticamente significativa.
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Tabla 8. Pardametros demograficos, clinicos, lipidicos y del metabolismo
hidrocarbonado y resistencia insulinica en relacion con la presencia de lesion
aterosclerdtica carotidea subclinica. Valores expresados como la media *+ desviacién
estandar o como nimero de sujetos (%) en sujetos con y sin sindrome metabdlico.

Con LACS Sin LACS p valor

(n=55) (n=23)
Edad (afios) 42,63 + 8,47 49,00 £ 7,84 0,002
Sexo masculino, n (%) 39 (70,91%) 9 (39,13%) 0,050

Parametros clinicos

Perimetro abdominal (cm) 107,06 £12,88 98,50+ 17,28 0,015

PA sistdlica (mmHgQ) 134,38 £17,94 124,83+ 22,46 0,042
PA diastélica (mmHg) 84,33+10,99 79,83+ 15,00 0,161
Terapia hipotensora, n (%) 26 (47,27%) 7 (30,43%) 0,010

Parametros lipidicos

Colesterol total (mg/dl) 216,31 +41,35 192,10 + 38,35 0,011
Colesterol LDL (mg/dl) 133,48 £39,68 116,67 = 29,61 0,021
Colesterol HDL (mg/dl) 46,17 +£11,82 53,40 + 15,02 0,049
Triglicéridos (mg/dl) 198,08 + 112,71 115,97 £ 76,22 0,001
Terapia hipolipemiante, n (%) 17 (30,91%) 3 (13,04%) 0,226

Parametros de metabolismo hidrocarbonado/ resistencia insulinica

Glucosa basal (mg/dl) 105,66 £ 20,88 98,47 + 10,97 0,052
Insulina (mU/l) 12,30 + 14,74 8,46 £ 5,22 0,113
HOMA basal 3,61+ 4,83 2,08 +1,32 0,048
HbAlc (%) 5,86 + 0,75 5,51+0,39 0,008
Terapia antidiabética, n (%) 9 (16,36%) 1 (4,35%) 0,143

HbAlc: hemoglobina glicosilada; HDL: lipoproteinas de alta densidad; HOMA: homeostasis
model assessment; LACS: Lesion carotidea subclinica; LDL: lipoproteinas de baja densidad; PA:
presion arterial.
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2.4. Relacion de los FRCV con la presencia de LACS.

Para estudiar la asociacion entre los FRCV medidos y la presencia de LACS, se
correlacion6 la medida del GIMc con cada uno de los FRCV tradicionales. Se
observo una correlacion positiva y estadisticamente significativa entre el GIMc y
perimetro abdominal (r=0,294; p=0,009), PAS (r=0,295; p=0,009), cLDL
(r=0,254; p=0,025) y TG (r=0,347; p=0,002). También se observo una correlacion
negativa estadisticamente significativa entre el GIMc y las concentraciones
plasmaticas de cHDL (r=-0,281; p=0,013) (Tabla 9).

Tabla 9. Correlaciones entre los FRCV tradicionales y el valor del GIMc.

GIMc
r p valor
Parametros clinicos
Perimetro abdominal (cm) 0,294 0,009
PA sistélica (mmHQ) 0,295 0,009
PA diastdlica (mmHg) 0,178 0,120
Parametros lipidicos
Colesterol total (mg/dl) 0,196 0,086
Colesterol LDL (mg/dl) 0,254 0,025
Colesterol HDL (mg/dl) -0,281 0,013
Triglicéridos (mg/dl) 0,347 0,002

Parametros de metabolismo hidrocarbonado

Glucosa basal (mg/dl) 0,114 0,323

GIMc: Grosor intima-media carotideo; HDL: lipoproteinas de alta densidad; LDL:
lipoproteinas de baja densidad; PA: presién arterial.
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2.5. Parametros moleculares en funcion de la presencia de lesion
aterosclerotica carotidea subclinica.

Se analizaron las 17 moléculas con potencial papel etiopatogénico y
fisiopatologico en el desarrollo de la aterosclerosis descritas en el apartado 2.5
(Moléculas implicadas en el proceso fisiopatologico de la ECV). La tabla 10
muestra las concentraciones plasmaticas de hormonas metabdlicas y
adipocitocinas, parametros inflamatorios y factores asociados a disfuncién
endotelial, en funcién de la presencia de enfermedad carotidea subclinica.

Hormonas metabdlicas y adipocitocinas.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en ninguna de las
hormonas metabdlicas y adipocitocinas estudiadas (adiponectina, adipsina,
leptina, resistina, visfatina, ghrelina y omentina) entre sujetos con LACS o sujetos
sin LACS (Tabla 10).

Citocinas inflamatorias

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos
de sujetos en ninguna de las citocinas analizadas (Tabla 10).

Factores endoteliales

Los valores de ICAM-1 (199,31 + 63,21 vs. 148,57 = 48,95 ng/ml; p=0,001),
VCAM-1 (294,28 + 60.40 vs. 258,71 + 51,89 ng/ml; p=0,007) y PAI-1 (15,43 +
12,85 v.s 9,45 * 6,86 ng/ml; p=0,009) fueron significativamente superiores en los
sujetos con LACS respecto a los sujetos sin enfermedad. Comparando el cuarto
con el primer cuartil de las concentraciones plasméticas de factores endoteliales,
se detectd una asociacion significativa entre la enfermedad carotidea subclinica
y los niveles séricos de ICAM-1 (Odds Ratio [OR]: 14,57; IC 95 % 2,56-82,73, p<
0,001), VCAM-1 (OR: 7,33; IC 95%: 1,58-33,96, p= 0,007) y PAI-1 (OR: 7,80; IC
95%: 1,04-22,10, p= 0,036).
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Tabla 10. Concentraciones plasmaticas de adipocitocinas, parametros
inflamatorios y factores endoteliales en funcion de la presencia lesion
aterosclerética carotidea subclinica. Valores expresados como la media + desviacion
estandar en sujetos con y sin presencia de lesion aterosclerdtica carotidea subclinica.

Con LACS SIN LACS p valor
(n=55) (n=23)

Hormonas metabdlicas y adipocitocinas

Adiponectina (ug/ml) 4,16 £ 2,71 457 +2,41 0,663
Adipsina (ug/ml) 0,83 +0,20 0,86 £ 0,44 0,217
Leptina (ng/ml) 6,99 + 4,64 8,73 +£9,27 0,825
Resistina (ng/ml) 3,37 1,25 3,34+1,22 0,887
Visfatina (ng/ml) 3,52 +5,96 2,70 £ 3,05 0,173
Omentina (ng/ml) 13,29 £ 10,45 15,26 + 10,43 0,848
Ghrelina (pg/ml) 700 + 291 775 + 362 0,874

Parametros inflamatorios

IL-1B (pg/ml) 0,71+1,43 1,27 +1,58 0,121
IL-6 (pg/ml) 3,10+ 2,98 7,06 + 7,86 0,092
IL-8 (pg/ml) 9,06 £ 10,19 11,46 + 13,25 0,406
IL-18 (pg/ml) 130,44 + 129,87 131,65 + 255,37 0,981
MCP-1 (pg/ml) 72,36 + 34,43 66,01 + 40,27 0,510
TNF-a (pg/ml) 6,87 7,77 12,57 £ 10,91 0,066

Factores endoteliales

ICAM-1 (ng/ml) 199,31 + 63,21 148,57 + 48,95 0,001
VCAM-1 (ng/ml) 294,28 + 60,40 258,71 + 51,89 0,007
VEGF (pg/ml) 39,26 + 34,57 46,41 + 51,24 0,467
PAI-1 (ng/ml) 15,43 +12,85 9,45 + 6,86 0,009

ICAM-1: Molécula de adhesion intercelular; IL: interleuquina; MCP-1: Proteina quimiotactica
de monocitos 1; PAI-1: inhibidor del activador del plasmindgeno 1; TNF-a: Factor de necrosis
tumoral a; VCAM-1. molécula de adhesion celular vascular; VEGF: factor de crecimiento
endotelial vascular.
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2.6. Relacion de los parametros moleculares con la presencia de LACS.

Cuando se correlacion6 la medida del GIMc, como medida indicativa de la
presencia de LACS, con las concentraciones plasméticas de hormonas
metabdlicas, adipocitocinas, parametros inflamatorios y factores endoteliales
(Tabla 11), unicamente se observl una correlacion positiva y estadisticamente
significativa con las concentraciones plasmaticas de ICAM-1 (r=0,36; p<0,001) y
VCAM-1 (r=0,34; p=0,002) (Figura 13).

B (r=0,36, p=0,001)

0 0,5 1 1,5 2 25 3
Valor del GIM carotideo (mm)

=450 ¢ (r=0,34, p=0,002)

0 05 1 15 2 25 3
Valor del GIM carotideo (mm)

Figura 13. Correlaciones significativas entre las concentraciones plasmaticas de
ICAM-1y VCAM-1 con el valor de GIMc.
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Tabla 11. Correlaciones entre el valor del GIM carotideo y
marcadores plasmaticos.

