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RESUMEN

Muchos pacientes con aneurisma de aorta abdominal (AAA) tienen enfermedades
comunes y factores de riesgo cardiovascular asociados. El factor de riesgo
cardiovascular modificable mas importante y clave en el AAA es el tabaquismo. La pared
adrtica en pacientes con AAA muestra hipervascularizacion local, degradacion de la
matriz extracelular, un gran infiltrado linfocitario con reaccion inflamatoria local y una
disminucidén en el numero de células vasculares de musculo liso. Sin embargo, la
relacidon entre los factores de riesgo cardiovascular y enfermedades de base con los
cambios histologicos en la pared aortica aneurismatica no se han determinado con

claridad.

Nuestro objetivo fue evaluar los cambios en la concentracion de factores locales pro-
angiogénicos que participan en la neovascularizacion, la interrupcion de la matriz
extracelular y la infiltracion leucocitaria de la pared aneurismatica en relacion con los
factores de riesgo cardiovascular, asi como establecer los mecanismos implicados en la
génesis y el desarrollo de AAA. En este trabajo se ha estudiado la hipervascularizacion
de la pared adrtica en diferentes etapas de la enfermedad y se ha evaluado la influencia
de los factores de riesgo cardiovascular y de las enfermedades de base en los niveles de
factores locales pro-angiogénicos bien establecidos tales como la via del VEGF y MMP

predominantes (MMP-2 y MMP-9), y de la via de 1a PGEx.

Hemos observado que la infiltracién leucocitaria en la pared de la aorta aneurismatica

era predominantemente perivascular y de tipo linfocitico. El nivel maximo de esta

infiltracién parecia ser posterior a la hipervascularizacidn inicial de los AAA. El analisis
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de los resultados mostré que el tabaquismo activo fue el unico factor de riesgo
cardiovascular clasico que influy6 en la hipervascularizacién y que afect6 los factores

pro-angiogénicos estudiados.

Fumar modifica la expresion de MMP-2, mPGES-1/EP-4 y, en menor medida, VEGFR-2,
principalmente en relacion con el estado de las células vasculares (CMLV y MVEC). Estos
hallazgos sugieren que el tabaquismo activo afecta al estado de las células vasculares,

mas que a la infiltracion leucocitaria.

Estos resultados proporcionan una visibn mas amplia de los efectos negativos del
consumo de tabaco en el desarrollo de la AAA y muestran la necesidad de un control
mas agresivo de los factores de riesgo cardiovascular, incluso en etapas muy tempranas

de la enfermedad.

16 Jaume Félix, Dilmé Mufioz.
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RELACION ABREVIATURAS:

AAA: aneurisma de aorta abdominal.

AcA: “Arachidonic Acid” o acido araquidonico.

AINEs: Anti Inflamatorios No Esteroideos.

bFGF: “basic Fibroblast Growth Factor” o factor de crecimiento fibroblastos
basico.

BSA: “Bovine Serum Albumin” o suero con albimina bovina.

BTL-1: “Leukotriene B4 Receptor 1” o receptor del leucotrieno B4.

cAMP: “Cyclic Adenosine MonoPhosphate” o Adenosin monofosfato ciclico.

CD45: “Cluster of Differentiation 45” o cimulo de diferenciacion 45.

CD48: “Cluster of Differentiation 68” o cimulo de diferenciacion 68.

CML: Células Musculares Lisas.

COX-1:isoenzima 1 de la ciclooxigenasa (constitutiva).

COX-2: isoenzima 2 de la ciclooxigenasa (inducible).

COX: “Cyclooxygenase” o ciclo-oxigenasa, también llamada “prostaglandin-
endoperoxide synthase (PTGS)".

cPGES: PGE-sintetasa citosélica.

CS: “Current Smokers” o fumadores actuales.

DLP: Dislipemia.

DM: Diabetes Mellitus.

DMEM: “Dulbecco's Modification of Eagle's Medium”o modificacion simple del
Medio Basal de Eagle (BME )

EAP: Enfermedad Arterial Periférica.

ECM: “Extra Cellular Matrix” o matriz extracelular.

eGFR: “estimated Glomerular Filtration Rate” o filtrado glomerular estimado.
Egr-1: “early growth response gene-1".

eNOS: “endotelial Nitric Oxide Synthase” o 6xido nitrico sintetasa endotelial,
también conocido como 6xido nitrico sintetasa 3 (NOS3).

EP-1: “E-Prostanoid receptor 1” o receptor de los prostanoides E-1.

EP-2: “E-Prostanoid receptor 2” o receptor de los prostanoides E-2.

EP-3: “E-Prostanoid receptor 3” o receptor de los prostanoides E-3.

EP-4: “E-Prostanoid receptor 4” o receptor de los prostanoides E-4.

EP: “E-Prostanoid receptor ” o receptor de prostanoides E.

EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Croénica.

FBS: “Fetal Bovine Serum” o suero bovino fetal.

FGF: “Fibroblast Growth Factor” o factor de crecimiento de fibroblastos.

FLAP: “Five-Lipoxygenase Activating Protein” o proteina activadora de la 5
lipoxigenasa.

FRCV: Factores de Riesgo Cardio-Vascular

GROa: “Growth-Related Oncogene a”

HTA: Hipertension Arterial.

HUVEC: “Human Umbilical Vein Endothelial Cells” o células endoteliales aisladas
de vena de cordén umbilical humano.

[ECAs: Inhibidores Enzima Conversora Angiotensina.

IL-1p: Interleucina 1 beta.

[P: receptor de la PGI; o prostaciclina.
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IR: Insuficiencia Renal.

IRC: Insuficiencia Renal Croénica.

ITB: Indice Tobillo Brazo.

LD: “Large Diameter” o diametro grande, 270mm.

LDL: “Low Density Lipoproteins” o lipoproteinas de baja densidad.

MCP-1: “Monocyte Chemotactic Protein-1” o proteina quimioatrayente de
monocitos 1.

MD: “Moderate Diameter” o didmetro moderado entre 55-69.9 mm.

MMP-2: “Matriz metalloproteinase- 2” o Metaloproteinasa de matriz extracelular
2 también llamada gelatinasa A.

MMP-9: “Matriz metalloproteinase- 9” o Metaloproteinasa de matriz extracelular
9 también llamada gelatinasa B.

MMPs: “Matriz metalloproteinases” o Metaloproteinasas de matriz extracelular.
mPGES,: PGE-sintetasa microsomal.

mRNA: “Messenger Ribonucleic Acid” o acido ribonucleico mensajero.

MVEC: “Microvascular Endothelial Cells” o células endoteliales de
microvasculatura.

NA: “Normal Aorta” o aortas normales.

NAP-2: “Neutrophil Activating Peptide-2”.

NCS: “No Current Smokers” o no fumadores actuales.

NF-kB: “Nuclear Factor Kappa-B o Factor nuclear kappa B".

PCR: “Polymerase Chain Reaction” o reaccién en cadena de la polimerasa.
PECAM-1: “platelet endothelial cell adhesion molecule 1” 0 molécula de adhesion
celular 1 entre plaquetas y células endoteliales.

PGD2: Prostaglandina D2.

PGDS: Prostaglandina D Sintetasa.

PGE2: Prostaglandina E2.

PGES: Prostaglandina E Sintetasa.

PGF2a: Prostaglandina F2a.

PGH2: Prostaglandina H2.

PGI2: Prostaglandina I2 o prostaciclina.

PGIS: PGI-Sintetasa o Prostaciclina Sintetasa.

PGs: Prostaglandinas.

PIGF: “Placenta Growth Factor” o factor de crecimiento de placenta.

PMN: leucocitos polimorfonucleares.

PPAR: “Peroxisome Proliferator-Activated Receptor” o receptor activado de
proliferador de peroxisoma activados.

SD: “Small Diameter” o diametro pequefio, <55 mm.

SEM: “Standar Error Media”

TGFp: “Transforming Growth Factor beta”

TIE-1: Tyrosine kinase with Immunoglobulin-like and EGF-like domains 1.

TIMP: “Tissue Inhibitors of Metallo-Proteinases” o inhibidores tisulares de las
metaloproteinasas.

TNFa: “Tumoral Necrosis Factor alfa” o factor necrosis tumoral alfa.

TxA2: Tromboxano A2.

TxAS: TxA-Sintetasa.

TxB2: Tromboxano B2.
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Txs: Tromboxanos.

VE-Cadherin: Cadherin 5, type 2 or VE-cadherin (vascular endothelial) también
conocida como CD144.

VEGF-A: “Vascular Endothelial Growth Factor A” o factor de crecimiento
endotelial vascular A.

VEGF: “Vascular Endothelial Growth Factor” o factor de crecimiento endotelial
vascular.

VEGFR-1: Receptor-1 del VEGF o “Vascular Endothelial Growth Factor” o factor
de crecimiento endotelial vascular.

VEGFR-2: Receptor-2 del VEGF o “Vascular Endothelial Growth Factor” o factor
de crecimiento endotelial vascular.

VSMC: “Vascular Smooth Muscle Cells” o células musculares musculo liso.

vWF: “von Willebrand factor” o factor de von Willebrand.
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1. DEFINICION ANEURISMA AORTA ABDOMINAL:

La arteria aorta, es la arteria principal y de mayor calibre del organismo. Nace
directamente del corazon en la base del ventriculo izquierdo donde se localiza la valvula
adrtica, tiene una porcion corta y cefalica (aorta ascendente) que posteriormente realiza
una curva de 180 grados a modo de cayado (arco o cayado aortico) y desciende (porcion
aorta descendente) por la cara posterior del térax (aorta descendente toracica)! y del
abdomen (aorta abdominal)? anterior a la columna vertebral para bifurcarse en las 2
arterias iliacas comunes o primitivas a nivel de la de la [V vértebra lumbar. De la arteria
aorta nacen todas las demas arterias del organismo a excepcién de las arterias
pulmonares, que nacen en el ventriculo derecho del corazdn. De ella se originan como
vasos principales, los troncos supraorticos (tronco braquiocefalico, arteria carotida
comun izquierda y subclavia izquierda) que irrigan cabeza y extremidades superiores,
las arterias viscerales (tronco celiaco, arteria mesentérica inferior y superior y ambas
arterias renales) que irrigan todos los organos abdominales y las arterias iliacas

comunes que originan todas las arterias que irrigan a los miembros inferiores.

La arteria aorta abdominal que es la mas afectada por la patologia aneurismatica como
veremos mas adelante, es una continuacién directa de la arteria aorta toracica
descendente. Se trata de una estructura retroperitoneal que ocupa una posicion central
en la cavidad abdominal, estando recubierta por la continuacidon centro-abdominal de
las hojas anterior y posterior de la fascia renal o de Gerota. Se extiende desde el hiato
adrtico, situado en el diafragma, a la altura de la duodécima vértebra toracica, hasta la
cuarta vértebra lumbar, donde se bifurca en las dos arterias iliacas comunes. En su

descenso por la cavidad abdominal se sitia en posicion anterolateral izquierda respecto
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a los cuerpos vertebrales y es paralela a la vena cava inferior. En cuanto al diametro,
mide de media 1.9 cm en mujeres y 2.3 en varones a nivel infrarrenal, siendo un poco
mayor en la zona suprarrenal y pudiendo estar disminuida en pacientes que presentan
patologia oclusiva aortoiliaca asociada3. La arteria aorta abdominal es responsable
directa de la irrigacidon de todos los érganos de la cavidad abdominal, la pelvis y de
ambas extremidades inferiores. Sus ramas principales son, de craneal a caudal, el tronco
celiaco, la arteria mesentérica superior, las dos arterias renales y la arteria mesentérica
inferior. Las arterias renales son pares y salen de las paredes laterales de la aorta,
mientras que los otros tres troncos emergen de la pared anterior. Ademas, la arteria
aorta abdominal da varias ramas menores, como las arteria frénicas inferiores (que
irrigan el diafragma), las arterias lumbares que salen en nimero par en ambos laterales

de la aorta y la arteria sacra media, que emerge caudalmente en la bifurcaciéon adrtica.

La pared vascular de la arteria aorta como la de las otras arterias del cuerpo humano,
esta formada por tres capas, la capa intima que es la mas interna y delgada y esta
compuesta por células endoteliales y una capa subendotelial de tejido conjuntivo y una
capa interna elastica, la tinica o capa media formada principalmente por células
musculares lisas y matriz extracelular y una capa adventicia que es la mas externa,
formada fundamentalmente por tejido conectivo, que engloba los “vasa vasorum” y la
inervacion del vaso. Esta distribucion es muy importante para conocer la implicacion

etiopatogénica en la aparicion de dilataciones aneurismaticas.

La funcion de la aorta es principalmente la de transportar y distribuir sangre rica en
oxigeno a todas esas arterias y a los territorios que de ellas dependen, sin embargo al

ser un conducto con propiedades elasticas, ejerce una funcién activa, distendiéndose
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durante la sistole cardiaca para almacenar parte del volumen de eyeccion y aprovechar
su capacidad de retraccion elastica durante la diastole impulsando el remanente lo que

garantiza el mantenimiento del flujo a la periferia durante la diastole cardiaca.

Debido a su exposicion continua a la presiéon pulsatil del corazon y a las fuerzas de
cizallamiento que presenta por diversos anclajes anatomicos (istmo, diafragma...) esta
particularmente predispuesta a sufrir lesiones secundarias a trauma mecanico, siendo
mayor el riesgo de ruptura y de aparicion de dilataciones aneurismaticas que en otras

localizaciones anatémicas.

El aneurisma de aorta abdominal (AAA) se define como aquella dilatacion localizada,
progresiva y permanente de la aorta subdiafragmatica que sea en su diametro
transverso maximo, igual o superior al 50% de su diametro normal#, es decir 1.5 veces

mayor del diametro adrtico esperado.

En pacientes mayores de 50 afios, se consideran normales unos diametros para arteria
aorta abdominal, entre 14-21mm para las mujeres y 16-24mm para los varones, es por
ello que se acepta también como definiciéon de aneurisma aorta abdominal infrarrenal

aquella dilatacién que sea mayor de 3cm en didmetro transverso®.

La arteria aorta puede presentar dilataciones aneurismaticas en todo su recorrido,
desde su porcion ascendente, hasta su porcién abdominal mas distal, siendo en esta
localizacion donde se dilata con mayor frecuencia, sobretodo en la arteria aorta

abdominal infrarrenal, es decir por debajo de la salida de las arterias renales.
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Estos aneurismas habitualmente presentan una morfologia fusiforme y su crecimiento
suele ser lento y progresivo a lo largo de los afios. El término ectasia se reserva para
definir dilataciones adrticas menores, es decir por debajo de los 3cm y el término
arteriomegalia se utiliza habitualmente para describir una ectasia difusa de la aortay de

los vasos distales® 7.

Los AAA representan una patologia grave por diversos factores, por que la arteria
afectada es la de mayor diametro del organismo con las implicaciones que puede
implicar su ruptura, histéricamente relacionado con su tamafio, y por su presentacion
habitualmente silente. Es por ello que hoy en dia una de las patologias vasculares mas
importantes en las unidades de Angiologia y cirugia Vascular, Anestesiologia y

Reanimacidn y las de Cuidados Intensivos Postquirurgicos.
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2. CLASIFICACION ANEURISMAS DE AORTA:

Las clasificaciones de la patologia aneurismatica existentes, suelen ser genéricas,
refiriéndose habitualmente a las posibles localizaciones de los aneurismas arteriales. En
el sector aortico, podemos clasificarlas ademas de por su localizacién, segin su

morfologia, etiologia y estructura.

Morfolégicamente, los aneurismas puede ser fusiformes o saculares y lobulados. Los
aneurismas fusiformes son mucho mas comunes (90%) y la dilataciéon aneurismatica
afecta a toda la circunferencia del diametro arterial a modo de huso, por el contrario la
morfologia sacular (10%) es mucho menos frecuente y el riesgo de rotura que
presentan es mucho mayor debido a la afectacion exclusiva de una porcion de la pared
arterial por lo que la tension que soporta la pared del aneurisma es mayor que en los
aneurismas fusiformes segun la ley de Laplace: T=PR; donde “T” representa la tension
que sufre la pared, siendo directamente proporcional a la presién arterial “P” y al radio
del vaso “R”. Los aneurismas lobulados pueden presentar multiples protuberancias
secundarias a la dilatacién principal, lo que se considera un signo de alarma por
crecimiento rapido y posible rotura inminente y debe descartarse la existencia de un
proceso infeccioso local. Es importante no confundir los aneurismas saculares
verdaderos, es decir con afectacion y dilatacion de las 3 capas arteriales con los falsos
aneurismas o “pseudoaneurismas” que habitualmente son secundarios a roturas
contenidas y en los que no esta afectadas todas las capas sino que existe una disrupciéon
local de algunas de las capas y el fluido sanguineo se contiene habitualmente por la capa

mas externa o adventicia.
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Si nos basamos en su localizacion, veremos que pueden afectar a distintos sectores,
englobando a la aorta toracica (aorta ascendente, arco o aorta descendente), aorta
abdominal (aorta visceral, suprarrenal, yuxtarrenal o infrarrenal) o formas mixtas por
combinacién de las anteriores lo que conocemos como aneurismas téraco-abdominales
que se dividen en 5 tipos, 4 definidos por el Dr. Crawford ampliado con un quinto por el

Dr. H. Safis.

Segun su etiologia, clasicamente los AAA mas frecuentes han sido atribuidos a un
proceso degenerativo de tipo arterioescleroso y en segundo lugar, los debidos a
procesos infecciosos de la pared adrtica (micoticos). La infeccion puede desempefiar
también un papel determinante en los falsos aneurismas protésicos. Otras formas
etiologicas de tipo arteritico o colagenotico, son excepcionales en el sector adrtico, si
bien se describen con cierta frecuencia en los aneurismas periféricos. Igualmente
excepcional, es el origen traumatico, con rotura parcial o total (contenida) de la pared

de la aorta y posterior dilatacion.

Una forma etioldgica de dificil clasificacién, es la que da lugar a los denominados
aneurismas de aorta abdominal inflamatorios (AAAI) descritos por primera vez por
Walker en 1972°. Se considera que representan un 4-5% de los AAA y son de etiologia
desconocidal®13, pero con caracteristicas clinico-diagnosticas y enfoque terapéutico,
distinto de los arterioesclerosos!*. Se trata de aneurismas caracterizados por
engrosamiento difuso de la pared arterial y extensa fibrosis que engloba a los tejidos
adyacentes. Existen distintas hipodtesis para explicar la patogenia de esta entidad
diferenciada de los AAA degenerativos, tanto desde el punto de vista clinico, analitico

como epidemioldgico. Algunos autores postulan que los AAAI representan el extremo
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del proceso inflamatorio presente en todos los AAA15> sin embargo otros autores
relacionan esta entidad con procesos autoinmunes!® o con una respuesta exagerada a
agentes infecciosos!” y, recientemente, se ha descrito una relacion estrecha entre las

inmunoglobulinas G4 (Ig G4) y los AAAI!S,

Segin su estructura debemos hablar de aneurisma verdadero o falso aneurisma
(pseudoaneurisma), en funcién de que conserve o no la estructura completa o parcial,
de la pared arterial. Hablamos de aneurisma verdadero cuando afecta a las tres capas
arteriales; sin embargo cuando existe una lesion arterial con rotura de la capa intima
y/o media y hay una cavidad de sangre comunicada con la luz del vaso y contenida por
la adventicia, tejidos adyacentes o hematoma local hablamos de falso aneurisma o

pseudoaneurisma.

Este tipo de falso aneurisma se puede producir con relativa frecuencia en aortas que ya
presenta un injerto de substitucion a nivel de las anastomosis, habitualmente por
degeneracion local o por rotura de la sutura anastomdtica, sin que exista componente

infeccioso.

Un concepto a mi entender erréneo es el de "Aneurisma disecante", que engloba 2
conceptos distintos: el aneurisma ateroscleroso clasico que presenta una complicacion a
nivel de la pared arterial localmente y que es mas frecuente en el sector toracico (ulcera
adrtica, diseccion localizada,..) o una degeneracion aneurismatica de una diseccion
arterial cronica habitualmente de tipo B en el que existe claramente una separacion de
las capas arteriales aorticas que debilita de modo crénico la estructura del vaso

pudiendo aumentar su didmetro con mas facilidad.
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3. EPIDEMIOLOGIA ANEURISMAS DE AORTA:

El AAA es trastorno relativamente comun y de aparicion tardia que afecta a un alto
porcentaje de la poblacion de los paises industrializados cuya ruptura AAA tiene una

alta mortalidad?®.

La prevalencia real de los AAA es desconocida por sus propias peculiaridades
nosologicas, como enfermedad asintomatica en mas del 60-70% de los casos, y
crecimiento lento e imprevisible?0 21, sin embargo la progresiva utilizacién y alta
fiabilidad de los ultrasonidos en el diagnostico de los AAA, ha aportado una gran
informaciéon a su conocimiento epidemioldgico?2. De forma indirecta se estima la

aparicion de 30-40 nuevos casos por 100.000 habitantes/afio?1.

La causa mas frecuente de mortalidad por AAA es por rotura, cuya tasase sitia entre el

1-2% de la poblacién adulta, en USA, Europa y Australia?3.

La extrapolacion de los datos epidemioldgicos a la poblacion espafiola en 2007 (45.2
millones de habitantes en enero), ofrecia las siguientes cifras aproximadas: Prevalencia

global: 290.000 AAA; mortalidad por rotura aneurismatica: 8.100-9.300 habitantes/afio.

La prevalencia de los AAA se conoce mucho mejor por estudios autdpsicos que
muestran una tasa de prevalencia entre el 1-5%2* 25, aumentando con la edad y siendo
mas frecuente en los varones afiosos de raza blanca?¢. Se considera aceptable en el

momento actual, afirmar que entre el 3 y el 8.9% de la poblacién adulta masculina
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(mayores de 50 afios), afectando en menor medida, (1-2.2%) a la poblaciéon femenina

adulta en estudios de poblacién?’.

La incidencia aumenta como es de esperar en poblacion afiosa, presentando una
aumento lineal y pudiendo representar una prevalencia del7.7% en pacientes mayores
de 60 afos?® que aumenta hasta el 10% en varones mayores de 75 afos?°. Esta

prevalencia tiende a igualarse entre ambos sexos a partir de la octava década de la vida.

Cuando estudiamos otros grupos de riesgo, encontramos los siguientes resultados:
mayor prevalencia de patologia aneurismatica a nivel de la aorta abdominal en
pacientes con sindrome coronario agudo y estenosis coronarias mayores del 50%,
posiblemente porque a su vez se trate de un subgrupo de poblacién afiosa y con

enfermedad aterosclerosa difusa3®.

Debido a que posiblemente se trate de una manifestacion local de una enfermedad
sistémica como es la aterosclerosis también encontramos doblada su incidencia
(11.1%) en pacientes varones que han presentado algun tipo de evento neurologico
isquémico a modo de accidente vascular cerebral (AVC) o de accidente isquémico
transitorio (AIT)3! o en aquellos con afectacion ateromatosa de los troncos

supraorticos32 33 o arteriopatia obliterante de extremidades inferiores34-36.

Parece afectar en menor proporcién a los individuos de raza negra3’, aunque pueden

tener diametros adrticos ligeramente mas aumentados de base que los caucasicos38.
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En aquellos pacientes con enfermedad arterial periférica, sobretodo sintomaticos,
también se aprecia una prevalencia aumentada de enfermedad aneurismatica,
presentando ectasias en aorta abdominal el 12% de las mujeres y el 20% de los
hombres respecto a los grupos control (2%)3°. También se ha asociado un aumento de
la prevalencia de aneurismas abdominales y de la enfermedad arterial periférica en

pacientes con sobrepeso*0.

Pacientes con aneurismas en otras localizaciones (popliteos, femorales, etc.) presentan

una prevalencia de AAA del 20-40 %322 2941,

Existe una posible base genética del AAA, ya que el cribado de AAA en familiares en
primer grado muestra un aumento de los mismos*?, especialmente en hermanos, ha

detectado una prevalencia muy aumentada, entre el 15-27%?%3 44,

Existen otros factores pueden favorecer la aparicion de un AAA por encima de lo
esperado entre la poblacién normal, como el tabaco*5, la dislipemia*, la hipertension
arterial*” y la insuficiencia respiratoria*®, habiéndose encontrado elevada su

prevalencia, entre los trasplantados de coraz6n#? 50,

Los estudios de poblacion, general o de riesgo, para detectar AAA se basan en la
fiabilidad del estudio ecografico, por lo que es importante no olvidar sus limitaciones,
tanto por parte del paciente, como las del propio ecografista. A pesar de estas
limitaciones observadas, la ecografia, es el método de eleccidon para realizar el cribado o
«screening» diagnostico de los AAA detectando sin problemas didmetros superiores a

los 3cm, pudiendo disminuir la incidencia de AAA rotos de manera notable al indicar
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cirugia de reparacién profilactica antes de su rotura®l. Estos programas de despistaje
para el diagnostico precoz de los AAA, estan particularmente indicados en los
subgrupos de riesgo como pueden ser los familiares de primer grado de pacientes
portadores de AAA, pacientes portadores de arteriopatia obliterante de los miembros,
enfermedad coronaria, isquemia cerebro-vascular, hipertension arterial y/o aneurismas

arteriales de otras localizaciones.

Como se puede observar, uno de los problemas que se nos plantea, es el de encontrar un
criterio cuantitativo comun, ya que la prevalencia de AAA estara en funcion del
didmetro aceptado como criterio diagnostico. Asi, la prevalencia es de 4.6% si se
considera que el didmetro es >3 cm, bajando al 1.2% si se considera un diametro >4 cm,
y un 0.5% si el valor es >5 cm, tamafio éste que se considera como indicacion de cirugia

electiva.
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4. ETIOPATOGENIA DE LOS ANEURISMAS DE AORTA ABDOMINAL:

El mecanismo fisiopatologico primario causante de la formaciéon de los AAA no esta
definido claramente, sin embargo, existe una corriente de opinién mayoritaria que
considera el AAA como una consecuencia directa o indirecta de la arteriosclerosiss2 53,
aunque queda claro que éste no es el unico factor etiologico. De hecho, se desconoce el
porqué la enfermedad arterioesclerdética evoluciona en unas ocasiones hacia la oclusion

vascular y en otras hacia la dilatacion o aneurisma.

Aunque en ambas patologias, existe una inflamacién crénica de la pared del vaso,
existen diferencias relevantes entre las lesiones aterosclerdticas y los AAA.
Considerando que la placa aterosclerética se caracteriza por la infiltracion de leucocitos
en el lumen y una hiperproliferacion de células musculares lisas vasculares (VSMC,
“vascular smooth muscle cells”) que provoca una hiperplasia de la capa media, sin
embargo la infiltracion de leucocitos de la tinica adventicia y el descenso de las VSMC

de la capa media son caracteristicas tipicas del AAA>4.

Parece existir en los AAA una respuesta inflamatoria cronica en la que los macroéfagos y
los linfocitos T, juegan un papel predominante. Esta afectaciéon también tiene lugar en la
arteriosclerosis obliterante, aunque en el caso de los aneurismas las capas arteriales
afectadas son la media y la adventicia, y en el caso de la patologia estenosante se
afectan, sobre todo, la intima y la media arteriales. Podria considerarse, por tanto, que
ambos procesos son una “respuesta al dafo” que se desarrolla en dos direcciones

distintas, la arteriosclerosis condiciona una reduccién de la luz arterial mientras que en
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los aneurismas se produce un expansion de ésta, atenuada en parte por el depdsito de

trombo mural.

Otra caracteristica particularmente importante del AAA es la disminuciéon de la
resistencia de la pared vascular causada por una destruccion progresiva de las fibras
elasticas por enzimas proteoliticas®>. La angiogénesis se considera como un proceso

relevante que puede contribuir al desarrollo y la rotura de los aneurismas>6-59,

Independientemente de la etiopatogenia definitiva en la formacidn y crecimiento de los
AAA se ha observado una carga genética importante en los pacientes con aneurismas a
lo largo de los afios y actualmente se tiende a considerar al AAA como un proceso donde

existe una interaccion de factores genéticos y ambientales1? 55 60,61,

Desde el punto de vista genético, el AAA es un proceso complejo al no seguir una
herencia mendeliana simple y donde la suma de multiples genes, cada uno de ellos
interaccionando con factores ambientales, determinan en cada individuo el grado de
susceptibilidad a padecer la enfermedad. En este contexto, desde 197762 se conoce que
una historia positiva en familiares de primer grado de los pacientes con AAA, aumenta
el riesgo de padecerlo en 10 veces. En 1986, Johansen y Koepsell®3 compararon la
historia familiar de 250 pacientes con AAA y 250 controles. Encontraron que 19.2% de
los pacientes manifestaron tener un familiar de ler grado con historia de AAA, mientras
que sdlo el 2.4 % de los controles lo tenian. Otros estudios han reportado una mayor
prevalencia de AAA en hermanos de pacientes con AAA (4.4%) que en controles sanos

(1.1%). Estos y otros estudios han demostrado la implicacion de factores genéticos en
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la aparicion y progresion de esta patologia. Recientemente, en un estudio en gemelos, se

ha reportado que la heredabilidad del AAA es del 71%%61.

De entre los factores ambientales, el tabaquismo es actualmente el factor de riesgo
conocido mas relevante en el AAA%% 65, Asi, la odds ratio (OR) de padecer un AAA en
fumadores con respecto a no fumadores es de 5.57 (IC 95%, 4.24-7.31). Ademas, la
asociacién entre el habito de fumar y el AAA aumenta significativamente con el nimero
de afos que se ha sido fumador, y disminuye proporcionalmente al nimero de afios en
que se ha abandonado este habito. El tabaquismo©®, o la propia ateromatosis adrtica, se
consideran contribuyentes a la génesis de los AAA, teniendo como factor comun su
participacion en el debilitamiento de la pared de la aorta abdominal y su progresiva

dilatacion®7. 68,

Tradicionalmente se habia considerado que la patogenia de los AAA estaba relacionada
con la enfermedad cardiovascular: arteriosclerosis e isquemia coronaria®®. Estudios y
revisiones sistematicas posteriores constataron que la magnitud del riesgo relativo de
padecer un AAA era aun mayor y que se asociaba de forma independiente con el
tabaquismo, mas que con la enfermedad cardiovascular®*. Recientemente se ha
evidenciado un incremento significativo de algunos de los factores de la coagulacion,
entre otros, fibrindégeno, plasmina y dimero-D, y de la inflamacion (IL-6) en plasma en
pacientes con AAA y este incremento se puede asociar a su vez con un mayor riesgo de
padecer un AAA, que con ser fumador o ser diagnosticado de una EPOC7%. Dichos
resultados sugieren una posible patogenia “inflamatoria” del AAA independiente de la

clasica, que postulaba una patogenia asociada a la de la enfermedad cardiovascular.
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Esta posible patogenia inflamatoria, podria ser la causante de la relacion de la patologia
aneurismatica abdominal con la enfermedad obstructiva crénica (EPOC), ya que un
numero significativo de pacientes con AAA padecen una EPOC (49%)71, y viceversa
(7%)72. Aunque la EPOC esta ocasionada por el efecto toxico directo que la inhalacion
del humo del tabaco sobre las vias respiratorias de algunas personas susceptibles de
enfermar, en la actualidad también se la considera una enfermedad inflamatoria
sistémica’3 y diversos estudios han constatado en las personas afectadas de EPOC,
existe un incremento significativo de algunos mediadores de la inflamacion inespecifica
(PCR, fibrin6geno) o los relacionados con la activacion de los neutrofilos (TNF-a, IL-8 e
IL-6) en plasma’4. Otros estudios sugieren ademas una alteracion de la angiogénesis del
endotelio vascular pulmonar, incrementando la sintesis de VEGF, tanto en pacientes con
EPOC como en fumadores con funcién pulmonar normal’>. En dicho sentido, se ha
propuesto que la activacion de la inflamacién y de la homeostasis, en respuesta a una
posible agresidn externa en sujetos genéticamente susceptibles, podrian ser la causa, o

formar parte de la misma, de ambas enfermedades 64 69, 74,

Debido a todas estas observaciones, se podria suponer que el AAA y la EPOC comparten
una patogenia inflamatoria comun, por la que el tabaquismo de algunas personas
genéticamente susceptibles, actuaria como desencadenante de una anémala respuesta
inflamatoria sistémica, que entre otros mecanismos, conllevaria una lesion del endotelio
abdominal adrtico y del epitelio bronquial, causantes respectivamente, del AAA y de la

EPOC.

Otros factores que pueden favorecer la aparicion de un AAA son los procesos infecciosos

de la pared adrtica. Tanaka y col.1” demostraron que en la pared de los aneurismas es
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mas frecuente encontrar ADN del virus del herpes simple o del citomegalovirus que en
la pared de la aorta normal. Por otra parte, la infecciéon por Chlamydia pneumoniae se

ha asociado con varias manifestaciones de la arterioesclerosis, entre ellas el AAA76.

Determinadas enfermedades renales como la poliquistosis renal, trastorno autosémico
dominante, se han relacionado con los AAA77. 78 y existen factores mecanicos que
aumentan la tensién sobre la pared arterial, como la hipertension arterial que pueden
acelerar su crecimiento y rotura. Es posible que sean los trastornos del tejido conectivo

junto la HTA los responsables de la asociacion de AAA y enfermedad renal.

Por afiadidura, algunos de estos factores de riesgo tienen su propia base genética e

interaccionan entre ellos lo que complica mucho comprender la etiologia de los AAA 'y

su comportamiento evolutivo.
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5. PROCESOS INFLAMATORIOS AORTA ABDOMINAL:

La evidencia actual muestra que la inflamacién de la pared adrtica, la degradaciéon
proteolitica de las fibras elasticas, el agotamiento de las VSMC y la hipervascularizacion
del tejido adrtico, son las caracteristicas principales del AAA y que juegan un papel

fundamental en la evolucion y la progresion de la enfermedad.

Como hemos comentado, la observacién de procesos inflamatorios en la pared en los
AAA es muy frecuente’® aunque presentan diferencias sustanciales respecto a la pared
adrtica ateromatosa no aneurismatica8® 8! como el predominio de linfocitos T en las
aortas ateromatosas y de tipo T y B en las aneurismaticas, y la afectacion constante de la
adventicia en los AAA y sélo en fases muy avanzadas en la ateromatosis adrtica no

aneurismatica.