GIMc
r p valor
Hormonas metabdlicas y adipocitocinas

Adiponectina (ug/ml) -0,16 0,162
Adipsina (pg/ml) 0,10 0,406
Leptina (ng/ml) 0,01 0,960
Resistina (ng/ml) -0,08 0,461
Visfatina (ng/ml) 0,08 0,536
Ghrelina (pg/ml) -0,10 0,405
Omentina (ng/ml) -0,14 0,270

Citocinas inflamatorias

IL-1B (pg/ml) -0,16 0,153
IL-6 (pg/mL) -0,34 0,051
IL-8 (pg/ml) -0,02 0,833
IL-18 (pg/mL) 0,21 0,066
MCP-1 (pg/ml) -0,01 0,923
TNF-a (pg/ml) -0,23 0,098

Factores endoteliales

ICAM-1 (ng/ml) 0,36 0,001
VCAM-1 (ng/ml) 0,34 0,002
VEGF (pg/ml) -0,127 0,274
PAI-1 (ng/ml) 0,182 0,113

ICAM-1: Molécula de adhesion intercelular; MCP-1: Proteina quimiotactica
de monaocitos 1; PAI-1: inhibidor del activador del plasminégeno 1; TNF-a:
Factor de necrosis tumoral a; VCAM-1: molécula de adhesién celular
vascular; VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular.
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3. Correlaciéon entre parametros moleculares plasmaticos vy
volumen de placa aterosclerdtica carotidea cuantificados
mediante ultrasonido vascular tridimensional/3DVUS.

En 49 sujetos se amplio el estudio con la realizacion de una ecografia vascular
tridimensional 3DVUS con el objetivo de establecer asociaciones entre la
severidad de la enfermedad subclinica y la concentracion de las moléculas

plasmaticas analizadas.

En 36 (73,4%) de ellos se observo presencia de LACS, definida por un aumento
del GIMc y/o por la presencia de placa, 26 (72,2%) tenia presencia de placa
aterosclerotica y 10 (27,8%) GIMc aumentado. De los 26 sujetos con placa
carotidea, se realiz6 un estudio de correlacion entre el volumen de placa
carotidea y los 17 marcadores plasmaticos analizados. De todos los parametros
estudiados, el factor endotelial ICAM-1 fue el Unico donde se observo una
correlacion positiva (r=0,405; p=0,045) con el volumen de placa carotidea

aterosclerotica (Tabla 12).
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Tabla 12. Correlaciones entre el volumen de placa
aterosclerética carotidea y marcadores plasmaticos.

Volumen de placa
r p valor
Hormonas metabdlicas y adipocitocinas

Adiponectina (ug/ml) 0,13 0,527
Adipsina (pg/ml) -0,24 0,248
Leptina (ng/ml) 0,19 0,359
Resistina (ng/ml) -0,06 0,791
Visfatina (ng/ml) -0,01 0,982
Ghrelina (pg/ml) 0,19 0,361
Omentina (ng/ml) 0,07 0,762

Citocinas inflamatorias

IL-1B (pg/ml) -0,14 0,509
IL-6 (pg/mL) -0,46 0,177
IL-8 (pg/ml) 0,27 0,183
IL-18 (pg/mL) 0,04 0,852
MCP-1 (pg/ml) 0,02 0,926
TNF-a (pg/ml) 0,05 0,926

Factores endoteliales

ICAM-1 (ng/ml) 0,405 0,045
VCAM-1 (ng/ml) -0,20 0,345
VEGF (pg/ml) -0,19 0,366
PAI-1 (ng/ml) 0,11 0,598

ICAM-1: Molécula de adhesion intercelular; IL: interleuquinas; MCP-1:
Proteina quimiotactica de monocitos 1; PAI-1: inhibidor del activador del
plasminégeno 1; TNF-a: Factor de necrosis tumoral a; VCAM-1: molécula
de adhesion celular vascular; VEGF: factor de crecimiento endotelial
vascular.
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Discusion

El concepto de SM es de utilidad clinica para identificar sujetos con mayor RCV,
pero engloba una poblacion muy heterogénea con diferente RCV real
(298,299,302,307,308). Por ello, es necesario desarrollar herramientas clinicas
que permitan identificar con mejor precision sujetos con SM y elevado riesgo de

presentar ECV clinica.

En este contexto, la documentacion de ECV subclinica es de gran utilidad dado
que permite identificar individuos en los que el proceso aterosclerético ya
muestra desarrollo estructural como nexo y paso intermedio entre los factores
patogénicos de RCV presentes en el SM y la apariciéon de una fisiopatologia
clinica (82,84,86,311,313,314). Asi, y de acuerdo con estudios previos, en
nuestra cohorte de sujetos con SM se ha empleado como principales pardmetros
de aterosclerosis subclinica la documentacion de GIMc elevado (> 0,9 mm) y/o
de placa carotidea, mediante ecografia vascular 2D (86,316,323), afiadiéndose
ademas la determinacion de volumen de placa carotidea mediante ecografia
vascular 3D en aquellos sujetos con enfermedad carotidea subclinica
documentada por ecografia 2D, para asi poder establecer asociaciones entre la

severidad de la enfermedad subclinica y el perfil molecular analizado.

No obstante, la identificacién de lesién CV subclinica requiere una infraestructura
y personal altamente especializado, por lo que la identificacion de bio-
marcadores plasmaticos asociados con ECV subclinica aplicables de manera
rutinaria podria ser de gran utilidad clinica y coste-eficiente. En este sentido, el
presente estudio aporta datos relevantes que podrian ayudar a optimizar la
estratificaciéon de RCV en sujetos asintomaticos con criterios clinicos de SM.

Es de destacar que la poblacion estudiada incluyo sujetos con SM no fumadores
y con una edad media de 48 afios. El hecho de excluir sujetos fumadores y limitar
la edad de inclusion a sujetos menores de 60 afios, hace que nuestra cohorte de
sujetos con SM sea mas homogénea, eliminando los principales determinantes
de aterosclerosis no relacionados con el mecanismo de la resistencia a la

insulina, como son el tabaquismo y la edad avanzada.
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A pesar de esta edad relativamente joven, se detectd alta prevalencia de
enfermedad aterosclerética subclinica precoz y, por tanto, los bio-marcadores
empleados resultan de especial interés en la evaluacion precoz del RCV de
sujetos con SM.

Implicaciones de la presencia de sindrome metabdlico

Componentes de SM.

El perimetro abdominal elevado y la PA elevada fueron los componentes mas
frecuentes. El aumento de perimetro abdominal es criterio principal de SM
(298,299) y uno de los factores mas importantes en el desarrollo de ECV por el
papel patogénico de la grasa visceral o central en el proceso inflamatorio
arteriosclerotico (126,130,326). En este sentido, se estima que solo con

modificar la dieta, podria reducirse la mortalidad por ECV (41,130,131).

En los pardmetros relacionados con disglucosis, se observé que hasta el 54,23%
de los sujetos con SM presentaba criterios de prediabetes, indicativos de
resistencia insulinica, uno de los pilares fundamentales en la fisiopatologia del
SM (299,327).

ECV subclinica.

La aterosclerosis carotidea subclinica y la aterosclerosis coronaria subclinica
fueron los marcadores que mas se relacionaron con el SM.

Respecto a la afectacion de las arterias carotidas, los valores promedio del GIMc
fueron significativamente superiores en sujetos con SM, con asociacion
significativa entre el GIMc patolégico (>0,9mm) y la presencia de SM (OR=7,52).
En el estudio de las arterias coronarias también presentaron medias superiores
de calcificacion coronaria los sujetos con SM.

Ademas, la presencia de HVI también fue superior en los sujetos con SM, puesto
gue ninguno de los sujetos sin SM mostrd HVI. La escasa presencia de HVI en
nuestros sujetos podria explicarse porque la HVI es un marcador menos precoz

de dafo cardiovascular.
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Perfil molecular
Factores endoteliales

Las concentraciones plasmaticas de ICAM-1 y VCAM-1 fueron
significativamente superiores en sujetos con SM en consonancia con NUMerosos
estudios previos en los que se ha relacionado DM o dislipemia aterogénica con
aumento significativo de los niveles plasmaticos de ICAM-1 y VCAM-1 (328-
330).

También documentamos niveles elevados de PAI-1 en los sujetos con SM.
Esta bien documentada la asociacion entre niveles elevados de PAI-1 y SM, de
forma que incluso algunos autores lo consideran un componente del SM
(331,332). El incremento de PAI-1 se asocia con FRCV como la obesidad y la
DM (168,295,327,331,332). La pérdida de peso y el ejercicio pueden reducir los
niveles circulantes de PAI-1 en estos sujetos (333,334). La resistencia insulinica
desempeiia un papel doble sobre el PAI-1. Por un lado, los niveles elevados de
insulina tienen efecto directo sobre la expresion de PAI-1 (295,331), por otro lado
el aumento de TG, niveles bajos de HDL y concentraciones elevadas de cLDL y
Lp(a), relacionados con la hiperinsulinemia, también van a tener como resultado
la elevacion de los niveles de PAI-1 (294,296,335). Esta doble accion hara
inclinar la balanza hemostatica hacia el lado de la trombosis (331,335,336). La
expresion de PAI-1 esta influenciada por multiples moléculas, los estrégenos,
oxido nitrico, y factores natriuréticos, también farmacos como las estatinas e
IECAS pueden disminuir los niveles de PAI-1 (335,337).

En la correlacion con las escalas de prediccion de RCV a 10 y 30 afios, las
concentraciones plasmaticas de ICAM-1, VCAM-1 y PAI-1 fueron las que

mostraron una significacion estadisticamente positiva.
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Adipocitocinas.

Nuestra poblacién de sujetos con SM presentd concentraciones plasmaticas
disminuidas de omentina, asocidndose significativamente con mayor RCV
estimado segun la escala ASCVD.

Existen pocos estudios que valoren la utilidad clinica de los niveles de omentina
en sujetos con SM. Mientras que Kilic DC y col. no encontraron diferencias en
los niveles de omentina entre los pacientes con SM no diabéticos y pacientes
controles (338), el estudio de Jiala | y col. si mostraron disminuida la
concentracion de omentina en pacientes con SM (339)

La omentina tiene acciones fisioloégicas tanto metabdlicas como
cardiovasculares. Su concentracidon disminuye en sujetos obesos, con
sobrepeso y con diabetes mellitus tipo 2 (182,188,340). Este hallazgo se
relaciona con los niveles elevados de insulina de estos sujetos, que pueden influir
negativamente en la secrecion de la omentina (191,340). En otros trabajos se ha
estudiado especificamente los niveles de omentina en pacientes diabéticos,
observandose concentraciones bajas de omentina en pacientes con DM tipo 1y
tipo 2, lo que demuestra asi el papel de la omentina en la resistencia a la insulina
(340,341). La fosforilacion de la AKT y la activacion de AMPK por la omentina
son pasos muy importantes para la captacion de glucosa por los miocitos, reducir
la gluconeogénesis en los hepatocitos, inhibir la lipogénesis en el adipocito, e
inhibir a las enzimas involucradas en la sintesis del colesterol y acidos grasos
(182,186). Como resultado, la omentina tiene un efecto positivo en la disminucion
de la resistencia a la insulina y en la disminucion de sintesis de triglicéridos y
colesterol (190,196,198,341). Ademas, diversas observaciones han mostrado
gue cuando los sujetos pierden peso hay un aumento en los niveles de omentina
(182,188), asi como una relacion positiva entre la utilizaciéon de farmacos
sensibilizadores a la insulina y el aumento de los niveles plasmaticos de
omentina (182,340).

Ademas, diversos estudios han demostrado una asociacion entre la disminucion
de los niveles de omentina y la ECV, especialmente con la arterioesclerosis

coronaria (198,342). Se ha sugerido que esta relacion se debe a que, en
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condiciones fisiolégicas, la omentina ejerce en las células endoteliales una
accion vasodilatadora y supresora de la expresion de ICAM-1, disminuyendo la
quimiotaxis de neutrofilos y monocitos (343), inhibiendo o retrasando asi, el
comienzo del proceso aterosclerdtico. De esta manera, la disminucion de la
concentracion de omentina parece estar implicada en el desarrollo de
enfermedad coronaria, correlacionandose los niveles bajos de omentina con una
disminucién de la vasodilatacién coronaria dependiente de la sintasa de 6xido
nitrico endotelial, disfuncién de la actividad de la insulina e inflamacion (344). De
hecho, se ha relacionado niveles bajos de omentina con una mayor prevalencia
de EC (188,198,199), de tal forma que se propone a la omentina como un nuevo

marcador para la EC (198).

Respecto al resto de adipocitocinas y hormonas metabdlicas estudiadas
(adiponectina, adipsina, ghrelina, leptina, resistina, y visfatina), no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre sujetos con SM y
sujetos sin SM, a pesar de que la alteracién de alguna de estas moléculas se
haya asociado con FRCV tradicionales (145,167,208,327,345,346). En nuestra
cohorte de sujetos hay pocos sujetos con DM aunque si hay un numero
importante de sujetos con glucemia basal alterada. Sabemos que algunas
adipocitocinas como la leptina estan fuerte relacionadas con la resistencia
insulinica (153,155), lo mismo ocurre con la resistina (165,167) y la visfatina
(175,178). Es posible que la omentina sea mas sensible ante la presencia de
disfuncion metabdlica precoz como en la prediabetes o por el contrario su

disminucion se vea mas afectada por otros componentes del SM (182,187,347).

Citocinas inflamatorias

El hecho de que ninguno de los pardmetros inflamatorios estudiados presentara
diferencias estadisticamente significativas en los sujetos con SM frente a sujetos
sin SM podria explicarse por el papel menos claro de dichos parametros en el
desarrollo de la resistencia insulinica y el resto de componentes fisiopatoldgicos
del SM.
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Implicaciones de la presencia de lesion aterosclerotica
carotidea subclinica

Componentes de SM

La obesidad abdominal se asocio con GIMc aumentado (> 0,9 mm), con una
correlacion positiva entre los valores de perimetro abdominal y los valores de
GIMc. El sobrepeso y la obesidad se asocian con un deterioro en la integridad
del sistema arterial, influyendo en la menor elasticidad de las arterias. Otros
estudios han relacionado también el aumento de peso con un mayor GIMc
(130,314) y parece que el estado inflamatorio asociado a la obesidad central
tendria un papel relevante en el dafio vascular (41,122,123).

Como en otros estudios, encontramos relacion entre aumento del GIMc y los
valores de PA sistélica (86,348—350), de cLDL (53,351,352), y de triglicéridos
(353,354), y disminucién en los valores de cHDL (85,116,117,352,355).

También, observamos una asociacion estadisticamente significativa entre los
niveles elevados del indice HOMA (marcador de resistencia insulinica) y GIMc
elevado. Este hallazgo refuerza la importancia de la insulino-resistencia en el
desarrollo de aterosclerosis (93,110,319). Mientras que los niveles elevados de
glucemia e insulina basales (aunque fueron superiores en los sujetos con GIMc
aumentado) no mostraron diferencias estadisticamente significativas, los valores
de HbAlc elevados si se asociaron con GIMc alterado. Este hecho resalta el
valor de los niveles de HbA1lc al aportar informacion retrospectiva (adicional al
valor aislado de glucemia basal) del comportamiento glucémico en las dltimas 4-
8 semanas. Mientras que es incuestionable el papel de la DM en el desarrollo de
ECV (con casi el doble de riesgo de presentar ECV (47,50,106) y con estudios
que relacionan la DM con aumento del GIMc (108,356,357), también se conoce
gue la prediabetes aumenta el riesgo de complicaciones macrovasculares (49).
En este sentido, hay que resaltar que el 50% de nuestra poblacion presentaba
datos de prediabetes (ya fuera por glucemia basal alterada y/o niveles de HbAlc
entre 5,7-6,5%) Yy que estos estados prediabéticos, detectados
fundamentalmente mediante la elevacion de HbA1, son suficientes para iniciar el

desarrollo de aterosclerosis, reflejado en un aumento del GIMc.
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Perfil molecular

Factores endoteliales.

Las concentraciones plasmaticas de ICAM-1 y VCAM-1 se correlacionaron de
forma positiva y estadisticamente significativa con el valor del GIMc medido por

ecografia 2D.

Estas moléculas de adhesion celular son los principales factores endoteliales
solubles implicados en la fisiopatologia de la enfermedad aterosclerética
descritos en la literatura (269,358,359). Se trata de formas solubles circulantes
de moléculas homoénimas que se expresan de manera constitutiva o inducible
sobre la superficie de diferentes tipos celulares para facilitar la adhesion y
migracion de leucocitos con la ayuda de las integrinas LFA-1 y VLA-4. Estas
moléculas estan implicadas en el reclutamiento de leucocitos y en la migracion
transendotelial al subendotelio (360), uno de los primeros pasos en el desarrollo
de la aterosclerosis. En concreto, la VCAM-1 media la adhesién de linfocitos y
monocitos en el endotelio vascular (269), en un proceso mediado también por
otras citoquinas inflamatorias como son el TNF-q, IL-18 e IL-4 (272,273). Por su
parte, la ICAM-1 también interviene en el reclutamiento de leucocitos,
granulocitos y macréfagos, y parece tener una retroalimentacion positiva
manteniendo un ambiente proinflamatorio (266,269,361). La activacion de ICAM-
1 también es inducida por citoquinas inflamatorias como TNF-a e IL-1B, y es
expresada en el endotelio, macréfagos y linfocitos (265-267,361). Asi pues, las
concentraciones plasmaticas elevadas de ICAM-1 y VCAM-1 se consideran una
evidencia clinica de inflamacion de la pared vascular y de la progresion de
numerosas entidades clinicas, incluida la enfermedad aterosclerética y la
progresién de aterosclerosis (269,358,359), la aparicibn de manifestaciones
clinicas en pacientes con SM (329), la resistencia a la insulina, la enfermedad
coronaria e incluso con la mortalidad CV (266,362,363). Asi pues, se han visto
concentraciones elevadas en el endotelio de sujetos con enfermedades
inflamatorias (266,364,365), presumiblemente por del desprendimiento o rotura
proteolitica de las células endoteliales (366), aunque el mecanismo no esta del

todo claro.
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En un estudio prospectivo a 6 afios de 855 sujetos con aterosclerosis carotidea,
se identificaron las moléculas ICAM-1 y VCAM-1 como predictores fuertes e
independientes de mortalidad cardiovascular y mortalidad todas las causas
(269). En un estudio de pacientes con IAM previo se observan concentraciones
superiores de VCAM-1 en los pacientes con IAM y fue un indicador predictivo de
riesgo de muerte durante el seguimiento de estos pacientes (367).

La bibliografia demuestra una relacion entre ICAM-1 y VCAM-1 en el proceso de
la aterosclerosis y se han observado consistentemente dentro de la placa
aterosclerotica  (269,368). También varios estudios correlacionan
especificamente la aterosclerosis coronaria subclinica medida por el GIMc con
niveles elevados de VCAM-1 e ICAM-1 (269,358).

Otros estudios han relacionado las concentraciones plasméticas de VCAM-1 e
ICAM-1 como marcadores moleculares de aterosclerosis y predictores de
enfermedad coronaria, aunque con resultados contradictorios. En los valores de
VCAM-1 no han encontrado una relacién significativa con el aumento del GIMc,
ni la incidencia de EC. Sin embargo, valores elevados de ICAM-1 si se
relacionaron significativamente con aumento del GIMc y la incidencia de EC, por
tanto concluyeron que ICAM-1 pueden servir como marcador molecular de
aterosclerosis y predictores de EC (268,359). La fuerte expresion de ICAM-1 se
ha asociado con lesiones ateroscleréticas (268,358,363). Estos resultados
refuerzan la incuestionable participacién e implicacion de la ICAM-1 en el

desarrollo de la lesion vascular aterosclerética desde estadios precoces.