Existen fundamentalmente dos procesos bioquimicos y celulares implicados en la
dilatacién aneurismatica y su posterior ruptura: la proteolisis de la matriz extracelular
(ECM) en la pared vascular y la apoptosis de las VSM(C82. En ambos procesos las
proteasas juegan un papel central ya que causan la degradacion de la ECM e inducen

anoikis en las VSMC 54 55,83,

Los infiltrados inflamatorios y los neovasos infiltrantes producidos mediante
angiogénesis, son una fuente relevante de MMPs el la pared del AAA y pueden contribuir
de manera esencial a la inestabilidad de la pared aneurismatica®4. Esto podria perpetuar

un peligroso circulo vicioso, ya que a mas MMPs, mas degradacion de la ECM que a su
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vez podria favorecer estructuralmente la propia neovascularizacion facilitando la

formacién de nuevos agregados inflamatorios locales.

La protedlisis de la ECM es un hecho caracteristico de los AAA con destruccion de las
fibras elasticas del la capa media. Estas fibras elasticas son el principal componente
estructural de las grandes arterias, por lo que es de suponer que si se afectan, debido a
un efecto continuo del flujo sanguineo especialmente en pacientes que presenten
hiperaflujo por HTA, exista una pérdida de resistencia mecanica de la arteria que
favorezca su expansiéon a modo de AAA, pudiendo llegar a la ruptura si se supera el
indice de resistencia del tejido. Estas fibras elasticas se componen principalmente de
elastina®, es por ello que las elastasas, es decir las proteasas que pueden degradar la
elastina, han sido ampliamente estudiadas en la formaciéon de AAA. Algunos autores han
reportado que en fases iniciales de la enfermedad hay una desaparicién de elastina sin
alteraciones del colageno, mientras que en muestras de AAA rotos si que se aprecia una

disminucidén del colageno de la ECM8e.

De las distintas clases de elastasas, las metaloproteinasas de la ECM (MMPs) y sus
inhibidores fisioldgicos, los TIMP (Tissue Inhibitors of Metallo-Proteinases), constituyen
una familia particularmente relevante. Estas metaloproteinasas, se expresan
prominente en los aneurismas humanos y han sido el grupo mas estudiado de

proteinasas que degradan la matriz en la investigacion del aneurisma?87. 88,

Para que la degradacion de un tejido sea efectiva no es suficiente con que se afecte una
sola proteina, sino que se deben afectar varias proteinas estructurales que en conjunto

conducen a una debilidad de la ECM del propio tejido. Por ejemplo , la destruccién de
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cartilago articular en la osteoartritis implica la degradacion de colageno agrecano, tipo
Il , y otros componentes de la matriz por muchas enzimas diferentes producidos por
una variedad de tipos de células®®. Este concepto se puede extender a la enfermedad
vascular, informando de que la formaciéon de aneurismas en ratones requiere la
actividad de por lo menos dos metaloproteinasas de la matriz (MMPs) , gelatinasa A
(MMP-2) y gelatinasa B (MMP-9)°0. Sin embargo no todas las MMPs estan implicadas
del mismo modo. Distintos modelos animales han mostrado evidencia que animales
“knock-out” para algunas MMPs no desarrollan aneurismas, como por ejemplo animales
sin  MMP-9%, que es un producto de las células inflamatorias, principalmente

macrofagos?®! pero si lo hacen los animales sin MMP-1292,

Distintas variantes genéticas de las metaloproteinasas de la ECM (MMP) se han
relacionado con los AAA?3, y como hemos visto, particularmente la MMP-2 (Gelatinasa
A) y MMP-9 (Gelatinasa B) juegan un papel fundamental en todos esos procesos®8 %49y
parecen especialmente importantes en el desarrollo del AAA humano8” 96, aunque

también se ha descrito la implicacién de la MMP-1, 2, 3,8, 10, 12 y 13.

Numerosas publicaciones han documentado el aumento de expresion de MMP asociadas
alos AAA. En concreto las MMP-2 y MMP-9, son las MMPs mas importantes®’-9° y ambas
tienen una actividad elastolitica y proteolitica similares. Se degradan colagenos
desnaturalizados, gelatinas y un niimero de moléculas de ECM, incluyendo colageno de

tipo IV, V y XI, laminina y agrecano proteina del ntcleo®*.

La MMP-2 la producen células mesenquimales, mientras que la MMP-9 la secretan los

neutrofilos, macrofagos y los osteoclastos derivados de los macréfagos que a su vez
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participan en la respuesta inflamatoria. La excesiva degradacion de elastina y
posiblemente de otros componentes no colagenéticos de a ECM junto con la presencia
de un infiltrado inflamatorio en la pared de los AAA, han hecho que se haya estudiado
en profundidad la relacién de MMPs en la enfermedad aneurismatica®. Algunos grupos
incluso han postulado que para que se produzca un aneurisma deben actuar en

conjuncion MMP-2 y MMP-990,

Las MMPs se cree que son responsables de la degradacion de las proteinas del tejido
conectivo, una funcién claramente interpretada por varios miembros de la familia. Sin
embargo, la degradacion de la matriz no es la Unica funcion de estas enzimas®%. Varios
informes de los ultimos afios han sugerido o demostrado que diversas MMP pueden
activar una variedad de proteinas no de la matriz, incluyendo citocinas, quimiocinas,
integrinas , y péptidos antimicrobianos%. Por lo tanto, las MMP no deben considerarse
Unicamente como proteinasas de la ECM, sino mas bien como enzimas de
procesamiento extracelulares implicadas en la regulacién de eventos de sefalizacion

célula-célula y célula- ECM101,102,

Ademas, una caracteristica clave de los AAA es la hipervascularizacion del tejido a6rtico.
Se ha propuesto, que esta vascularizacién podria contribuir al desarrollo y la rotura de

los aneurismas®8 193, y podria desempefiar un papel causal en la génesis de los AAA%7.

Un numero de evidencias experimentales han sefialado el papel esencial de la MMP-2 y
de la MMP-9 en el inicio de la angiogenesis®> 104, Por lo tanto, los niveles locales de
MMP-2 y MMP-9 en la pared adrtica, podrian ser utilizados como marcadores

razonables del progreso de los AAA y de su riesgo de ruptura.
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En las lesiones aneurismaticas también se ha observado la presencia de
concentraciones elevadas de serina-proteasas, como la elastasa derivada de neutrdfilos,
asi como cisteina-proteasas, implicadas en la degradacion de la ECM y la anoikis de las

CML90, 105-108,

No solo los leucocitos, sino que también las VSMC producen proteasas y representan la
fuente principal de inhibidores de proteasas en la pared vascular. La interaccion entre
los leucocitos, fundamentalmente neutréfilos y macréfagos, y las células vasculares es

crucial en estos procesos degradativos105 109-111,

La autoinmunidad parece jugar un papel en la patogenia de esta enfermedad!!? Este es
un punto importante para posibles desarrollos terapéuticos futuros, pues abre un
nuevo camino para la utilizaciéon de farmacos inmunomoduladores y antiinflamatorios,
que podrian reducir el proceso inflamatorio y asi detener el crecimiento de los

aneurismas.

A su vez esta ECM parcialmente lisada, sera menos densa y permitira creacion y
desarrollo de nueva vascularizacién local y esta neovascularizacion es un fen6meno
intimamente relacionado con la ruptura de los AAA 56-58,103, La neovascularizacién esta
mediada por factores pro-angiogénicos que incluyen, ademas de las MMPs, quimiocinas
y factores de crecimiento para las células endoteliales, tales como el VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor), IL-8, MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1) y los

prostanoides entre otros.
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El VEGF (VEGF-A) “Vascular Endothelial Growth Factor” o factor de crecimiento
endotelial vascular, es un miembro de una familia de factores de crecimiento
estrechamente relacionadas, que ahora incluye VEGFs B, C, D, E y el factor de
crecimiento de placenta (PIGF)113-115, El VEGF, es miembro de una familia de proteinas
relacionadas estructuralmente que actiian como ligandos de la familia de receptores del

VEGF (VEGFR)115,

El VEGF es esencial para la diferenciacion celular endotelial (vasculogenesis) y para el
desarrollo de nuevos vasos sanguineos a partir de los preexistentes (angiogénesis)!13
117 y sobre la perpetuaciéon de estos vasos sanguineos inmaduros (mantenimiento
vascular) al unirse y activar dos receptores de membrana tirosin-kinasa relacionados
estructuralmente, el VEGFR-1 (conocida como Flt-1) y el VEGFR-2 (KDR/Flk-1), que
comparten homologia del 44% de sus aminoacidos!* 11> y que son expresados por las
células endoteliales de la pared vascular. La unién del VEGF a estos receptores inicia
una cascada de sefiales que finalmente estimula el crecimiento, la supervivencia y la
proliferacién de las células del endotelio vascular. Las células endoteliales, desempefian
funciones en procesos tan variados como la vasoconstriccién/vasodilatacion y la
presentacion de antigenos y son componentes esenciales de los vasos sanguineos, ya
sean capilares, venas o arterias. Por lo tanto, al estimular las células endoteliales, el

VEGF desempefia un papel central en la angiogénesis!18 119,

La expresion del VEGF es estimulada por multiples factores proangiogénicos, incluidos
el factor de crecimiento epidérmico, el factor de crecimiento fibroblastico basico, el
factor de crecimiento derivado de las plaquetas y la interleuquina-1 alfa y betal20. Los

niveles de VEGF también estan regulados directamente por condiciones ambientales
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como el pH, la presiéon y los niveles de oxigenol?l 122, E] impacto global de estos
diferentes factores es la estimulacién, mediada por el VEGF, de la expresion de factores
importantes para la angiogénesis, incluidas las proteinas anti-apoptéticas, las moléculas
de adhesion celular y las metaloproteinasas de la matriz (MMP) que estan intimamente

ligadas a la destruccion de la ECM en los AAA como veremos.

Los vasos sanguineos inmaduros existen principalmente durante el desarrollo y en los
adultos solo en ciertas situaciones, por ejemplo en la cicatrizaciéon de heridas y en
enfermedades que se caracterizan por una angiogénesis anémala como el cancer o como
veremos en esta tesis en los AAA. En ausencia de sefiales de crecimiento, las células
endoteliales de estos vasos sanguineos inmaduros estan sujetas a una muerte celular
programada (apoptosis). El VEGF contribuye a evitar la apoptosis de las células del
endotelio vascular, manteniendo asi su viabilidad!23. Por el contrario, los vasos
sanguineos maduros que forman el sistema vascular adulto ya no dependen del VEGF
para la supervivencia y, de este modo, es improbable que resulten afectados por la

inhibicién del VEGF.

El VEGF también estimula la permeabilidad de los vasos sanguineos pequefios. Esta
aumentada permeabilidad causa la filtracion de proteinas plasmaticas y la formacién de
un gel extravascular de fibrina. Este gel proporciona un ambiente adecuado para el
crecimiento de las células endoteliales. Sin embargo si los niveles de VEGF son excesivos
como puede suceder en algunos tumores, el sistema vascular se vuelve excesivamente
permeable aumentando la presion intersticial local en la zona hiperestimulada,
generando un suministro desigual de nutrientes y oxigeno con diferentes patrones

proinflamatorios locales.
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Actualmente es evidente que esta citocina regula multiples funciones bioldgicas en las
células endoteliales, entre los que se mejoran la producciéon de mediadores vasoactivos,
aumento de la expresién de componentes de las vias tromboliticas y de la coagulacién,
la supresion de la hiperplasia de células de musculo liso neointimales (VMSC), la
inhibicion de la trombosis, 1a hipotension y la vasorrelajacion1Z4 125, VEGF es también un

factor pleiotrdpica con efectos sobre diversos tipos de células y tejidos126. 127,

Puede promover la formacién de vasos linfaticos, tiene efectos sobre la funcion
inmunitaria mediante la inhibiciéon de la maduracién de las células dendriticas y la
estimulaciéon de la quimiotaxis de los monocitos y contribuye a la supervivencia de las
células madre hematopoyéticas y a su movilizacion hacia los sitios de angiogénesis en

los adultos.

La complejidad de la biologia de VEGF es paralela a la complejidad emergente de las
interacciones entre ligandos de VEGF y sus receptores, y las vias de sefializacion que
median. A pesar de que el conocimiento sobre el VEGF es cada vez mayor, sobretodo en
lo que refiere a los mecanismos intracelulares que median la accién de VEGF en el
endotelio, las areas importantes de la sefial de transduccion del receptor de VEGF aun
no se han dilucidado al igual que los mecanismos que median la regulaciéon de la
permeabilidad vascular VEGF que adn en gran parte estan sin definir. También se deben
estudiar mejor cuales son las sefiales que se transmiten desde los receptores de VEGF al
nucleo, con el fin de generar la informacidn necesaria para la diferenciacion de células
endoteliales, y los complejos cambios celulares implicados en la angiogénesis de

ramificacion. Estas respuestas probablemente implican la generacion de sefiales de
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largo alcance mediadas a través de un programa de la expresion génica. VEGF se ha
demostrado que induce la expresion de varios factores de transcripciénl?8, pero si o
como éstos estan vinculados a los efectos de desarrollo o angiogénicos de VEGF no

queda clarol1e.
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6. PAPEL DE LA VIA DE LA PGE; EN EL ANEURISMA DE AORTA ABDOMINAL:

6.1 PROSTANOIDES:

Los prostanoides, que incluyen prostaglandinas (PGs) y los tromboxanos (Txs)
pertenecen a un notable grupo de compuestos llamados eicosanoides derivados de
acidos grasos poliinsaturados de 20 carbonos, siendo el mas prominente el acido
araquidonico (AcA). El AcA se encuentra generalmente en fosfoglicéridos de las
membranas celulares de los mamiferos y es liberado por las fosfolipasas. Los
eicosanoides, estan implicados en una variedad de procesos clinicamente importantes,
tales como la inflamacion, la fiebre, la trombosis, las respuestas alérgicas e inmunes y el

cancer entre otras.

La sintesis de prostanoides se inicia con la formacién de perdxidos ciclicos a partir de
acidos grasos poli-insaturados que se llaman endoperédxidos. La PGH; es el
endoperoxido intermedio comun en la sintesis de prostanoides derivados del AcA
(Figura 1). La conversion de AcA en PGH: es una reaccidon catalizada por la COX
(también llamada PGH-sintetasa) en dos pasos. Después de su sintesis, la PGHz se
convierte en los otros prostanoides. En general, este proceso es especifico de tipo
celular, es decir, diferentes células producen mayoritariamente s6lo uno de los
prostanoides. La PGE2 y PGD2 son isdmeros de posicion que estan formados por simples
reordenamientos no oxidantes (isomerizaciones) de PGH». Estas reacciones pueden
ocurrir “in vitro” de forma espontanea, o enzimaticamente catalizada por sintetasas
especificas. La PGFza se forma a través de una reduccion de la PGH; de dos electrones.
Esta reaccion es catalizada por sintetasas especificas e “in vitro” se produce en

presencia de agentes reductores suaves. La enzima que cataliza la conversién de PGH:
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en TxA; es TxA-sintetasa (TxAS). PGI; se forma a partir de PGH; por medio de PGI-

sintetasa (PGIS, prostaciclina sintetasa)!%°.

—~ COOH
COX-1
l COX-2
[ Qe
""""" i PGG,
OOH
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HO™ "07 TN\
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Figura 1: Via de la sintesis de prostanoides. COX, ciclooxigenasa; PGFS, PGDS, PGD-sintetasa; PGF-
sintetasa; PGIS, PGI-sintetasa; TxAS, TxA-sintetasa; mPGES, PGE-sintetasa microsomal; cPGES,
PGE-sintetasa citosolica.
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Dos isoenzimas de la COX, denominadas COX-1 y COX-2, estan codificados por genes
separados, localizados en humanos en el cromosoma 9 y en el 1 respectivamente. En
general la COX-1 se ha contemplado como una enzima constitutiva cuya expresion
parece estar regulada por el grado de diferenciacion celular. Los prostanoides formados
a través de la accion de la COX-1 llamados “Ahousekeeping”, actiian en fendmenos tales
como regulacién de la funcién renal, el mantenimiento de la integridad de la mucosa
gastrica y la hemostasia. Por el contrario, la COX-2 es una enzima inducible, que esta
normalmente ausente en las células y que se expresa transitoriamente en respuesta a
hormonas, factores de crecimiento, citoquinas pro-inflamatorias, la endotoxina

bacteriana y promotores tumorales!30. 131,

Los anti-inflamatorios no esteroideos (AINEs) que inhiben la actividad de la COX son
notables agentes terapéuticos para el tratamiento del dolor y la inflamaci6n!3?, los
AINEs clasicos como la aspirina, ibuprofeno, flurbiprofeno y el naproxeno no son
selectivos, inhibiendo la COX-1 y la COX-2. Sin embargo, se ha planteado la hipoétesis de
que la inhibicidon de la COX-1 en el sistema gastrointestinal es la causa de los efectos
secundarios indeseables tales como erosiones en mucosas o ulceras gastro-duodenales
observadas en el tratamiento con AINEs clasicos. El descubrimiento de la COX-2
inicialmente llevo a la hipdtesis de que la COX-1 solo esta implicada en la homeostasis
fisiologica y que la COX-2 esta unicamente implicada en la inflamacién y el dolor
inflamatorio. Se pensaba que los medicamentos desarrollados recientemente disefiados
para inhibir la COX-2, pero no la COX-1 tendrian propiedades anti-inflamatorias y
evitarian los efectos secundarios tales como el dafio gastrointestinal, la toxicidad renal
o la hemorragia. Ahora sabemos que el paradigma que asumia que la COX-2 (inducible)

estaba exclusivamente vinculada a la respuesta inflamatoria mientras que la COX-1
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(constitutiva) lo estaba a la homeostasis era excesivamente simplista. Un hallazgo que
contradice este paradigma es que la COX-2 se expresa en condiciones basales o en
respuesta a una variedad de estimulos fisioldgicos y que aparentemente también juega
un papel relevante en la homeostasis!33-137. Ademas, algunas pruebas, incluyendo la
expresion de la COX-2 en los tejidos gastricos normales, apoya el concepto de que la
gastroproteccion es mas compleja de lo previsto inicialmente, y que tanto la COX-1 y

COX-2 pueden contribuir a la sintesis de PGs gastroprotectoras!38 139,

La generaciéon de determinados inhibidores especificos de la COX-2 en el sentido
estricto, parece poco probable ya que los centros activos de la COX-1 y COX-2 son muy
similares. Estudios sobre la estructura 3-D de la COX-1 y COX-2 han sido muy utiles para
mostrar como trabajan los AINEs!40. El centro activo ciclooxigenasa de la COX esta
formado por un largo canal hidrofébico abierto en la interfase de la membrana. Las
pequefias diferencias entre el centro activo ciclooxigenasa de la COX-1 y COX-2 han
permitido generar inhibidores COX-2 selectivos. Una posicién que es crucial para la
inhibicion selectiva de la COX-2 de diarilheterociclos que contienen sulfonamida o
grupos metil-sulfona (por ejemplo celecoxib y rofecoxib) es la 523, que es Ile en la COX-
1 y Val en la COX-2. Las diferentes familias de inhibidores de la COX y los mecanismos

moleculares de la inhibicién COX-2 selectiva se han revisado en las referencias!41-143,
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6.2 VIA DE LA COX EN LA PARED DE LOS VASOS SANGUINEOS

En los afios setenta, la PGI; se caracterizd como el prostanoide principal producido por
las paredes de las arterias y las venas de varias especies, incluyendo los seres
humanos!#+ 145, Como he mencionado, la PGI; se forma a partir de PGH: por la actividad
de PGIS'#4, Tanto la COX como la PGIS son hemoproteinas unidas a la membrana
ubicadas en el reticulo endoplasmico y en la membrana nuclear!#t. La PGIS ha sido
clasificada como un miembro de la familia CYP8 del citocromo P450. La actividad de la
PGIS exhibe una inactivacién suicida por su sustrato PGH2147. El descubrimiento del
TxA2 y de la PGI, que tienen actividades biolégicas opuestasl44 145 148157 phrovocd una
hipdtesis que explica muchas facetas de la enfermedad cardiovascular, sobre la base de
perturbaciones en el equilibrio de estos dos compuestos en el contexto de las

interacciones entre las plaquetas y la pared vascular?>8,

Después de los primeros estudios realizados incubando fragmentos de pared vascular
con AcA o endoperoxidos, se investigaron los productos de las células que poseian la
actividad sintética de PGI.. Esta actividad se detecté principalmente en las células
endoteliales humanas y bovinas en cultivo por incubacion de las células con AcA1>° y
endoperéoxidos marcados!®?. Es de destacar que los datos notificados en el trabajo
original de Weksler y colaboradores!®! mostraron que la PGE; fue el otro prostanoide
producido en abundancia por las células endoteliales humanas y bovinas cuando se
incubaron con AcA marcado, también se detect6 PGD2, PGFz. y acido 12-
hidroxiheptadecatrienoico. El grupo de Weksler también mostré6 que las células
endoteliales liberan PGI; en respuesta a la trombina, tripsina y ionéforo de Ca?*. Se han

detectado diferencias entre macro y micro-vasculatura respecto a la sintesis de
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prostanoides. Las células endoteliales cultivadas obtenidas de micro-vasculatura
producen pequefias cantidades de PGI;, siendo la PGE; y PGF2. los prostanoides
mayoritarios162163. Diferentes fenotipos de células endoteliales macro y micro-
vasculares podrian explicar las diferencias entre macro-y micro-vasculatura, pero las
diferencias en las condiciones de cultivo, particularmente en el nimero de subcultivos,
también podrian contribuir a la variacion en el perfil de los prostanoides detectados

entre las células endoteliales de diferentes lugares.

Aunque las VSMC poseen la capacidad de sintetizar PGI>164, la idea de que el principal
factor de liberacion de PGI> por parte de la pared del vaso sea el endotelio, se ve
reforzada por el hecho de que las células musculares lisas adrticas de la capa media o
los fibroblastos de la adventicia incubadas con AcA fueron incapaces de inhibir la
agregacion plaquetarial®>. Una mayor capacidad para liberar PGl por el endotelio de
vasos con neointima y denudacién muscular después de una lesion inducida
iatrogénicamente por una angioplastia mecanica con bal6n, observé que se asocia con la

tromborresistencia adquirida de la aortal®®.

PGE sintetasa (PGES) cataliza la conversion de PGH2 a PGE;. La primera isoenzima de
PGES identificada y caracterizada fue una proteina de 16 kDa con actividad glutatiéon
dependiente, actualmente llamada mPGES-1. Esta enzima es inducible por citoquinas
pro-inflamatorias. El acoplamiento funcional de la mPGES-1 con COX-2 fue reportada
por primera vez!67, aunque esto ahora no puede ser generalizado¢8. A la inversa, una
PGES citosélica (cPGES) parece actuar funcionalmente junto con COX-11%° aunque esto
tampoco puede ser generalizadol7%. Esta ultima enzima se expresa ubicuamente y es

idéntica a p23, una proteina de alguna manera relacionada con la transduccion de sefial
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mediada por el receptor de hormonas esteroides. Ademas, se ha caracterizado otro tipo
de PGES microsomal llamada mPGES-2 que utiliza la PGH; generada por la actividad
tanto de la COX-1 como de la COX-2167.171, Las tres isoenzimas PGEs se expresan en las
VSMC pero so6lo la mPGES-2 y la cPGES se expresan en células endoteliales de
macrovasos168 172,173 A pesar del hecho de que células endoteliales no expresen
mPGES-1172.174 ]1a PGH2no transformada se podria transferir desde células endoteliales
a células tumorales'’3, VSMC o leucocitos, que expresan mPGES-1, lo que resulta en la
formaciéon de PGE; transcelular. Nuestro grupo y otros, han observado que, a pesar del
hecho de que las células endoteliales aisladas de vena de cordén umbilical humano
(HUVEC) expresan cPGES y mPGES-2, estas no son capaces de producir PGE:
enzimaticamente en nuestras condiciones experimentalesl’?-174,  Se detectd
tempranamente una actividad de la PGES glutatién dependiente en preparaciones de
microvasos y de células endoteliales de microvasculatura en cultivo tanto de conejo
como bovinasl’> 176, pero la enzima o enzimas implicadas en dicha actividad no se
caracterizaron completamente en aquel momento. Nuestro grupo ha publicado
recientemente que, al contrario de lo que sucede en las células endoteliales de los
grandes vasos las células endoteliales de los microvasos si expresan la mPGES-1177.
También se ha observado que las células mesangiales glomerulares y las VSMC expresan
todas las isoenzimas PGEs, pero s6lo la mPGES-1 parece transformar eficientemente
PGH:a PGE;168.172,178 ] 35 diferencias de las constantes cinéticas entre las isoformas de
la PGES :Vm (PGE2): 170, 3,3, 1,9 mol-min-1-mg-1, Km (PGH2): 160, 28, 14 nM para
mPGES-1, mPGES-2 y cPGES respectivamentel69 179,180 podrian explicar el hecho de que
la mPGES-1 es la principal isoenzima implicada en la biosintesis de PGE: bajo

condiciones inflamatorias. Es de suponer que esto también se da en el contexto del AAA.
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La regulacion transcripcional de mPGES-1 todavia esta bajo investigacion. Forsberg et
al, determinaron la estructura del gen humano de mPGES-1 en el afio 2000181 y se
localiza en el cromosoma 9q34.3 que abarca 18,3 kilobases y que contiene tres exones.
La region promotora del gen se ha estudiado en un intento de encontrar similitudes con
la COX-2, que se co-regula con la mPGES-1, pero no se ha podido detectar ninguno de los
elementos de transcripcion, como cajas TATA, presente en el gen de la COX-2 y en otros
genes estimulables por citoquinas pro-inflamatorias!82. Esto indica que mecanismos de
transcripcion divergentes estan en funcionamiento para la regulacion de la expresion
inducible de la COX-2 y de la mPGES-1. Estudios adicionales indicaron que el papel de
dos cajas GC en la induccion del gen por la IL-18 y por el TNFa[54], asi como el papel del
“earlygrowth response gene-1" (Egr-1) en la expresion basal de mPGES-1183. Ademas, la
induccién de mPGES-1 mediada por Egr-1 ha demostrado ser sensible a ligandos del
PPAR184, Se ha demostrado que la actividad anti-inflamatoria de la 15-desoxi-A12 ,14-
PGJ2 esta mediada por PPAR y Egr-1185 También regula la expresion de mPGES-1 al
inhibir NF-kB. También se ha demostrado que NF-xB puede promover la sintesis de
COX-2 y de mPGES-1 a través de una via dependiente de Egr-1186 187, Kojima et al.188
informaron de que inhibidores selectivos de la COX-2 podrian disminuir los niveles de
mPGES-1 en fibroblastos sinoviales y los condrocitos de pacientes con artritis
reumatoide, estimulados con IL-1B, lo que sugiere la existencia de un bucle de

realimentacién positiva entre la COX-2 y mPGES-1.

El hecho de que PGs distintas de la PGI; podrian formarse de forma no enzimatica en las
células endoteliales de los grandes vasos, sugiere que la isomerizacion de PGHz puede
ser producida parcialmente o incluso totalmente fuera de la célula. Se ha demostrado

liberacion de PGHz no transformada a partir de AcA exégeno y endogeno, midiendo la
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sintesis de TxB2 en incubaciones mixtas de células endoteliales y plaquetas con la COX
inactivada (tratadas con acido acetil salicilico)172 174,189,190 Es de destacar que en VSMC
no se observa la liberacion de PGHz no transformada cuando mPGES-1 se indujo junto
con la COX-2172, La liberacion de PGH: por el endotelio vascular esta aparentemente
regulada por la relacion entre la actividad de la COX y de la PGIS, ya que es
particularmente relevante cuando la actividad de COX se aumenta mediante la

inducciéon de COX-2 y/o la PGIS se inactiva.
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6.3 PGE, y AAA:

Como hemos visto, la etiologia de la AAA es compleja, con muchos factores ambientales
y genéticos que contribuyen al riesgo>% 61,191, E] AAA se caracteriza por signos de
inflamacion local crénica de la pared adrtica, acompafiado por una disminucién del
numero de VSMC en la capa media y la fragmentacion de la matriz extracelular en el

sitio del aneurisma>+.

Muchos articulos han proporcionado evidencia sobre la participacién de células y
mediadores inflamatorios en la formacion de AAA y en su progresion. Los leucocitos
polimorfonucleares (PMN), los macroéfagos y las células T se han visto implicados en la
formacién AAA en distintos modelos animales y también estan presentes en la

infiltracion presente en los AAA humanos05.

La mayoria de los AAA se producen en el contexto de un estado de aterosclerosis, a
pesar del hecho de que la prevalencia de la aterosclerosis aértica abdominal excede en
gran medida a la del AAA. La aterosclerosis en si probablemente no causa directamente
el AAA pero puede proporcionar el sustrato subyacente para el desarrollo del mismo.
Ambos trastornos son de naturaleza inflamatoria y tienen factores de riesgo comunes,
aunque algunos son especificos, aunque no estan bien definidos los elementos que

pueden formar parte en esas patologias.

En términos generales, podemos asumir que la PGl;, PGE;, PGH: y el TxA: son los
prostanoides mas relevantes que intervienen en la patologia vascular. Las plaquetas y

los monocitos/macrofagos producen TxA; abundantemente. La vasoconstriccion y la
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agregacion de las plaquetas son las actividades clasicas de TxAz. PGH: exhibe los
mismos efectos agonistas que TxA2, actuando a través de un receptor comin1s0 151,192,
El TxAzy la PGH2 también tienen efectos pro-inflamatorios y pro-aterogénicos, puesto
que la estimulacién de su receptor induce la mitogénesis de las VSMC130 192 y ]a
expresion de moléculas de adhesion en las células endoteliales!>2. El bloqueo del
receptor TxAz/PGH; suprime la liberacion de MCP-1 estimulada en células
endoteliales'4’, y su activacion también esta implicada en la migraciéon de células
endoteliales y en la angiogénesis!?3. Recientemente, se ha informado de que el TxA:
también podria estar implicado en la rotura AAA!%4 Creemos que esto se puede
extender a la PGHz ya que aunque las células vasculares producen bajas cantidades de
TxA;, pueden liberar cantidades muy elevadas de PGH2 bajo condiciones inflamatorias.
Hemos observado que varios tipos de células, incluyendo las células vasculares, podrian

liberar PGH2 sin transformar cuando la COX-2 se sobreexpresal74 178 189,195,

La PGI; se produce principalmente en las células vasculares y en general, contrarresta
los efectos biologicos del TxA; y de la PGH217L. Se ha observado que la presion arterial y
la frecuencia cardiaca basal en ratones deficientes para el receptor de la PGI, (IP), no
difieren de las de los animales de control. Sin embargo, la supresion de receptor IP
resulté en un aumento de la sensibilidad a los estimulos trombdticos!?¢. Esto sugiere
que la PGIz no controla la circulacién sistémica, y trabaja posiblemente a demanda, en
respuesta a los estimulos locales. Colectivamente las acciones de PGI; pueden ser
consideradas anti-aterogénicas. No existe informacidon sobre el papel de PGI; en la

patogenia de los AAA.
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En términos generales, la PGE2 es el prostanoide principal, producido por muchos
tejidos y tipos de células incluyendo los leucocitos y las VSMC y es el prostanoide mas
importante en la respuesta inflamatoria. Los niveles elevados de PGE; median algunas
de las caracteristicas cardinales de la inflamacion, incluyendo el dolor, el edema y la
fiebrel?’. Por lo que sabemos PGE; es también el prostanoide mas relevante en el
desarrollo y evolucion del AAA. Entre otras actividades la PGE; induce la expresién de
MMPs198 y también inhibe la produccion de macromoléculas de la matriz extracelular,
tales como fibronectina y colageno tipo I y tipo II1199. Ademas, la PGE2 no s6lo es una
molécula de senalizacion que regula la angiogénesis en respuesta a factores
proangiogénicos tales como el VEGF y el bFGF290 sino que también induce la liberacion

de VEGF, MCP-1 o GROa constituyendo un bucle positivo201 202,

Sin embargo, un aspecto que podria contrarrestar el efecto de PGE; promoviendo la
anoikis, por medio de la destruccién de la matriz extracelular, es el efecto de pro-
supervivencia de la PGEz, que ha sido ampliamente estudiado en el contexto de la
génesis tumoral?%3. Un aumento de la producciéon de PGE;la encontramos en situaciones
de inflamaciéon y es ampliamente aceptado que es debido al tindem COX-2/mPGES-1. La
COX-2 esta presente después de un dafio vascular y esta altamente expresada en las
lesiones ateroscleroticas y en los AAA%0%4, La PGE2 derivada de la COX-2 esta implicada
en la patogénesis de modelos humanos y animales de AAAZ205-208, [,3 expresion de la
COX-2 en las VSMC contribuye a AAA en ratones?%? y la COX-2 de los macroéfagos se ha
asociado de hecho con la hipervascularizacién observada en el AAA humano?1°. La PGE:
induce también angiogenesis por activacion de la forma latente del TGFf?11 o por la

activacion del receptor del FGF?12,

62 Jaume Félix, Dilmé Mufioz.



“Influencia de los factores de riesgo cardiovascular en los niveles locales de factores angiogénicos en el AAA”

Por otro lado, en tipos de células tales como las VSMC, que expresan mPGES-1 y PGIS,
existe una competicidon entre ambas enzimas por la PGHz. Esto hace que la supresion de
la actividad de uno de ellos aumenta la biosintesis del producto cuya formacién esta
catalizada por el otro enzima. Se ha observado que la supresion de mPGES-1 aumenta la
biosintesis de PGIz en VSM(, cuando la actividad COX no es el paso limitantel®8. Se
podria esperar que ocurriera lo contrario cuando la actividad de PGIS es suprimida por
la accion del estrés oxidante y/o la pérdida de expresion de la proteina. No es

descabellada la hipoétesis de que esta situacion se da en el AAA.