No obstante, apenas hay datos acerca de la utilidad de estas moléculas
como marcadores deriesgo en individuos con SMy su relacion con la ECV
subclinica (329) por lo que los hallazgos de nuestro estudio alertan de
forma casi pionera sobre el valor clinico de ICAM-1 y VCAM-1 en el
diagndstico precoz de lesién orgénica subclinica en un grupo de sujetos
(asintomaticos, con criterios clinicos de SM y no fumadores) donde no se

ha estudiado especificamente hasta la fecha.
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En nuestro estudio también se observaron unas concentraciones plasmaticas
mayores de PAI-1 en los sujetos con lesion aterosclerotica carotidea subclinica
respecto a aquellos sujetos que no mostraron lesion, si bien en este caso dichas
concentraciones plasmaticas no se correlacionaron de forma estadisticamente

significativa con el valor del GIMc.

Hay diversos factores, entre los que se encuentran parametros inflamatorios, que
aumentan la sintesis de PAI-1, como son el TNF-a, IL-6, IL-8, PCR, también
VEGF, glucosa, insulina, cLDL, TG, angiotensina y aldosterona (295,335,336).
Al igual que VCAM-1 e ICAM-1, PAI-1 también tiene un papel fundamental en la
inflamacion y estimula la migracion de monocitos, macréfagos, neutroéfilos y
linfocitos (369,370). Se ha visto un aumento de PAI-1 en las proximidades de las
placas de ateroma y niveles elevados confieren a la placa gran contenido
fibrético, por lo que contribuye a que la placa sea mas vulnerable a la ruptura
(371-373). Asi pues, PAI-1 se asocia con complicaciones tromboticas en caso
de ruptura de la placa (370,371), exacerba la aterotrombosis por su efecto sobre
el sistema fibrinolitico (336,372), y actda inhibiendo la resolucion del trombo al

inhibir al factor activador del plasminégeno (336).

En sujetos sin FRCV, es decir, sin hipertension, diabetes o dislipemia, y no
fumadores, se han observado concentraciones bajas de PAI-1, asi como de otros
biomarcadores como PCR u homocisteina. Tener, por tanto, niveles éptimos de
estos marcadores se asocia con un menor riesgo de tener enfermedad
aterosclerotica subclinica (374). Por el contrario, en pacientes diabéticos las
concentraciones elevadas de PAI-1 son un marcador de aterosclerosis precoz,
incluso en la poblacion joven se ha observado un aumento significativo del GIMc
en edades tempranas (375). En un estudio prospectivo de 581 pacientes con
patologia de arterias coronarias se relacion6 el aumento de PAI-1 en estos
pacientes con una mayor incidencia de muerte por SCA o muerte por todas las
causas (376). También se asocia a recurrencia del ictus, en pacientes con ictus

previo y enfermedad aterosclerética intracraneal establecida (377).
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Como ocurre con ICAM-1 y VCAM-1, apenas esta descrita la asociacion entre
PAI-1y ECV subclinica en sujetos no fumadores con SM. Por ello, nuestros datos
aportan una evidencia novedosa sobre este marcador como posible indicador de
un perfil de mayor RCV en SM, al demostrar su estrecha asociacion con
enfermedad carotidea subclinica en sujetos con SM. La ausencia de una
correlacion estadisticamente significativa entre los niveles de PAI-1y valores del
GIMc, nos hace pensar que la asociacion entre el dafio aterosclerético subclinico
es menos intensa que con ICAM-1y VCAM-1.

Respecto a las concentraciones plasmaticas de VEGF no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los sujetos con GIMc normal y
los sujetos con un GIMc aumentado, ni tampoco se observo correlacion entre las

concentraciones plasmaticas y el valor del GIMc.

VEFG también se relaciona con la inflamacion vascular, remodelado vascular e
infiltracion de macrofagos en la intima, por lo tanto ejerce un papel importante en
el desarrollo de lesiones ateroscleréticas (286). Aunque parece tener una
relacion estrecha con la aterosclerosis de arterias coronarias (378), y en
pacientes con sindrome metabdlico se ha encontrado una relacion significativa
entre niveles de VEGF y la presencia de GIMc (379), en varones, se ha
observado una correlacién débil entre VEGF y la presencia de GIMc, que deja
de ser significativa cuando se ajusta a factores de riego como la edad (380). En
otros estudios parece dificil hacer una asociacion directa entre VEGF vy la
presencia de aumento de GIMc, por lo que el papel del VEGF esta aun por
dilucidar.

Adipocitocinas.
En nuestro estudio no encontramos asociacion entre niveles de adipocitocinas
y la presencia de lesién aterosclerética carotidea subclinica, determinada

mediante la medida del GIMc y/o presencia de placa.
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En relacidbn a la omentina, si bien hemos visto que la disminucion en sus
concentraciones plasmaticas correlaciona con un mayor RCV estimado a 10
afos, cuando se determinaron sus concentraciones plasméaticas en los sujetos
con GIMc patologico, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas respecto a los sujetos sin lesion aterosclerotica. El papel de la
omentina en la apariciéon de un aumento del GIMc es controvertido. Mientras que
algunos estudios relacionan la asociacion entre niveles bajos de omentina y
aterosclerosis carotidea medido mediante GIMc (381,382), otros estudios no
encuentran asociacion significativa (383,384).

Tampoco se observaron niveles disminuidos de adiponectina en sujetos con
GIMc aumentado, aunque otras observaciones si parecen mostrar que tener
niveles disminuidos de adiponectina puede estar en relacién con la presencia de
enfermedad aterosclerotica (141,143,347,385,386).

Igualmente paso con la adipsina cuyo papel en el desarrollo de arteriosclerosis
es controvertido, con apenas estudios que relacionen la adipsina y el aumento
del GIMc y el RCV (387).

Del mismo modo, los niveles de ghrelina, leptina, resistina y visfatina no se
asociaron con aumento del GIMc.

Dado que ninguna de las adipocitocinas evaluadas en nuestra serie mostro
relacion significativa con la enfermedad CV subclinica, se podria sugerir que las
adipocitocinas en general parecen mostrar menor capacidad de identificar dafio
aterosclerotico precoz con respecto a los factores relacionados con disfuncion
endotelial. Una explicacibn podria ser que los niveles plasméaticos de
adipocitocinas estan mas relacionados con la presencia de factores de RCV que
con el desarrollo y la progresion de la aterosclerosis (182,327). De esta manera,
nuestros datos aportan una vision diferente remarcando el papel protagonista de
los factores endoteliales (ICAM-1, VCAM-1 y PAI-1) como los marcadores mas
precoces de enfermedad aterosclerética, por encima de otras moléculas también

implicadas como las adipocitocinas.
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Citocinas inflamatorias

En nuestro estudio no se observd ninguna diferencia significativa entre los
marcadores de inflamacion y la presencia de aumento de GIMc. Quiza una de
las explicaciones -como algunos estudios han observado- es que los niveles de
citocinas inflamatorias solo estan significativamente elevados en aterosclerosis
avanzada y no en aterosclerosis temprana (388,389). La mayoria de nuestros
sujetos estudiados fueron valorados en fases precoces de la enfermedad
aterosclerotica y por tanto este puede ser el motivo por el cual no se hayan

encontrado elevaciones significativas en las citocinas inflamatorias.

Perfil molecular y volumen de placa aterosclerotica carotidea

Un parametro novedoso aportado en nuestro estudio es el empleo de la
estimacion de volumen de placa mediante ultrasonido vascular tridimensional
3DVUS. Los avances en técnicas de imagen han aportado el 3DVUS, de gran
ayuda en la evaluacion del volumen de placa carotidea, grado de estenosis, y
morfologia de la placa (390). Su incorporacion nos permite obtener datos directos
sobre el volumen y area, con mayor fiabilidad y sensibilidad que los métodos de
ultrasonidos convencionales (322), asi como una mayor deteccién de las placas
pequefias, muy caracteristicas de la aterosclerosis temprana (391). Por lo tanto,
esta técnica se propone como un método preciso y reproducible para la
deteccién y cuantificacion de la carga real de aterosclerosis (312,391) y la
incorporacion del volumen de placa en el estudio de la aterosclerosis carotidea
es especialmente importante porque se considera un factor fuertemente
predictivo de eventos cardiovasculares (315).

En la mayoria de sujetos con documentacion por ultrasonido bidimensional de
lesion carotidea (aumento del GIMc y/o presencia de placa) se completd el
estudio mediante técnicas avanzadas de imagen, como la ecografia carotidea
3DVUS, encontrdndose una correlacion positiva entre las concentraciones

plasmaticas de ICAM-1 y el volumen de placa.

Dado que la asociacion de ICAM- 1 con dafio aterosclerotico se vio reforzada por

su correlacion con el volumen de aterosclerosis carotidea por ecocardiografia
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3D, esto parece indicar que esta molécula esta fuertemente asociada con la
aterosclerosis precoz. Ademas, esta asociacion presenta aun mas valor
considerando que el volumen de placa por ecografia vascular 3D se propone
como un método preciso y reproducible para la deteccién y cuantificacion de la

carga real de aterosclerosis (312,391).
Limitaciones

La principal limitacibn de nuestro trabajo es que se trata de un estudio
observacional con un numero bajo de sujetos incluidos y una distribuciéon

asimétrica por sexos.

En definitiva, nuestro estudio aporta valiosa informacion sobre el valor clinico de
un panel molecular sencillo de biomarcadores plasmaticos (especialmente
ICAM-1, pero también VCAM-1 y PAI-1) en la identificacién temprana de sujetos
asintomaticos, no fumadores y jévenes (por debajo de 50 afios) con SM y
presencia de enfermedad aterosclerdtica subclinica, cuyo riesgo de desarrollar
eventos cardiovasculares esta significativamente elevado y que precisan por

tanto implementar medidas de prevencidn primaria mas efectivas.
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Conclusiones

1. Los sujetos con SM presentan una mayor prevalencia de lesion
cardiovascular subclinica, especificamente aterosclerosis carotidea vy

calcificacién coronaria.