A pesar del hecho de que la inhibicidn de la COX-2 reduce los AAA experimentales?%8, se
ha observado en mas de seis ensayos clinicos que la inhibicién farmacolégica de la COX-
2 implica un riesgo cardiovascular?13. Aunque la causa exacta por la que la inhibicién de
la COX-2Z aumenta eventos cardiovasculares no estd en la actualidad totalmente
establecida, parece en parte debido al hecho de que hay una fracciéon de COX-2 que es
también constitutiva y regula la produccion de PGI;, el grupo Garret FitzGerald ha
demostrado que los inhibidores COX-2 selectivos reducen los niveles circulantes de PGI>
sin alterar los de TxAz, lo que indica que la COX-2 esta implicada en la produccion
sistémica de PGI2?14. Esto podria estar relacionado con los efectos secundarios de los
inhibidores COX-2 selectivos a nivel cardiovascular?l4. La inhibicion especifica de
mPGES-1 podria ser una alternativa a los inhibidores COX-2. Nuestro grupo ha aportado
datos que apoyan que mPGES-1 podria ser una diana farmacologica de interés
cardiovascular168 172, 215. Un hallazgo relevante relacionado ha sido aportado por el
grupo de FitzGerald, han observado que la supresion de mPGES-1 atenuta los AAA

experimentales en ratones?16. Estos autores estudiaron el desarrollo del AAA después
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de la administracion angiotensina Il en ratones que carecen del receptor de LDL

sometidos a una dieta hiperlipidica.

La PGE: ejerce sus efectos celulares mediante su unidn a cuatro receptores diferentes de
la PGE (EP1-4) que pertenecen a la familia de siete proteinas G acopladas a receptores
tipo rodopsina. Cada receptor tiene efectos bioldgicos diferentes y en ocasiones
opuestos. EP2 y EP4 son receptores acoplados a Gs y aumentan los niveles
intracelulares de cAMP, mientras que el EP3 normalmente ejerce una accién opuesta
por acoplamiento con proteinas Gi?!7. La PGEzque actda a través de receptores EP2 y
EP4 incrementa los niveles de cAMP que sobrerregula la expresion de mPGES-1, que es
inhibida por los inhibidores selectivos de la COX-2. Se postul6 por lo tanto, que esa
auto-regulacion de la expresion mPGES-1 por su propio producto PGE2, podria ser uno
de los responsables del circulo vicioso de la inflamacién?18. Algunos informes recientes
muestran resultados contradictorios sobre el papel de la EP-4 en el desarrollo del AAA

en modelos animales, ya que muestran tanto un papel protector?1® como perjudicial?2%

221,
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7. RIESGO DE ROTURA DE LOS ANEURISMAS DE AORTA ABDOMINAL:

La ruptura del AAA, es una de las principales causas de muerte en el mundo siendo un
fendmeno muy complejo que usualmente ocurre de forma repentina??2 223, Se ha
considerado histéricamente un proceso puramente fisico, que se produce cuando el
estrés de la pared aortica producido por la circulacion, supera la resistencia a la traccion
de la propia pared aodrtica, sin embargo ahora se reconoce que la ruptura de AAA, es un
proceso bioldgico multiple mucho mas complejo de lo que a priori pueda parecer y que
involucra procesos celulares y la protedlisis en adicion a los factores biomecanicos

anteriormente comentados.

Una practica clinica aceptada, es que la ruptura del AAA, se pronostica monitorizando su
didmetro maximo y/o su tasa de crecimiento semestral o anual, aconsejandose la
intervencion quirdrgica cuando el aneurisma alcanza 5.5 cm de didmetro transversal

maximo y/o crece >0.5 cm/ano?24.

El riesgo estimado de ruptura anual de los AAA, varia en funcién de su diametro, siendo
muy infrecuente en aortas por debajo de los 4cm y aumentando posteriormente de
modo exponencial, desde una tasa de ruptura del 1% anual para AAA entre 4-5, hasta
una tasa del 30-50% de ruptura anual para aortas mayores de 8cm de diametro

transversal maximo?224.

La principal limitacién a esta practica es que estos criterios, aunque tienen una base

empirica significativa, pueden ser considerados insuficientes porque no parecen tener

una base teodrica suficientemente fundamentada. Este planteamiento no debe parecer
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sorprendente, ya que aproximadamente el 10-15% de los aneurismas por debajo de
valor umbral se rompen?2>, Es por todo esto que el didmetro maximo y el riesgo de
rotura, no son variables estrictamente relacionadas, pues la composicion de la pared y
la morfologia del aneurisma no son uniformes, al igual que los puntos de mayor tension

entre distintos AAA a igualdad de diametro maximo.

La biomecanica de la aorta presenta modificaciones importantes en relaciéon con sus
cambios estructurales y de la geometria arterial a dicho nivel. Aunque la ley de Laplace,
comentada anteriormente, se ha utilizado para explicar la relacién entre presion
tangencial, radio y presion arterial, de cara a establecer un riesgo de rotura, este modelo
es sblo aplicable para estructuras cilindricas, mientras que en los AAA, el crecimiento
hace adoptar una conformacion esférica o fusiforme en la mayoria de los casos. Este
cambio de morfologia de la pared adrtica, reduce la tension maxima en la pared
respecto a la obtenible a partir de dicha ley para una estructura cilindrica como una

aorta infrarrenal sanal%’.

La hipétesis biomecanica para estimar el riesgo de ruptura en AAA, sigue los principios
de la falla material, o sea, un aneurisma se rompe cuando las tensiones que actiian sobre
la pared arterial superan su resistencia maxima, reflejando la interaccidon existente
entre el remodelado estructural de la pared arterial y la accion que sobre ésta ejerce el
flujo sanguineo. Esta hipoétesis ha incentivado la busqueda de factores biomecanicos

predictores de rotura de AAA226, 227,

Otro concepto controvertido, es el efecto protector del trombo mural, presente en la

mayoria de los AAA, en cuanto a la probabilidad de ruptura, ya que algunos grupos
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defienden su efecto protector en el grado de stress de la pared adrtica al amortiguar el
flujo?28, mientras otros relacionan su grosor con fendémenos locales de isquemia en la

pared subyacente??® que pueden debilitarla y favorecer su ruptura.

Otro de los factores implicados con la ruptura de los AAA en la bibliografia, es la

neovascularizacién que presentan los AAA56-58,103,

Es por la limitacidon de los predictores de rotura clasicos de los AAA, utilizados hasta
ahora como el diametro transversal maximo, que se esta investigando para encontrar
modelos predictores de ruptura de los AAA como puede ser la utilizaciéon de medidores
de stress de pared mediante la utilizacion de herramientas de simulacién
computacional, basadas en distintos modelos matematicos como el de los elementos

finitos230,
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8. TRATAMIENTO ACTUAL DE LOS ANEURISMAS DE AORTA ABDOMINAL:

A pesar de los esfuerzos realizados para establecer el mecanismo de desarrollo del AAA,
en el momento presente no existe un tratamiento farmacoldégico y la unica
aproximacion efectiva para prevenir la ruptura es la reparacién quirurgica por cirugia

convencional o endovascular231-233,

El tratamiento de los AAA se realiza en una fase demasiado tardia de la enfermedad, ya
que el fundamento racional de la reparacién quirturgica del AAA es principalmente
profilactico, pues no tenemos ninguin tratamiento en la actualidad que impida su
formacién o su expansion una vez diagnosticados. La mayoria de los AAA se intervienen
de manera electiva en fase asintomatica para evitar las consecuencias de su rotura. Sin
embargo también pueden intervenirse de manera urgente en caso de que se hayan
diagnosticado debido a su rotura o hayan provocado algun tipo de sintoma o molestia
como podria ser una embolizacion distal a modo de “trashfoot”, trombosis arteriales
locales, expansiones dolorosas habitualmente coincidiendo con crisis hipertensivas

(premonitorias de rotura)...

Existen principalmente dos tipos de intervenciones sobre los AAA, la cirugia clasica o
abierta que consiste en la exéresis del aneurisma a través de un abordaje quirurgico
abdominal mas o menos extenso con su posterior substitucién con una protesis
sintética y la cirugia endovascular en la que no se realiza una exéresis del aneurisma y
éste se excluyen a través de dispositivos estancos modulares que se colocan a través de

las arterias femorales en las ingles evitando la apertura de la cavidad abdominal.
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8.1 CIRUGIA CLASICA DE REPARACION AAA:

La cirugia clasica o abierta convencional de los AAA, ha demostrado ser una técnica
quirurgica fiable, segura y duradera siendo adn en la actualidad, a la espera de estudios
prospectivos a largo plazo comparandolo con otras técnicas mas novedosas como la

terapia endovascular o la laparoscopia, el tratamiento de eleccion.

El abordaje quirurgico del espacio retroperitoneal en el que se encuentra la aorta puede
ser o bien transperitoneal mediante una laparotomia media o bien directamente
retroperitoneal a través de un abordaje del flanco izquierdo del paciente a nivel

subcostal.

Cada uno de ellos presenta ventajas y desventajas que los hacen de elecciéon en
pacientes concretos, dependiendo en ultima instancia de la eleccion del cirujano

responsable.

El abordaje transperitoneal, se realiza mediante una incisién en la linea media
abdominal (xifo-pubiana) mas o menos extensa, con posterior evisceracion del
contenido intestinal. En nuestro centro, utilizamos sistematicamente el retractor
automatico Omnitrack®. Esta incisién, nos permite un abordaje comodo de la aorta
infrarrenal tras incidir el peritoneo parietal posterior en la raiz del mesenterio, llegando
hasta el ligamento de Treitz. La seccion y ligadura de la vena mesentérica inferior se
precisa ocasionalmente en aneurismas de gran tamafo, con cuello yuxtarrenal para
poder controlar el mismo y en el caso de lesiones iatrogénicas durante la diseccion. Una

vez disecado y controlado el cuello adértico proximal, se procede a hacer lo propio con

70 Jaume Félix, Dilmé Mufioz.



“Influencia de los factores de riesgo cardiovascular en los niveles locales de factores angiogénicos en el AAA”

ambos ejes iliacos. Dependiendo del tamafio y estado de los mismos, se decidira si se
utilizara un injerto recto o una protesis bifurcada iliacas de (<2.5cm). En caso de
decantarnos, por este ultimo injerto se pueden realizar las anastomosis distales a nivel
iliaco desde la misma cavidad abdominal (aorto-biiliaco) o a nivel inguinal (aorto-
bifemoral), controlando ambos tripodes femorales, mediante dos incisiones
complementarias inguinales, sobre los tridngulos de Scarpa y realizando la tunelizacién
retoperitoneal oportuna, con especial atencion de no lesionar los uréteres o las venas

iliacas.

Una vez controlado el cuello aneurismatico y ambos ejes iliacos, se puede transfixiar con
material irreabsorbible la arteria mesentérica inferior, para minimizar el sangrado al
incidir sobre el aneurisma. Previo al clampaje, se realiza una heparinizacion sistémica a
razon de 1mg de heparina sédica por Kg peso en forma de bolus intravenoso.
Posteriormente se procede a la apertura del saco aneurismatico, retirando todo el
trombo existente (se guarda para poder realizar estudios de secretoma del mismo) y
controlando la hemorragia que se produce a través del reflujo de las arterias lumbares
permeables, con transfixion y por la arteria mesentérica inferior, sino se ha controlado
previamente. A continuacidn se emplaza el injerto escogido (habitualmente de Dacron®
aunque puede ser de politetrafluoruro expandido-PTFE/Gore-Tex®), dependiendo del
diametro de la aorta nativa, ya sea recto o bifurcado, con sutura infrarrenal endoaértica
termino-terminal (T-T) con monofilamento de 3/0. Tras realizar esta anastomosis, se
comprueba con suero fisioldgico, la ausencia de fugas y dependiendo de las preferencias
del cirujano o en caso de clampajes proximales que puedan comprometer alguna de las
arterias renales, se substituye el clamp adrtico proximal, por un clamp adrtico

protegido o atraumatico a nivel del cuerpo de la prétesis. Posteriormente, se realiza la
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sutura T-T a nivel prebifurcacion iliaca, también endoadrtica con monofilamento de 3/0
o bien T-T a nivel de las arterias iliacas primitivas (monofilamento de 4/0) o término-

lateral con monofilamento de 5/0 a nivel de las arterias femorales.

El desclampaje debe ser lento, progresivo y cuidadoso a fin de evitar hipotensiones
bruscas, coincidiendo con la precarga de volumen necesaria administrada por el equipo
anestésico. En caso de injertos bifurcados primero se revasculariza una extremidad y se
pone en marcha y posteriormente la siguiente, desclampandola tras el purgado
oportuno de aire y detritus al finalizar la dltima anastomosis, por lo que los cambios
hemodinamicas suelen ser menos bruscos que en el caso de injertos rectos, en los que es
habitual el reclampaje parcial manual, para ayudar a remontar hemodinamicamente al
paciente. De todos modos, es fundamental una relacion fluida entre el equipo quirurgico
y el anestésico para disponer de la maxima informaciéon en cada instante del estado

hemodinamica del enfermo.

Una vez comprobado el funcionamiento correcto del injerto y la estanqueidad de todas
las anastomosis, se procede a realizar una hemostasia cuidadosa del lecho quirurgico y
se revierte la heparinizacion con sulfato de protamina habitualmente en una proporciéon
de 1/1 que se puede incrementar ligeramente en caso de ausencia de formacién de

coagulo (sobretodo en caso de anastomosis realizadas en <40 minutos).

El saco aneurismatico, se cierra sobre el cuerpo de la protesis y de forma similar el

retroperitoneo, ambos con material trenzado reabsorbible del 2/0. Se debe ser

cuidadoso en este momento a fin de evitar en la mayor medida posible, la aparicion de
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ulceras o erosiones por decubito a nivel intestinal (3-42 porcién duodenal) por existir

un contacto con el cuerpo protésico, demasiado intimo.

Es precisamente en esta ultima fase de la cirugia en donde se puede extraer una porciéon
longitudinal de arteria aorta infrarrenal aneurismatica de la “cascara aneurismatica”
para realizar todos los estudios y determinaciones tisulares que se realizan en esta tesis
doctoral. La biopsia aortica de obtiene de la aorta abdominal infrarrenal a la altura de la
salida de la arteria mesentérica inferior en su porcidn anterior de manera sistematica,
para que pueda ser comparable entre diferentes individuos con AAA y con las muestras
de individuos sanos fallecidos con aortas normales, obtenidas durante la extracciéon de
érganos como veremos posteriormente. Cabe comentar que en caso que se intervengan
pacientes con aortas por debajo del rango quirurgico (<5.5cm) por presentar patologia
aneurismatica iliaca tributaria de reparacion quirurgica concomitante o por presentar
un crecimiento-expansion rapido, es decir >0.5cm/6 meses 0 >1cm/12 meses las

biopsias adrticas siempre se obtienen de la misma localizacién adrtica.

En nuestro centro, no se dejan drenajes en la cavidad abdominal, en los abordajes
transperitoneales y el cierre se suele realizar por planos, con sutura continua peritoneo
anterior infraumbilical con sutura reabsorbible del n22 y con puntos sueltos o sutura
continua de sutura reabsorbible n21 6 n%2 de la fascia muscular a nivel de la
laparotomia, dependiendo de las presencias del cirujano. Dependiendo del espesor de la

grasa subcutanea se completa el cierre con sutura reabsorbible de 2/0 y la piel se sutura

con grapas metalicas.
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En aquellos casos en los que se ha emplazado un injerto aorto-bifemoral, siempre se ha
dejado a contrarreflujo (ligadura proximal e la arteria iliaca primitiva y perfusion
retrograda del eje a través de la anastomosis en la arteria femoral) un eje iliaco,
preferentemente el eje iliaco izquierdo, para garantizar la perfusion del colon
descendente y del sigma a través de la arteria hipogastrica y sus conexiones con la
arteria hemorroidal superior que a su vez presenta anastomosis mas o menos variables
con la arteria mesentérica inferior. Un detalle diferenciador de otros grupos de trabajo,
es que en el HSCSP no se realizan habitualmente reimplantes sobre el cuerpo protésico
de la arteria mesentérica inferior, ni de las arterias hipogastricas en las ramas

protésicas, sin observar una incidencia mayor que en otras series de isquemia intestinal.

En una revisién realizada por Ernst?31, se recogieron los resultados sobre mortalidad
operatoria de varias series que totalizan 6.488 aneurismas no rotos. El rango de
mortalidad vari6 de 1.4 a 6.5%, y el promedio fue del 4% (mediana del 3.66%). En el
mismo trabajo se recoge la mortalidad de 1731 aneurismas rotos, que fue del 23 al 69%,

siendo el promedio del 49% (mediana del 45%).

En algunos casos seleccionados (intervenciones previas, sospecha de aneurismas
inflamatorios, obesidad importante, enfermedad pulmonar severa, aneurismas yuxta o
suprarrenales, etc.) se puede optar por un abordaje retroperitoneal. Para la realizacion
del mismo, se realiza una incision de Leriche izquierda ampliada, desde la porcién
pararrectal umbilical hasta la onceava costilla, con o sin reseccion parcial de la misma,
lo que permite abordar el retroperitoneo, previo rechazo medial de todo el peritoneo
parietal posterior y del rifion izquierdo con luxacidn anterior del mismo. De este modo,

podemos tener un control de toda la arteria aorta intrabdominal, desde el hiato
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diafragmatico, hasta su bifurcacién. Si seccionamos el pilar diafragmatico izquierdo,
podemos realizar un clampaje supraceliaco facilmente. Dos de los handicaps de este
abordaje es el control de los troncos viscerales mas alla de sus centimetros iniciales
(arteria renal derecha, mesentérica superior y tronco celiaco) y que en el caso de
precisar injertos aorto-bifemorales, la tunelizaciéon de los mismos en el lado derecho,
puede resultar mas dificultosa. En este tipo de abordajes puede emplazarse un drenaje
testigo de sangrado de latex en el lecho quirdrgico retroperitoneal, pues en caso de
sangrado quirurgico puede ser muy copioso (2-3 litros) hasta que da clinica por las
caracteristicas anatomicas del retroperitoneo. El cierre de la herida, se realiza por
planos segun la técnica habitual, con un plano de monofilamento continuo n22
abarcando al musculo transverso y al oblicuo menor y otro con puntos sueltos de

material trenzado reabsorbible n®2 del oblicuo mayor.

Darling y cols?3* realizaron un estudio prospectivo randomizado comparando el
abordaje transperitoneal con el retroperitoneal apreciando una diferencia significativa
en las pérdidas sanguineas, la necesidad de transfusion y la mayor rapidez en inicio de
la ingesta oral postcirugia a favor de la via retroperitoneal mostrandose esta segura y
eficiente en comparacion con el abordaje transperitoneal clasico. Su grupo presenta una
experiencia en el tratamiento del AAA empleando el abordaje retroperitoneal. En 1.109
pacientes se realiz6 cirugia electiva, siendo la mortalidad del 2.4%; 103 pacientes
presentaban un aneurisma sintomatico, en los que la mortalidad fue del 12.6%,
mientras que en los pacientes que presentaban una ruptura de aneurisma la mortalidad
fue del 29%. Las complicaciones precoces en los pacientes sometidos a cirugia electiva
fueron: cardiopatia isquémica e insuficiencia cardiaca congestiva (15%), insuficiencia

pulmonar (8%), lesiones renales (6%), hemorragias (4%), tromboembolismo distal
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(3%) e infeccion de la herida (2%). Las complicaciones tardias incluyen la infeccion del
injerto, fistulas aorto-entéricas, oclusion del injerto y aneurisma de las anastomosis.
Estas complicaciones suelen aparecer entre los 2 y 5 afios de la reconstruccion, e

incrementan en un 2% la tasa de mortalidad?3>.

Sin ser una técnica quirdrgica completamente nueva para la reparacion de los AAA la
reparacion mediante minilaparotomia representa una evolucién, un paso mas alla en el

objetivo de ofrecer a nuestros pacientes la mejor solucidn a sus patologias.

La posicion quirurgica del paciente se mantiene en decubito supino y la diferencia
inicial de esta técnica respecto a la terapéutica convencional, radica como su nombre
indica en el tamafio de la incisiéon que utilizamos para trabajar. Se pasa de los mas de 30
cm de la laparotomia xifopubiana clasica a menos de 15 cm en los casos con mini-

incisiones que pueden llegar a ser incluso de s6lo 10cm de longitud.

La localizacion de la incision es paraumbilical, se establece en nuestro caso por
palpacion abdominal de la masa pulsatil subyacente, indicandonos en que situacion
aproximada se encuentra el AAA. Es importante realizar esta maniobra, con el paciente
anestesiado y la pared abdominal completamente relajada para evitar los errores al
maximo. Habitualmente en los AAA puros, la incisidn se sitda por encima del ombligo
abarcandolo, sin embargo cuando el AAA afecta a las arterias iliacas la incision
paraumbilical, se puede extender ligeramente por encima del ombligo y extenderse
caudalmente hacia el pubis. Existen otros grupos de trabajo que se apoyan en la imagen
ecografica abdominal captada en la misma mesa operatoria para poder determinar la

posicion exacta del AAA y marcarla antes de incidir la piel 236, sin embargo en nuestra
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experiencia hemos observado que esto no es estrictamente necesario pudiendo
prescindir de este soporte sino se dispone de el. Cabe mencionar que la ayuda
ecografica se mostraria muy eficaz en aquellos pacientes con una gran cavidad

abdominal cuya palpacién seria dificil.

Una vez incidida la piel y el tejido graso subcutaneo es importante abrir correctamente
la fascia a través de la linea alba, si prolongamos cranealmente y caudalmente la
apertura de la fascia mas alla de la apertura de la piel, ganaremos una exposicidon de
campo quirurgico extra, este paso no se debe exagerar ya que después puede resultar

complicado cerrar correctamente la fascia al finalizar la intervencion.

Una vez realizada la minilaparotomia se colocan dos valvas de separacion del retractor
automatico Omnitrack® para poder introducir la mano en la cavidad abdominal y
explorar la misma. La siguiente operacion, es rechazar el intestino delgado hacia el lado
derecho de la cavidad abdominal sin evisceracion de los mismos para poder acceder
coOmodamente al retroperitoneo y mantener de manera mas adecuada la temperatura
corporal. Para mantener retraidos los intestinos en la situaciéon deseada se utilizan
tallas quirurgicas empapadas en suero fisioldgico caliente contenidas por las distintas
partes del separador automatico. Esta maniobra se inicia con retraccién hacia el
hipocondrio izquierdo, bajando posteriormente en sentido contrario a las agujas del
reloj hasta la fosa iliaca derecha y fondo de saco de Douglas. Este momento es el mas
crucial de la intervencién para poder tener un campo de trabajo adecuado con
visibilidad 6ptima del cuello adrtico y de la bifurcacion iliaca, por lo que es aconsejable
perder unos minutos y recolocar las tallas y los separadores las veces que sean

necesarias hasta obtener la vision deseada.
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Al tener el retroperitoneo expuesto sin nada delante que nos estorbe, se puede incidir
mediante tijeras o electrocauterio igual como se haria en la cirugia convencional, para
proceder a la diseccion del cuello adrtico y la bifurcacidn iliaca. También es el momento
de realizar los tuneles retroperitoneales en caso de tener previsto la realizaciéon de un
bypass aorto-bifemoral. Otro de los aspectos diferenciales de la cirugia mediante
minilaparotomia, es la colocacion de los clamps aodrticos, pudiéndose realizar con
clamps especiales articulados tanto para el clampaje adrtico como para el clampaje de
ambas arterias iliacas, aunque estas ultimas pueden clamparse percutaneamente a
través de microincisiones cutaneas accesorias de 0.5-1cm Este ultimo punto se debe
adaptar a cada caso particular, para que los clamps dificulten lo menos posible el acceso

al ya de por si limitado campo quirurgico.

Existen algunos grupos de trabajo, que se apoyan en la movilidad de la mesa quirurgica
(hiperextension arqueada en decubito supino para el cuello adrtico y en la contraria con
el cuerpo y las extremidades ligeramente elevadas para el control caudal) para poder
realizar incisiones de menor tamafio (7-8cm)?3¢, sin embargo la creencia de nuestro
equipo es que la ventaja de esta técnica, radica principalmente en el hecho de no
eviscerar el contenido de la cavidad abdominal evitando asi el enfriamiento excesivo del
paciente y las pérdidas no sensibles de fluidos, mas que en el propio tamafio de la
incision. Se debe remarcar que el estudio comentado, engloba a la poblacion japonesa,

que es una raza relativamente pequefia con poca tendencia a la obesidad.

Tras administrar heparina sédica endovenosa a razén de 1mg/kg peso, se procede al

clampaje aortico y de ambas arterias iliacas. A partir de aqui el procedimiento es
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exactamente igual que en la cirugia convencional, realizando una apertura del saco
aneurismatico con transfixion de las arterias lumbares refluyentes existentes con sutura
irreabsorbible de 3/0 y confeccion de las anastomosis endoadrticas término-terminales
(T-T) con sutura continua de monofilamento tipo polipropileno de 3/0 y las
anastomosis femorales en caso de ser necesarias con sutura continua de monofilamento

irreabsorbible tipo polipropileno de 5/0.

Una vez purgado y con el bypass funcionarte, se procede a revertir la heparina sédica
con sulfato de protamina endovenosa (a razén de 1/1) y se realiza la hemostasia
adecuada. Posteriormente se puede extraer una porcion longitudinal sobrante de
“cascara aneurismatica” que es la utilizada en esta tesis doctoral para realizar las
determinaciones tisulares y posteriormente se puede cerrar la pared del aneurisma
encima de la prétesis con sutura de material trenzado reabsorbible del 3/0 y se cierra el
peritoneo posterior encima con material trenzado reabsorbible de 3/0 para evitar

posibles decubitos intestinales futuros con la protesis colocada.

Ha llegado el momento de liberar los intestinos y valorar la coloracion, movilidad y
posibles zonas contusionadas de los mismos. Si todo esta correcto, especialmente la
hemostasia de la zona intrabdominal del trayecto de los clamps arteriales, se procede a
cerrar por planos la minilaparotomia con sutura continua o puntos sueltos de sutura
reabsorbible trenzada o monofilamento de n?1 6 n?2, dependiendo las preferencias del
cirujano. Es importante prestar atencion a la zona craneal y caudal de la incisidn, para
evitar posibles hernias o eventraciones futuras. La piel se aproxima mediante grapas
metalicas, tanto en la minilaparotomia, como en los orificios de entrada de los clamps

arteriales.
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De todo lo expuesto podriamos decir que la mortalidad global relacionada con el
procedimiento en pacientes asintomaticos sometidos a tratamiento quirurgico electivo
seria de un 6%. Un 4% en los primeros 30 dias, mas un 2% relacionado con las
complicaciones tardias. Esta cifra se compara muy favorablemente con la probabilidad
de muerte por ruptura en aneurismas de riesgo no tratados. La probabilidad de ruptura
a 5 afos en estos casos seria del 25 al 40%, con una mortalidad global que se situaria
entre el 40% de los casos operados y el 90% de mortalidad global de los AAA rotos. El
incremento minimo en 12 veces de la mortalidad quirdrgica entre los AAA rotos con
respecto a los AAA no rotos sugiere claramente que se debe poner mayor énfasis en

identificar y reparar las lesiones asintomaticas, con alta probabilidad de ruptura.

La cirugia de reconstruccidon adrtica la mayoria de los pacientes se realiza bypass a
vasos con calibre superior a 6 mm, lo que se considera una reconstruccién de alto flujo y
baja resistencia y no esta indicado el tratamiento con heparina sodica con excepcién de
pobre salida del injerto o por indicacién del cirujano debido a complicaciones o
hallazgos intraoperatorios. Esta indicada heparina de bajo peso molecular a dosis

habituales de profilaxis de trombosis venosa profunda?37.
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8.2 CIRUGIA DE REPARACION ENDOVASCULAR DEL AAA:

La reparacion endovascular, es decir a través de un acceso arterial remoto, de los
aneurismas de aorta abdominal o EVAR (Endo Vascular Aortic Repair) se inicié en 1988
por Volodos?38, aunque el mayor reconocimiento fue posterior para el Dr. Parodi?3°.
Dicha técnica consiste en la colocacion de dispositivos modulares estancos
confeccionados a modo de stents con malla metalica, recubiertos de un tejido
impermeable tipo poliéster llamados endoprotesis, que se introducen en el territorio
adrtico e iliaco proximal a través de ambas arterias femorales comunes en la region
inguinal (incision longitudinal o transversal)a modo de bypass intraluminal para evitar
la presurizacidon directa y en consecuencia el riesgo de rotura del saco aneurismatico. Se
utilizan guias de trabajo y soporte endovascular 0.035” para colocar los dispositivos que
son de tipo coaxial, por lo que se debe visualizar todo el procedimiento bajo
fluoroscopia directa con RX, siendo imprescindible el uso de contraste yodado, lo que

limita la utilizacién de esta técnica en pacientes con insuficiencia renal?40.

Aunque inicialmente se realizaron exclusiones mediante endoprotesis rectas de AAA, en
la actualidad la mayoria de dispositivos presentan una configuracion aorto-biiliaca?41,
reservando las configuraciones tubulares para aquellos aneurismas de tipo sacular que
presentan una aorta de anclaje proximal y distal al mismo adecuada obteniendo en

estos casos buenos resultados?42,

Se trata de un abordaje menos agresivo y mas conservador del AAA que conlleva menos

complicaciones mayores inmediatas intra y postoperatorias en los primeros 30 dias

respecto a la cirugia convencional, lo que permite tratar a pacientes mas afiosos y con
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mayor comorbilidad que no podrian ser sometidos a cirugia abierta clasica por su
elevado riesgo operatorio?43. También permite tratar pacientes con abdémenes hostiles
que dificulten la cirugia convencional: multiples cirugias abdominales previas, presencia

de estomas, catéteres de nefrostomia, dialisis peritoneal...

Sin embargo, no todos los pacientes son candidatos a este tipo de reparacion y el factor
mas limitante es la propia anatomia del sector aorto-iliaco (calcificaciones muy
extensas, trombo mural muy abundante sobretodo en zonas de anclaje...) y de sus rutas
de acceso, es decir las arterias femorales comunes e iliacas externas, ya que estenosis
severas, oclusiones o tortuosidades muy marcadas pueden dificultar mucho el implante
del dispositivo. El factor mas limitante par a el EVAR es la presencia de una zona de
aorta infrarrenal llamada “cuello aértico” lo suficientemente largo y sano sin excesivo
calcio, angulacion?4* o trombo intraluminal, como para anclar nuestro dispositivo, ya
que la mayoria de dispositivos existentes en el mercado, se fijan debido a la fuerza
radial de la propia endoproétesis que se sobredimensiona un cierto porcentaje (10-
15%), respecto al tamafio valorado mediante un angio-TC con contraste que sirve de
planificaciéon del caso245. Con la evolucion técnica de los dispositivos actuales y la
presencia de fijaciones suprarrenales sin tela o “freeflow” se ha conseguido acortar

mucho la zona de “cuello adrtico” necesario y ampliar las indicaciones de EVAR?46,

La planificacion del caso se debe realizar mediante una angio-TC con contraste y cortes
cada milimetro, ya que es imprescindible para valorar los diametros de anclaje tanto
proximal en aorta como distal en iliacas ya sean comunes o bien externas lo que
requiere un cubrimiento de las arterias hipogastricas directa o una embolizacion previa

y también nos sirve para valorar las distancias necesarias de vaso nativo que deberemos
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cubrir. Con estos datos podemos plantear lo diametros y longitudes de los distintos
modulos de nuestro dispositivo, que como minimo seran dos un cuerpo adrtico que
contiene el mddulo adrtico una extension iliaca y un mufién corto en donde encajara por
dentro del mismo el segundo modulo o extension iliaca contralateral. Dependiendo de la
longitud y morfologia del aneurisma a tratar pueden ser necesarias extensiones iliacas

uni o bilaterales y una extension aortica proximal llamada “cuff adrtico proximal”?47.

Una variante de esta configuracion aorto-biiliaca clasica de los EVAR utilizada cuando
tenemos un trombo muy importante dentro del AAA que no deja una luz real lo
suficientemente grande como para que entren las dos patas o ramas de la endoprotesis
aorto-biiliaca o en aquellos casos en los que existe un eje iliaco con enfermedad
aterosclerosa severa a modo de estenosis u oclusion, es la configuracion aorto-uniiliaca
que precisa un bypass extranatomico fémoro-femoral habitualmente realizado con
PTFE para mantener viable la circulacion arterial de la pierna que no tiene endoprotesis
en su eje iliaco, dejando este a contrarreflujo para mantener la arteria hipogastrica
permeable y evitar claudicaciones gluteas o isquemias coldnicas siempre que sea
posible. Si el eje iliaco nativo de la pierna receptora del bypass extranatémico fémoro-
femoral esta total o parcialmente permeable, sera imprescindible ocluirlo
proximalmente con un oclusor que se coloca también de modo endovascular en la iliaca

comun?248,

A diferencia de la cirugia adrtica convencional, los EVAR requieren de un control mas
exhaustivo que los aneurismas tratados de modo convencional con protesis de Dacron o
de PTFE suturadas directamente en aorta, pues su gran problema son las fugas

arteriales?4® en el dispositivo debido a migraciones, desconexiones modulares,
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porosidad del dispositivo usado, presencia de arterias lumbares y/o arteria mesentérica
inferior permeables, etc., ya que estas fugas siguen presurizando el saco aneurismatico
sin excluirlo de la circulacién arterial sistémica, lo que implica un crecimiento del
aneurisma sin evitar una posible rotura, ya que la presién en un saco aneurismatico con
fuga puede ser incluso superior a la que tenia el AAA antes de tratarse2>°. Es por ello que
es imprescindible un protocolo de seguimiento muy riguroso, tanto clinico como
mediante pruebas de imagen: ecografia-doppler abdominal y/o angio-TC seriados lo
que implica a lo largo de la vida del paciente una radiacién acumulada no despreciable
por sus efectos adversos a modo principalmente de neoplasias y en caso de detectarse

fugas plantear una reparacion preferente de las mismas2>1.

Los resultados del EVAR respecto a la cirugia convencional en cuanto permeabilidad son
equiparables, sin embargo en el EVAR son mejores en cuanto a morbimortalidad
quirurgica inmediata (30 primeros dias) pero este beneficio se iguala y se pierde con el
tiempo. También se debe remarcar la necesidad de muchas mas cirugias coadyuvantes
al tratamiento inicial en los pacientes tratados con EVAR?252, la mayoria también de tipo
endovascular aunque existen casos en que se precisa una reparacién o reconversion a
cirugia abierta. Esto junto con la necesidad de multiples controles con radiacién
ionizante posteriores para detectar y tratar presencia de fugas, nos debe hacer plantear
individualmente cada paciente para decidir cual es la mejor terapéutica en cada caso y

optimizar los protocolos de seguimiento?>3.

Lo que queda claro en la actualidad que el tratamiento que podemos ofrecer de los AAA
ya sea con cirugia convencional o mediante técnicas endovasculares, es un tratamiento

tardio y simplemente profilactico, inicamente enfocado a evitar la muerte o las
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complicaciones derivadas de la rotura del mismo. Por ello es importante conocer la
evolucion natural de la enfermedad y los factores biologicos implicados en su aparicién
y desarrollo para que podamos ofrecer terapéuticas profilacticas efectivas en aquellos
individuos sensibles genéticamente para desarrollar una degeneracion aneurismatica,
tratamientos médicos efectivos de cara a enlentecer o incluso frenar su desarrollo en
aquellos pacientes que consigamos diagnosticar de modo precoz y aportar datos que
permitan modificar aquellos factores medioambientales, enfermedades de base o

pautas de conducta implicados en la evolucion de los AAA.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS:

HIPOTESIS:

Los distintos FRCV y enfermedades asociadas, estdn implicados en la expresion de
mediadores relacionados con la hipervascularizacién del AAA como la via del VEGF, las

metaloproteinasas y la via de la PGEx.

OBJETIVOS:

OBJETIVO PRINCIPAL:

Evaluar la influencia de los FRCV en los niveles locales de factores pro-angiogénicos

bien establecidos: via del VEGF, MMPs y la via de 1a PGE:.

OBJETIVOS SECUNDARIOS:

1) Evaluacion de la hipervascularizacion y de la infiltracién leucocitaria de la pared

de la aorta aneurismatica.

2) Influencia de los factores de riesgo cardiovascular en la expresion local de los

elementos de la familia del VEGF en la pared de la aorta aneurismatica.
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3) Influencia de los factores de riesgo cardiovascular en la expresion local de

metaloproteinasas mayoritarias en la pared de la aorta aneurismatica.

4) Influencia de los factores de riesgo en la expresion local de los elementos de la

via de la PGEx.
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MATERIAL Y METODOS:

Previa aprobacidn del comité de ética del “Hospital de la Santa Creu i Sant Pau” y con el
consentimiento informado de los pacientes se obtuvieron 89 muestras de pared de
aorta abdominal infrarrenal aneurismatica, de pacientes sometidos a reparacion

quirurgica abierta de AAA.

Las muestras o biopsias adrticas, se obtuvieron del excedente de pared aodrtica
infrarrenal en la ultima fase de la cirugia, tras realizar la exclusion del AAA y su
sustitucidn protésica, siempre que hubiera suficiente “cascara” o pared aneurismatica
remanente, para realizar una biopsia segura y poder cubrir la protesis quirdrgica
adecuadamente con la intencion de prevenir posibles complicaciones quirdrgicas
tardias (infecciones, fistulas o erosiones entérico-protésicas, etc.). Se obtuvieron
porciones longitudinales de arteria aorta infrarrenal aneurismatica a la altura de la
salida de la arteria mesentérica inferior en su porcidn anterior de manera sistematica,
para que las muestras pudieran ser comparables entre diferentes individuos con AAA 'y
con las muestras de individuos sanos fallecidos con aortas normales, obtenidas durante

la extraccidn de 6rganos como veremos posteriormente.

Todos los pacientes presentaban aneurismas de aorta abdominal de tipo ateroscleroso,
descartando del estudio aquellos pacientes con aneurismas de etiologia infecciosa o
caracteristicas que pudieran sugerir un aneurisma de tipo inflamatorio. Tampoco se
utilizaron para el estudio aquellos pacientes en los que no se pudo conseguir una

biopsia adrtica adecuada. Estas muestras fueron obtenidas entre los afios 2007-2012.
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De los 89 pacientes, 69 tenian afectacion de la aorta abdominal infrarrenal, 15 de la
porcién yuxtarrenal y 5 de la aorta abdominal suprarrenal. La media del diametro

transversal maximo del aneurisma fue 66+12.7mm.

LOCALIZACION AAA

Porcentaje

|

INTRARRENAL YUKTARRENAL SUPLARRENAL
LOCALIZACION AAA

Figura 1: porcentajes de localizacion del AAA en
relacion con las arterias renales.

En 86 de los casos la reparacién quirurgica del aneurisma fue electiva, 1 de los pacientes
se intervino de modo preferente por sintomatologia aguda a modo de dolor abdominal y
2 de los pacientes se tuvieron que intervenir de urgencia por presentar rotura aortica a

nivel abdominal.

La via de abordaje principal para la reparacion de los aneurismas fue la via
retroperitoneal que se utilizo en 61 de los casos, en los 28 pacientes restantes se utilizo

una laparotomia media.

En todos los pacientes se utilizaron protesis de Dacron© para la reparacion de los
aneurismas: en 62 casos se realizo una exclusion del AAA con bypass aorto-adrtico, en

13 bypass aorto-bifemoral, en 9 bypass aorto-bi-ilio-femoral y en 5 casos aorto-biiliaco.
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La afectacion aneurismatica de otros territorios fue la siguiente: 35 pacientes tenian
afectacion simultanea de las iliacas comunes, 8 presentaban afectacion aneurismatica de
las arterias iliacas internas o hipogastricas y en ningun paciente se observé una
afectacion simultanea de las iliacas externas. S6lo 1 paciente presentaba aneurismas

femorales y en 5 casos se apreci6 afectacion aneurismatica del sector popliteo.

Figura 2: pacientes con afectacién aneurismatica concomitante en un territorio distinto
del adrtico.

Obtenciéon de las muestras de tejido: como hemos descrito, las biopsias de AAA, se
obtienen durante el procedimiento quirdrgico. El tejido adrtico corresponde a la cara
anterior de la pared aortica, aproximadamente en la porcién media de la aorta
infrarrenal a la altura de la salida de la arteria mesentérica inferior. El trombo luminar

si esta presente se descarta y el tejido se lava dos veces con tampén PBS 7.4.
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Inmediatamente tras la obtencion del tejido, este es procesado como se describira en los

siguientes apartados, para la obtencion de ARN, secretoma y para inmunohistoquimica.

Las muestras de aorta sana para los controles, se obtuvieron de donantes
multiorganicos y también fueron obtenidas de la porcién media de la aorta abdominal
infrarrenal a nivel de la salida de la arteria mesentérica inferior, en el momento de la

extraccion de los 6rganos de la cavidad abdominal.

Para los analisis plasmaticos se obtuvo una muestra de 10 ml de sangre periférica de
todos los pacientes intervenidos quirirgicamente de AAA . Las muestras sanguineas se
obtuvieron antes de la induccidn de la anestesia en la sala de operaciones. Se utilizaron
tubos heparinizados, la sangre se centrifugé inmediatamente, se separ6 el plasma y se
realizaron alicuotas que se almacenaron a -802C hasta su posterior andlisis. Las
muestras de donantes sanos se obtuvieron del Banco de Sangre en nuestro centro, de
donantes de sangre también anticoagulada con heparina y se procesaron de forma

idéntica.

Determinacion del diametro aorta: se ha usado el diAmetro transversal maximo del
aneurisma medido en milimetros (mm). Para determinar el diametro transversal
maximo se ha utilizado en todos los casos angio-TC milimetrado con contraste
endovenoso. Usamos el diametro transversal maximo a la luz del vaso, realizando un
“center line” a nivel infrarrenal. Para ello se han usado las estaciones de trabajo: AGFA
IMPAX© version 6.4.4.4010 y la OsiriX MD®, version FDA Cleared/CE Ila para

diagnostico primario.
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Los pacientes se estratificaron segtn el tamafio del AAA, se distribuyeron en 3 grupos

del siguiente modo:

* Small Diameter (SD), AAA<55mm: 13 pacientes.
* Moderate Diameter (MD), AAA entre 55.1-69.9mm: 43 pacientes.

* Large Diameter (LD), AAA 270mm: 33 pacientes.

BESMALL DIAMETER(<55mm)

EMODERATE DIAMETER
(55.1-69.9mm)

OLARGE DIAMETER (270mm)

Figura 3: Estratificacion de las muestras de AAA en funcién de su didmetro.

Para esta clasificacion se tuvieron en cuenta referencias previas con estratificaciones
similares y de este modo podemos comparar nuestros resultados con los de otros

grupos98 99, 254,

En el estudio, existen pacientes con aortas por debajo del rango quirurgico (<5.5cm)
Esto es debido a que aunque no solemos indicar una reparacion quirurgica del AAA a no
ser que el didmetro haya superado los 55mm de didmetro transversal maximo, existen
pacientes intervenidos por crecimiento aortico rapido (>0.5cm/6 meses 6 >1cm/12

meses) o aortas <55mm reparadas por coexistencia de patologia aneurismatica iliaca en
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rango quirurgico. Las muestras arteriales obtenidas en caso de afectacion iliaca
concomitante fueron siempre adrticas y la biopsia fue de la misma porcidén arterial que
en caso de aneurismas aorticos puros para homogenizar al maximo las muestras de

AAA.

Las caracteristicas clinicas de los pacientes con AAA y de los donantes, tanto de aorta

sana (NA) como de plasma utilizados para el estudio se muestran en la tabla 1.

94 Jaume Félix, Dilmé Mufioz.



“Influencia de los factores de riesgo cardiovascular en los niveles locales de factores angiogénicos en el AAA”

Tabla 1: Caracteristicas clinicas, demogréficas y factores de riesgo, de los individuos con AAA y NA incluidos en el estudio.

Medidas Niveles mMRNA Niveles TNFa plasma
Caracteristicas AAA NA AAA Controles
NUmero 89 25 79 39
Diametro aortico (mm)? 66+12.7 - 64.3+11.6 -

SD (<55 mm) 13 (14.6%) - 14 (17.7%) -

MD (55-69.9 mm) 43 (48.3%) - 40 (50.6%) -

LD (=70 mm) 33 (37.1%) - 25 (31.6%) -
Edad (afios) 71.1+6.5 56.3+16.0 72.4+6.8 62.9£3.0
Hombres 87 (97.8%) 16 (64%) 75 (94.9%) 34 (87.2%)
Diabetes mellitus 19 (21.3%) 2 (8%)° 21 (26.6%) 1 (2.6%)
Hipertension 63 (70.8%) 2 (8%)° 60 (75.9%) 14 (35.9%)
Dislipemia 54 (60.7%) 2 (8%)° 51 (64.6%) 1 (2.6%)
Habito tabaquico

No fumadores 7 (7.9%) 21 (84%)° 8 (10.1%) 30 (76.9%)

Fumadores activos 26 (29.2%) 3 (12%)° 19 (24.1%) 6 (15.4%)

Ex fumadores® 56 (62.9%) 1 (4%)° 52 (65.8%) 3 (7.7%)
Cardiopatia isquémica 20 (22.4%) o 22 (27.9%) 0

Angina de pecho 2 (2.2%) oP 4 (5.1%) 0

Infarto de miocardio 6 (6.7%) oP 6 (7.6%) 0

Cirugia revascularizacion coronaria® 12 (13.5%) o 12 (15.2%) 0
Insuficiencia renal crénica® 34 (38.2%) oP 23 (29.1%) 0
Didlisis 0 o 0 0
Enfermedad arterial periférica 48 (53.9%) o 45 (57%) 0

Ausencia de pulsos 31 (34.8%) 0P 30 (38%) 0

Claudicacién intermitente 17 (19.1%) o 15 (19%) 0
Enfermedad cerebrovascular 7 (7.9%) 1 (4%)° 7 (8.8%) 0

Accidente vascular cerebral 4 (4.5%) 1 (4%)° 5 (6.3%) 0

Ataque isquémico transitorio 3 (3.4%) oP 2 (2.5%) 0
EPOC' 26 (29.2%) oP 17 (21.5%) 0
Tratamiento con antiagregantes 47 (53.4%) 1 (4%)° 48 (61.5%) 0
Tratamiento con estatinas 57 (64%) o 58 (73.4%) 7 (17.9%)
Tratamiento con IECAs® 23 (20.7%) o 24 (30.8%) 6 (15.4%)
Tratamiento con AINEs®™ 6 (6.7%) o 3 (3.8%) 0
Tratamiento con corticoides 6 (6.7%) o 4 (5.1%) 0
Tratamiento con inmunosupresores 4 (3.5%) o 2 (2.5%) 0

Las variables nominales se presentan como nimeros y porcentajes (%) y las variables continuas como mediana +DE.

@ Diametro transversal maximo medido en mm: SD “Small Diameter”, MD “Moderate Diameter” y LD “Large Diameter”.

®) En algunos casos y debido a la naturaleza de las muestras de aorta sana, algunas de las caracteristicas clinicas pueden no estar
recogidas y existe riesgo de infravaloracion de las mismas..

© Ex fumadores: abandono del Tabaco de >1 afio.

@ Mediante cirugia convencional o tratamiento endovascular.

© Filtrado glomerular estimado (eGFR) <60 mL/min/1.73 m?,

@ Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica.

@ |ECASs: Inhibidores Enzima Conversora Angiotensina.

™ AINEs: Anti Inflamatorios No Esteroideos.
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Definimos como diabéticos (DM) a aquellos pacientes con Hb glicosilada >5'8%
(HbA1c>5'8%) o que estén diagnosticados previamente y en tratamiento con
antidiabéticos orales y/o insulina. En nuestra serie todos los pacientes diabéticos
fueron pacientes con “Diabetes Mellitus tipo 2” en tratamiento con dieta oral y control
glicémico mediante antidiabéticos orales, y en ningin caso tuvimos pacientes

insulinizados o con “Diabetes mellitus tipo 1”.

Definimos hipertension arterial (HTA) como presion sistolica basal sostenida por
encima de 139mmHg o una presién diastdlica sostenida mayor de 89mmHg sin
tratamiento médico. Consideramos pacientes hipertensos a aquellos pacientes que
cumplan estos factores o que estén diagnosticados previamente como tales y estén en
tratamiento farmacologico aunque se mantengan normotensos. Todos los pacientes
considerados hipertensos en nuestra serie, estaban tratados como minimo con un

farmaco hipotensor ademas de una dieta hiposodica.

Definimos Dislipemia (DLP) como aquellas situaciones clinicas en las que existen
concentraciones anormales de colesterol total (CT>62mmol/L), colesterol de alta
densidad (C-HDL>1’70mmol/L), colesterol de baja densidad (C-LDL <1’'81mmol/L) y/o
triglicéridos (TG>1'65mmol/L). Consideramos pacientes dislipémicos a aquellos
pacientes que cumplan estos factores o que estén diagnosticados previamente como
tales y estén en tratamiento farmacolégico aunque mantenga lipidos séricos en sangre
en niveles normales. En cuanto a la DLP, en nuestra serie, esta presente en 54 pacientes
que representan el 60.7% de la muestra de pacientes con AAA. Destaca que hay mas
pacientes tratados con estatinas (n=57 (64%)) que pacientes diagnosticados de

dislipemia y esto es debido a que en ocasiones se da tratamiento hipolipemiante a pesar
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de cifras de lipidos séricos en sangre correctos por los efectos pleiotrépicos de las
moléculas hipolipemiantes actuales, sobretodo estatinas de ultima generacién como la

atorvastatina, la rosuvastatina o la pitavastatina.

Especialmente importante para la discusion posterior, es la clasificacion de los
pacientes con habito tabaquico. Hemos considerado como pacientes no fumadores
aquellos que nunca han fumado en ninguna de sus modalidades (cigarrillos, puros, pipa
o tabaco de liar) y como pacientes ex-fumadores, a aquellos pacientes que llevaban mas
de 12 meses sin fumar en el momento de la intervencion quirurgica y como fumadores
activos a aquellos pacientes que fumaban en el momento de la intervencién quirurgica o

que no llevaban mas de 12 meses sin consumir tabaco.

La afectacion coronaria simultdnea en pacientes con AAA, es bien conocida y en nuestra
serie no es nada despreciable: 2 pacientes a modo de angina de pecho sin revascularizar
(2.2%), 6 pacientes a modo de infarto de miocardio sin revascularizar (6.7%) y 12
pacientes (13.5%), habian tenido afectacion del territorio coronario que habia
precisado revascularizacién o bien mediante terapias endovasculares o bien mediante

cirugia clasica de derivacion coronaria.

La insuficiencia renal (IR) se definié como un filtrado glomerular estimado o “estimated
glomerular filtration rate” (eGFR)<60mL/min/1.73m?. Ninguno de los pacientes

intervenidos con AAA estaba en hemodialisis.

Definimos como enfermedad arterial periférica (EAP), aquellos pacientes con indice

tobillo brazo <0.9, ausencia de pulsos distales a la exploracion fisica o que presenten
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clinica isquémica a modo de lesiones troéficas o de claudicacidn intermitente. Destaca en
nuestra serie la presencia de EAP en fase silente en grado I de la clasificacion de
Leriche-Fontaine (34.8%), siendo la enfermedad arterial sintomatica mucho menos
presente (19.1%) afectando a pacientes con claudicacion intermitente mas o menos
relevante (grado Il de Leriche-Fontaine). En ningun caso tuvimos pacientes afectos de
isquemia critica (grados IIl y IV de Leriche-Fontaine). El aumento de enfermedad
arterial asintomatica en nuestra serie, posiblemente sea debido a la longevidad de los
individuos , ya que por el centro hospitalario en el que trabajamos, tenemos un area de

influencia muy envejecida.

La afectacion del territorio cerebral incluye pacientes con antecedente de accidente
vascular cerebral o AVC de mas de 24h de duracidon y pacientes con accidente isquémico

transitorio o AIT de menos de 24h de duracidn.

La enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) se defini6 como la relacién
FEV1/FVC <0,7 (<70%)?>. En Espafa se han realizado varios estudios epidemiolédgicos
con base poblacional, obteniendo una prevalencia global de 9,1% (el 14.3% en hombres

y el 3.9% en mujeres)?256 257,

En cuanto al tratamiento que recibian los pacientes en el momento de la intervenciéon
quirurgica, la gran mayoria estaban antiagregados e hipolipemiados con estatinas, lo
cual es logico viendo los factores de riesgo que presentan y los territorios arteriales
afectados simultaneamente, tanto el coronario como el cerebral. Una cuarta parte de los
pacientes estaban en tratamiento cronico con inhibidores de la enzima conversora de

angiotensina (IECAS), y un porcentaje relativamente pequefio de los pacientes tomaban
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farmacos antiinflamatorios no esteroides o AINEs, tratamiento corticoideo o

tratamiento inmunosupresor (ver Tabla 1).

Como vemos las caracteristicas clinicas de los pacientes con AAA y los pacientes control,
es decir los pacientes sanos donantes multiorganicos son muy diferentes al igual que su
tratamiento médico. Este factor es causante de un sesgo en el estudio pero por razones
evidentes no es facil obtener biopsias de pacientes con las mismas caracteristicas

clinicas que la muestra de AAA a no ser que se hagan a modo de necropsias.

Los analisis de plasma (n=79), corresponden a un subgrupo de pacientes intervenidos
de AAA (n=89), en los que las muestras hematicas se pudieron procesar de modo

adecuado tras su extraccion.

Andlisis de los niveles de transcritos en los tejidos y células de cultivo: Una parte
del tejido se estabilizo mediante inclusiéon en RNAlater (QiagenGmbH, Hilden, Alemania)
inmediatamente después de la obtencion de la biopsia, y se almacend6 a -80 2 C hasta su
procesamiento. Los tejidos fueron homogeneizados utilizando los tubos “Lising Matrix
D” en el homogeneizador “FastPrep-24” (MP Biomedicals, Solon, OH) en 1 ml de Trizol
(Invitrogen, Carlsbad, CA). La extraccion del RNA se realiz6 siguiendo las instrucciones
del fabricante. Para células de cultivo el RNA total fue extraido usando Ultraspec
(Biotecx Laboratories, Inc., Houston, TX) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
La transcripcion inversa se realizé a partir de 1pg de RNA con el kit “High-
CapacitycDNA Archive Kit” con hexameros aleatorios (AppliedBiosystems, Foster City,
CA). La expresion mRNA de los genes seleccionados se estudié mediante PCR a tiempo

real en un ABI Prism 7900HT utilizando ensayos predisefiados validados (TagMan
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ensayos de expresion génica; AppliedBiosystems, Foster City,CA) y parametros de
amplificacion universales. La expresion relativa de cada transcrito se expresé como el

cociente de transcrito del gen/ transcrito [3-actina.

TABLA 2: Transcritos determinados (MRNA)

MARCADORES CELULARES Y CITOCINAS VIA PGE, METALOPROTEINASAS
VE-Cadherin COX-1 MMP-2
TIE-1 COX-2 MMP-9
VWF mPGES-1
eNOS EP-1
VEGFR-2 EP-2
CD45 EP-3
CD68 EP-4
FLAP
BTL-1
NAP-2
VEGF-A
VEGFR-1
VEGFR-2
a-Actina

Determinacion de los niveles de prostanoides en plasma y liberados por muestras
de tejido de aorta NA y AAA en cultivo: inmediatamente después de la cirugia, 100-
200mg de tejido se cortaron en pequefios fragmentos con un bisturi quirtargico (*1mm)
y se utilizaron para la obtencion de secretomas. Los fragmentos de tejido se incubaron
durante 48 horas a 37°C en el incubador de CO2 en 1ml de DMEM (Biological Industries,
KibbutzBeitHaemek, Israel). Transcurrido este periodo de tiempo, el medio de cultivo se
recupero y se almacené a -802C hasta la determinacién de los prostanoides. Tanto los
niveles plasmaticos como los medios de cultivo se analizaron mediante inmunoensayos
enzimaticos2>8 especificos, todos suministrados por Cayman Chemical, siguiendo las

instrucciones del fabricante.
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Inmunohistoquimica: Inmediatamente tras la cirugia una porcién del tejido se
sumergio en una solucidon de formaldehido al 4% durante 24 horas. Seguidamente se
incluy6 en parafina. Los estudios inmunohistoquimicos se realizaron en secciones de
tejido de 3 micrometros. Los anticuerpos utilizados y las diluciones realizadas, se
especifican en la tabla 3. Para la tincion especifica de los elementos de la via de la PGE>
se utilizaron: un anticuerpo monoclonal de ratén anti-COX-2 (ref. 160112 clon CX229,
diluido 1:50), anticuerpos policlonales de conejo contra la EP-2 (ref. 101750, diluido
1:1000), EP-3 (ref. 101760, se diluy6 1:400) y EP-4 (ref. 101775, diluido 1:100) todos
de Cayman Chemical, y un anticuerpo policlonal de conejo contra la mPGES-1 (ref.
HPA045064 diluido 1:50) de Sigma-Aldrich. Los blancos se realizaron usando los
péptidos bloqueantes correspondientes de Cayman. Para la tincién inmunohistoquimica
del factor von Willebrand (vWF, marcador de células endoteliales), CD45 (marcador
pan-leucocitario) y CD60 (marcador de macrofagos), se utilizaron anticuerpos
monoclonales (ref. M0616, diluido 1:35; ref. IR751 y ref. IR613 sin dilucidn,
respectivamente) de Dako. Para realizar la tincion inmunohistoquimica de la MMP-2 se
us6 un anticuerpo monoclonal de ratén de Abcam (ref. ab1818, dilucién 1:15) y para la
MMP-9 un anticuerpo policlonal de conejo de Dako (ref. A0150, dilucién 1:15). Para la
microscopia dptica, las secciones de tejido se procesaron en un equipo Dako Autostainer

48, utilizando el Dako Envision Kit Flex. Se us6 diaminobenzidina como cromégeno.

Inmunofluorescencia: Para los estudios de co-localizacidén, se realizé inmunotincién
doble fluorescente utilizando un método secuencial. Después de la desparafinacién y
desenmascaramiento de los antigenos, se bloque6 a 4°C durante toda la noche para

evitar las uniones inespecificas de los anticuerpos. A continuacion los anticuerpos se
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aplicaron secuencialmente incubandose cada uno de ellos durante 1 hora a temperatura
ambiente, realizandose lavados con PBS después de cada incubacion. Los tejidos se
incubaron primero con anticuerpos anti-MMP-2 o anti-MMP-9, seguido de la incubacion
con anticuerpos de cabra anti-IgG de raton conjugado con Alexa Fluor 488 (diluido
1/200; Life Technologies, Carlsbad, CA). Las preparaciones que se incubaron con anti
MMP-2, se incubaron con anticuerpos anti-alfa actina del musculo liso, y las que habian
sido incubadas con anti-MMP-9, con anti-CD45 o anti-CD68. Finalmente las
preparaciones se incubaron con anticuerpos de burro anti IgG de conejo conjugados con
Alexa Fluor 555 (diluido 1/200; Life Technologies). Como control negativo, se
realizaron portas en los cuales se omitieron los anticuerpos primarios. Para el montaje
de los cubreobjetos se utilizo el reactivo Prolong Gold antifade con DAPI (Molecular
Probes, Life Technologies Co, Eugene, OR). Para el estudio de microscopia laser confocal
utilizamos el microscopio confocal Leica SP5. Para la tincion de inmunofluorescencia de
la mPGES-1 y EP-4 de células de endotelio microvascular en cultivo, las células se
sembraron en MillicellEZslide (MilliporeCorporation, Billerica, MA) y cuando alcanzaron
un 80% de confluencia se fijaron con metanol: acetona 1:1 a -20°C durante 20 minutos.
Las preparaciones se lavaron con PBS y se bloqued con albumina al 1% durante una
hora. Las células se incubaron anti-mPGES-1 (anticuerpo monoclonal de ratén, ref
10004350 diluido 1:100) y anti-EP4 (anticuerpo policlonal de conejo, ref 101775,
diluido 1:100, ambos de Cayman) diluidos en PBS y BSA al 1% simultdaneamente
durante 60 minutos. La preparaciones se lavaron con PBS 2 veces y se incubaron con los
anticuerpos secundarios marcados fluorescentes: cabra anti-IgG de ratén marcado con
Alexa Fluor 488 y burro anti-IgG de conejo marcado con Alexa Fluor 555 (ambos de
Invitrogen) durante una hora. Tras dos lavados, los nucleos se tifieron con Hoechst

33342 (Sigma) 1pg/ml en PBS durante 10 minutos. Las preparaciones se montaron con
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“Prolong Gold Antifade Reagent” (Invitrogen) y se fotografiaron con un microscopio

Olympus BX50.

Tabla 3: anticuerpos y diluciones utilizados

Antigeno

. Tipo Dilucién Proveedor Técnica de anélisis
reconocido
COX-2 Policlonal de conejo 1/50 Cayman ABC-POD
EP2 Policlonal de conejo 1/1000 Cayman ABC-POD
EP3 Policlonal de conejo 1/400 Cayman ABC-POD
EP4 Policlonal de conejo 1/100 Cayman ABC-POD
mPGES-1 Policlonal de conejo 1/50 Sigma ABC-POD
VWF Monoclonal de ratén 1/35 Dako ABC-POD
CD45 Monoclonal de ratén - Dako ABC-POD .
Fluorescencia
CD68 Monoclonal de ratén - Dako ABC-POD .
Fluorescencia
MMP-2 Monoclonal de ratén 1/15 Abcam ABC-POD .
Fluorescencia
MMP-9 Policlonal de conejo 1/15 Abcam ABC-POD .
Fluorescencia
a-actina Policlonal de conejo 1/200 Abcam Fluorescencia

ABC-POD: Avidina biotin

Cultivo de células vasculares: las células musculares lisas vasculares humanas (VSM(C)

fueron aisladas por el método de explante a partir de biopsias de aorta de donantes

multiorganicos68 172, La arteria se seccion6 longitudinalmente y el endotelio se elimin6

de manera mecanica mediante un raspado suave. El tejido se troced y se los trozos se

distribuyeron en un frasco de cultivo. Los explantes se dejaron 2 horas en la camara de

cultivo sin medio para que las piezas de tejido se adhiriesen a la superficie del frasco. A

continuacién se afiadié el volumen de medio DMEM conteniendo un 10% de suero

bobino fetal (FBS, Biological Industries) necesario para cubrir los explantes. Los cultivos

se observaron regularmente al microscopio y una vez que las VSMC migraron de los

Doctorado en Cirugia, Universitat Autonoma de Barcelona 103



Tesis Doctoral

explantes y alcanzaron la confluencia, se tripsinizaron. Las VSMC se caracterizaron por

tincion positiva de la a-actina.

Las células endoteliales de microvasculatura (MVEC, microvascular endotelial cells) se
aislaron a partir de prepucios humanos adultos de pacientes tributarios a
postectomial??. 259, Los prepucios tras la cirugia se recogieron en tampdn fosfato (PBS)
suplementado con penicilina 200 unidades/mL, estreptomicina 200pg/mL vy
amfotericina B 0’5pg/mL (Biological Industries). Los prepucios se cortaron en
cuadraditos de 3mm que se incubaron a 372C durante 30 minutos en una solucién de
tripsina al 0'3%, EDTA 1%. Posteriormente los trocitos de prepucio se lavan con PBS y
se depositan en una placa de Petri en M199 conteniendo un 10% de SBF. Los
fragmentos se comprimen individualmente con la parte plana de un bisturi para extraer
los microvasos. El medio que contiene las células, se filtra a través de un filtro de 150
um de poro y se centrifuga a 300xg durante 15 minutos. Las MVEC se sembraron en un
frasco de cultivo recubierto de gelatina y se cultivaron en medio MCDB 131 con un 20%
de SBF; L-glutamina 2mmol/L, penicilina 200 unidades/mL, estreptomicina 200pg/mL,
EGF 20ng/mL y bFGF 5ng/mL (todo de Biological Industries). Cuando las células
alcanzan confluencia, se purifican con Dynabeads CD31 (Dynabeads, Invitrogen Dynal
ASA, Oslo, Norway), siguiendo las instrucciones del fabricante. La pureza de la poblacion
celular se caracteriz6 por citometria de flujo y tincion positiva de CD31, también
denominado molécula de adhesion de plaquetas a células endoteliales (platelet

endothelial cell adhesion molecule, PECAM-1).

Cultivo de las células endoteliales de vena de cordén umbilical humano (HUVEC):

los cordones de una longitud de entre 15-20cm se conservan a 4°C hasta su
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procesamiento en la camara de flujo laminar. La vena del corddn se canula por un
extremo, se introduce una solucién de colagenasa al 0.08% (Roche) y se incuba 10-15
minutos a 37°C. Se recuperan las células endoteliales y se procede al cultivo primario.
La suspension celular se centrifuga a 250xg durante 10 minutos. El botén celular se
suspende en medio de crecimiento (medio base M-199 conteniendo L-glutamina 2 mM,
piruvato sédico 1mM, penicilina/estreptomicina (100u/100pg)/ml, FBS 20%, heparina
a 10U/ml y ECGF 30pg/mL) y se siembran en frascos de cultivo previamente
acondicionados con gelatina al 1%. Las células se mantienen rutinariamente con medio
de crecimiento que se recambia cada 48 horas. Cuando el cultivo alcanza la confluencia
se subcultiva, se incuba con tripsina-EDTA (tripsina 0.25% y EDTA al 0.025%) hasta que

se desprenden las células. Los experimentos se realizan con células en primer pase.

El analisis estadistico: Se han utilizado los softwares Sigma-PLot y SPSS Statistics 21.0,

para realizar el analisis estadistico de esta tesis.

Todos los datos relativos a los niveles de transcripcion se expresan con relacion a la 8-
actina x1000. Todos los datos cuantitativos de este estudio que no tienen una

distribucién normal se expresan como mediana (percentiles 252-759).

La significacion estadistica entre mas de dos grupos cuando los datos se ajustan a una
distribucién normal se ha evaluado mediante un test de ANOVA de una via y la prueba
de Student-Newman-Keuls; para comparar dos grupos se usoé la prueba “t de Student” .
Cuando no existié una distribuciéon normal de los datos se ha usado “Mann-Whitney
Rank Sum Test” para comparar dos grupos y “Kruskal-Wallis One Way Analysis of

Variance on Ranks” para comparaciones multiples (método de Dunn).
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Para evaluar el grado de asociacion entre dos variables se ha utilizado “Pearson Product
Moment Correlation Test”. En el caso de distribuciones no-normales de datos se ha
aplicado el mismo test después de la transformacion logaritmica de los datos para

normalizarlos.

Los datos también se analizaron utilizando un modelo de regresion lineal multiple,
incluyendo el efecto de los factores de riesgo identificados y de los eventuales factores
de confusion, la previa transformacion logaritmica se aplicé a los resultados sin una

distribucién normal.

Un valor de "p" inferior a 0.05 ha sido considerado como significativo.
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RESULTADOS:

EVALUACION DE LA HIPERVASCULARIZACION Y DE LA INFILTRACION LEUCOCITARIA DE LA PARED DE
LA AORTA ANEURISMATICA.
INFLUENCIA DE LOS FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR EN LA EXPRESION LOCAL DE
ELEMENTOS DE LA FAMILIA DEL VEGF EN LA PARED DE LA AORTA ANEURISMATICA.
INFLUENCIA DE LOS FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR EN LA EXPRESION LOCAL DE
METALOPROTEINASAS EN LA PARED DE LA AORTA ANEURISMATICA.
INFLUENCIA DE LOS FACTORES DE RIESGO EN LA EXPRESION LOCAL DE LOS ELEMENTOS DE LA VIA DE
LA PGE;
«  EXPRESION DE LOS ENZIMAS IMPLICADOS EN LA BIOSINTESIS DE PGE; EN MUESTRAS DE PARED
AORTICA.
«  LOCALIZACION ANATOMICA DE LA COX-1, COX-2 Y mPGES-1 Y ESTUDIO DE LOS TIPOS
CELULARES IMPLICADOS EN LA VIA DE SINTESIS DE LA PGE..
« ESTUDIO DE LA EXPRESION DE LOS RECEPTORES DE PGEx.
«  LOCALIZACION ANATOMICA DE LA EXPRESION DE LOS RECEPTORES PGE; Y ESTUDIO GRUPOS
CELULARES IMPLICADOS.
« INFLUENCIA DE LOS FACTORES DE RIESGO EN LOS NIVELES DE TRANSCRITOS DE LOS

ELEMENTOS DE LA VIA DE LA PGE;
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1. EVALUACION DE LA HIPERVASCULARIZACION Y DE LA INFILTRACION
LEUCOCITARIA DE LA PARED DE LA AORTA ANEURISMATICA:

Una de las diferencias entre la pared de la aorta normal respecto a la que ha presentado
una degeneracién aneurismatica, es la diferente vascularizacion que presenta en las

capas media y adventicia.