2. Las concentraciones plasméticas elevadas de ICAM-1, VCAM-1 y PAI-1,
(moléculas relacionadas con la disfuncién endotelial) y disminuidas de
omentina (molécula relacionada disfuncion adipocitaria) se relacionan con la

presencia de SM.

3. Las concentraciones plasmaéticas de ICAM-1, VCAM-1 y PAI-1 muestran una
correlacion positiva con el RVC estimado mediante la escala ASCVD
(estimaciéon a 10 afios). Por su parte, la omentina muestra una correlacion

negativa con el RCV estimado a 10 afios.

4. Las concentraciones plasmaticas de ICAM-1y VCAM-1 se correlacionan con
la presencia de lesion aterosclerética carotidea subclinica, evaluada
mediante ecografia carotidea subclinica 2D.

5. Las concentraciones plasmaticas de ICAM-1 presentan ademas una
correlacién positiva con la severidad de dicha enfermedad aterosclerética,

evaluada mediante ecografia 3D.

Conclusion Final

La elevacion de las concentraciones plasméaticas de ICAM-1 y VCAM-1 se
asocia a la presencia de lesion aterosclerética carotidea subclinica, de modo
que constituyen un punto 6ptimo de partida para disefiar un perfil sérico
molecular sencillo y especifico que permita alertar sobre el riesgo de
aterosclerosis subclinica en individuos con SM, identificando aquellos sujetos
con mayor riesgo de presentar eventos CV y en los que es preciso implementar
medidas de prevencion CV primaria mas efectivas con objetivos de control mas

ambiciosos.
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Anexo 1. “ M

, HOSPITALES
HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE (Recogida de

muestras de sangre).
Unidad de Riesgo Cardiovascular
Servicio de Medicina Interna
Hospital Universitario Madrid Monteprincipe
Apreciado/a Sr/a.

Si usted participa en el estudio “Identificacion de perfiles moleculares como
marcadores de riesgo cardiovascular en pacientes con Sindrome Metabdlico”, se
tomardn muestras de su sangre para realizar investigacion molecular. Estas
muestras se analizaran y almacenaran en Instituto de Medicina Molecular
Aplicada (IMMA) de la Universidad San Pablo CEU que colabora estrechamente
en el estudio con el Hospital Universitario HM Monteprincipe.

Uno de los principales objetivos del estudio sera analizar parametros
moleculares en relacion con el sindrome metabdlico. Estas moléculas estan
implicadas en el funcionamiento del organismo y su metabolismo. Debido a la
estrecha relacion con el sindrome metabdlico, estas moléculas pueden aportar
importante informacion prondstica y predecir asi que pacientes requieren una
accion terapéutica mas enérgica para evitar el desarrollo y/o progresion de
eventos cardiovasculares.

Las muestras de sangre que usted aporte se almacenaran hasta que se agoten
o por un maximo de 10 afios tras el fin del estudio. Si queda algo de muestra tras
el periodo de almacenamientos se destruira.

Su consentimiento para la recogida de muestras de sangre, su analisis y su
posterior almacenamiento es totalmente voluntario. Usted puede rechazar
participar en esta prueba y esto no supone pérdida alguna en la asistencia
sanitaria que usted va a recibir.

Si usted acepta participar, usted podra tener acceso a los resultados de los
analisis de su muestra.

El analisis de sus muestras puede contribuir a la creacion de nuevas pruebas de
laboratorio, nuevas medicinas o nuevos dispositivos con valor comercial para el
promotor. Usted no recibira ninguna compensacion o derecho comercial o
beneficio econdmico que pueda resultar de los productos, procedimientos o
dispositivos que se desarrollen por el estudio de su muestra ni cualquier
informacion o dato que derive de esa investigacion.

La informacion personal sobre sus muestras se manejara de forma confidencial
y siguiendo los requerimientos de las leyes vigentes de proteccién de datos.
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Preguntas / Informacién

Si desea hacer alguna pregunta o aclarar algan tema relacionado con el estudio,
0 si precisa ayuda por cualquier problema de salud relacionado con este estudio,
por favor, no dude en ponerse en contacto con:

Dr.

Centro/Hospital:

Direccion:

Teléfono:

Fax:
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Anexo 2.

Modelo de Consentimiento Informado para el paciente

Identificacion de perfiles moleculares como marcadores de riesgo cardiovascular
en pacientes con Sindrome Metabolico
Yo,

(nombre completo del paciente)

- He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.

- He podido hacer preguntas sobre el estudio.

- He recibido suficiente informacion sobre el estudio.
- Acepto voluntariamente la recogida de muestras para su almacenamiento y
proporcionar informacion médica necesaria.

- Autorizo a que el médico o promotor use informacion sobre las muestras
segun se ha indicado en la hoja de informacion.

- He hablado con:

(nombre del Investigador)

Comprendo que mi participacion es voluntaria y que los datos recogidos se
incorporaran a una base de datos informatizada sin mi nombre para evaluar la
investigacion (en dicha base de datos los pacientes seran identificados por un
namero de codigo que sera desconocido para el investigador, con el fin de que
los datos no puedan asociarse a una persona identificada o identificable)
Comprendo que puedo retirarme del estudio (y por tanto rechazar y revocar este
consentimiento):

1° Cuando quiera.

2° Sin tener que dar explicaciones.

3° Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.
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Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Fecha [/ | Fecha [ |
dia mes afo dia mes afio
Firma del participante Firma del investigador

Segun la Ley 5/2018 de 27 de julio, el consentimiento para el tratamiento de sus datos
personales y para su cesién es revocable. Vd. puede ejercer el derecho de acceso, rectificacion

y cancelacion dirigiéndose al investigador, el cual lo pondrd en conocimiento del promotor
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Anexo 3

M

hm hospitales
INFORME DEL CEIm de HM Hospitales

La Dra. Almudena Lage, Secretaria del Comité Etico de Investigacion con medicamentos
de HM Hospitales

CERTIFICA

Que el Comité HM Hospitales, ha evaluado en su reunion del 17 de octubre de 2018, Acta
n° 144, la propuesta del Dr. Roberto Ortiz Regaldn, para que se realice el proyecto titulado:

Identificacion de perfiles moleculares como marcadores de riesgo cardiovascular en
pacientes con Sindrome Metabolico (SM)

Codigo CEIm HM Hospitales: 18.09.1304-GHM
Memoria Cientifico-Técnica de la Tesis_version 1.0 SEP 2018

Y habiendo valorado el proyecto desde un punto de vista ético y metodolégico, emite un
DICTAMEN FAVORABLE para que se realice el proyecto en el servicio de Medicina
Interna, del Hospital Universitario HM Monteprincipe, siendo el Investigador principal el Dr.
Roberto Ortiz Regalon

Que el CEIm de HM Hospitales, tanto en su composicién como en sus procedimientos, cumple con
las normas de BPC (CPMP/ICH/135/95) y con la legislacion vigente que regula su funcionamiento

Composicién del comité

Dr. Alfonso Moreno Gonzalez, Especialista en Farmacologia Clinica
Dr. Santiago Ruiz de Aguiar, especialista en Farmacologia Clinica.
Dra. Almudena Lage Moreda, Licenciada en Medicina y Cirugia

D? Raquel Alcantara Partido, Licenciada en Farmacia

Dra. Maria José Ferreiro, especialista en Neumologia.

Dr. José Felipe Varona, especialista en Medicina Interna

Dr. Eduardo Garcia Rico, especialista en Oncologia

Dr. Miguel Angel Reina, especialista en Anestesiologia y Reanimacién.
Dr. Ifiigo Alvaro Martinez Gil, Especialista en Medicina Intensiva

D. Juan Carpio, Diplomado en Enfermeria.

Dra. Elena Sevillano, Especialista en Oncologia

Dr. Cesar G. Mufioz Sanchez-Miguel, Especialista en Oncologia,
Diia. Sonsoles Hernandez, especialista en Farmacia Hospitalaria.
Dfia. Maria Ortiz, especialista en Farmacia Hospitalaria

Diia. Maria Teresa Espina Castrillo, Licenciada en Derecho, Dpto. Juridico de HM Hospitales y
vicepresidenta del CEAS de HM Hospitales

D. Ignacio Garcia Gomez. Licenciado en Derecho

D? Ofelia de Lorenzo, Licenciada en Derecho

D? Gema Jiménez Jiménez. Licenciada en Derecho. HM Hospitales.
D. Alvaro Fernandez Ferreiro. Farmacéutico de Atencion Primaria

Que en dicha reunion del Comité Etico de Investigacion Clinica se cumplio el quérum preceptivo
legalmente.

Que en caso de evaluar algun proyecto en el que un miembro es investigador/colaborador, éste se
ausenta de la reunion durante la discusién del mismo.

Lo que firmo en Madrid, a 24 de octubre de 2018

‘ Fdo. Dra. Almudena Lage
! Secretaria CEIm HM Hospitales
|
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Background. Metabolic syndrome (MetS) is a heterogeneous clinical entity associated
with insulin resistance, low-grade proinflammatory balance and impaired endothelial
function, accelerating atherosclerosis. Atherosclerotic lesions worsen with age, smoking
and co-morbidities, making it difficult to accurately diagnose the cardiovascular disease
(CVD) risk.

Aim. We investigate the association between subclinical atherosclerosis and the presence
of blood parameters related to adipocyte and vascular endothelial cell dysfunction, in
non-smokers with MetS, under 60 and without previous CVD events.