Esta hipervascularizacion producida mediante angiogénesis podria ser determinante
del establecimiento de los infiltrados leucocitarios presentes en los AAA, y podria
contribuir a una debilidad estructural de la matriz de los AAA. Tanto las células
vasculares como el infiltrado leucocitario contribuyen mediante la secrecién de
citoquinas al estado inflamatorio de la pared aneurismatica que contribuye a su

crecimiento, dilatacion y ruptura.

No se ha establecido la relaciéon entre los factores de riesgo cardiovasculares clasicos o
de las enfermedades de base de los pacientes que presentan aneurismas de aorta
abdominal con el grado de vascularizacidon y la infiltracion leucocitaria de la capa media
de la aorta por lo que intentaremos determinar si existe algun factor de riesgo o
enfermedad de base que pueda estar relacionado con las modificaciones estructurales

que sufre la pared adrtica.

Para determinar la distribucién de los microvasos en la pared aodrtica de nuestras
muestras, utilizamos inmunohistoquimica mediante tincion del vWF tipicamente
expresado en el endotelio vascular. Las aortas normales (NA) se caracterizaban por una
distribucién regular de los microvasos en la capa media que cruzan desde la adventicia,

atravesando la capa media hasta la capa sub-intimal terminando muchos de ellos a
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modo de bifurcacion, es decir distribuidos de modo radial a la direccion del flujo

sanguineo del vaso (Figura 1.1). Hubo escasa presencia de micro-vasos longitudinales

en la capa de media en las muestras de NA (Figura 1.2).
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Figura 1.1: Figura 1.2:
Imagen inmunohistoquimica Inmunohistoquimica con anti-

con anti-vWF en donde se

VvWF en donde se aprecia un

detalle inusual de un vaso con
distribucién transversal en la
capa media, en un corte
transversal de aorta sana.

aprecia la distribucién radial
de los vasos sanguineos en la
capa media en un corte
transversal de aorta sana
desde la adventicia hasta la
intima.

En contraste, en las muestras de pacientes con AAA, habia abundantes microvasos en la
capa media y en la capa adventicia y muchas veces habia desaparecido la capa intima
(Figura 1.3). Ademas de los vasos radiales observados en las NA, se apreciaron
abundantes vasos longitudinales a lo largo de la pared del vaso, transversales a los
microvasos radiales y paralelos a las fibras de las células musculares lisas (Figura 1.4 y
1.5). Esto es importante ya que como veremos posteriormente, la mayor parte de los
infiltrados leucocitarios de la pared de los AAA se dan en las areas perivasculares a

estos vasos.
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Figura 1.3: Inmunohistoquimica con anti-vWF, distribucién vasos

sanguineos en un corte transversal capa media pared aorta
aneurismatica.

Figura 1.4: Inmunohistoquimica con anti-vWF, abundancia de
vasos transversales a los vasos longitudinales radiales normales en
la capa media y adventicia de pared de aorta aneurismatica.
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Figura 1.5: Inmunohistoquimica con anti-vWF, detalle

neovascularizacién capa media corte transversal pared aodrtica
aneurismatica.
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Para poder estimar el grado de vascularizacion de las muestras de pared adrtica, se
realizé una estimacion de la misma en el tejido. Para ello, se determinaron los niveles de
expresion del mRNA de 4 marcadores de células endoteliales VE-Cadherin, TIE-1, vVWF
y la 6xido nitrico sintetasa endotelial (eNOS) como indice de vascularizacién. También
se analizaron los niveles de expresion del receptor-2 del VEGF (VESFR2) un gen muy

expresado en las células endoteliales.

La expresion de estos genes no siguié una distribucién normal y como se puede
observar en la figura 1.6, los niveles de expresion de mRNA de los 5 marcadores estan

significativamente aumentados en las muestras de AAA.
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Figura 1.6: Niveles de expresiéon de marcadores células endoteliales en aortas
normales (NA) y en aortas aneurismdaticas (AAA). *p<0.05, **p<0.01 y
*#*p<0.001 cuando comparamos con las muestras NA.
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Para evaluar el grado de hipervascuarizacidon en distintas las fases de la enfermedad
aneurismatica y asumiendo que el didametro transversal maximo de la aorta infrarrenal
es un indicador evolutivo de la enfermedad, se determinaron los niveles de expresion
estratificando las muestras de AAA en funcion del didmetro maximo transversal adrtico.
Se estratificaron 3 grupos como hemos comentado anteriormente en la secciéon de
Métodos; “Small Diameter” (SM<55mm), “Medium Diameter” (MD=55-69.9mm) y

“Large Diameter” (LD>70mm).

La figura 1.7, muestra el promedio de los niveles de transcritos de los marcadores de
células endoteliales para cada grupo, normalizados al valor de la mediana mas alto, en
funcion de la estratificacion por diametro. Se aprecia que la expresién de los 5
marcadores fue maxima ya en el grupo de aortas pequefias (SD), alcanzandose un plato
sin evidenciarse diferencias significativas entre ellos, siendo a su vez el promedio de los

marcadores de los 5 grupos, significativamente mayor que el del grupo de NA.
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Figura 1.7: Niveles expresion marcadores endoteliales,
estratificados segin didmetro en muestras aneurismaticas
(AAA) comparadas con aortas normales (NA). Los puntos
amarillos corresponden a la mediazSEM (Standar Error Media)
de los 5 marcadores y *p<0.05 respecto al grupo de aortas
sanas (NA).

Una vez que nuestros resultados mostraron que si existia un aumento de la
vascularizacién en las muestras de AAA, debiamos conocer si realmente también existia
una aumento de la poblacion leucocitaria y en que parte de la pared aneurismatica se

producia y si esta coincidia con la presencia de microvasos.

Para determinar la distribucién de los leucocitos en la pared aodrtica aneurismatica de
nuestras muestras, utilizamos inmunohistoquimica mediante tincion de vWF para
localizar los vasos (Figura 1.8), CD45 (marcador pan-leucocitario) para los leucocitos

(Figura 1.9) y CD68 para localizar a los macroéfagos (Figura 1.10).
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Figura 1.8: Ejemplo representativo de inmuno
histoquimica con anti-vWF de la capa media de una
muestra de AAA.

Figura 1.9: Corte seguido del de la figura 1.8 inmuno-
tefiido con anti-CD45, en donde se aprecian
abundantes agregados leucocitarios en la zona
perivascular que posiblemente correspondan a
agregados linfocitarios.
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Figura 1.10: Corte seguido del de la figura 1.9
inmuno-tefiido con anti-CD68, se aprecian la
distribuciéon de los macréfagos en la capa media.
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En los cortes histoldgicos de las muestras de AAA, se aprecian abundantes infiltrados
leucocitarios que se repiten en todas las muestras de AAA y se distribuyen en las capas
media y adventicia. Esta infiltracion leucocitaria es practicamente inexistente en las

muestras de NA.

En la evaluacion histolégica de los cortes transversales seriados utilizando
inmunotinciéon de CD45 (marcador panleucocitario) se aprecian abundantes infiltrados
celulares que se distribuyen perivascularmente y que posiblemente corresponden a
agregados linfocitarios (Figura 1.9) ya que al realizar la inmunotincion de CD68 se

aprecian que los agregados comentados no corresponden a macrdéfagos (Figura 1.10).

También estudiamos los niveles de expresibn de marcadores leucocitarios
(indetectables en los cultivos de células vasculares, datos no presentados): CD45
(marcador panleucocitario), CD68 (marcador de macréfagos), FLAP (five-lipoxygenase
activating protein), BTL-1 (leukotriene B4 receptor 1) y NAP-2 (Neutrophil Activating
Peptide-2). La expresion de estos genes no sigue una distribucién normal y como se
puede observar en la figura 1.11, los niveles de expresion de mRNA de dichos genes

estan significativamente aumentados en los AAA.
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Figura 1.11: Niveles de expresion marcadores

leucocitarios en muestras de aorta normal (NA) y en

muestras de aorta aneurismatica (AAA). *p<0.05,

**p<0.01 y ***p<0.001 cuando comparamos con el

grupo de NA.
La figura 1.12, muestra el promedio de los niveles de transcripcidon de los marcadores
leucocitarios para cada grupo, normalizados al valor de la mediana mas alta en funcién
de la estratificacion por didmetro. Se aprecia que la expresion maxima de los
marcadores leucocitarios, fue en el grupo MD, que muestra claramente un pico respecto
del grupo de aortas pequefias o grandes. Estas diferencias entre los grupos fueron
estadisticamente significativas del grupo moderado respecto a los otros dos (SD y LD),

siendo a su vez la transcripcion mayor en todos los grupos respecto al grupo control de

aortas sanas, con significacién estadistica.
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Figura 1.12: Niveles de transcripcién marcadores Figura 1.13: detalle del platé de CD68 en los tres
leucocitarios estratificados por didmetro en aortas grupos de estratificacion por didmetros.
aneurismaticas (AAA) comparado con aortas normales

(NA). Los puntos amarillos corresponden a la

media+SEM  (Standar Error Media) de los 5

marcadores, * p<0.05 respecto al control con NA, #

p<0.05 respecto a los otros grupos de estratificacion.

Un detalle interesante, es que si nos fijamos exclusivamente en el CD68, vemos que
sigue una distribucion lineal en los tres grupos estratificados por diametro y que parece
que los macrofagos estan presentes desde los estadios iniciales de la enfermedad

(Figura 1.13) sin presentar un pico en el grupo de aortas de tamafio medio.
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2. INFLUENCIA DE LOS FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR EN LA
EXPRESION LOCAL DE ELEMENTOS DE LA FAMILIA DEL VEGF EN LA PARED
DE LA AORTA ANEURISMATICA:

Los leucocitos y las células vasculares son fuente de multiples factores presuntamente
involucrados en la progresion del AAA y la hipervascularizacion. Entre los factores mas
importantes en la neovascularizacién esta el VEGF. En este apartado, estudiamos la
contribucién de los factores de riesgo cardiovascular en los niveles locales de elementos
de la familia del VEGF. En primer lugar valoramos la expresién de VEGF-A o factor de
crecimiento endotelial vascular A y 2 de sus 3 receptores el 1 (VEGFR-1) y el 2 (VEGFR-
2) siendo este ultimo el mas importante, en muestras de NA y AAA. El VEGF-A es una
citocina que actia especificamente en las células endoteliales y tiene varios efectos,
incrementando la permeabilidad vascular, induciendo angiogénesis (crecimiento de
vasos sanguineos provenientes de vasos preexistentes), la vasculogénesis (formacion de
novo del sistema circulatorio embrionario) y el crecimiento de células endoteliales,

promoviendo la migracidn celular e inhibiendo la apoptosis.
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Figura 2.1: Niveles de transcritos de VGEF-A y de sus
receptores 1y 2. *p<0.05 cuando comparamos muestras NA y
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La figura 2.1. muestra que existe un aumento estadisticamente significativo de la
expresion de VEGF-A y de su receptor mas importante, el VEGFR-2, sin apreciarse

diferencias estadisticamente significativas en el VEGFR-1.

Las caracteristicas clinicas, demograficas y los factores de riesgo de los pacientes

utilizados para el estudio se muestran en la tabla 1 (Material y métodos).

Hemos realizado el estudio para observar si factores de riesgo cardiovasculares clasicos
como el tabaquismo, la HTA, la DM y la DLP y algun antecedente médico relevante como
la EPOC o la IR tienen alguna relaciéon con la expresion local de VEGF-A de sus

receptores en muestras de AAA (Tabla 2.1).
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Tabla 2.1: Niveles de transcrito de VEGF-A y de sus receptores en muestras de AAA estratificadas segun los
factores de riesgo cardiovasculares y enfermedades de base. El nimero de pacientes de cada grupo se ha indicado
previamente en la tabla 1 y los datos se expresan relativos a $-actina x1000.

Mediana Percentil 25°-75° Valor P \QS
ausencial

VEGF-A
No fumadores 31.8 21.9-48.7
Fumadores 38.3 20.6-74.8 0.446
No insuficiencia renal 324 22.1-50.2
Insuficiencia renal 31.8 19.7-65.6 0.910
No hipertension 30.1 22.6-60.4
Hipertension 32.9 19.7-58.6 0.925
No diabetes mellitus 34.4 22.1-52.6
Diabetes mellitus 28.0 17.0-117.7 0.806
No Dislipemia 32.9 19.7-58.6
Dislipemia 31.8 22.7-60.7 0.740
No EPOC" 28.4 20.9-54.6
EPOC 41.9 21.6-71.6 0.202
VEGFR-1
No fumadores 4.55 2.75-7.11
Fumadores 5.04 3.27-7.61 0.361
No insuficiencia renal 4.89 3.08-9.49
Insuficiencia renal 4.05 2.67-6.56 0.239
No hipertension 4.99 2.91-6.90
Hipertension 4.56 2.72-8.62 0.810
No diabetes mellitus 4,79 3.73-7.11
Diabetes mellitus 3.00 1.75-8.19 0.037
No Dislipemia 4.77 2.82-7.33
Dislipemia 4.62 2.88-6.90 0.788
No EPOCP 4.65 2.88-6.47
EPOC 4.56 2.79-8.62 0.988
VEGFR-2
No fumadores 10.4 6.29-18.6
Fumadores 13.9 9.78-20.3 0.032°
No insuficiencia renal 10.9 7.23-16.7
Insuficiencia renal 13.6 7.89-27.1 0.208
No hipertension 9.91 7.89-12.9
Hipertension 12.2 7.88-22.9 0.183
No diabetes mellitus 12.2 8.37-19.1
Diabetes mellitus 8.75 5.09-14.3 0.095°
No Dislipemia 134 9.01-24.2
Dislipemia 10.9 7.88-14.9 0.253
No EPOC" 11.0 8.01-18.0
EPOC 14.4 7.64-28.2 0.657

@ Mann-Whitney Rank Sum Test.

®) EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica.

© Se encontré p=0.06 aplicando Mann-Whitney Rank Sum Test; tras transformacion logaritmica se obtuvo una
distribucion normal y se encontré p=0.032 aplicando t-Student.

@ Tras transformacion logaritmica se obtuvo una distribucién normal y se encontré p=0.233 aplicando t-Student.
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No se observo diferencias entre pacientes con ningun factor de riesgo en el caso de los
niveles de VEGF-A (Tabla 2.1). Apreciamos que sélo los pacientes diabéticos (DM)
tienen disminuida la expresion del VEGFR-1 de modo estadisticamente significativo
frente a los no diabéticos. En el caso del VEGFR-2 tampoco se observaron diferencias
entre los pacientes con y sin el factor de riesgo al aplicar un test no paramétrico. Sin
embargo, al realizar una transformacion logaritmica para conseguir una distribucién
normal y poder aplicar un test paramétrico, se observd una diferencia estadisticamente
significativa entre los fumadores activos y los no activos con un valor superior en los
fumadores activos (ver tabla 1.2). Ya que el caso de la DM se obtuvo una “p” casi
significativa (0.095) se aplic6 el mismo procedimiento a los datos de la DM. Sin
embargo, la significacion estadistica aun fue peor (p=0.233) que con el test no

paramétrico, con lo cual concluimos que no hay diferencias en cuanto a los niveles de

VEGFR-2 entre diabéticos y no diabéticos en los pacientes de AAA.

Debido a la posibilidad de que pudiera haber asociacién entre los distintos factores de
riesgo cardiovascular se aplico el test de x?a los mismos. Como se muestra en la Tabla
2.2 observamos que RI-HTA, RI-EPOC y CS-EPOC eran variables asociadas, y CS-HTA
eran sospechosas de serlo (p=0.066). Por tanto, no observamos ningun factor asociado
con la DM y podemos concluir que los pacientes de AAA diabéticos presentan una
menor expresion de VEGFR-1 que los no diabéticos. En el caso del tabaquismo hemos de
considerar que tanto la EPOC como HTA podrian ser variables confusoras. Entonces
aplicamos a los valores de VEGF-2 Logl0-transformados el test de regresion lineal
multiple considerando ademas de ser fumador activo, EPOC y HTA. El resultado fue

estadisticamente significativo para el caso de los fumadores activos vs no-activos
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(p=0.024). Concluimos pues que los fumadores activos presentan mayor expresion local

de VEGFR-2 que los no-fumadores activos.

Tabla 2.2: x*Analisis de los factores de riesgo y enfermedades asociadas .

Variables EPOC Fumadores Diabetes Dislipemia Insuficiencia
activos Mellitus Renal
HTA ¥%=1.494 ¥?=3.371 ¥%=1.801 ¥%=.0318 ¥%=4.448
p=.222 p=.066 p=.180 p=.859 p=.035
EPOC ¥*=8.464 %%=.0006 %%=.082 %%=9.952
p=.004 p=.981 p=.775 p=.002
2 2 2
. x=.0326 % =.0009 x=1.223
Fumadores activos 0=857 0=.976 0=.269
2 2
: . X =2.55 x =.04
Diabetes mellitus 0=.110 0=.842
2
- . % =.003
Dislipemia 0=.957

HTA: Hipertension arterial
EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica

Realizamos un estudio para determinar la asociacidn entre la expresion los 2 receptores
del VEGF-A, VEGFR-1 y VEGFR-2 con marcadores de las diferentes estirpes celulares
tanto células vasculares como leucocitarias y encontramos una relacion estadistica
moderada entre los niveles de transcrito de VEGFR-1 tanto con el marcador de las
células endoteliales (VWF) como con el de las células musculares lisas (a-Actina),
siendo esta correlacion muy significativa con ambos marcadores cuando analizamos el

VEGFR-2 (Figura 2.2).
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Figura 2.2: Correlacion entre VEGFR-1 y VEGFR-2 con marcadores de células vasculares, tanto

endoteliales (vWF) como musculares lisas (a-actina).

No observamos una correlacion significativa entre CD45 y VEGFR-1, siendo débil entre
CD68 (marcador de macrofagos) y VEGFR-1. Sin embargo, cuando valoramos la relaciéon
de la expresion de VEGFR-2, se aprecia una correlacion significativa tanto con CD68
(marcador de macréfagos) como con CD45 (marcador panleucocitario) (Figura 2.3). Sin
embargo estas correlaciones fueron menores que con los marcadores de células

vasculares. Estos resultados sugieren que la variacion en los niveles de VEGFR-2 esta

asociada mayoritariamente a las células vasculares.
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Figura 2.3: Correlacion entre VEGFR-1 y VEGFR-2 con marcadores leucocitarios.

Doctorado en Cirugia, Universitat Autonoma de Barcelona 125



Tesis Doctoral

126 Jaume Félix, Dilmé Mufioz.



“Influencia de los factores de riesgo cardiovascular en los niveles locales de factores angiogénicos en el AAA”

3. INFLUENCIA DE LOS FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR EN LA
EXPRESION LOCAL DE METALOPROTEINASAS EN LA PARED DE LA AORTA
ANEURISMATICA:

Como hemos comentado anteriormente, a pesar del hecho de que la aterosclerosis y los
AAA son enfermedades inflamatorias, los factores de riesgo cardiovascular establecidos,
no parecen tener el mismo grado de influencia en ambas. Como también hemos
comentado los principales factores de riesgo de los AAA incluyen la edad, los
antecedentes familiares, el sexo masculino, la hiperlipemia, la HTA y el tabaquismo?269.
La DM ha demostrado tener un efecto protector para la AAA261 y la EPOC también se ha

asociado con AAA262,

Tanto los leucocitos como las células vasculares son fuente de multiples factores
presuntamente involucrados en la progresion del AAA. Entre los factores que se conoce
que juegan un papel relevante estan las MMPs. Como se ha comentado en la
introduccion la degradacion de la matriz extracelular es esencial no s6lo para el
debilitamiento mecanico de la pared aodrtica sino también para el proceso de

angiogénesis.

Actualmente no existe informacion acerca de la influencia de los factores de riesgo
cardiovascular en los niveles locales de MMP en AAA, por lo que el presente apartado se
han focalizado en evaluar la influencia de los principales factores de riesgo
cardiovascular y enfermedades asociadas de los pacientes, en los niveles de expresion
local de MMP-2 y MMP-9 en el tejido aneurismatico procedente de pacientes
intervenidos quirdrgicamente. Las caracteristicas de los pacientes se muestran en la

tabla 1, del apartado de material y métodos.
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Para determinar la expresion de MMP-2 y MMP-9, se determinaron los niveles de
transcritos de ambas MMPs en muestras de AAA y NA. La distribucién de los datos no se
ajustaron a una distribucion normal, con lo cual a efectos comparativos se utilizé una

prueba no paramétrica.

Observamos que los niveles de expresion tanto de MMP-2 como de MMP-9, estaban
significativamente aumentados en las muestras de aorta patologica (AAA) respecto a las

muestras de aorta sana (NA), (Figura 3.1).
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Figura 3.1: expresién de MMP-2 y MMP-9 en muestras de
aorta sana (NA) y de pacientes con aneurisma aorta
abdominal (AAA). Los datos se expresan en relaciéon con 3-
actina x 1000; *** p<0.001 cuando comparamos con el

Para evaluarlos niveles de MMP en las diferentes etapas de desarrollo de la enfermedad
aneurismatica, se examinaron muestras de AAA, estratificadas en funcién del diAmetro
maximo en tres grupos como ya hemos comentado anteriormente. Hemos observado

que la expresion de MMP-2 fue estadisticamente similar en los tres grupos de pacientes,
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mientras que los niveles de mRNA de la MMP-9 fueron maximos en el grupo MD (Figura

3.2).
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Figura 3.2: Expresion de MMP-2 y MMP-9 en muestras de aorta normal y en pacientes con AAA,
estratificados segtin el didmetro maximo. Los datos se expresan en relacién a la $-actina x 1000; *
p<0.05 cuando comparamos con el grupo de NA.

El distinto patréon de expresion entre MMP-2 y MMP-9 nos indujo a determinar la

localizacion de ambas proteinas en el tejido adrtico mediante inmunohistoquimica.

Observamos que la MMP-2 se expresa débilmente y de forma ubicua en las células

vasculares de las muestras de NA tanto en las VSMC (Figura 3.3) como en las células

endoteliales (Figura 3.4).
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Figura 3.3: Ejemplo representativo de la inmunohistoquimica de la MMP-2 en muestras aorta
normal.

Figura 3.4: Detalle inmunotincién para MMP-2 en
células endoteliales de muestras de aorta sana.

En las muestras de AAA, el patron de la expresion de MMP-2 fue cualitativamente
similar a la observada en las aortas normales con respecto a las células vasculares, pero
la inmunotincién se incrementd notablemente. En la Figura 3.5 se muestra un ejemplo
de la inmunotincion de MMP-2 en las VSMC de la capa media de una muestra de AAA 'y
en la Figura 3.6 se muestra la expresion de MMP-2 en los microvasos aunque las
tinciones no eran concluyentes en cuanto a una tincién en las células endoteliales.
Ademas encontramos algunas células positivas a la inmunotincion de MMP-2 en las

areas de infiltracién de leucocitos (Figura 3.6).
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Figura 3.6: Detalle inmunotincién para MMP-2 en los microvasos.

También se determiné la asociacién entre los niveles de expresion de MMP-2 con
marcadores de tipo celular, tanto con las VSMC y células endoteliales como con los
marcadores leucocitarios. Los Resultados (Figura 3.7), muestran una fuerte correlacion
de MMP-2 con la a-actina (marcador de VSMC) y con vWF (marcador células
endoteliales), mientras que la correlacién con CD45 (marcador panleucocitario) y con
CD68 (marcador especifico de macrofagos), fue débil. Estos resultados fueron

coherentes con las observaciones de inmunohistoquimica que mostraron que la MMP-2
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estd fundamentalmente ligada a las células vasculares mas que a los leucocitos

infiltrantes.

MRNA vVWF
Log,,, relative to S-actin
mRNA *#actin
Log,,, relative to 3-actin
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Figura 3.7: Correlacién de los niveles de transcrito de MMP-2 con marcadores de células
endoteliales (vWF), VSMC (a-actina), panleucocitario (CD45) y macréfagos (CD68).

Para identificar mejor la localizaciéon de la MMP-2 se realizaron tinciones dobles por
inmunofluorescencia. En concreto, se realizaron tinciones simultdneas de MMP-2 y a-
actina (marcador de VSMC). La Figura 3.8 muestra un ejemplo representativo de tincion

en un area de microvasos.

Cuando nos fijamos en la coexpresion de MMP-2 y de a-actina, evidenciamos la
expresion de MMP-2 por las células musculares de los microvasos de mayor tamario, sin
apreciar apenas reaccion en las células endoteliales, mientras que en los vasos de menor
tamafio no se observa apenas tincién de la MMP-2 (Figura 3.8). Estas observaciones se

aprecian claramente en el panel de mezcla de todas las tinciones donde no se aprecia
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color amarillo en la parte central del vaso mientras si que se aprecia coexpresion en la

parte periférica del vaso.

Figura 3.8: Detalle inmunofluorescencia en zonas de microvasos en
muestras de AAA con doble tincion de MMP-2 en verde y a-actina
(marcador de VSMC) en rojo. La flechas indican algunas células con
coexpresion de ambas proteinas. La M indica el centro de los microvasos.
Los nucleos estan tefiidos en azul.
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Esta expresion de MMP-2 por parte de las células musculares, se evidencio claramente
al realizar la doble tincién por inmunofluorescencia de las células de la capa media de
los AAA. Como podemos apreciar en la Figura 3.9, se observé una clara co-expresion de

MMP-2 y a-actina en las células de la capa media.

Figura 3.9: Detalle inmunofluorescencia en la capa media en muestras de
AAA con doble tincién de MMP-2 en verde y a-actina (marcador de VSMC)
en rojo. La flechas indican algunas células con coexpresién de ambas
proteinas. Los nucleos estan teflidos en azul.
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Cuando se realiz6 la localizaciéon de la MMP-9 por inmunohistoquimica no se detectd
inmunotincién para MMP-9, en las muestras de NA (resultados no mostrados) y en las

muestras de AAA se asoci6 principalmente a la infiltracién leucocitaria (Figura 3.10).

Figura 3.10: Detalle inmunotincion para MM P-9 capa media, en muestras de AAA.

Cuando estudiamos la asociacion entre la variacion en la expresion de transcrito de
MMP-9 con los marcadores celulares observamos lo contrario que en el caso de la MMP-
2. No se encontrd correlacion entre MMP-9 ni con el vWF ni con a-actina, mientras que
las correlaciones con marcadores leucocitarios fueron estadisticamente significativas,

particularmente con los niveles de CD68 (Figura 3.11).
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Figura 3.11: Correlacion de los niveles de transcrito de MMP-9 con marcadores de células
endoteliales (VWF), VSMC (a-actina), panleucocitario (CD45) y macréfagos (CD68).

Ademas, se determinaron los niveles de mRNA de MMP-2 y MMP-9 en HUVEC y VSMC
en cultivo. La MMP-2 se expresé en ambas células vasculares, mientras que la MMP-9 no

se detect6 en ninguna de ellas por PCR en tiempo real (resultados no mostrados).

Realizamos el estudio de doble tincion MMP-9/CD45 y MMP-9/CD68 mediante
inmunofluorescencia en las zonas de infiltracion leucocitaria. Los resultados de la doble
tincion de MMP-9 y CD45 (marcador panleucocitario) mostraron que efectivamente

existia co-expresion de ambas proteinas en algunos leucocitos (Figura 3.12).
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Figura 3.12: Detalle inmunofluorescencia en un area de infiltracion
leucocitaria de muestras de AAA para marcar MMP-9 en verde y CD45
(marcador panleucocitario) en rojo. Las flechas indican algunas células con
coexpresion de ambas proteinas. Los nucleos estan tefiidos en azul.

Al realizar inmunofluorescencia para MMP-9 y CD68 (marcador de macroéfagos)
(Figuras 3.13) se aprecia una clara expresion de MMP-9 en el area de infiltraciéon y
abundantes células donde se observa coexpresion de ambas proteinas. Estos resultados
reafirman la expresion de esta metaloproteinasa fundamentalmente en los macrofagos

infiltrantes de las aortas con degeneracion aneurismatica.
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Figura 3.13: Detalle inmunofluorescencia en un &area de infiltracién
leucocitaria en muestras de AAA para marcar MMP-9 en verde y CD68
(marcador de macro6fagos) en rojo. Las flechas indican algunas células con
coexpresion de ambas proteinas. Los ntcleos estan tefiidos en azul.

Resumiendo, estos resultados muestran claramente que la MMP-2 esta
fundamentalmente asociada a las células vasculares, especialmente VSMC mientras que
la MMP-9 lo estd a los leucocitos del infiltrado inflamatorio local, particularmente

macrofagos.
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INFLUENCIA DE LOS FACTORES DE RIESGO EN LOS NIVELES LOCALES DE MMP-2 'Y

MMP-9:

Una vez comprobado que la expresion de MMP-2 y MMP-9, esta significativamente mas
aumentada en las muestras de aorta patoldgica respecto a las muestras de aorta sana
como cabia esperar, hemos estudiado la influencia de los factores de riesgo
cardiovascular clasicos como el tabaquismo, la HTA, la DM y la DLP y algiin antecedente
meédico relevante como la EPOC o la IR tienen alguna relacién con la expresion de estos

enzimas.

Las caracteristicas clinicas, demograficas y los factores de riesgo de los pacientes
utilizados para realizar el estudio, se han mostrado previamente en la tabla 1 (Material

y Métodos).

Con respecto a los niveles de transcrito de MMP-2 y MMP-9, encontramos que todos los
grupos de pacientes estratificados por los factores de riesgo fueron estadisticamente
diferentes (mayores) del grupo de donantes con aorta normal. Ademas, el grupo de
fumadores activos o “Current Smokers” (CS) presentaban niveles significativamente
mayores de expresion de MMP-2 que los no fumadores o “No Current Smokers” (NCS)
(Tabla 3.1). Del mismo modo, los pacientes con insuficiencia renal o “Renal
Insufficiency” (RI) también tienen mayor expresion de MMP-2 que los pacientes con
filtrado glomerular normal. Ninguno de los otros factores de riesgo estudiados, han
mostrado diferencias significativas en los niveles de MMP-2 entre las muestras de AAA.

Sin embargo no observamos diferencias estadisticamente significativas cuando se
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evalud la expresion local de MMP-9 en los pacientes estratificados por los factores de

riesgo.

Tabla 3.1: Niveles de transcritos de MMP-2 y de MMP-9 en muestras de aorta aneurismatica (AAA) estratificadas
en funcion de los factores de riesgo cardiovasculares. El numero de pacientes de cada grupo se ha mostrado
previamente en la Tabla 1. Los datos se expresan relativos a -actina x1000.

Median 25M-75Mpercentile p value vs
no-factor
MMP-2
No fumadores 184.4 100.0-320.5
Fumadores 349.5 219.5-408.4 <0.001
No insuficiencia renal 177.3 99.3-326.9
Insuficiencia renal 286.8 189.6-410.8 0.004
No hipertension 232.7 170.2-335.8
Hipertension 216.2 109.5-394.8 0.818
No diabetes mellitus 217.0 132.6-351.4
Diabetes mellitus 224.3 86.5-394.1 0.908
No Dislipemia 219.5 104.7-347.3
Dislipemia 221.0 132.6-363.4 0.734
No EPOC" 207.0 109.5-334.9
EPOC 232.4 170.0-404.3 0.107
MMP-9
No fumadores 67.2 38.8-122.5
Fumadores 61.7 35.4-110.1 0.573
No insuficiencia renal 64.9 38.1-119.1
Insuficiencia renal 75.8 29.1-120.2 0.997
No hipertension 65.6 37.8-110.1
Hipertension 66.0 34.3-123.0 0.662
No diabetes mellitus 67.7 38.1-119.1
Diabetes mellitus 60.9 31.3-120.2 0.678
No Dislipemia 72.8 41.6-143.3
Dislipemia 62.2 26.6-115.0 0.231
No EPOCP 64.1 39.0-135.6
EPOC 67.1 26.6-105.3 0.617

@ Mann-Whitney Rank Sum Test.
® EpQOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica.

Como se ha mostrado en el apartado anterior, después del analisis con x2, identificamos
la HTA y la EPOC como variables probablemente relacionadas con el ser fumador activo
o con la insuficiencia renal, que podrian actuar como factores de confusiéon (ver
tablal.3). Se aplicéd una transformacion logaritmica de los resultados de MMP-2 y del

filtrado glomerular estimado ya que no se ajustaban a una distribucién normal, previo la
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analisis de regresion lineal multiple. A pesar de los datos observados el analisis
estadistico simple, el andlisis de regresidon lineal multiple, descart6 una relacidn entre la
insuficiencia renal y la expresiéon de MMP-2 al introducir los factores de confusion en el
modelo (p=0.126). Por otro lado, la relacion entre los fumadores activos y la expresion
de MMP-2 se ha mantenido estable, a pesar de la presencia de los factores de confusion
en la estadistica (p=0.019). Cuando valoramos las diferencias entre los fumadores y los
no fumadores activos, analizadas en todos los grupos de pacientes estratificados por el
didmetro maximo de la aorta transversal, los fumadores (CS) presentan mayores niveles
de MMP-2 que los no fumadores. Sin embargo, sélo las diferencias del grupo de mayor
diametro (LD) fueron estadisticamente significativas. Probablemente esto podria ser
debido al bajo numero de fumadores activos en cada grupo, particularmente en el grupo
de aortas pequefias (SD) ya que la muestra fue relativamente pequefia. Por el contrario,
a pesar del hecho de que todos los grupos de pacientes estratificados por factores de
riesgo muestran mayor expresion de MMP-9 que los de NA, ninguno de los factores de

riesgo provoco diferencias significativas entre los pacientes con AAA (Tabla 3.1) .

Influencia del consumo de tabaco actual en los niveles plasmaticos de Factor de
Necrosis Tumoral alfa (TNFa). Se ha encontrado que los niveles plasmaticos de TNFa
utilizado como marcador global del estado inflamatorio, aumento significativamente en
pacientes con AAA [Controles: 7.88 (5.91-11.05)pg/ml; AAA: 13.36 (10.63-16.7) pg /mL,
p <0.001; datos son mediana (percentil 25-75)]. Sin embargo, no se observaron
diferencias estadisticas entre los no fumadores (No-CS) y los fumadores activos (CS)
después de la estratificacién de los pacientes por este factor de riesgo [No-CS: 13.36

(10.85-16.39) pg/ml; CS: 12.87 (9.75-18.5) pg/ml, p=0.827 ].
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4. INFLUENCIA DE LOS FACTORES DE RIESGO EN LA EXPRESION LOCAL DE
LOS ELEMENTOS DE LA VIA DE LA PGE-::

Como hemos comentado en la introduccidn, la prostaglandina E; (PGE:z) es el
prostanoide mas abundante producido por muchos tejidos y en términos generales es

el prostanoide mas importante en la respuesta inflamatorial®7.

Por ello, intentaremos examinar los elementos que intervienen en la via de la PGE2 en
los AAA humanos a partir demuestras de tejido adrtico, de donantes con aortas sanas
(NA) y de pacientes con AAA, tanto a nivel de la ruta biosintética como a nivel de sus
receptores celulares. También estudiaremos los tipos celulares implicados en la via de

la PGEz.

Dada la relevancia de la PGE: en el desarrollo del AAA, particularmente en la

angiogénesis, el objetivo ultimo del presente apartado es observar influencia de los

factores de riesgo cardiovasculares clasicos y enfermedades de base en la via de la PGE>
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EXPRESION DE LOS ENZIMAS IMPLICADOS EN LA BIOSINTESIS DE PGE; EN
MUESTRAS DE PARED AORTICA:

Para estudiar la sintesis de PGE, determinamos la expresion de los isoenzimas de la
COX, la COX-1 y la COX-2 y de la mPGES-1, tanto en muestras de NA como en muestras

de AAA.

Como en los apartados anteriores, los datos obtenidos no seguian una distribucién
normal por lo que se utilizaron pruebas no-paramétricas para observar diferencias
entre los diferentes grupos. Apreciamos que los niveles de expresion de las iso-enzimas
COX, tanto de COX-1 como COX-2 y de la mPGES-1, estan significativamente aumentados
en las muestras de aorta patologica respecto a las muestras de aorta sana. (Figura 3.1).

Esta es la primera vez que se describe la expresion de la mPGES-1 en el AAA humano.
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Figura 4.1: Expresién de COX-1, COX-2 y mPGES-1, en muestras de NA
(n=25) y de pacientes con AAA (n=86).*P <0,05, *** p <0.001 cuando se
compara con muestras de NA.
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Como en los estudios anteriores para evaluar los niveles de las isoenzimas de la
ciclooxigenasa (COX-1 y COX-2), en las diferentes etapas de desarrollo de la enfermedad
aneurismatica, se examinaron muestras de AAA, estratificadas en funcién del diAmetro

maximo en los tres grupos definidos anteriormente (Figura 4.2).
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Figura 4.2: Niveles de transcritos de COX-1y COX-2 en muestras de aorta normal (NA) y en
pacientes con aneurisma (AAA), estratificados segun el diametro maximo. Los datos se expresan
como la mediana acotada por los percentiles 25 y 75 relativos a la -actina x 1000; *P <0.05 cuando
comparamos con el grupo NA.

Observamos que tanto la expresiéon de COX-1 como de COX-2, fue estadisticamente
similar en los tres grupos de pacientes y estadisticamente superior a los de NA, aunque
los niveles de mRNA de la COX-2 presentaron una tendencia a disminuir con el diametro

maximo del aneurisma.
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LOCALIZACION ANATOMICA DE LA COX-1, COX-2 Y mPGES-1 Y ESTUDIO DE LOS
TIPOS CELULARES IMPLICADOS EN LA VIA DE SINTESIS DE LA PGE:.

Una vez estudiada la expresion de los enzimas de la ruta biosintética de la PGE: en las
muestras de AAA, utilizamos inmunohistoquimica para localizar la expresiéon de la
isoenzima COX-2, tanto en muestras de NA como en muestras de AAA. En las muestras

de NA observamos una inmunotincién débil en los microvasos (Figura 4.3a) y en células

de la capa media (Figura 4.3b).

Figura 4.3: Estudio inmunohistoquimico de la COX-2 en muestras de aorta normal (NA). 4.1(a):
microvasos, 4.1(b): células capa media. Aumento x400.

Sin embargo al realizar la misma inmunotinciéon para COX-2 en muestras de AAA,
detectamos inmunotincién mas marcada en las mismas zonas que en NA: en células de
la capa media (Figura 4.4a) y en las células vasculares (Figura 4.4b), ademas también se

aprecia inmunotincion en los infiltrados leucocitarios (Figura 4.4b).
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Figura 4.4a: Ejemplo representativo Figura 4.4b: Ejemplo representativo
de la inmunohistoquimica de la COX- de la inmunohistoquimica de la COX-
2, en muestras de AAA. Las flechas 2 en muestras de AAA. Las flechas
muestran células inmunotefiidas en indican leucocitos infiltrando vy
capa media (aumento x400). microvasos (aumento x400).

Una vez localizada la expresion de los enzimas, era importante determinar si la
variacién en la expresion de COX-1 y COX-2 estaba asociada a la variacion de algun tipo
celular en concreto. Para ello se evalu6 el grado de asociacién entre la expresién de los
isoenzimas de la COX y la de marcadores celulares, células vasculares y leucocitos,

considerados como variables en principio independientes.

Los Resultados (Figura 4.5), muestran una ausencia de correlacion, tanto de COX-1

como de COX-2, con la « -actina (marcador de VSMC) y con el vWF (marcador células

endoteliales).
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Figura 4.5: Correlacion entre la expresion de COX-1 y COX-2 con la de marcadores de células
vasculares: « -actina (marcador de VSMC) y con el vVWF (marcador células endoteliales).
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Figura 4.6: Correlaciéon de la expresién de COX-1 y COX-2 con la de marcadores leucocitarios.
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Sin embargo cuando valoramos la correlacion de la expresion tanto de COX-1 como de
COX-2 con CD45 (marcador panleucocitario) y con CD68 (marcador especifico de
macrofagos), detectamos una correlacion estadisticamente significativa entre la

expresion de COX-1y el CD68 (Figura 4.6).

En cuanto a la expresion de mPGES-1 los resultados de la Figura 4.1 muestran que
aunque estuvo significativamente incrementada en las muestras de AAA, el incremento
fue mucho mas moderado que en el caso de la COX-2 (1.4-veces frente a 4.3-veces

respectivamente; en términos de la mediana).

El estudio por inmunohistoquimica de la mPGES-1 mostré que efectivamente, este

enzima se expresaba en todas las células del parénquima de las NA incluyendo las VSMC

(Figura 4.7).
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Figura 4.7: Ejemplo representativo de la inmunohistoquimica de la mPGES-
1 en microvasos (4.7a) y en células de la capa media (4.7b) de muestras de
aorta norma (NA). Aumentos x 400.

Cuando realizamos la inmunotincion para mPGES-1 en muestras de AAA, detectamos

células inmunotefiidas en los microvasos (Figura 4.8a), la capa media (Figura 4.8b), los
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infiltrados leucocitarios de la capa media (Figura 4.9a) y en los leucocitos de la capa

subintimal (Figura 4.9b).

Figura 4.8: Ejemplo representativo de la inmunohistoquimica de la
mPGES-1 en microvasos (4.8a) y en la capa media (4.8b) de muestras de
AAA. (Aumentos x400).
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Figura 4.9: Ejemplo representativo de la inmunohistoquimica de la
mPGES-1 en infiltrado leucocitario de la capa media (4.9a) y leucocitos en
capa subintimal (4.9b) en muestras de aorta aneurismatica (AAA).
(Aumentos x400).

También se determiné la correlacion entre los niveles de expresion de mPGES-1,
marcadores de células vasculares y marcadores leucocitarios. Los resultados de la
Figura 4.10 muestran un alto grado de asociaciéon entre la variacion de los niveles de

transcrito de la mPGES-1 y la de los marcadores de células vasculares, tanto con la « -

actina (marcador de VSMC) como con el vWF (marcador células endoteliales).
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Figura 4.10: Correlacidn entre la expresiéon de mPGES-1 y los marcadores de células vasculares.

Sin embargo cuando valoramos la correlacién de la expresiéon de mPGES-1, con la de
CD45 (marcador panleucocitario) o CD68 (marcador especifico de macréfagos), no

detectamos ninguna correlacion estadisticamente significativa (Figura 4.11).
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Figura 4.11: Correlacién entre la expresion de mPGES-1y los marcadores de diferentes estirpes
leucocitarias.

Para evaluar el grado de expresion de los niveles de la mPGES-1, en las diferentes etapas
de desarrollo de la enfermedad aneurismatica, se examinaron muestras de AAA,
estratificadas en funcién del didmetro maximo en tres grupos como hemos realizado

anteriormente. Los resultados mostraron que no existian diferencias estadisticamente
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significativas entre los tres grupos de estratificacion (Figura 4.12). Tampoco se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre ninguno de los grupos de
pacientes y el grupo de NA. Esto ultimo entra en aparente contradiccién con los
resultados de la Figura 3.1 donde se observa el hecho de que la mPGES-1 estaba
aumentada respecto del grupo NA cuando las muestras de AAA se consideran en
conjunto. Esta aparente contradiccidon creemos que se debe al hecho de que en realidad
la mPGES-1 esta poco incrementada en el AAA y al fraccionar la muestra en clases de
didmetro maximo disminuimos la “n” de la muestra y se pierde la significacion

estadistica.
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Figura 4.12: Expresiéon de mPGES-1 en muestras de aorta
normal y en pacientes con aneurisma (AAA), estratificados
segun el tamafio, respecto a aortas sanas (NA).
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ESTUDIO DE LA EXPRESION DE LOS RECEPTORES DE PGE::

Como hemos comentado en la introduccion, los receptores EP (“E-Prostanoid receptor”)
son la parte complementaria de la biosintesis de la PGE2 en la accion biolégica de este
prostanoide, por lo que hemos estudiado los niveles de transcritos en las muestras de

AAA y NA. Los resultados se muestran en la Figura 4.13.
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Figura 4.13: Niveles de expresion de los 4 receptores EP, en muestras de aorta sana (NA, n=25) y
en muestras de aorta aneurismatica (AAA; n=86).*** p <0.001 cuando se compara AAA con
muestras de NA.

Como muestran los resultados de la Figura 4.13, los niveles de EP-2 y de EP-4 estan
significativamente aumentados en las muestras de AAA, respecto a las muestras de NA,
a diferencia del EP-3 que estd disminuido en muestras de AAA. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en el EP-1 que ademas estuvo débilmente

expresado en las muestras adrticas.
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En general, el EP-2 y EP-4 participan en la liberacion de factores angiogénicos y/o en la
propia angiogénesis en diferentes modelos experimentales y patologias “in vitro” e “in
vivo”263-268, Dado que al estudiar la influencia de los factores de riesgo en la expresion
de los EPs unicamente encontramos diferencias significativas en los niveles de
expresion del EP-4 (ver Tabla 4.3 mas adelante), realizamos el estudio de localizacién

de este receptor por inmuhistoquimica.
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LOCALIZACION ANATOMICA DE LA EXPRESION DE LOS RECEPTORES PGEz Y
ESTUDIO GRUPOS CELULARES IMPLICADOS:

Cuando se realiza el estudio con inmunohistoquimica del EP-4, observamos que en las
muestras de aorta sana practicamente solo se tifien células vasculares (Figura 4.14),
mientras que al realizar la misma inmunotincién con muestras de AAA, observamos
tincion en las células vasculares (Figura 4.15a) y también se observa en los infiltrados

leucocitarios (Figura 4.15b).

Figura 4.14: Ejemplo representativo de Ila
inmunohistoquimica del EP-4 en muestras de aorta
sana.
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Figura 4.15: Inmunohistoquimica para EP-4 en muestras de AAA. Las flechas indican células
inmunotefidas en microvasos (a) y en la capa media (b).

Por otra parte, se analizé la expresion de los EPs en células endoteliales y VSMC en
cultivo por PCR a tiempo real. Los resultados de la Figura 4.16 muestran que en las
células endoteliales el EP-4 fue practicamente el Unico receptor que se expresa,
mientras que las VSMC expresan todos los EPs. La figura 4.17 muestra una tincién por

inmunofluorescencia del EP-4 en células endoteliales en cultivo.
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Figura 4.16: Niveles transcrito de los diferentes receptores
en células microvasculatura y en células musculares lisas.
Los datos se expresan relativos ala S -actina x 1000.
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Figura 4.17: Detalle inmunofluorescencia cultivo células
endoteliales de microvasculatura con anticuerpos anti-EP-
4 en color rojo en azul se indican los nucleos (Aumento
x600).

También se determind la correlacion entre los niveles de expresion del EP-4, tanto con
la expresion de marcadores de células vasculares, como con los marcadores
leucocitarios. Los resultados buena correlacion de la expresién de EP-4, tanto con los
CD45 (marcador panleucocitario) como con el vWF (marcador células endoteliales) y la

a -actina (marcador de VSMC). La correlacién aunque existente fue menos consistente

con el marcador de macrofagos (CD68) (Figura 4.18).
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Figura 4.18: Correlacidn entre los niveles de expresién de EP-4 con los distintos marcadores
celulares.

Como observamos en la figura 4.13, la expresion de EP-4 es significativamente mayor en
las muestras de AAA, respecto a las muestras de NA. Sin embargo cuando estratificamos
las muestras de aorta en 3 grupos segun el diametro maximo aneurismatico como
hemos realizado con anterioridad, no observamos diferencias estadisticamente

significativas entre los 3 grupos. (Figura 4.19).
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Figura 4.19: Expresion de EP-4 en muestras de
aorta normal y en pacientes con aneurisma (AAA),
estratificados segliin el tamafo, respecto a aortas
sanas (NA).
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INFLUENCIA DE LOS FACTORES DE RIESGO EN LOS NIVELES DE TRANSCRITOS DE
LOS ELEMENTOS DE LA VIA DE LA PGEz:
El motivo del presente apartado es observar la influencia de los factores de riesgo

cardiovascular en el eje COX-2/mPGES-1/EP-4.

Dado que la PGE; es un factor pro-angiogénico relevante, hemos estudiado la influencia
de los factores de riesgo cardiovasculares clasicos y los antecedentes médicos
relevantes clasicamente relacionados con patologia aterosclerdtica y/o aneurismatica,

en los niveles de expresion de los enzimas involucrados en la biosintesis de PGE;.

Las caracteristicas clinicas, demograficas y los factores de riesgo de los pacientes

utilizados para realizar el estudio, se muestran en la tabla 1 (Material y Métodos).

Los resultados de la expresion de los enzimas de la via de la PGE2 los podemos observar
en la tabla 4.1. No observamos ninguna diferencia en la expresién local de los
isoenzimas de la COX cuando estratificamos a nuestros pacientes segun sus
antecedentes médicos y por factores de riesgo. So6lo hemos apreciado diferencias
estadisticamente significativas en cuanto al tabaquismo y a la presencia de EPOC en la
expresion de la mPGES-1. Los fumadores activos presentaron una expresion de mPGES-
1 incrementada respecto de los no-activos (Tabla 4.1) En cuanto a la presencia de EPOC,
aplicando tests no paramétricos, se observo una diferencia 2.9 en el EPOC vs 2.39 en no
EPOC (p=0.06). Al realizar una transformacién logaritmica para obtener una
distribucién normal y poder aplicar un test paramétrico, obtuvimos una p=0.057 (t

Student).
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Para tener en cuenta las variables confusoras en el presente estudio (ver Tabla 4.1),
aplicamos, como en los apartados anteriores, la regresion lineal multiple. Los resultados
de la tabla 4.1 mostraron que la HTA y el EPOC podrian actuar como variables
confusoras en el caso del tabaquismo. Tras corregir por dichas variables observamos
que la diferencia entre fumadores activos y no-activos respecto de la expresion local de
mPGES-1 seguia siendo estadisticamente significativa (p=0.03). Con lo cual concluimos
que efectivamente el tabaquismo activo influencia los niveles locales de mPGES-1. Esta
es la primera vez que se describe el efecto del tabaquismo en la expresion de la

mPGES-1.
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Tabla 4.1. Transcrito de isoenzimas COX y de mPGES-1 en muestras de AAA estratificadas segln factores de
riesgo y enfermedades concomitantes. El nimero de pacientes de cada grupo se indica en la tabla 1 (Material y
Métodos), los datos se expresan relativos a f3-actina x1000.

Mediana Percentil 25°-75° Valor P vas
ausencia
COX-1
No fumadores 10.7 7.68-14.3
Fumadores 11.6 9.47-18.7 0.109
No insuficiencia renal 10.9 8.50-16.3
Insuficiencia renal 10.7 7.78-15.8 0.896
No hipertension 10.8 9.62-16.1
Hipertension 10.7 7.49-15.8 0.419
No diabetes mellitus 11.0 8.67-15.9
Diabetes mellitus 9.71 6.48-15.1 0.365
No Dislipemia 12.3 8.20-16.1
Dislipemia 10.6 8.39-14.3 0.457
No EPOCP 11.0 8.45-15.9
EPOC 10.4 8.07-15.3 0.695
COX-2
No fumadores 10.1 4.68-15.8
Fumadores 10.3 5.34-17.6 0.604
No insuficiencia renal 9.27 5.25-18.7
Insuficiencia renal 10.9 5.30-14.6 0.678
No hipertension 8.57 5.09-16.7
Hipertension 10.4 5.70-16.0 0.695
No diabetes mellitus 9.27 4.70-15.9
Diabetes mellitus 11.6 6.90-24.7 0.188
No Dislipemia 9.28 5.36-16.5
Dislipemia 10.6 5.09-15.8 0.990
No EPOCP 10.1 5.20-16.5
EPOC 10.6 5.60-15.0 0.889
mPGES-1
No fumadores 2.42 1.16-4.08
Fumadores 3.46 2.33-4.95 0.009
No insuficiencia renal 2.69 1.24-3.82
Insuficiencia renal 2.69 1.90-4.67 0.245
No hipertension 2.87 1.74-3.67
Hipertension 2.66 1.48-4.46 0.735
No diabetes mellitus 2.78 1.50-4.26
Diabetes mellitus 2.47 1.20-4.36 0.606
No Dislipemia 2.66 2.06-3.65
Dislipemia 2.76 1.20-4.51 0.798
No EPOCP 2.39 1.16-4.09
EPOC 2.90 2.35-4.75 0.057°

@ Mann-Whitney Rank Sum Test.

®) EPQOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica.

© Se encontré p=0.06 aplicando Mann-Whitney Rank Sum Test; tras transformacion logaritmica se obtuvo una
distribucion normal y se encontré p=0.057 aplicando t-Student.
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También hemos estudiado los valores plasmaticos de PGE2 en muestras sanguineas
de pacientes afectados de AAA, estratificados segun los factores de riesgo

cardiovasculares.

Tabla 4.2. Niveles plasmaticos de PGE, en muestras de AAA estratificadas segin factores de riesgo y
enfermedades concomitantes. El nimero de pacientes de cada grupo se indica en la tabla 1 (Material y Métodos).
Niveles de plasma de PGE; se expresan en pg/mL.

Mediana Percentil 25°-75° Valor P vas
ausencia
Plasma-PGE,
No fumadores 55.9 39.3-71.1
Fumadores 68.0 57.1-119.5 0.008
No insuficiencia renal 58.4 44.0-71.4
Insuficiencia renal 59.4 39.3-104.3 0.786
No hipertension 70.1 53.0-95.2
Hipertension 56.2 39.4-77.2 0.140
No diabetes mellitus 56.5 38.6-94.9
Diabetes mellitus 60.7 55.8-68.8 0.294
No Dislipemia 55.8 44.5-101.9
Dislipemia 60.7 41.2-72.0 0.947
No EPOCP 59.4 43.3-74.3
EPOC 57.1 43.5-115.9 0.807

@ Mann-Whitney Rank Sum Test
® EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica.

Los resultados de la Tabla 4.2 muestran que de nuevo sélo los fumadores activos

presentaron una diferencia estadisticamente significativa respecto a los no fumadores.

Cuando valoramos la expresion de los receptores de PGE:, estratificados segun los
factores de riesgo y las enfermedades de base (Tabla 4.3), apreciamos que solo los
fumadores activos tienen una diferencia estadisticamente significativa respecto a los no
fumadores en la expresion de EP-4, no apreciandose ninguna diferencia significativa con
el resto de factores de riesgo en la expresion de EP-4. Respecto de la expresion de EP-2

y de EP-3 no se observaron diferencias con ningun factor de riesgo in patologia de base.
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Tabla 4.3. Transcrito de niveles de receptores PGE, en muestras de AAA estratificadas segiin factores de riesgo y
enfermedades concomitantes. EI nimero de pacientes de cada grupo se indica en la tabla 1 (Material y Métodos).
los datos se expresan relativos a -actina x1000.

Mediana Percentil 25°-75° Valor P vas
ausencia
EP-2
No fumadores 3.98 2.53-8.63
Fumadores 4.84 2.42-7.46 0.811
No insuficiencia renal 3.98 2.66-9.05
Insuficiencia renal 4.49 2.41-7.72 0.653
No hipertension 4.58 2.42-8.22
Hipertension 4.10 2.56-8.41 0.946
No diabetes mellitus 3.98 2.45-7.24
Diabetes mellitus 5.27 2.88-23.6 0.115
No Dislipemia 3.91 2.38-6.60
Dislipemia 5.31 2.82-12.0 0.068
No EPOC" 3.98 2.51-9.82
EPOC 4.95 2.60-7.46 0.846
EP-3
No fumadores 2.80 1.30-6.18
Fumadores 341 2.16-6.32 0.202
No insuficiencia renal 2.68 1.47-4.74
Insuficiencia renal 3.36 1.94-8.02 0.172
No hipertension 3.12 1.98-5.74
Hipertension 3.06 1.45-6.30 0.484
No diabetes mellitus 3.18 1.87-5.67
Diabetes mellitus 1.94 0.64-10.4 0.305
No Dislipemia 3.47 1.82-7.19
Dislipemia 2.54 1.46-5.32 0.288
No EPOC" 3.16 1.49-6.05
EPOC 2.95 1.92-6.21 0.853
EP-4
No fumadores 4.29 3.24-6.49
Fumadores 5.93 4.87-8.92 0.007
No insuficiencia renal 4.63 3.47-6.25
Insuficiencia renal 5.70 3.45-7.72 0.259
No hipertension 4.89 3.94-7.72
Hipertension 4.93 3.45-6.61 0.394
No diabetes mellitus 4.92 3.48-6.66
Diabetes mellitus 471 1.82-7.96 0.678
No Dislipemia 4.90 3.26-6.61
Dislipemia 491 3.51-7.32 0.678
No EPOCP 4.90 3.52-6.57
EPOC 5.20 2.41-7.61 0.896

@ Mann-Whitney Rank Sum Test
® EpQOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica
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DISCUSION

La mayor expresion de marcadores para células endoteliales en las muestras de AAA asi
como el estudio inmunohistoquimico indican un aumento de la vascularizacion en las
aortas aneurismaticas. Estos resultados son coherentes con los hallazgos de otros
autores y confirma los resultados de articulos previos que muestran una
hipervascularizacion en los AAA58 269, Analizando nuestros datos en conjunto, podemos
considerar que si el incremento del diametro transversal maximo adrtico es una
aproximacion del estado evolutivo de la enfermedad aneurismatica, Ia
hipervascularizacion asociada al AAA se produce ya en las fases iniciales de la
enfermedad, es decir con aortas de diametros pequefios (<55mm) y que el maximo
infiltrado leucocitario y su posible respuesta inflamatoria es posterior a esta
vascularizacion, ya que la mayor poblacion de leucocitos la observamos en aortas de
didmetros medios (55-69.9mm). Los estudios de inmunohistoquimica mostraron que
los leucocitos se localizan predominantemente en las areas perivasculares de estos

neovasos posiblemente formados en estadios iniciales de la enfermedad aneurismatica.

Como hemos visto en la introduccion la hipervascularizacidn del tejido adrtico, es una
de las caracteristicas principales que distinguen a los AAA de la aterosclerosis, donde se
produce en menor grado®’ y que juega un papel fundamental en la evolucién y la
progresion de la enfermedad>% 103, Sin embargo, una cuestion a resolver es establecer a
partir de qué momento se empieza a producir la hipervascularizacion en la aorta y el

estimulo inicial que la desencadena.
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Otro de los aspectos que se ha considerado importante en los aneurismas es la
inflamacion de la pared adrtica y nuestros resultados son coincidentes con estudios
previos que describen un aumento de los infiltrados leucocitarios en la capa media y
adventicia®®. Sin embargo existe una presencia de macréfagos practicamente maxima
también en las muestras de aneurismas pequefios. Esto podria estar indicando que los
macrofagos juegan un papel esencial el la progresion del AAA desde fases iniciales y

posiblemente en la neovascularizacién>8 210,

Conocemos que el VEGF es uno de los factores mas importantes en los procesos de
neovascularizacion aunque no hemos observado ninguna influencia de los FRCV en los
niveles de VEGF-A. Sin embargo los pacientes diabéticos tenian disminuida la expresion
de VEGFR-1 y los fumadores activos presentan una mayor expresion local de VEGFR-2
que los no-fumadores activos. Esta variacion en los niveles de VEGFR-2 esta asociada

mayoritariamente a las células vasculares.

Cuando valoramos la expresion local de metaloproteinasas en la pared de la aorta
aneurismatica, nuestros resultados muestran claramente que la MMP-2 esta
fundamentalmente asociada a las células vasculares, especialmente VSMC mientras que
la MMP-9 lo estd a los leucocitos del infiltrado inflamatorio local, particularmente

macrofagos.

Al igual que estudios anteriores?®7. 99254270, nosotros hemos encontrado un aumenté de
la MMP-2 y MMP-9 en la pared de los AAA. Sin embargo, cuando los pacientes fueron
estratificados segin el diametro maximo AAA, los niveles de transcritos de MMPs

muestran patrones diferentes. Considerando que la MMP-2 alcanza un maximo ya en el

168 Jaume Félix, Dilmé Mufioz.



“Influencia de los factores de riesgo cardiovascular en los niveles locales de factores angiogénicos en el AAA”

grupo de diametro bajo, la MMP-9 tiene un maximo de expresién en el grupo de tamafio
moderado. Estos resultados son coherentes con publicaciones anteriores que muestran
la maxima expresion de MMP-2 en los AAA pequenios y de MMP-9 en los AAA de tamafio

medio?9 254,

Se ha postulado que la MMP-2 juega un papel en la expansidn temprana, pero no en la
ruptura de AAA y muestra una correlacion positiva con el didmetro del AAA en grandes
AAA asintomaticos (>70 mm), mientras que la MMP-9 tiene correlacion negativa con el
tamafio adrtico maximo®® pero parece estar asociada con la expansion y la ruptura de

los AAA y su expresion es maxima en los AAA de tamafio mediano?8 99254,

La angiogénesis es un proceso invasivo y como tal requiere de actividades proteoliticas
para su desarrollo. Las proteasas son necesarias para la degradacion del sustrato
extracelular, para la migracion celular y la eliminacion de la obstruccion de proteinas de
la matriz y para la creacion de espacio en la matriz que permita la generacién de tubulos
celulares endoteliales. Sin embargo, esta claro que las proteasas ejercen funciones mas
sutiles tales como la activacion y la modificacion de los factores de crecimiento, de las
citoquinas y de sus receptores, y la generacion de fragmentos de proteinas de la matriz
que inhiben la angiogénesis?’l. En este contexto, la MMP-2 y MMP-9 pueden unir

proteinas de la superficie celular y convertirse en proteinasas ligadas a células?72.

La MMP-2 y MMP-9 también difieren en cuanto a su localizacion, ya que la MMP-2 se
expresa fundamentalmente en las células vasculares, principalmente en las VSMC de la
capa media, mientras que la MMP-9 s6lo la detectamos en la infiltracién leucocitaria.

También encontramos una buena correlacién entre los niveles de transcripcion de
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MMP-2 y de a-actina (marcador de VSMC), mientras que las correlaciones con los
marcadores leucocitarios fueron débiles. Lo contrario ocurrié con respecto a las
correlaciones de MMP-9 donde observamos una excelente correlacion entre los niveles
de transcripcion MMP-9 y del marcador macrofagos CD68. En conjunto, estos
resultados indican que la MMP-2 se asocia principalmente a las células vasculares y
como reportaron Newman et al.273, la MMP-9 se asocia principalmente a la infiltracién

leucocitaria, en particular a macrofagos.

Los diferentes factores de riesgo cardiovascular también han mostrado diferencias
respecto a su influencia en los niveles locales de MMP-2 y MMP-9. Ninguno de los
factores de riesgo evaluados ha influido en los niveles locales de MMP-9. En cambio,
encontramos que el tabaquismo activo aumenta los niveles de MMP-2 en la aorta

aneurismatica.

Nuestros resultados refuerzan la idea de que, aunque tanto la MMP-2 y MMP-9
contribuyen a la degradacidn de las fibras elasticas intersticiales y la degradacion de las
proteinas de la matriz para la migracion celular y estan reguladas de modo similar,
tienen diferente funcion en el desarrollo del AAA. Nuestros resultados son coherentes
con el concepto que la MMP-2 juega un papel en la expansion de los AAA y que la MMP-9

participa en la progresion hacia su ruptura.

Muchos articulos proporcionan evidencias que apoyan la asociacién entre la funcién
renal y la aterosclerosis, y que el filtrado glomerular, parece ser un factor prondstico
independiente para la enfermedad cardiovascular?’4. De hecho, hemos publicado

recientemente que el filtrado glomerular es un excelente predictor de eventos
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vasculares en pacientes con enfermedad arterial periférica?’>. Se puede especular del
analisis estadistico univariante de los datos de IR y de la expresion de MMP-2, que el
grado de aterosclerosis influencia los niveles de MMP-2. Sin embargo, cuando se
introducen la HTA y la EPOC, como variables de confusion, en los analisis de regresion
lineal entre los pacientes con FG normal y aquellos con FG<60 ml/min/1.73 m?, las
diferencias no consiguen alcanzar una significacion estadistica. Esto indica que la
influencia del estado de aterosclerosis en los niveles de MMP-2 locales, si existe, es

débil.

Fumar es un factor de riesgo especialmente relevante para la AAA®5. Se ha informado de
que la asociacion entre el tabaquismo y la AAA es 2,5 veces mas alta que la asociaciéon
entre el tabaquismo y la enfermedad coronaria®+. El humo del tabaco también aumenta
la formaciéon de AAA en los modelos animales?7¢ 277, Hemos encontrado que se mantiene
la significacion estadistica de la diferencia entre los fumadores y los no fumadores
respecto a la expresion de MMP-2, después de la introduccién de la HTA y la EPOC como
variables de confusion en las estadisticas. Se hace evidente a partir de nuestros datos,
que la MMP-2 se vincula principalmente al estado de las células vasculares, mientras
que los niveles locales de MMP-9 dependen mas del infiltrado inflamatorio en la pared
adrtica. De ello puede derivarse que el hecho de fumar afecta principalmente al estado

de las células vasculares mas que al grado de infiltracién leucocitaria.

Se ha encontrado un aumento de los niveles plasmaticos del TNFa en pacientes con
AAA, en comparacion con donantes sanos, pero no se han encontrado diferencias
estadisticas entre los pacientes no fumadores y los pacientes fumadores. Dado que el

TNFa plasmatico, es un marcador de estado inflamatorio global de los pacientes, estos
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resultados sugieren que el efecto del tabaquismo en los niveles locales de MMP-2 es
independiente de los estados inflamatorios propios de la aterosclerosis y de la EPOC en
los pacientes con AAA. De hecho, algunos grupos ya han informado de que la asociacion

de la EPOC y del AAA es independiente del hecho de fumar?262.

Los niveles de MMP-2 practicamente no cambian en funcién del didmetro maximo de
AAA. Cuando los pacientes fueron estratificados segin el didmetro de la aorta, los
fumadores presentan mayores niveles de MMP-2 que los no fumadores en todos los
grupos, a pesar de la significacion estadistica so6lo se logré en el grupo de aortas
mayores (LD). Ademas, no se encontraron diferencias entre los no fumadores y los ex
fumadores. Suponiendo que el diametro transversal maximo del AAA es una
aproximacion al estado evolutivo de la enfermedad adrtica aneurismatica, nuestras
observaciones permiten suponer que el tabaquismo actda influyendo continuamente en
el desarrollo del AAA. Parte de la informacion disponible sobre los efectos bioquimicos
de humo de tabaco, muestra que el extracto soluble en agua del humo del tabaco, induce
la expresion de MMP-1 por las células endoteliales y la de elastasa de los neutréfilos en
pacientes con AAA278.279, La nicotina induce AAA en modelos animales, a través de la
activacion de la proteina quinasa alfa 2 activada por AMP 280, Sin embargo, se necesita
mas investigacion para determinar las especies moleculares y las vias de sefalizacion
implicadas en el efecto del humo del tabaco sobre la induccién de MMP-2 y su expresion

en los AAA humanos para lo cual nos han concedido recientemente una ayuda SAF2013.

En conclusion, podemos decir que nuestros estudios muestran por primera vez que el

tabaquismo activo, aumenta la expresion de MMP-2 en las células vasculares. Este
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aumento de MMP-2, a su vez puede contribuir al aumento observado de la

vascularizacion de los AAA contribuyendo de este modo a su expansion y ruptura.

Hemos detectado que no sélo la COX-2 (inducible) esta aumentada en los AAA, sino que
también lo esta el isoenzima constitutivo COX-1. Dos factores pueden influir en los
niveles de un transcrito en particular, uno es una verdadera “up” o “down” regulacion
de dichos transcritos, y la otra es una distinta proporcién de tipos celulares, que
expresan el transcrito en cuestion, en el tejido causada por una determinada patologia,
que en el caso del AAA es obvia. Es bien conocido que la COX-1 se expresa de forma
ubicua y no es induciblel’1. 204 por lo tanto, su aumento en AAA podria probablemente
ser debido a la mayor proporcidon de células, tales como leucocitos, plaquetas y/o
células endoteliales, ricas en COX-1 en la muestras de AAA. La correlacion entre la
expresion de COX-1 y el CD68 (marcador especifico de macréfagos), indica que la
variacién en la expresion de COX-1 estaba fundamentalmente asociada al contenido de
macrofagos en la muestra, como habiamos supuesto. Esto refuerza la idea de que la
COX-1 no esta “up-regulada”, sino que su expresion es mayor en AAA, por el aumento de

la proporcion de macrofagos en las muestras de AAA.