Methods. Seventy-eight asymptomatic individuals (average 46.5 years, 69% male; 59
MetS and 19 controls) were studied prospectively. Subclinical CVD was defined by the
presence of carotid plaque and/or carotid intima-media thickness (CIMT) > 0.9 in
2/3D ultrasound-studies, left ventricular hypertrophy (LVH) or high coronary calcium
score (CCS). Multiplex immunoassay by Luminex xMAP was performed to measure
plasma levels of adipokines and endothelial cell-derived molecules.

Results. Compared with controls, MetS patients had higher prevalence of carotid plaque
(25 vs. 0%, p = 0.01), CIMT>0.9 (73 vs. 26%, p = 0.001) and higher CCS (69 vs. 5,
p = 0.01), which were associated with a remarkable decrease in plasma Omentin levels
and increase in SICAM-1, sVCAM-1 and PAI-1 (p <0.05). There was a statistically
significant association between CIMT and sICAM-1 (OR: 14.57, 95% CI: 2.56-82.73,
p <0.001), sVCAM-1 (OR:7.33, 95% CI. 1,58—33.96, p = 0.007) and PAI-I
(OR:7.80, 95% CI: 1.04—22.10, p = 0.036) in patients with carotid plaque and/or
CIMT >0.9. Positive correlation between plaque volume and sICAM-1 levels was also
detected (r = 0.40, p = 0.045).

Conclusions. We demonstrated that the increase of sSICAM-1, sVCAM-1 and PAI-1,
together with decrease of omentin-1 led to a proinflammatory imbalance pointing to
the presence of subclinical atherosclerosis, and improving CVD risk stratification in

non-smoking patients at early stage MetS beyond traditional scores. © 2019 IMSS.
Published by Elsevier Inc.

Key Words: Metabolic syndrome, Atherosclerosis, Soluble ICAM-1, Soluble VCAM-1, PAI-I,
Omentin-1.
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Introduction

Early identification of individuals at high risk for cardiovas-
cular disease (CVD) is still challenging and, not surpris-
ingly, a high percentage (up to 40%) of patients with
cardiovascular events had been classified as low or interme-
diate CVD risk (1—5). These observations highlight the
importance of refining the assessment of CVD risk beyond
the traditional focus to a more individualized approach.

The concept of metabolic syndrome (MetS) has been
used for decades to identify individuals whose CVD risk
is associated to a common pathophysiological background
(6,7). However, individuals with very heterogeneous patho-
physiological disorders and different CVD risk are grouped
together under the harmonized diagnostic criteria of MetS.
Part of the problem is the confusing pathogenesis and path-
ophysiology of MetS, which has even questioned the MetS
per se (8—10) despite the large amount of people who fulfill
the diagnostic criteria of MetS (11).

Low-grade inflammation and impaired endothelial cell
function underlie the earliest stage of the atherosclerosis
process and molecular mediators of adipocyte dysfunc-
tion, insulin resistance, and dyslipidemia are at same time
involved in the pathogenesis of atherosclerosis and its
thrombogenic complications (12—14). However, whether
these molecular mediators can take part of the screening
strategy for subjects routinely classified with low to me-
dium CVD risk (such as non-smoking patients with MetS
and no previous clinical CVD) is yet to be defined (15). In
fact, such mediators are not used and non-invasive imag-
ing to identify subclinical atherosclerotic damage
(16—19) is currently preferred as per the latest clinical
guidelines.

The present study was designed to determine the associ-
ation of various adipokines (adiponectin, adipsin, ghrelin,
leptin, omentin, resistin and visfatin) and soluble molecules
associated with the proinflammatory phenotype of the
vascular endothelium (SICAM-1, sVCAM-1, PAI-1 and
VEGF) with the presence of early asymptomatic atheroscle-
rosis in a homogeneous cohort of non-smoking individuals,
less than 60 years with MetS.

Material and Methods
Study Population

A cohort of 78 patients referred to the CVD Risk Unit/In-
ternal Medicine Service of the HM-Monteprincipe Univer-
sity Hospital was included in this observational and
prospective study. Eligible patients were participants free
of clinical CVD and all of them accepted routine health sta-
tus checkup at the CVD Risk Unit during 2014—16 period.
All participants were non-smokers younger than 60 years of
age in order to control for the effect of smoking and
advanced age on the presence of atherosclerosis.

Confidentiality and Ethics

Patients’ data collected during the study were documented
and anonymized. The data generated during the study were
handled according to Spanish Law 5/1999 and correspond-
ing to European norms. The study was conducted according
to the standards of the International Guidelines for Ethical
Review of Epidemiological Studies (Council for Interna-
tional Organizations of Medical Sciences-CIOMS-Geneva,
1991). The study was reviewed and approved (10.03.099-
GHM) by the Committee for Ethics and Clinical Trials of
the Center.

Clinical Assessment of Metabolic Syndrome (MetS)

The diagnosis of MetS was made following the harmonized
criteria currently accepted (7) which includes the following
CVD risk factors, grouped according to MetS components:
a) Abdominal obesity (abdominal perimeter >88 cm in
women, >102 cm in men); b) high blood pressure (BP)
levels (systolic/diastolic BP > 130/85 mmHg) or hypoten-
sive therapy; c) dysglucosis (basal glycemia > 100 mg/dL)
or hypoglycaemic therapy; and d) atherogenic dyslipide-
mia, considering its 2 components: low levels of high den-
sity lipoproteins (HDL cholesterol) (<40 mg/dL in men
and 50 mg/dL in women) and high levels of triglycerides
(>150 mg/dL); or lipid-lowering therapy. MetS diagnosis
was based on the presence of 3 or more of these
components.

Blood pressure was measured up to three times on the
same day in a sitting position. Serum total cholesterol
was measured enzymatically using the Cholesterol High
Performance reagent (Roche Diagnostics). High
density-lipoprotein (HDL) cholesterol was measured
using a direct HDL reagent (Roche Diagnostics). Low
density-lipoprotein LDL cholesterol was calculated by
using the Friedwald formula, considering the triglycer-
ide levels. High cholesterol was defined as a serum total
cholesterol >200 mg/dL, recorded diagnosis or medi-
cation use. HbAlc was assessed using High perfor-
mance Liquid Chromatography (HPLC). Homeostasis
model assessment-insulin resistance (HOMA-IR) was
used to estimate steady state B-cell function and insulin
resistance (IR) from basal (fasting) glucose (mg/dL) and
insulin or C-peptide concentrations.

To estimate the CVD risk, the SCORE scales calibrated
for Spain (20), the ASCVD scale of the AHA/ACC for the
10 year risk estimate (21) and the Lifetime-risk scale for the
30 year estimate were used (21).

Assessment of Subclinical CVD Risk

Subclinical CVD disease was assessed by determining sub-
clinical carotid atherosclerotic disease using both, the ca-
rotid intima-media thickness (CIMT) measurement and/or
the detection of any carotid atherosclerotic plaque, left
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ventricular hypertrophy (LVH) and urinary albumin-to-
creatinine ratio (UACR) in mg/g.

Carotid intima-media thickness (CIMT) by Doppler ul-
trasonography was assessed by 2D vascular ultrasounds us-
ing a Philips ultrasound instrument equipped with a
12 MHz linear probe. Longitudinal images of the common
carotid were taken with electrocardiographic synchroniza-
tion, and measurements were made in systole at the level
of the posterior wall in the distal common portion of both
carotids at one centimeter from their bifurcation using the
QLAB semiautomatic measurement software (Philips
Health Care, Andover, MA, USA). Pathological CIMT
was defined as >0.9 mm (22). The 2D-vascular ultrasound
protocol also included the acquisition of multiple axial and
longitudinal views of the right and left carotid arteries for
evaluating the presence of atherosclerotic plaques. Athero-
sclerotic plaque was defined according to the Mannheim
criteria as a focal protrusion in the lumen of the arterial
vessel with a thickness >50% of the adjacent IMT, or a
diffuse thickening of the CIMT > 1.5 mm (23). We defined
the presence of subclinical carotid atherosclerotic disease if
a pathological CIMT was present and/or any carotid athero-
sclerotic plaque was found.

Carotid plaque volume was determined by 3D-vascular
ultrasound (n = 49). 3D-vascular ultrasound was performed
on a Philips Epiq ultrasound machine equipped with the
volumetric linear probe VL 13-5 2D/3D (Philips Health
Care, Andover, MA, USA) which performs an automatic
axial scan with a volumetric reconstruction of a segment
about 6 cm (acquisition of 30°) of the studied blood vessel.
The analysis was carried out with the Vascular Plaque
Quantification (VPQ) semiautomatic software part of
QLAB 10.5.

There is currently no standard definition of atheroscle-
rosis plaque using 3DVUS, and subclinical carotid athero-
sclerotic disease was therefore defined using the above
defined criteria for 2DVUS. All the image analyses were
carried out in a blind way regarding clinical and analytical
data.

Coronary calcium score (CCS) was carried out on 35
participants using a computerized axial tomography equip-
ment of 160 detectors (Aquilion, Toshiba Medical Systems
Corp.) with a non-contrast protocol of low radiation dose
and with ECG synchronization and the analysis was per-
formed following the Agatston method, by calculating the
percentiles of normality adjusted for age and sex according
to MESA study (24).

UACR was measured in a random sample of the
morning urine to determine the presence of microalbumi-
nuria, establishing a UACR level >30 mg/g (25) as a
pathological level. Presence of LVH was determined with
the help of echocardiography as a septal thickness
=11 mm defined in a parasternal view of the long axis
of the heart (26).