Sin embargo, no observamos un grado de asociacion significativo de la COX-2 con la
variacién de ningun tipo celular en concreto. Esto sugiere que el incremento de COX-2
en las muestras de AAA es debido a una “up-regulation” auténtica. Los resultados de la
inmuhistoquimica muestran que la expresion de COX-2 se localiza ademas de en los
leucocitos infiltrantes, en las células vasculares. Teniendo en cuenta que la proporcion
de VSMC esta disminuida en los AAA, estos resultados sugieren que la aportacion de las

células endoteliales de la microvasculatura es importante en el total de transcrito de la
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COX-2. La expresion de mPGES-1 presenta un incremento mucho mas moderado que el
de la COX-2 en las muestras de AAA (1.4-veces frente a 4.3-veces respectivamente; en
términos de la mediana). Este resultado fue inesperado ya que ambos enzimas son
inducibles por citoquinas pro-inflamatorias como la IL-1. Este hallazgo podria ser
debido al hecho de que la mPGES-1 no se regula del mismo modo que la COX-2168 178, De
hecho muchos factores que inducen la expresion de la COX-2 como el H202, no inducen
la mPGES-1 (resultados de nuestro grupo aun no publicados). Otro factor que puede
contribuir al aumento modesto de mPGES-1 en las muestras de AAA, es el hecho de que
las VSMC expresan la mPGES-1 en abundancia?81172, Sin embargo, la importante
reduccion de este tipo celular en la capa media, es una de las caracteristicas mas

notables del AAA.

Los datos de inmunohistoquimica e inmunocitoquimica del estudio, muestran que
efectivamente la COX-2, mPGES-1 y el EP-4 se expresan en MVEC. La co-expresion de
COX-2, mPGES-1 y EP-4 en MVEC apoya firmemente el papel relevante de la PGE:
mediado por el eje COX-2/mPGES-1/EP-4 en MVEC asociada hipervascularizacién de los
AAA. El estudio detallado de la contribucion del eje COX-2/mPGES-1/EP-4 en la
hipervascularizacion asociada al AAA forma parte de otra tesis doctoral de nuestro

grupo y se discute ampliamente en un trabajo recientemente publicado?8!.

Estos datos son consistentes y pueden validar los datos de AAA provocado en modelos
animales, que aunque son bastante diferentes de los AAA humanos, han demostrado
que la supresion de la expresion ya sea mPGES-1 o de EP-4, reduce el desarrollo de

AAAs en estos modelos?216 220, 221,
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Nuestros resultados también refuerzan el concepto de que el eje COX-2/mPGES-1/EP-4
presente en las MVEC, podrian ser relevante desde las primeras etapas del desarrollo de
los AAA en humanos y que la mPGES-1 y el EP-4 pueden ser dianas alternativas a la COX

-2 en una potencial intervencion terapéutica en pacientes con AAA.

Tras estudiar la influencia de los factores de riesgo cardiovascular en el eje COX-
2/mPGES-1/EP-4, observamos que el tabaquismo activo fue el unico factor de riesgo
analizado que estuvo asociado con un incremento de la expresion local de mPGES-1 en
la aorta aneurismatica. Sin embargo, no observamos efecto sobre la expresion de COX-2.
Esta observacion es coherente con la observacion de que COX-2 y la mPGES-1 muestran
una regulacion diferentel®8178, El incremento en la expresién de la maquinaria
biosintética de la PGE: fue también coherente con el incremento de los niveles
circulantes de PGE; en los fumadores activos. Sin embargo, el AAA debe ser considerado
como una enfermedad vascular sistémica?¢? y por tanto otros territorios vasculares

también pueden contribuir a los niveles circulantes de PGE,.

La presencia de la mPGES-1 en una determinada célula es necesaria para la biosintesis
efectiva de PGE;168 172,174,178 Todas las células vasculares!’2 177,281 y ]os leucocitos?®8],
principalmente los macréfagos, expresan la mPGES-1. Los presentes resultados
muestran que los niveles de expresion de la mPGES-1 se correlacionan con la expresion
de marcadores de las células vasculares mas que con los de los macrofagos infiltrantes.
Por supuesto, esto no descarta el importante papel que los macrofagos juegan en la
progresion del AAA. De hecho, se ha descrito la relevancia que la PGE; derivada de la

actividad de la COX-2 de los macrofagos juega en la patogénesis y ruptura del AAA?206, 210,

282,
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Respecto de los receptores de la PGE2, solo el tabaquismo activo tuvo un efecto sobre los
niveles locales de EP-4. Los fumadores activos presentaron niveles significativamente
superiores de EP-4. Nosotros hemos observado que el EP-4 es receptor de PGE; mas
abundante en las células endoteliales y es clave en la angiogénesis inducida por PGE281.
El EP-4 se expresa en los leucocitos pero nuestros resultados mostraron que la
variacién de la expresion de EP-4 se correlacionaba mejor con la expresion de vWF que
con la de CD68. La significacion estadistica de la diferencia entre fumadores activos y no
activos observando el eje mPGES-1/EP-4 se mantuvo después de introducir HTA y el
EPOC como variables confusoras en la estadistica. Ademas, la asociacion de los niveles
de transcrito de la mPGES-1 y de EP-4 fue altamente significativa (r=0.463, p=4.8-10-°).
En conjunto estos resultados soportan el concepto de que el tabaquismo activo afecta
substancialmente a las células vasculares de la aorta particularmente a las células

endoteliales de la microvasculatura.

El tabaquismo es un factor de riesgo singularmente importante en el AAA%. Como
hemos comentado, se ha estimado que la asociacion entre el tabaquismo y el AAA es 2.5-
veces mayor que la asociacion con la enfermedad coronaria®*. El tabaquismo también
aumenta el desarrollo de AAA en modelos animales?7% 277, Nuestros resultados indican
que el eje mPGES-1/EP-4 esta fundamentalmente asociado al estado de las células
vasculares, mientras que los niveles locales de COX-2 dependen de diversos factores
entre ellos del grado de infiltracidn leucocitaria. Los niveles de COX-2 no se asociaron
con ningun marcador celular en particular. Por tanto, parece que los efectos del humo
del tabaco afectan mas al estado de las células vasculares que al grado de infiltracién

leucocitaria. Como también hemos comentado muchos trabajos proporcionan
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evidencias sobre la relacion entre la funcién renal y la aterosclerosis, y el filtrado
glomerular es un factor prondstico independiente para la enfermedad cardiovascular?’4
275, Puesto que la insuficiencia renal puede indicar el grado de aterosclerosis de los
pacientes, nuestros resultados sugieren que el efecto del tabaquismo sobre los niveles
locales de mPGES-1 y EP-4 es independiente del grado de aterosclerosis y del EPOC en
los pacientes de AAA. Nuestros resultados son coherentes con la falta de asociacion de la
EPOC y el AAA con el tabaquismo descrita en trabajos previos?62. Sera necesario
investigar las especies moleculares y las vias de sefializacion implicadas en el efecto del
tabaco en la induccién de la mPGES-1 y el EP-4 en el AAA humano, lo que constituye

otro de los objetivos del proyecto SAF2013 recientemente concedido.

En conclusion, aqui se muestra por primera vez la asociacion del tabaquismo activo con
el incremento en la expresion local de mPGES-1 y EP-4, incrementado el conocimiento
de la relevancia del tabaquismo en el AAA. También estos resultados son coherentes con
los trabajos que muestran que la supresion de la mPGES-1 o el EP-4 reduce el desarrollo
experimental de AAA en animales 216,220,221 y refuerza la idea de éstos como potenciales

dianas terapéuticas.

Analizando los resultados obtenidos en esta tesis, observamos que de todos los factores
de riesgo cardiovascular clasicos y de las enfermedades de base estudiadas, el que tiene
un papel mas determinante en la expresion local de factores asociados con la
enfermedad aneurismatica de la aorta abdominal y particularmente con la

hipervascularizacion, es el tabaquismo.
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Se hace evidente a partir de los datos de esta tesis considerados en conjunto, que el
tabaquismo modifica la expresion de factores como la MMP-2, mPGES-1/EP-4, y en
menor medida con el VEGFR-2, vinculados principalmente al estado de las células
vasculares. Por lo tanto, parece que el hecho de fumar afecta principalmente al estado

de las células vasculares mas que al grado de infiltracién leucocitaria.

Los resultados de esta tesis permiten tener una vision mucho mas amplia de la
relevancia del consumo de tabaco en el desarrollo de AAA y ser mucho mas agresivos en
el control de los factores de riesgo cardiovascular incluso en fases muy precoces de la

enfermedad.

Estos hallazgos aumentan la conviccion que el despistaje de la enfermedad
aneurismatica debe incluir a la poblaciéon fumadora pero incluso nos podria modificar
las pautas de seguimiento para la patologia aneurismatica en rango no quirurgico
(AAA<5.5cm), que podria ser mas agresiva en aquellos pacientes que fuman en el
momento de diagnostico o que siguen fumando durante su seguimiento. Estos pacientes
posiblemente requieran seguimientos mas proximos en el tiempo que aquellos

pacientes ex-fumadores o no fumadores.

Se podria incluso sugerir que con un mismo didmetro arterial los pacientes fumadores
activos tendrian un mayor riesgo de ruptura que aquellos que no fuman o que han
abandonado el habito tabaquico, por lo que para un mismo diametro arterial la
intervencidn profilactica del AAA seria mas beneficiosa en el paciente fumador frente al

no fumador, lo que implicaria no pocos dilemas éticos.
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Deberiamos considerar el tabaquismo activo como uno de los items a tener en cuenta en
los “scores” de riesgo de ruptura de los aneurismas de aorta abdominal para poder
completar los items clasicos como el diametro transversal maximo o los mas recientes

como el grado de stress de pared.
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CONCLUSIONES:

OBJETIVO PRINCIPAL:

Evaluar la influencia de los FRCV en los niveles locales de factores pro-

angiogénicos bien establecidos: via del VEGF, MMPs y la via de la PGE-.

Nuestros resultados muestran que de los FRCV estudiados y enfermedades de base
asociadas de los pacientes con AAA, el inico que tiene influencia sobre los factores pro-
angiogénicos estudiados es el tabaquismo activo. Ademas este efecto parece

fundamentalmente asociado a modificaciones en las células vasculares, MVEC y VSMC.

OBJETIVOS SECUNDARIOS:

1) Evaluacion de la hipervascularizacion y de la infiltracion leucocitaria de la pared

de la aorta aneurismatica.

1.1  Existe hipervascularizacion en los AAA.

1.2 Esta hipervascularizacién se produce ya en las fases iniciales de la
enfermedad (aortas<55mm).

1.3  La infiltracién leucocitaria es de predominio perivascular y el maximo
infiltrado leucocitario, probablemente linfocitario, es posterior a esta

vascularizacion.
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2) Influencia de los factores de riesgo cardiovascular en la expresion local de los

elementos de la familia del VEGF en la pared de la aorta aneurismatica:

2.1 La expresion de VEGF-A y de su receptor mas importante, el VEGFR-2 esta
localmente incrementado en las muestras de AAA.

2.2 No se observo influencia de los FRCV en los niveles de VEGF-A.

2.3 Los niveles de VEGFR-2 estan asociados mayoritariamente a las células
vasculares.

2.4  Los fumadores activos presentan mayor expresion local de VEGFR-2 que

los no-fumadores activos.

3) Influencia de los factores de riesgo cardiovascular en la expresion local de

metaloproteinasas mayoritarias en la pared de la aorta aneurismatica:

3.1  Existe un aumento de expresion local tanto de MMP-2 como de MMP-9 en
las muestras de AAA.

3.2 La MMP-2 estd fundamentalmente asociada a las células vasculares,
especialmente VSMC mientras que la MMP-9 lo esta a los leucocitos del infiltrado
inflamatorio, particularmente macroéfagos.

3.3  Eltabaquismo activo es el inico FRCV que aumenta la expresién de MMP-

2 mientras que ningiin FRCV modifica la expresion MMP-9.
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3.4  Nuestros resultados son coherentes con el concepto que la MMP-2 juega
un papel en la expansion de los AAA y que podria contribuir significativamente al

aumento de la tasa de crecimiento de AAA observado en los pacientes fumadores.

4) Influencia de los factores de riesgo en la expresion local de los elementos de la

via de la PGE::

41 Todos los enzimas implicados en la biosintesis de PGE: estan
incrementados en el AAA, aunque la mPGES-1 en menor medida que las COXs. El
incremento de la COX-1 esta asociado al aumento de infiltraciéon de macroéfagos,
mientras que la COX-2 y la mPGES-1 parecen estar up-reguladas en las muestras
de AAA.

4.2  El incremento de las COXs se produce ya en las fases iniciales de la
enfermedad (aortas<55mm).

4.3  Los niveles de EP-2 y de EP-4 estan significativamente aumentados en las
muestras de AAA, mientras que los de EP-3 estan disminuidos.

4.4  El EP-4 es practicamente el tnico receptor de la PGE2 que se expresa en
MVEC y su incremento también se produce ya en las fases iniciales de la
enfermedad (aortas<55mm).

4.5  La co-expresion de COX-2, mPGES-1 y EP-4 en MVEC apoya firmemente el
papel relevante de la PGE2 derivada de las MVEC en la hipervascularizacion de

los AAA.
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4.6 Los pacientes fumadores activos, tienen un aumento local de mPGES-1,
EP-4 y metabolitos de la PGE, siendo el uinico FRCV que tiene influencia sobre

eje COX-2/mPGES-1/EP-4.
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ANEXOS

A continuacidn se muestran los articulos originales completos relacionados con esta
tesis doctoral por orden de publicacion.
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Microvascular COX-2/mPGES-1/EP-4 axis in human

abdominal aortic aneurysm

Mercedes Camacho,”* Jaume Dilmé,*"! David Sola-Villa,* Cristina Rodnguez,**
Sergi Bellmunt,*' Laura qlguem,‘ Sonia Alcolea,* José-Maria Romero,*"'
José-Romin Escudero,*' José Martinez-Gonzilez,”® and Luix Vila®

Angiology, Viascular Biology, and Inflammation Laboratory,* Vascular Surgery Department,” and
Cardiovascular Research Center (CSIC-ICCC)," Institute of Biomedical Rescarch (118 Sant Pau),
Barcelona, Spain; and Autonomous University of Barcelona,' Barcelona, Spain

Abstract  We investigated the prostaglandin (PG)E, path-
way in human abdominal aortic ancurysm (AAA) and its re-
lationship with hypervascularization. We analyzed samples
from patients undergoing AAA repair in comparison with
those from healthy multiorgan donors. Patients were strati-
lied according to maximum aortic diameter: low di

(LD) (<55 mm), moderate diameter (MD) (55-69.9 mm),
and high diameter (HD) (270 mm). AAA was characterized
by abundant microvessels in the media and adventitia with
perivascular infiltration of CD4 itive cells, Like en-
dothelial cell markers, cyclooxygenase (COX)-2 and the mi-
crosomal isoform of prostaglandin E synthase (mPGES-1)
transcripts were increased in AAA (1.4- and 1.4-fold, re-
spectively). Both enzymes were localized in vascular cells
and leukocytes, with maximal expression in the LD group,
whereas leukocyte markers display a maximum in the MD
group, suggesting that the upregulation of COX-2/mPGES-1
precedes maximal lenkocyte infiltration. Plasma and in vitro
tissue secreted levels of PGE; metabolites were higher in
AAA than in controls (plasma-controls, 19.9 = 2.2; plasma-
AAA, 38.8 = 5.5 pg/ml; secretion-normal aorta, 16.5 = 6.4;
secretion-AAA, 72.9 « 6.4 pg/mg; mean = SEM). E-prostanoid
receptor (EP)-2 and EP4 were overexpressed in AAA,
EP-1 being the only EP substantially expressed and colo-
calized with mPGES-1 in the microvasculature, Addition-
ally, EP4 mediated PGEginduced angiogenesis in vitro.
We provide new data concerning mPGES-1 expression in
human AAABE Our findings suggest the potential rele-
vance of the COX-2/mPCES-1/EP-1 axis in the AAA-
associated hypervascularization.—Camacho, M., |. Dilmé,
D, Sola-Villa, C. Rodrigues, S, Bellmunt, L. Sigucro, S, Alcolea,
J-M. Romero, J-R. Escudero, | Martinez-Gonzilez, and
L. Vila. Microvascular COX-2/mPGES-1/EP4 axis in hu-
man abdominal aortic aneurysm. J. Lipid Res. 2018, 54:
3506-3515.
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Abdominal aortic aneurysm (AAA) is a late-age onset
disorder that affects a high percentage of the popul:mon
n industrialized countries, and rupture of AAA s assoa-
ated with high mortality rates (1). The etiology of AAA is
complex with a relevant contribution of genetic factors
(2). Although much effort has been made to clarify the
mechanism of AAA development, currently the only effec-
tive approach to prevent aneurysm rupture is surgical re-
pair by conventional or endovascular techniques.

Evidence has been established for a relationship be-
tween atherosclerosis and AAA, both disorders being
characterized by an underlying chronic inflammation.
However, there are marked differences between athero-
sclerotic lesions and AAA. Whereas atherosclerotic plague
is characterized by leukocyte infiltration at the lumen
site and hyperproliferation of vascular smooth muscle
cells (VSMCs) causing neomumal hyperplasia, AAA is
characterized by leukocyte infiltration into adventitia
and depletion of VSMCs in the media, Other relevant
features of AAA are the wall tension strength breakdown
caused by proteolytic enzymes progressively destructing
elastic fibers (3) and hypervascularization of aortic tis-
sue. It has been proposed that this vascularization might
contribute o the development and rupture of ancurysms
(4, 5).

Abbreviations: - AAA, abdominal aortic aneurysn; AAc, arachidonic
acid; COX, eyclooxygenase; FC, endothelial cell; eNOS, endothelial
nitnic oxide synthase; EP, Epr id receptor; FLAP, B lipoxygenase-
activating protein; HD, high diameter; LD, low diameter; LT, leuko-
tricne; MD. moderate dimmeter: MMP, metallopeoteinase; mPGES-1,
microsomal soform of prostaglandin E synthase; MVEC, microvascular
endothelial cell; NA, normal aorw; PG, prostaglandin; VEGFR2, vasaular
endothelial growth Bctor receptor 2; VSMC, vascular smooth muscle
cell; YWF, von Willebrand factor.
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Prostaglandin (PG)E; has been recognized as a relevant
mediator in AAA. Biosynthesis of PGE, begins with the for-
mation of PGHy through the action of cyclooxygenase
(COX) (6, 7) on arachidonic acid (AAc) released by phos-
pholipases from the membrane phosphoglycendes. PGH,
is then isomerized 1o PGE, by PGE synthases. The mi-
crosomal isoform of prostaglandin E synthase (mPGES-1)
is inducible by proinflammatory cytokines and seems to be
the main isoenzyme involved in PGE, biosynthesis under
inflammatory conditions (8-11). COX-2/mPGES-1 iswidely
regarded as the major contributing enzymatic chain for
PGE, biosynthesis under pathological conditions. COX-2-
derived PGE, is involved in the pathogenesis of AAA, as
data from animal models and human studies indicate
(12=15). Furthermore, deletion of mPGES-1 atenuates
experimental AAA in mice (16).

PGE, exens its cellular effects by binding to four distinct

E-prostanoid receptors (EP-1-4) that belong to the family of

seven uansmembrane G proteincoupled receprors. Each re-
ceptor is involved in different and often opposite biological
effects of PGE,. FP-2 and EP-4 are both Gsprotein coupled
receprors that upregulae intmacellular cAMP levels, whereas
EP-% usually counteracts EP-2- and EP4-mediated upregula-
tion of cAMP by preferentially coupling o Gi proteins (17).
Recently, conflicting results have been reported on the role
of EP4 in AAA development in animal models (18-20).
These studies have been focused on the involvement of EPs
in the activaton of leukocyles (mainly macrophages) and
VSMCs, and in the release of proteases during the immune-
inflammatory process associated 10 AAA.

Main daia regarding COX-2-alternative wargers for the
development of new anti-inflammatory drugs for AAA
comes from smidies in animal models (16, 18-20). In these
models, AAA develops fast and its etiology differs subsian-
tially from human pathology. Despite the role of PGE; in
neovasculanzation in cancer and other pathologies, and
that the relevance of angiogenesis in AAA is widely ac-
cepted, information concerning COX-2/mPGES-1-derived
PGE, in the AAA, particularly in AAA-associated hypervas-
cularization, is limited and restricted o COX-2<erived
PGE; from macrophages (12, 13, 21, 22). Furthermore,
the beneficial effects of COX-2 inhibitors and the deletion
of mPGES-1 or EP4 in experimental AAA are not fully un-
derstood in the context of this pathology in humans. Be-
cause PGE, modifiers have a possible therapeutic potential,
the objective of the present study was to examine the ele-
ments involved in the PGE, pathway in human AAA, par-
ticularly in microvasculature.

MATERIALS AND METHODS

Tissue samples

The stdy was approved by the Hospital de Ia Santa Creu i Samt
Pau Ethics Committee, and informed consent was obtained from
each padent. All procedures were reviewed by the Institutional
Review Board at Hospital de 1a Santa Creu i Sant Pau, The aortic
biopsies were obmined from patients undergoing open repair
for AAA at our institution. Samples were obtained from the re-
urining midanfrarenal aortc wall after exclusion and prosthete
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replacement of AAA. Normal aortas (NAs) were obtained from
healthy aortas of multiorgan donors and samples were also mken
from the mid-portion of the infrarenal abdominal aorta at the
tme of organ harvest. When a luminal thrombus was present in
AAA umiples, it was separated before the aortic biopsy was taken
and xortic tuue was washed twice with cold phosphate-buffered
saline (PBS). A portion of each xample wis placed in RNAlaer
solution (Qiagen Gmbl, Hilden, Germuany) and stored at 4°C
for 24 h before long-term storage ar ~80°C uniil further procexs
ing for RNA olation. Another portion was fixed in formalin so-
lution 10% (Sigma-Aldrich, Inc., St Louis, MO) for 24 h and
included in paraffin for immunohistochemical swdies. Addi-
vonal portions of aorta were placed in PBS 1o establish VSMC
cultures and 1o obtain tissue secretomes.

Patients were stratilied by the maximum transverse aortic di-
ameter defining three groups: low diameter (LD) (<35 mm):
moderate diameter (MD) (55-69.9 mm); and high diameter
(HD) (70 mm). To determine the mum aortic diameter,
we used A transversal measurement to the true lumen center
line at infrarenal level, based on computerized tomography an-
giography with endovenous contrast, wang Workstation AGFA
IMPAX 6.4.0.4010 and OsinX MD (US Food and Drug Adminis-
tration cleared /CE Ha version) for prmary dignostic, Because
sturgical repair is not usually indicated in patients with an AAA
maximal diameter of <55 mm, the aortic samples of the LD group
were from patients with concomitant iliac artery aneurysm to be
surgically repaired. Table 1 shows the characteristics of the indi-
viduals included in the study.

Analysis of mRNA levels in the tissues and culture cells

For total RNA extraction, tissue samples stored in RNAlater
were homogenized in the FastPrep-24 homogenizer and Lysing
Matrix D tubes (MP Bromedicals, Solon, OH) and RNA wis ex-
tracted using Trizol (Invitrogen, Carlshidd, CA) following the
manufacturer’s instructons, Total RNA wis extracted from cell
cultures using Ultraspec (Bioteex Laboratonies, Inc., Houston,
TX) according to the manufacturer’s instructions. cDNA was pre-
pared by reverse transcribing 1 pg RNA with the high-capacity
¢DNA archive kit with random hexamers (Applicd Biosystems,
Faster City, CA). mRNA expression of the selected genes was
studied by real-time PCR in an ABI Prism 790HT system using
predesigned validated asays (TagMan gene expression assays;
Applied Biosystems) and universal thermal cyching parameters.
Relative expression was expressed as transcript/ factin ratios,

Analysis of PGE,

Toanalyee plasmi levels, a ssmple of 10 ml of periphersl blood
was collected from all participants in hepann-containing tubes,
In the case of AAA patients, blood wiss collected before anesthe-
sia in the operating room, It was centrifuged immediately and
the plasma aliquoted and frozen at =80°C until analysis, It is
known that PGE, i rapidly transformed in vivo into 18,14-di-
hydro-15-0x0-PGE, that is unstable, and it undergoes a further
transformation into 13, 1M<dihydro-15-0ox0-PGA, (23, 24), To eval-
wite plasma levels of PGE,, we used an enzyme immunoassay kit
that converts 13, 14hibydro-15-0xe metabolites of PGE; into a
single stable dervative (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI) fol-
lowing manufacturer's instructions.

Secretomes were obtained from approximately 150 mg of NA
and AAA aortc fragments by incubating the tissues in | ml se-
rum-free DMEM (Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek,
Israel) in a cell incubator for 48 h, Medium was then recovered
and kept at ~80°C until the PGE; metmbolites, 6.0x0-PGF,,,,
thromboxane (Tx) B, and leukowriene (LT)B,, released were

lyzed by enzyme i v (Cay Chemical) follow-
ing manufacturer’s instructions,

PGE, pathway in AAA-associated anglogenesis 3507
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TABLE 1. Clinical characteristics of individuals with AAA and NA included in the study: demographics and nsk factors

Measiresnents

=mRNA kel Plawna PGEM Secrretion”
Clasrac tetintic AM NA AAA Cantruly AMA NA
Number 86 25 5 k0 a2 15
Aortic dizmeter’ (mm) 66.7 4 135 2= 638408 — 6R.26 4 13,1 —_

LD (<55 mm) 0.7 £ 64 — 528:12 B — —_

MD (55489 mm) 601 « 82 - MO LY6 o - —

HD (70 mm) BB+ 75 -— 765+ 6.7 — - —
Age (years) 709466 563 160 712467 6290, 30 712481 574160
Male 84 (97.7%) 16 (64%) 55 (89.9% ) 34 (87.2%) 32 (100%) 7 (46.9%)
Diabetes mellitus 19 (22.1%) 2 (8%)" 10 (25.6%) 1 (26%) 6 (188%) 2(15.3%)
Hypertension 55 (64%) 2(8%)" 34 (R7.2%) 14 (35.99) 22 (68.8%) 2(18.3%)
Hyperlipidemia 55 (64%) 2(8%)" 30 (76.9%) 1(26%) 21 (65.6%) 2(133%)
Smoking habit

Nonsmokers 7 (8.1%) 21 (34%)" 3(7.7%) 30 (76.9%) 2 (6.2%) 11 (75.5%)

Current smokers 26 (30.2%) 3(12%)° 0(23.1%) 6(154%) 10 (31.2%) 3 (20%)

Exsmokers’ 54 (61L.6%) 1(4%)" 27 (69.2%) $(7.7%) 20 (62.5%) 1 (6.7%)
Coronary artery divease 22 (25,6%) o 14 (35.9%) 0 1 (34.4%) o

Angor pectoris 3 (3.5%) o 1 (26%) 0 3 (9.4%) [

Myocardial infarction 6 (7%) o 6 (15.4%) 0 1(8.1%) o

Coronary intervention,/CABG 13 (15.1%) o 70179%) 0 7 (21.9%) o
Chronic renal iluuﬂ'lciﬂlq" 46 (41.9%) o 13 (33.5%) 0 10 (31.2%) o
Dialysis 0 (0%) o 0 (0%) 0 0 o
Peripheral vaisautar disease 44 (51.1%) o 21 (53.8%) 0 17 (55.2%) o

Absence pulses 0 (33.7%) o 14 (35.9%) 0 11 {34.4%) o

Intermitent clandication 15 (17.4%) o 7(17.9%) 0 6 (18.8%) o
Cerebrovascular disease 7 (8.1%) 1(4%) 1(103%) 0 2 (6.2%) 2 (13.5%)

Cerehral vascular attack 5 (58%) 1(4%)" 3(7.7%) 0 2(62%) 2(15.5%)

Transent ischemic attack 2(23%) o 1 (2.6%) 0 0 o
COPD 27 (31.4%) [ 7(17.9%) 0 7 (21.9%) o
Antiplatelet users 2 (45.9%) 1(4%) 19 (50%) 0 15 (48.4%) 1 (6.7%)
Statins users 5% (61.6%) o 0 {76.9%) 7T079%) 19 (59.4%) o
ACE inhibitors wer 20 (24.1%) o 13 (33.3%) 6(154%) 8 (258%) o
NSAID wsers 6(7%) o 3(7.7%) 0 $(94%) o
Corticoid users 6(7%) o 1 (26%) 0 2(62%) o
Immunosuppresson users 4(4.7%) o 0 (0%) 0 1{%1%) o

Nominal variables ure presented as number und s percentage (%) and comtinuous variables ws mean & SD. ¢GFR, astimated glomerular
fliltrution rate; CABG, coromary artery byposs grafting; COPD, chironic obstructive pulmonary diseuse; PGEM, PGE; metabolites; ACE, angiotensin.

converting enzyme; NSAID, nonsteroidal antian{lammatory drug,
“PGE; secretion by NA and AAA samples.
' A p =
‘Quit smoking for maore than | year.
“Estimated glomenular filtration rate <60 ml/min/ 1,73 m",

i omm.

“In some cases due to the nature of NA samples some of the clinical charucteristics are not always recorded and infra-cvaluation of them

is probable.

Immunohistochemisury

Immunohistochemical studies were performed using a mouse
monoclonal antibody anti-COX-2 (ref 160112 clone CX229, di-
luted 1:50), rabbit polyclonal antibodies against EP-2 (ref 101750,
diluted 1:1,000), EP-3 (ref 101760, diluted 1:400), and EP4 (ref
101775, diluted 1:100) all from Cayman Chemical; and a rabbit
polyclonal antibody against mPGES-1 (ref HPAOM5064 Prestige
antibodies, diluted 1:50) from Sigma. Blanks were performed
using the corresponding blocking peptides all from Cayman,
Monaoclonal antibodies (ref MOG16, diluted 1:35; ref IR751, with-
out further dilution) from Dako were used for von Willebrand
factor (VWF) [endothelial cell (EC) marker] and CDM5 (leukocyte
marker) immunosaining. Three micrometer sections of paraflin
embedded tisue samples were stained in a Dako Autostriner
Link 48 using the Dako EnVison Flex kit Diammobenadine wis
wsed as chromogen, Immunostaimngs wsed for comparative pur-
poses were processed simultaneously.

Microvascular endothelial cell culture
Microvascular endothelial cells (MVECs) were solated from
humuan adult foresking uxing @ previously described technique
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(25, 26). In brief, foreskine obtained from adult circumcisions
were placed in PBS supplemented with penicillin (200 units/ml),
streptomycin (200 pg/ml), and amphotericin B (0.5 pg/ml)
(all from Biological Industries). Foreskins were cut into 3 mm
sepuares and placed in PBS contining 0.5% trypsin and 1% EDTA
at 37°C for 30 min. Segments were then washed several tmes
with PBS, placed in a Petri dish in M199 conining 10% FBS,
and individually compressed with the side of a scalpel blade o
cxpress microvascular fragments. The microvascular segments
were passed through a 150 wm stainless steel mesh and col-
lected by centrifugation at 300 gfor 15 min, MVECGs were seeded
on & gelatincoated cell culture flask and cultured in medium
MCDB 131 with 20% FBS; tglutamine (2 mmol/1), penicillin
(200 units/ml), streptomyein (200 pg/ml), EGF (20 ng/ml),
and bFGF (5 ng/ml) (all from Biological Industrics). When
cells reached confluence, they were punfied with Dynabeads
CD31 (Dynabeads; Invitrogen Dynal ASA, Oslo, Norway) follow-
ing the manufacturer’s instructions. Flow cytometry and posi-
tive staining for CD31 and platelet endothelial cell adhesion
molecule-1 confirmed the purity of the cell population. MVECs
in passage 3 were used for mRNA determinations and in pas-
sages 5-7 for angiogenesis assays.
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Aortic VSMC culture

Aortic human VSMC cultures were established by an explant
procedure from mult-organic donor aortas s previously described
(9, 10). The artery was longitudinally split and the endothelium
was removed by gently seraping. The tissue was minced and
seeded onto the culture surface in a2 amall volume of DMEM me-
dium containing 10% FBS (Biological Industries). VSMCs were
characterized by aswctin positive staining.

Immunofluorescence staining of mPGES-1 and
EP-4 in MVECs

MVECs (passage 8) grown i Millicell EZshde (Millipore Cor-
poration, Billerica, MA) were fixed in methanobacetone (1:1) at
=20°C for 20 min, For double immunostaining, cells were incu-
bated with a4 mouse monoclonal antibody, antimPGES-1 (ref
10004350, diluted 1:100), and a rabbit polyclonal antibody, ant-
EP4 (ref 101775, diluted 1:100) (both from Cayman) simulta-
neously for 60 min. This was followed by Alexa Fluor 488 goat
antiq-mouse IgG and Alexa Fluor 555 donkey antirabbat IgG
(Invitrogen) mncubation for | b, Nuclel were countenstained with
Hoechst 33342 (1 pg/ml, Sigma) in PBS for 10 min, The slips
were mounted in Prolong Gold antifade reagent (Molecular
Probes, Life Technologies, Eugene, OR) and photographed
through an Olympus BX50 microscope.

In vitro angiogenesis assay

In vitro angiogenesis assays were performed with MVECs as
described (27, 28). Briefly, 12.5 x 10° cells were seeded onto
Marrigel (BD Matrigel basement membrane matrix; BD Biosciences,
Bedford, MA) in 96-well plates and exposed 1o treauments as re-
quired. For IL-1p assays, cells were preincubated for 1 h with the
assay medium with or without 30 U/ml of human recombinant
IL-I@ (Roche Diagnostics GmbH) before being seeded into
Matrigel. After 4 h of treatment, photographs were taken with an
Olympus digital camera mounted on an Olvmpus IMT-2 inverted
microscope using a 10x/0.40 objective, and the number of closed
polygons in the EC mesh was counted.

Statistical analysis

Sigma-Star software was used for statistical analysis. When data
fit a normal distribution, statistical significance between more
than wo groups was assessed using one-way ANOVA and the St
dent-Newman-Keuls test; Smadent’s Ftest was used to compare two
groups. When normality failed, we used the Mann-Whitney rank
sum test o compare wo groups and Kruskal-Wallis one-way
ANOVA on ranks for multiple comparisons (Dunn’s method).
To determine association between variables, data were Logl0
transformed in order 10 normalize their distribution and the
Pearson product moment correlation method was then used. A
Pvalue below 0.05 was considered significant.