Laboratory Determination of Plasma Molecules

Blood samples were collected in Vacutainer 5 mL tubes
with EDTA, centrifuged at 2,500 rpm, 4°C for 10 min,
and resulting plasma stored at —40°C. Plasma level of adi-
pokines (adiponectin, adipsin, ghrelin, leptin, omentin-1,
resistin and visfatin), soluble endothelial cell adhesion
molecules (soluble intercellular adhesion molecule-1
[SICAM-1] and soluble vascular cell adhesion molecule-1
[sSVCAM-1]) and other endothelial cell-related factors
(vascular endothelial growth factor [VEGF] and plasmin-
ogen activator inhibitor-1 [PAI-1]) was determined by
multiplex immunoassay analysis (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA) with the help of the Luminex® xMAP™
analytical system (XMAP technology, Austin, TX).

Statistical Analysis of the Data

The results were expressed as the mean + standard devia-
tion (SD) for the quantitative variables and number and per-
centage for the qualitative variables. Its distribution was
determined by the Kolmogorov-Smirnov statistical test,
subsequently applying parametric or non-parametric tests
whether or not they followed a normal distribution. Com-
parisons among groups were carried out using the T-Stu-
dent and x2 tests for independent samples, having
quantitative and qualitative variables respectively, or their
nonparametric equivalents, as appropriate. Odds ratio asso-
ciation measures were used for qualitative variables and
Pearson correlation coefficients for quantitative variables.
A p-value <0.05 was considered statistically significant.
The analysis was performed using the SPSS 20.0 program
software (SPSS Institute, France).

Results

Clinical and Laboratory Identification of Subjects with
MetS and Asymptomatic CVD

A homogeneous population of 78 non-smoking Caucasian
subjects with regard to their age (46.5 year old on average)
and absence of CVD events or early CVD family histories
was recruited on the basis of inclusion/exclusion criteria
listed in Materials and Methods. In addition, the clinical
profile of subjects at baseline was similar in order to mini-
mize confounding effects of medications and lifestyle fac-
tors in the present study. As shown in Table 1, two
subgroups were defined: MetS patients, including 59 pa-
tients with 3 or more MetS components, with an average
age of 48 + 8 years and being 22% female; and control pa-
tients, including 19 patients having from 0—2 MetS compo-
nents, an average age of 41 + 8 years and being 58%
female. Table 2 summaries clinical parameters, blood lab
test and CVD risk in the 2 groups of subjects, with statisti-
cally significant changes in their average blood levels of
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Table 1. Demographic and clinical features of the enrolled subjects
sorted by metabolic syndrome components

With MetS ~ Without MetS

(n = 59) (n =19 P

Age (years) 48.47 +7.94 40.58 + 8.08 0.001

Number of Males (%) 46 (78%) 8 (42%) 0.003

High waist circumference, n (%) 51 (86.4%) 5 (26.3%) 0.001
(=102 cm for men. =88 cm
for women)

High BP, n (%) (SBP = 130
and/or DBP =85 mm Hg)

50 (84.7%) 2 (10.5%)  0.001

Low HDL blood level, 1 (%) 34 (57.6%) 1(5.3%) 0.001
(<40 mg/dL for men.
<50 mg/dL for women)

High TG blood level, n (%) 42 (71.2%) 2 (10.5%)  0.001

(=150 mg/dL)
High fasting blood glucose,
n (%) (=100 mg/dL)

45 (76.3%) 7(36.8%)  0.002

No MetS Components| 0 (0.0%) 7 (36.8%)
6 2 MetS Components 0 (0.0%) 12 (63.2%)
=3 MetS Components 59 (100%) 0 (0.0%)

MetS, metabolic syndrome; BP, blood pressure; TG, triglyceride.
Normally distributed data are presented as means + standard deviation
(SD) categorical data are presented as the number (percentage).

HDL cholesterol, Triglycerides, glucose and HbAlc; and
consistent with previous works, patients with and without
MetS were further defined by their statistically significant

Table 2. Clinical, laboratory parameters and CVD risk estimation in
subjects with and without MetS

With MetS Without MetS
(n =59) n =19 P
WC (cm) 108.42 + 13.16 89.32 + 11.84  0.001
SBP, mmHg 135.51 + 20.01 115.79 + 12.05  0.001
DBP, mmHg 86.10 + 12.07 71.74 £ 7.99 0.001
High BP Therapy, n (%) 31 (52.5%) 2 (10.5%) 0.003
Cholesterol (mg/dL) 209.59 + 43.49 198.95 + 3536  0.336
LDL-C (mg/dL) 128.88 + 39.68 121.21 + 2633 0.434
HDL-C (mg/dL) 46.07 + 11.67 58.05 £ 15.08 0.001

TG (mg/dL) 190.78 £ 109.91 91.10 £ 50.81  0.001
Lipid-lowering drugs, 20 (33.9%) 0 (0.0%) 0.045
n (%)

Glucose (mg/dL) 105.06 £ 19.41 95.61 £ 9.06 0.006

Insulin (uU/mL) 12.10 £+ 13.29 6.32 + 4.30 0.006
HOMA-IR 350 £43 1.34 £ 0.72 0.001
HbAlc (%) 5.82 £0.71 5.44 + 0.29 0.001
Antidiabetic drugs, n (%) 10 (17%) 0 (0.0%) 0.208
SCORE 1.08 + 1.07 0.10 £ 0.31 0.001
ASCVD (%) 594 +£471 1.07 £ 1.06 0.001
Life Time Risk (%) 50.08 + 12.55 33.11 £ 1470  0.001

MetS, metabolic syndrome; WC, waist circumference; SBP; systolic blood
pressure; DBP, diastolic blood pressure; TG, triglyceride; ASCVD: athero-
sclerotic cardiovascular disease; HbAlc: glycated hemoglobin Alc;
HOMA-IR: homeostasis model assessment-insulin resistance; LDL-C:
low density lipoprotein Cholesterol; HDL: high.

changes in the calculated CVD risk indices (Score, ASCVD
and 30 year-Lifetime risk).

Not surprisingly, 72.9% of MetS patients had subclinical
carotid vascular disease (SCD), as defined by CIMT
>0.9 mm and/or carotid atherosclerotic plaque (Table 3).
Moreover, average CIMT significantly changed between
patients with and without MetS, and there was a strong as-
sociation between pathological CIMT and MetS status
(Odds Ratio = 7.52, 95% CI: 2.33—24.27, p = 0.001).
Furthermore, while 60% of all subjects had calcified coro-
nary artery (CCA), 90.5% of them were MetS patients, with
statistically significant differences in the coronary calcium
score (CCS) between patients with and without MetS
(69.3 vs 5.2, p = 0.015).

LVH (=11 mm) and microalbuminuria (UMA >30 mg/
g) were detected in 37.3% and 5.1% of patients with MetS,
respectively, without being detected in patients without
MetS (Table 3).

Assessment of adipokines and endothelial cell-
associated molecules as predictive biomarkers of subclini-
cal carotid atherosclerosis and high-risk plaque occurrence.

Levels of major plasma adipokines and endothelial cell-
associated molecules were studied using a multianalyte
assay. As shown in Table 4, blood levels of specific mole-
cules associated with vascular physiology—including
sICAM-1, sVCAM-1, VEGF and PAI-1— remarkably
increased in patients with MetS compared to patients
without MetS. In contrast, there were not statistically sig-
nificant differences in the blood levels of studied adipo-
kines, except for Omentin-1, between patients with and
without MetS. Neither high BP-therapy, nor lipid-
lowering and antidiabetic drugs did significantly alter the
plasma level of adipokines and endothelial cell-associated
molecules in treated versus to non-treated MetS patients.

Table 3. Subclinical cardiovascular disease parameters

With MetS ‘Without MetS
(n = 59) n =19) P
CIMT (mm) 1.10 + 0.57 0.75 £ 0.32 0.002
CIMT>0.9 mm 43 (72.9%) 5 (26.3%) 0.001
Presence of carotid plaque 15 (25.4%) 0 (0%) 0.016
LVH> = 11 mm 22 (37.3%) 0 (0.0%) 0.001
UACR Value (mg/g) 5.58 +£9.08 3.07 £ 2.96 0.074
Microalbuminuria 3 (5.1%) 0 (0.0%) 0.752
(UACR>30 mg/g)
CCA 19 (63.3%) 2 (40%) 0.886
CcCS 69.33 £+ 134.16  5.25 £ 8.06 0.015
CCS >100 7 (23.3%) 0 (0.0%) 0.559

MetS, metabolic syndrome; CIMT: carotid intima-media thickness; LVH:
Left ventricular hypertrophy; UACR: albumin to creatinine ratio; UMA;
CCA, Calcified coronary artery; CCS: Coronary calcium score (it was per-
formed to 35 subjects, 30 of them with MetS and 5 without).

Normally distributed data are presented as means + standard deviation
(SD) categorical data are presented as the number (percentage).
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Table 4. Plasmatic level of adipokines and endothelial cell-associated molecules in patients with and without Metabolic Syndrome and their clinical

significance in patients with subclinical carotid disease (SCD) and high CIMT

With MetS Without MetS With SCD Without SCD CIMT correlation

Biomarker panel n = 59) n =19 P (n = 55) (n = 23) P r P

ICAM-1 (ng/mL) 186.70 + 65.88 158.38 + 48.04 0.016 199.31 + 63.21 148.57 + 48.95 0.001 0.36 0.001
VCAM-1 (ng/mL) 288.30 + 59.34 256.69 + 54.96 0.050 294.28 + 60.40 25871 + 51.89 0.007 0.34 0.002
VEGF (pg/mL) 46.04 + 44.60 29.85 + 28.79 0.073 39.26 + 34.57 46.41 + 51.24 0.467 —0.127 0.274
PAI-1 (ng/mL) 4.76 + 2.44 8.05 + 2.89 0.001 1543 + 12.85 9.45 + 6.86 0.009 0.182 0.113
Adiponectin (pg/mL) 4.26 +2.76 4.53 +£2.08 0.653 4.16 £ 2.71 4.57 £241 0.663 —0.16 0.162
Adipsin (ug/mL) 0.89 &+ 0.34 0.72 £ 0.19 0.122 0.83 £+ 0.20 0.86 & 0.44 0.217 0.10 0.406
Ghrelin (pg/mL) 725.81 £ 310.47 739.66 + 358.05 0.881 700 + 291 775 + 362 0.874 —0.10 0.405
Leptin (ng/mL) 7.79 £ 6.99 7.27 £ 6.34 0.763 6.99 £ 4.64 8.73 £9.27 0.825 0.01 0.960
Omentin-1 (ng/mL) 13.00 + 10.10 17.03 + 10.97 0.050 13.29 £ 1045 15.26 £+ 10.43 0.848 —0.14 0.270
Resistin (ng/mL) 339 £1.25 324 £ 1.18 0.648 337 +£125 334 £1.22 0.887 —0.08 0.461
Visfatin (ng/mL) 348 £5.71 243 £233 0.282 3.52 £5.96 2.70 £ 3.05 0.173 0.08 0.536

MetS, metabolic syndrome; ICAM-1: intercellular adhesion molecule 1; PAI-1: plasminogen activator inhibitor-1; VCAM-1: vascular cell adhesion molecule
1; VEGF: vascular endothelial growth factor; SCD: subclinical carotid disease; CIMT: carotid intima-media thickness.
Normally distributed data are presented as mean values =+ standard deviation (SD).

Consistent with these data, the average plasma levels
of endothelial cell-associated molecules showed signifi-
cant differences when subjects were sorted by presence
of subclinical carotid disease (SCD) (Table 4). To this
respect, a statistically significant association was de-
tected between SCD and plasma levels of sICAM-1
(OR: 14.57, 95% CI 2, 56—82.73, p <0.001), sVCAM-
1 (OR: 7.33, 95% CI: 1.58—33.96, p = 0.007) and PAI-
1 (OR: 7.80, 95% CI %: 1.04—22.10, p = 0.036). Inter-
estingly, an exception was VEGF, whose average values
significantly changed in patients sorted by MetS, but
not by SCD, due to its remarkable augmentation (by
35%) in patients without SCD.

Similarly, sICAM-1 (r = 0.36, p = 0.001) and
sVCAM-1 (r = 0.34, p = 0.002) —but not VEGF, PAI-
1 and any of studied adipokines—significantly correlated
with CIMT augmentation (Figure 1). Moreover, of 49 pa-
tients who underwent 3D carotid ultrasonography, 36
(73.4%) showed subclinical atherosclerosis and their vol-
ume of plaque—a measure of the burden of atheroscle-
rosis and ultimately of the intensity of the vascular wall
damage—significantly correlated (r = 0.40, p = 0.045)
with SICAM-1 blood level, but not with any other of
studied blood factors. However, non-statistically signifi-
cant correlations were found between studied cardiomy-
opathy parameters (CCS and LVH), which further
confirmed the strong association of studied endothelial
cell-associated molecules, and in particular SICAM-1,
to carotid parameters defining subclinical atherosclerosis
in MetS patients.

Finally, the levels of SICAM-1 (r = 0.30, p = 0.008),
sVCAM-1 (r = 0.25, p = 0.025) and PAI-1 (r = 0.33,
p = 0.003) also showed positive correlation with CVD risk
using the ASCVD scale (Figure 2), and sSICAM-1, but not
other studied factors, showed positive correlation

(r = 0.21; p = 0.05) with the Lifetime Risk scale (30 year
estimate). In contrast, Omentin-1 showed a statistically sig-
nificant negative correlation with ASCVD (r = —0.27,
p = 0.023) (Figure 2).

Discussion

Although MetS clinically identifies individuals with signif-
icant CVD risk (6,7.10), it encompasses a very heteroge-
neous population in terms of CVD risk (8—10), and the
identification of key molecular biomarkers further refining
the presence of asymptomatic atherosclerotic damage
may be a cost-effective intermediate step to identify sub-
jects at higher risk for presenting accelerated atheroscle-
rotic disease before more expensive evaluations such as
advanced imaging indicated by specialists.

In this study we demonstrated that high plasma levels of
SICAM-1, sVCAM-1 and PAI-1 molecules correlate with
subclinical atherosclerotic disease as assessed by 2D
vascular wall ultrasound imaging; and that plasma levels
of sSICAM-1 also correlate with the severity of the athero-
sclerotic burden, as shown by 3D vascular ultrasound imag-
ing. This association was relevant considering that the
plaque volume by 3D vascular ultrasound is an accurate
and reproducible method for the detection and quantifica-
tion of the actual burden of atherosclerosis (27.28). More
importantly, these results were obtained in non-smoking pa-
tients with MetS, free of CVD events and a relatively early
age (46.5 years on average).

Low-grade inflammation and impaired endothelial func-
tion precede atherosclerosis and sSICAM-1/sVCAM-1 and
PAI-1 are well-known molecules involved in the pathogen-
esis of atherosclerotic plaque preceding its clinical patho-
physiology (29.30). In our study, increased plasma level
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Figure 1. Correlation between plasma levels of SICAM-1, sVCAM-1 and PAI-1 and the carotid intima media thickness (CIMT).

of these molecules identified individuals whose arterioscle-
rotic lesions was quantitatively measured by carotid imag-
ing, although clinically asymptomatic (30). Interestingly,
while identification of carotid plaques requires
highly specialized infrastructure and personnel, with limita-
tions such as high inter-operator variability and restrictions
in non-specialized clinical centers, plasma sICAM-1/
sVCAM-1 and PAI-1 level determination on a routine
basis could represent a simple, cost-efficient strategy to
discern vascular damage in a large, heterogeneous popula-
tion which would potentially benefit from intensive
treatment.

SICAM-1 and sVCAM-1 are circulating soluble forms of
homonymous endothelial cell surface molecules modu-
lating the adhesion and migration of leukocytes with the
help of integrins LFA-1 and VLA-4. Their blood levels
are low in healthy individuals, but interaction of circulating
leukocytes with SICAM-1 and sVCAM-1 induces endothe-
lial release of their soluble forms via cleavage of the
ICAM-1 ectodomain by multiple proteases (MMP9, TACE,
elastase, etc) (31,32). Therefore, their increased blood
levels reflects their expression on the blood vessel walls
and should be considered a clinical sign of developing
inflammation-dependent disorders, including atheroscle-
rosis. In the present work, both SICAM-1 and sVCAM-1
were closely correlated with early atherosclerotic disease

even at low/intermediate CVD risk non-smoking patients.
How sICAM-1 and sVCAM-1 are contributing to progres-
sion of atherosclerosis is yet to be defined. On the one hand,
binding of these soluble adhesion molecules to the circu-
lating leukocyte receptors before they contact vascular wall
has anti-adhesive consequences for these, which may limit
immuno-inflammatory response. However, it has been re-
ported that macrophage response to SICAM-1 leads to
MIP-2 and TNF-a production via NFkappaB-dependent
mechanism which in turn intensifies inflammation (33). A
proinflammatory balance may prevail in MetS patients with
high blood levels of SICAM-1 and sVCAM-1 promoting
atherosclerosis.

Regarding PAI-1, numerous studies have shown its rela-
tionship with pro-inflammatory and atherogenic state
(34,35), and some authors have even proposed PAI-1
augmentation as an additional component of MetS (36).
In the present work, the strong association with SCD in pa-
tients with MetS (OR of 7.80) adds further insights on the
use of this molecule as a CVD risk biomarker in MetS.
However, no statistically significant correlation was found
between PAI-1 levels and CIMT, suggesting that associa-
tion between atherosclerotic damage and PAI-1 level is in-
direct compared to sSICAM-1and sVCAM-1.

Omentin-1 level was the only adipokine showing a sta-
tistically significant association with CVD risk assessed
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Figure 2. Correlation between adipokines and endothelial cell-associated molecules and the ASCVD risk estimation.

according to the ASCVD scale. This finding is consistent
with previous studies on the association between the fall
of Omentin-1 levels and CVD, especially with coronary
arteriosclerosis (37.38). Under physiological conditions,
Omentin-1 exerts a vasodilatory and suppressive action on
the endothelial cell expression of ICAM-1, decreasing the
chemotaxis of neutrophils and inflammatory monocytes
(39). The decrease in Omentin-1 concentration seems to
be involved in the development of coronary disease, low
levels of Omentin being correlated with decreased eNOS-
dependent coronary vasodilation and inflammation (40).
Besides Omentin-1, other adipokines did not show any sig-
nificant relationship with subclinical CVD. One explana-
tion could be that plasma levels of adipokines are more
related to the presence of CVD risk factors than to the
development and progression of atherosclerosis (41). In this
way, our data provide a different view highlighting the lead-
ing role of dysfunctional endothelial cell factors (SICAM-1,
sVCAM-1 and PAI-1) as carlier biomarkers of atheroscle-
rotic disease than adipokines.

The main limitation of our work is the observational na-
ture of the study with a limited number of patients, with
short clinical follow-up, which does not allow to report re-
sults on their clinical evolution. However, the fact that
smokers were excluded, together with the low age of inclu-
sion to patients younger than 60 years, made the studied

cohort more homogeneous, avoiding two major determi-
nants of the evolution of the atherosclerosis process which
are unrelated to the mechanism of insulin resistance. In
addition, the relatively young age of studied patients made
it possible to verify the high prevalence of subclinical CVD
in this age range, as previously described (42.43).

Conclusion

Plasma levels of sSICAM-1, sVCAM-1 and PAI-1 (espe-
cially SICAM-1) are useful plasma biomarkers to alert on
subclinical atherosclerotic disease. Therefore, a simple mo-
lecular panel could allow the early identification of non-
smoker middle-aged (younger 50 years) MetS subjects at
higher cardiovascular risk, in whom more effective primary
prevention measures should be addressed.
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