RESULTS
Evaluation of tion and leukocyte
infiltration in AAA samples

Table | summarizes the characteristics of patents and
donors included in this study. We used vWF immunostain-
ing to assess the distribution of microvessels in aortic sam-
ples. Microvessels in NAs originated in the adventitia,
distributed regularly, raversed media, and finished in the
mtima (many of them after bifurcation), but round mi-
crovessels in the media were scarce (Fig. 1). Microvessels
were abundant in the adventitia and in the media of AAA
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Fig. 1. Representtive immunohistochemical inages of vWF and
CD45 in aoric samples. Top panel shows NA immunostained with
antivWE Middle panels show serial sections of an AAA sanple im-
munosuined for YWF and CD4A. Botom panels are serial sectons
of an AAA sample immunostained for YWF and CD45 showing leu.
kooyte penivascular accumulation. Red arrows highlight specific
immunostining, In the middle panels, black arrows are used w0
orient the position of the vessel by indicating where the intima and
adventia are. Scale bars: 500 pm.

samples (Fig. 1), but were often absent in the intima,
While infiltrated leukocytes (determined by CD45 immue-
nostaining) were scarce in NAs, they were common in
AAAs, Observation of 20 AAA samples revealed infiltrating
leukocytes in the media in all of them, Adventitia was also
extensively vascularized with a concomitant accumulation
of leukocytes. Leukocyte infilirate was systematically lo-
cated in perivascular areas of microvessels (Fig. 1).

We determined mRNA levels of two EC markers, VWF
and endothelial nitric oxide synthase (eNOS), as an index
of vascularization. In addition, we also analyzed expression
levels of the vascular endothelial growth factor recepror2
(VEGFR2), a gene highly expressed in EC. Expression levels
of these genes did not fit a normal distribution. Resulis in

PGE, pathway in AAA-assoclated angiogenesis 3504
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Fig. 2A show that mRNA expression levels of the three
genes were significantly enhanced in AAA. To further
evaluate levels of these markers at different stages of
AAA development, we stratified AAA samples as a func-
tion of the maximum aortic diameter, Figure 2B shows
the median of the EC marker expression for each AAA
diameter group. We observed that expression of all
three markers was maximal in the LD group and decreased
thereafter. We also analyzed the expression levels of two
leukocyte markers (undetectable in vascular cells in culk
wire, data not shown), CD45 and FLAP. Additionally, we
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Fig. 2.

analyzed the expression of MMP-9, a mewlloproteinase
highly expressed by leukocytes. All of them were highly
expressed in AAA samples (Fig. 2C) and exhibited a
maximum in the MD group (Fig. 2D).

Expression of the enzymes involved in PGE; biosynthesis

Results in Fig. 3A show that the expression of COX
isocnzymes and mPGES-1 was significantly higher in AAA
than in NA samples. Immunohistochemistry showed that
COX-2 expression was weak but ubiquitous in NA samples,
mainly in adveniitial microvessels and in medial VSMCs
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A: Expression levels of EC markers in NA (eNOS and VECFR2, n = 17; vWF, n = 25) and AAA samples

(YWF, n = 86; eNOS and VEGFRZ, n = 60). Points without error bars indicate individual values and points at
right are the mean & SEM. *P< 0,05, *** P < 0,001 when compared with NA samples. B: Open poimts are the
relative median values of mRNA levels of EC markers normalized 10 the highest median value in the stratified
patient groups as a funcuon the aortic dinmeter [NA, n = 25; LD (<55 mm), n = 14; MD (55-69.9 mm), n = 87;
and HD (=70 mm), n = 35), closed points are the mean = SEM of the three EC markers (mean ECM), *P<
0,05 compared with NA; #/°< 0,05 when compared with the other patient groups. C: mRNA levels of leukocyte
markers in NA (n = 25) and AAA (n = 86) samples; ***/*< 0.001 when compared with NA samples, D: Open
poines are the relative median values of mRNA Jevels of leukocyte characteristic proteins normalized w the
highest median value of the strasified pavent groups; closed points are the mean = SEM of the three leukooyte
muarkess (mean M), *P<0.05 compared with NA; #£< 0,05 when compared with the other padent groups,
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{Fig. 3B). In AAA samples, we found COX-2 immuno-
stained MVEGs in the adventitia and media layers, VSMCs
in the media, and also infiltrating leukocytes, immuno-
staining being markedly increased in AAA (Fig. 3B). Lo-
calization of mPGES-1 was similar to that of COX-2, NA,
and AAA, displaying apparent similar immunostaining in-
tensity (Fig. 3B).

In an avempt to approach the relative contribution
of the endothelium to PGEy production in AAA, we de-
rermined the statstical association of PGE, with other
cell-characteristic eicosanoids secreted by AAA samples
considered as independent variables. The best associa-
ton was found between PGE, and PGl (in terms of
its stable metabolite 6oxo-PGF, 0 R = 0800, P = 995 =
lO"’, n = 32). The statistical association between PGE,
and TxA, (in werms of TxBy) was weaker (R = 0,492,
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Fig. 3. A Expression levels of COX isoenzymes and
mPCES-] in NA (n = 25) and AAA (n = 86) samples.
Poino without error bars indicate individual values
and points at right are the mean = SEM. *P < 0.05,
25 P < 0001 when compared with NA samples.
B: Representative examples of immunohistochem-
istry for COX-2 and mPGES-1 in NA and AAA samples.
Arrows indicate some immunostined cells i microve-
ssels. ad, adventitia; med, media. Scale bars: 100 pm.

P+ 0.007), and no association between PGE, and LTB,
was observed,

Expression levels of PGE, biosynthetic pathway enzymes
in AAA stratified by aortic diameter

Because PGEy is rapidly transformed in vivo, we ana-
lyzed plasma levels of its 13, 14-dihydro-15-oxo-metabolites,
Girculating levels of PGE, metabolites were significantly
clevated in AAA patients compared with normal con-
trols (Fig. 4A), The characteristics of patients and con-
trols included are shown in Table 1, In Fig. 4A, we also
show production of PGE, by NA and AAA samples after
48 h of incubaton, AAA samples produced about 5-fold
more PGE, than NA samples in terms of the median. In
Fig. 4B, transcript levels of COX-1, COX-2, and mPGES-1
are depicted as a function of AAA maximum diamerer,

PCE, pathway in AMA-associated angiogenesis 8511
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Fig. 4. A Plasma levels of PGE, metabolites (PGE,M) in controls (Curols) (n = 39) and AAA (0= %9) (left), and
production of PGE,M by NA (n = 15) and AAA samples (n = 32) (right). Points without error bars indicate
individual values and points at right are the mean = SEM. B: Relauve median values of oanscript levels of
COX-1, COX-2, and mPGES [NA, n = 25, 1D (<55 mm), n = 1 MD (55699 mum), 0 = 37; and HD (70 mm),
n =35 normalized 1w the highest median value of the straufied pavent groups.*P< 0,05, ** P<0.01, ***P< 0.001

when compared with NA samples,

showing that all of them displayed a maximum in the

LD group.

Coexpression of EP-4 and mPGES-1 in aortic
microvessels

In human aortic samples, EP-1 was scarcely expressed
and no significant differences were found between NA
and AAA. EP-2 and EP-4 were significantly increased in
AAA while EP-3 was substantially decreased (Fig. 5). EP+4
immunostaining was not detected in the VSMCs of NA or
AAA samples (not shown), but in both samples it colocal-
ized with mPGES-1 in MVECGs (Fig. 6). Additionally, EP-4
and mPGES-1 were also detected in the areas of leukocyte
infiltration in AAA (Fig. 6). In contrast, none of the other
receptors were appreciably expressed in microvessels (not
shown), We found few EP-2-positve cells scattered in the
media in both NA and AAA, but it was particularly relevant
in infiltrating leukocytes in AAA. EP-3-positive cells, that
were abundant in the media of NA, decreased in the me-
dia of AAA samples according to the depletion of VSMCs
in AAA. Nevertheless, many EP-8 immunostained cells
were found in the areas of infiltrating leukocytes (not
shown).

EP-4-activation-mediated in vitro angiogenesis

To west the hypothesis that PGEginduced angiogene-
sis was mediated by EPA, we performed experiments in
MVEGs, EP4 was practically the only EP expressed in
MVEGs in culture (analyzed by RT-PCR: not shown). Both
EP-4 and mPGES-1 were coexpressed in MVECs in culure
(Fig. 7A). Exogenously added PGE, and Cayl10598 (a spe-
cific EP- receptor agonist) similarly induced angiogen-
esis, an effect that was abolished by the EP-4 antagonist
AH23848 (Fig. 7B). It is well known that IL-1B induces
AAc mobilization in addition to COX-2 and mPGES-] ex-
pression. Therefore, 1o explore whether the endogenous
production of PGE, by MVECs promoted angiogenesis, we
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stimulated MVECs with human recombinant IL-15. [1-1p-
induced angiogenesis was also suppressed by AH23848
(Fig. 7B).

DISCUSSION

This is the first study that analyzes the expression of the
PGE,; pathway as a whole in human AAA. The main objec-
tives were: first, to investigate the expression of mPGES-1 in
human AAA which has not been previously reported: sece
ond, 10 wentatively approach the conribution of microvas-
cular endothelium o the bicavailability of PGE, in AAA:
and third, 1o highlight the potential contribution of MVEC-
derived PGE, to the AAA-associated hypervascularizaton,

[elele )

EP-1 EP-2 EP-3 EP4

Fig. 5. Transcript levels of PCEreceptors (EP) in NA (n = 25)
and AAA (1 = 86) samples. Points without error bars indicate indi-
vidual valves and potnts ar nght are the mean « SEM, *** < 0,001
when compared with NA samples.
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NA

AAA

Fig. 6, Represenmtive images of serial sections showing coex-
pression of EP-4 and mPGES-1 in microvessels of a NA and AAA
saamples. Arrowa indicate some immunostained celly in microves
sels and in leukocytes. Scale bars: 50 pm.

YWF immunostaining of aonic biopsies showed notable
dilferences between NA and AAA. NA was charactenzed by
a regular distribution of microvessels that cross the vessel
wall from the adventitia to the intima. In contrast, AAA ex-
hibited many vessels parallel to the VSMC fibers in additon
o adventitiatointima ones. The highest density of infilurar
ing leukooytes in the media was in penvascular areas of
these laver microvessels. The enhanced expression of EC
markers in AAA was consistent with our immunochemistry
observations and confirms previous repons showing higher
vascularization of AAA (4, 5). Alter seraification by the aor-
uc diameter, the maximal transcript levels of EC markers
were found in the LD group, whereas markers used (o esti-
mate leukocyte infiluation exhibited a maximum level in
the MD group. These results are in agreement with the pre.
vious report by McMillan et al. (29), who found the highest
MMPD expression in moderate-diameter AAA. Assuming
that maximum diameter is an approach o the evolutionary
stage of the ancurysmatic lesion, collectively our observa-
tons allow us 1o hypothesize that angiogenesis precedes the
maximum inflammatory response during AAA develop-
ment. A similar concept was proposed by Herron etal, ()
regarding levels of proteinases in AAA.

We found thar not only the inducible COX-2 bt also
the constitutive COX-1 were elevated in AAA, Two main
factors may influence relative levels of a panicular uran-
script in heterogeneous cell samples; one is an elfective
up- or downregulation of its expression in one or more
cell types present in the sample, and the other is the altera-
ton of the proportion of cell wypes expressing that tan.-
script. It is well-known that COX-1 is ubiquitously expressed
(6, 7). Therefore, the increase of COX-1 in AAA was prob-
ably due to the enhanced proportion of cells with high
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g, 7. A lmmunofluorescent stining of MVECs in culwre for
EP4 and mPGES- (upper panels), and double saaning for EP4
and mPGES-1 (botom panels). B: Effect of EP-4 activation on in
vitro angiogenesis, MVECs were seeded onto Marnigel in 96-well
me-s and exposed (0 10 nmol/1 of PCE, or Cay10598 (an EP-4
agonist). AH23848 (200 nmol/1) was used o block EP-1. For IL-18
assays, cells were preincubated or notfor 1 h with human recombi-
nant IR (50 U/ml) in the assay medium before being seeded in
Matrigel. After 4 h of wreatment, photographs (bottom) were taken
and the number of closed polygons in the EC mesh was counted.
Shaded bars are the mean ¢ SEM (expressed as relative to the cor-
responding conwols). Inside the shaded bars in parentheses is the
number of independent experiments performed in wiplicate. Rep-
resentatve photographs are also shown (bottom panels). *P< 0,05,
when compared with conrols.

COX-1 expression, such as macrophages. Consistent with
this notion, an excellent statistical correlation was ob-
served between COX-1 and CD68 in AAA samples (R =
0.654, P=253 x 10 7). Our resulis regarding localization
of COX-2 showed that it was highly expressed in vascular
cells and infilirating leukocytes in AAA but weakly expressed
in NA. These dawm sirongly suggest that in AAA COX-2 was
elfectively upregulated in vascular cells included MVECs,
We found that, even though significant, the increase of
mPGES-1 expression in AAA was not as high as that of
COX-2 (L4-fold vs. 4.5-{old, respectively). This suggests a
dissimilar regulation of these two enzymes in AAA, as we
previously described (8, 9). A factor that could explain the
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modest increase of mPGES-1 found in AAA is the break-
down of VSMCs in AAA. Indeed, VSMCs abundantly
express mPGES-1 (9, 10), and we localized mPGES-1 immuno-
reacuvity in all vascular cells including VSMCs in both NA
and AAA. The increase in the expression of PGE, biosyn-
thetic machinery was also consistent with the higher in
vitro production of PGE, by the AAA tissues, and with the
higher levels of PGE, metabolites detected in the plasma
of these patients. Nevertheless, the entire increase in
plasma levels of PGE, may not be coming from the AAA
itself, as AAA should be considered a systemic disease of
the vasculature (31) and other vascular territories may
contribute to the arculating PGE, levels.

Several reported biological activities of PGE, account
for its involvement in AAA physiopathology among others,
its ability to induce the expression of MMPs (32) and o
inhibit the production of extracellular matrix componenis
such as fibronectin and collagens wype 1 and 1 (33), The
presence of mPGES-1 in a particular cell is necessary for
PGE, biosynthesis (811, 34, 35), In inflammatory diseases
itis generally assumed that PGE, comes from invading leu-
kocytes, mainly macrophages, and from tmor cells in
neoplasias. Nevertheless, we have recenty shown that
stroma cells present in the tumor environment could be a
more relevant source of PGE, than tumor cells themselves
(28). Because COX-2 and mPGES-1 were expressed in
both, vascular cells and infiltrating cells, macrophages
could also be a relevant source of PGE, in the AAA. In-
deed, macrophage COX.-2derived PGE, has been found 10
be relevant in the pathogenesis and rupture of AAAs (12,
18, 21, 22). We cannot rule out, however, the contribution
of macrophageassociated COX-1 10 the PGE, pool, be.
cause we found that COX-1 is increased in AAA, probably
due to recruited macrophages as mentioned above.

The contributions of the different cell types present in
ancurysmatic tissue 1o the PGE; pool is not possible o
evaluate directly without seriously modifying tissue sam-
ples. Asan attempt to approach the contribution of MVECs
in the PGE, produced by AAA samples, we explored the
statistical association of PGE, production with other eico-
sanoids typically released by vascular cells or by leukocytes,
considering its production as an independent variable. A
statistical association between two variables could indicate
cither a causal relationship between them, or that the var-
ation of these parameters has a common cause. PGl syn-
thase is expressed in vascular cells but not in leukocytes,
TxA synthase is mainly expressed in macrophages and
platelets, while Slipoxygenase and its counterparnt FLAP
are expressed in leukocytes (mainly polymorphonuclear).
We observed an excellent statistical association between
the secretion of PGE, and PGly, a modest association be-
tween PCGE, and TxA, and a lack of association between
PGE, and LTB,. The influence of PGl or TxA, on PGE,
levels is unlikely; rather a common cause should underlie
these correlations. Therefore, the biosynthesis of PGE, in
AAA would be associated with cells producing PGl (vascu-
lar cells), and to a lesser extent with those producing TxA,
(macrophages), suggesting a relevant contribution of
MVECs 10 PGE, biosynthesis in these tissues. Nevertheless,
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this circumstanual evidence should be corroborated by
further studies.

Because EP receptors are critical in the biological action
of PGE;, we explored those receptors in AAA. The role of
EP-3 in angiogenesis is not fully understood (36-39), but
EP-2 and EP4 have been reported to be involved in the
release of angiogenic factors and/or angiogenesis in dif-
ferent expenmental models and pathologies (10-12). We
observed that EP<4 was practically the only PGE receptor
detected in MVECs in culwure and was mostly expressed in
aortic microvessels and some infiltrating leukocytes. In ad-
dition, exogenous and endogenous PGE, induced angio-
genesis invitro via EP-4 activation. Coexpression of COX-2,
mPGES-1, and EP4 in MVECs is consistent with a role of
MVECderived PGE, in AAA-associated hypervasculariza-
tion and MVEC-derived PGE, could be biologically effec-
tive in the AAA-associated angiogenesis in an autocrine
manner. Hypervasculanization, per se, could be a determi-
nant factor in reducing mechanical strength, because it
turns the media laver fluffy and favors leukocyre-mediated
matrix degradation besides,

In summary, we provide new evidence concerning the ex-
pression of mPGES-1 and the contribution that MVECs could
have in the biosynthesis of PGE, in human AAA. Our data
allow us to speculate that the COX-2/mPGES-1/EP-1 axis in
MVEC is relevant for the PGE, mediated hypervasculariza-
tion of AAA from the carly stages of human AAA develop-
ment. Our data are also consistent with reports showing that
suppression of either COX-2, mPGES-1, or EP< expression
reduces AAA development in animal models (15, 16, 19, 20),
and reinforce the potential of mPGES-1 and EP-4 as alterna-
tive targets for therapy in AAA patens B

The authors wish to thank Montserrat Gémez and Iris Rodriguez
for ussk e in the i hi
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Background. The cyclooxygenase- (COX-) 2/microsomal PGE-synthase- (mPGES-) 1/PGE-receptor- (EP-) 4 axis could play a
key role in the physiopathology of abdominal aortic aneurysm (AAA) in humans. In this study, we investigated the influence
of cardiovascular risk factors on the expression of the PGE, pathway in human AAA. Methods. Aortic (n = 89) and plasma
(n = 79) samples from patients who underwent AAA repair were collected. Patients were grouped according to risk factors.
COX-isoenzymes, mPGES-1, EPs, a-actin, and CD45 and CDé68 transcripts levels were quantified by QRT-PCR and plasma PGE,
metabolites by EIA. Resulfs. Current smoking (CS) patients compared to no-CS had significantly higher local levels of mPGES-
1(P = 0.009), EP-4 (P = 0.007), and PGE, metabolites plasma levels (¢ = 0.008). In the multiple linear regression analysis,
these parameters remained significantly enhanced in CS after adding confounding factors. Results from association studies with
cell type markers suggested that the increased mPGES-1/EP-4 levels were mainly associated with microvascular endothelial cells.
Conclusions. This study shows that elements of the PGE, pathway, which play an important role in AAA development, are increased
in CS. These results provide insight into the relevance of tobacco smoking in AAA development and reinforce the potential of
mPGES-1and EP-4 as targets for therapy in AAA patients.

1. Introduction male gender, hyperlipidemia (HL), arterial hypertension
(HTN), and smoking [1]. Of these, smoking seems to

Abdominal aortic aneurysm (AAA) affects a high percent-  be the most relevant, with a considerably higher risk

age of the aged population in industrialized countries and
mortality rates associated with rupture of AAA are high.
The aetiology of AAA is essentially unknown, but it is
generally accepted that environmental and genetic factors
contribute substantially to the risk of AAA [1]. An asso-
ciation between AAA and atherosclerosis has long been
recognized. There are, however, histological and epidemi-
ologic differences between the two diseases. The major
risk factors for AAA are increasing age, family history,
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for AAA than for atherosclerosis [2]. Diabetes mellitus
(DM) is a well-established risk factor for atherosclero-
sis and has been reported to be protective for AAA
[3]. Studying the influence of cardiovascular risk fac-
tors, particularly those that differentially influence AAA
and atherosclerosis, could help to ascertain the causes of
AAA.

Human AAA is characterized by leukocyte infiltration
into adventitia and media and depletion of vascular smooth
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muscle cells (VSMC) in the media, Another relevant feature
of the disorder s a decrease in AAA wall strength caused by
the breakdown of elastic fibres and the hypervascularization
of aortic tissue [4]. A key factor in the pathophysiology of
AAA Is PGE,. PGE, Induces expression of metalloproteinases
and inhibits the production of macromolecules of the extra-
cellular matrix [5, 6). It acls as a signalling molecule in
response 1o proangiogenic factors and also induces release
of several angiogenic factors in a manner of positive loop
[7-10]. Consequently, inhibition or deletion of the enzymes
involved in the biosynthetic pathway of PGE; interferes in
AAA development in animal models [11-15].

PGE, biosynthesis begins with the formation of PGH,
from arachidonic acid (AAc) catalyzed by cyclooxygenase
(COX). PGH, is in turn isomerized to PGE, by PGE-
synthases (PGES) [16]. The microsomal isoform of PGES,
mPGES |, is inducible by proinflammatory cytokines and
it seems to be the essential PGES isoenzyme involved in
PGE, blosynthesis under Inflammatory conditions [17-19].
COX-2/mPGES-1is widely regarded as the main contributing
enzymatic tandem for PGE, biosynthesis under pathological
conditions.

PGE, exerts its cellular effects by binding to four distinct
E-prostanold receptors (EP1-4). EPs belong to the family
of seven transmembrane G protein-coupled rhodopsin-type
receptors. Fach receptor has different and often opposing
biological effects. EP2 and EP4 are Gs proteins coupled
receptors and they upregulate intracellular cAMP levels. EP3
usually counteracts EP2- and EP4-mediated upregulation
of cAMP by preferentially coupling to Gi proteins [20].
Also, interventions on the PGE, receptor display benefits in
experimental AAA [21, 22].

We recently reported that COX-2, mPGES-1, EP-2, and
EP-4 are upregulated in AAA and that the COX-2/mPGES-
I/EP-4 axis could play a relevant role in AAA.associated
hypervascularization from the early stages of AAA devel
opment 23], However, information is lacking regarding the
influence of cardiovascular risk factors on local levels of the
COX-2/mPGES-VEP-4 uxis in AAA.

In this study, we aimed to evaluate the Influence of major
cardiovascular risk factors on the PGE, pathway in human
abdominal aorlic ancurysms,

2. Methods

2.1 Patients. The inclusion criterfa for this study were
patients who underwent open repair for AAA with an
atherosclerotic aneurysm and in whom an infrarenal aorta
blopsy was taken during the intervention. ‘The exclusion
criteria were absence or inadequate aortic biopsy, pseu-
doaneurysms, and infectious or inflammatory ancurysms,
All patients underwent surgery at Hospital de la Santa
Creu | Sant Pau (HSCSP). ‘The study was approved by the
local ethics committee, and informed consent was obtained
from cach patient. All procedures were reviewed by the
institutional review board at HSCSP. The investigation con
forms with the principles outlined in the Declaration of
Helsinki.
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2.2, Tissue Samples. Samples were obtained from remain
ing midinfrarenal aortic wall after exclusion and prosthetic
replacement of AAA. When luminal thrombus was present it
was scparated before the aorta biopsy was taken and aortic
tissue was washed twice with cold phosphate buffered saline
(PBS). A portion of each sample was placed in RNAlater
solution (Qiagen GmblH, Hilden, Germany) and stored at 4°C
for 24 hours before long-term storage at -80°C until further
processing for RNA isolation. When possible a portion was
fixed in formalin solution 10% (Sigma- Aldrich, Inc., St. Louls,
MO) for 24 hand included in paratfin for immunohistochem-
ical studies.

2.3. Risk Factors Definitions. The risk faclors definitions
used in this study were diabetes mellitus (DM): glycated
haemoglobin >5.8% or use of oral antidiabetic drugs or
Insulin; arterial hypertension (H'I'N): systolic blood pressure
>140 mm Hg, diastolic blood pressure >80 mm Hg, or use
of antihypertensive medication; hyperlipidemia (HL): a total
cholesterol »>62mmol/L, LDL cholesterol >1.70 mmol/L,
or triglycerides >1.65mmol/l; smoking: categorized into
2 groups: current smoking (CS): smokers and ex-smokers
who stopped smoking <1 year and noncurrent smoking (N-
CS): never-smokers and ex.smokers who stopped smok-
ing 1 year; chronic occlusive pulmonary disease (COPD):
FEVUIVC < 0.7; and renal insufficiency (RI): estimated
glomerular filtration rate (eGFR) <60 mL/min/L73m* cal
culated using the Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration (CKD-EPI) equation [24].

2.4. Analysis of mRNA Levels in the Tissues and Culture
Cells. Tissues were homogenized in the FastPrep-24 homog-
enizer and Lysing Matrix D tubes (MP Biomedicals, Solon,
OH). RNA was extracted using Trizol (Invitrogen, Carls.
bad, CA) following the manufacturer’s instructions. cDNA
was prepared by reverse transcription of 1ug RNA using
High-Capacity ¢<DNA Archive kil with random hexamers
(Applied Biosystems, Foster City, CA). mRNA expression
of the selected genes was studied by real-time PCR in
an ABI Prism 7900HT using predesigned validated assays
(TagMan Gene Expression Assays: Applied Biosystems) and
universal thermal cycling parameters. Relative expression
was expressed as transcript/ 8- actin ratios.

2.5, Plasma Levels of PGE,. A sample of 10 m1. of peripheral
blood was collected In heparin-containing tubes. Blood was
collected before anesthesia in the operating room. It was
centrifuged immediately and plasma aliquoted and frozen
at -80°C. until analysis. PGE, and 13,)4.dihydro-15 oxo
PGE, were determined using enzyme immunoassay (EIA)
kits (Cayman Chemical, Ann Arbor, Ml) following the
manufacturer’s instructions.

2.6, Immunokhistochemistry. Immunohistochemical studies
were performed using a rabbit polyclonal antibody against
mPGES 1 (ref. HPA045064 prestige antibodies, diluted 1: 50)
from Sigma and a mouse monoclonal antibody anti EP-
4 (ref. 101775, diluted 1:100) from Cayman Chemical.
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Blanks were performed using the corresponding blocking
peptides all from Cayman. Monoclonal antibodies (ref.
Mo616, diluted 1:35 ref. IR751 and ref. IR613, without
further dilution) from Dako were used for von Willebrand
Factor (vWF, endothelial cell marker), CD45 (pan-leukocyte
marker), and CD68 immunostaining. Three-micrometer sec-
tions of paraffin.embedded tissue samples were stained in a
Dako Autostainer Link 48 using the Dako EnVision Flex kit.
Diaminobenzidine was used as chromogen. Immunostain-

ings used for comparative purposes were processed simulta-
neously.

2.7 Mtatistical Analysis, SPSS and Sigma-Stat software were
used for statistical analysis. All data regarding transcript
levels are expressed relative to ff-actin x1000. All quanti-
tative data in this study were nonnormally distributed and
expressed as median (25th-75th percentile). We used the
Mann-Whitney rank sum test to compare the two groups. The
Pearson product moment correlation was used to evaluate
the association between continuous variables after Logl0
transformation of data with nonnormal distribution. Data
were also analyzed using a multiple lincar modd including
the effect of the identified risk factors and controlling pos-
sible confounding factors; a logarithmic transformation was
applied to those outcomes without a normal distribution. A
P value below 0.05 was considered significant.

3, Results

From 2008 to 2012, 225 elective AAA were performed in our
center (Department of Vascular and Endovascular Surgery
of the Hospital de la Santa Creu | Sant Pau in Barcelona,
Spain). 166 patients underwent open surgery and 59 had
cmluvnscu]mmkmpﬁr(EVAR) An adequate biopsy was
obtained from 89 patients during the intervention.

Table 1 shows the number and characteristics of partici.
pants. None of the risk factors caused significant differences
in either COX-1 or COX-2 levels between AAA samples
(Table 2). Regarding mPGES-1, only current smoking (CS)
showed significant high transcript levels when compared with
the noncurrent smokers (N-CS) group. mPGES-1 expres-
sion was higher in patients suffering COPD than in those
without COPD, but the difference did not reach statistical
significance. Next we evaluated the assoclation between risk
factors. Following y* analysis, we identified COPD and HTN
as variables likely related to CS. As these two variables
could act as factors (Table 3), we applied
multiple lincar regression analysis. The relationship between
CS and mPGES-1 remained stable even In the presence of
the confounding factors (COPD and HTN) in the statistics
(P = 0.03), We found that plasma levels of PGE; in AAA
patients were significantly enhanced in the CS group when
compared with the N-CS group (Table 4). None of the other
risk factors analysed had statistically significant differences
regudlngauuhunglcvdsofPGE, When confi

variables were taken into account, multiple linear regression

analysis showed statistically significant differences between
CS$ and N-CS groups (P = 0,012).
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TanLE |: Clinical characteristics of individuale with AAA included
in the study, demographics, and risk factors.

ml.:k mRNA Plasma Jevels
Number 89 79
Aortic diameter (mm) 662 127 6432116
Age (years) 711265 724268
Malke 87 (97.8%) 75 (94.9%)
Diabetes mellitus 19 (21.3%) 2 (26.6%)
Hypertension 63 (70.8%) 60 (75.9%)
Hyperlipidemia 54 (60.7%) 51 (64.6%)
Smoking habits
Noncurrent smokers 63 (70.8%) 60 (75.9%)
Current smokers 26 (29.2%) 19 (24.1%)
Coronary artery disease (CAD) 20 (22.4%) 22 (27.9%)
Angor pectoris 2(2.2%) 4(51%)
Myocardial infarction 6(6.7%) 6(7.6%)
Coronary intervention/CABG 12 (135%) 12(15.2%)
Chronic renal insufficiency 3 (38.2%) 23(29.1%)
Dialysis 0 0
Pertpheral vascular disease 45 (53.9%) 45 (57%)
Absence pulses 31(34.5%) 30 (38%)
Intermittent clandication 17 (19.1%) 15 (19%)
Cerchrovascular discase 7(79%) 7 (8.8%)
Cerebral vascular attack 4(45%) 5(6.3%)
Transient ischemic attack 3(34%) 2(25%)
corp 26 (29.2%) 17 (215%)
Antiplatelet users 47(534%)  48(61.5%)
Statins users 57 (64%) 58 (73.4%)
ACEIs users 23(20.7%) 24 (30.8%)
NSAD users 6(67%) J{AA%)
Corticold users 6{6.7%) 4(51%)
Immunosuppressors 4(35%) 2(25%)
Nominal varisbles are J ber and a tage (%) amd
continanus variables as mean + S0, Aortic d unnn
? cter o mem; ch renal ih M

lae ltration rate (cGFR) <60 vl /min/L 73 m? .mmmﬂmnﬂn
unokers or quit ssoking >1 yeat; CABG: coronary artery bypas grafling
COPD: chroni occlusive pulmonary discase.

Figure 1(a) shows examples of leukocyte infiltration of
AAA samples, Microvessels were abundant in the adven-
titia and in the media. While major infiltrated leukocytes
(determined by CD45 immunostaining) systematically accu-
mulated in perivascular areas of microvessels, macrophages
(determined by CD68 immunostaining) displayed a more
scattered pattern. Immunohistochemistry study of mPGES.
1 was performed in AAA samples from 4 patients of cach
smoking group to localize the protein expression. No differ-
ences were observed between CS and N-CS groups
mPGES-1 protein location. mPGES-1 was located in MVEC,
VSMC, and infiltrating leukocytes (Figure 2(a)). In an
attempt to approach the origin of the differences of mPGES-1
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TABLE 2: Transcript levels of COX and mPGES-1 in the AAA samples stratificd by cardiovascular risk factors. The number of
patients in every group is indicated in Table | Data are expressed as relative to fB-actin x1000.
Median 25th-75th percentile P value versus no-factor”

COX-1

No current smoking 107 768143

Current smoking 1.6 947-187 0.409

No renal inafficiency 109 850-16.3

Renal insufficiency 107 778-154 0.89

No hypertension 108 9.62-16.1

Hypertencion 107 749158 0419

No diabetes mellitus 1.0 8.67-15.9

Diabetes mellitus 271 6.48-15.1 0365

No hyperlipidemia 123 820-16.1

Hyperlipidemia 106 839-14.3 0457

No coPp® 1.0 8.45-15.9

COPD 10.4 807-153 069
COX-2

No current smoking 101 468158

Current smoking 103 534-176 0.604

No renal insufficiency 027 525187

Renal insufficiency 109 530-14.6 0.678

No hypertendon R57 509-167

Hypertension 10.4 5.70-16.0 0.695

No diabetes mellitus 927 470-159

Diabetes mellitus L6 690-247 0188

No hyperlipidemia 928 5.36-165

Hyperlipidemia 106 5.09-158 0990

No Corp® 101 5.20-165

COPrp 10.6 5.60-150 0.889
mPGES-1

No current smoking 2 L16-4.08

Current smoking 346 23349 0.009

No renal insufficiency 269 124-382

Renal insufficiency 269 190-4.67 0.245

No hypertension 257 L74-367

Hypertensian 266 148-4.46 0.735

No diabetes mellitus 278 150-4.26

Diabetes mellitus 247 1.20-436 0.606

No hyperlipidemia 266 2.06-3.65

Hyperlipidemia 276 120-451 0.798

No COPD” 239 L16-4.09

COPD 2.90 1.35-4.75 0.06
*Mans - Whitney Rank Sum Tost,
¥ Chronic obntructive pulimonaty disease.

inour AAA samples, we determined the statistical association
of mPGES-1 transcript levels with cell-characteristic markers
as independent variables. We analysed mRNA levels of von
Willebrand Factor (vWF), a-actin, and CD68 as markers of
endothelial cell, VSMC, and macrophages, respectively. No
significant statistical association was found between mPGES-
1 and CD68 transcript levels (not shown). In contrast,
mPGES-1levels sf tly correlated with both a-actin and
vWF (Figure 2(b)). We then explored the influence of CS on
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the cell markers and no significant differences were found
between CS and N-CS (not shown).

Regarding PGE, receptors, EP-1 was expressed only
scarcely In AAA samples and therefore was not considered
for the analysis of cardiovascular risk factors. No risk factor
caused statistically significant variation of cither EP-2 or EP-
3. In contrast, significant differences between CS and N-.CS
groups were found regarding EP-4, CS having the highest
transcript levels when simple statistical analysis was applied
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TABLE 3; * analysis of risk factors,

Variable COPD [ DM HL RI
HTN £ =149 =337 L = 1801 X =00318 X =4443
P=0222 P = 0,066 P=0,180 P = 0859 P =0.035

P X =846 X =0.0006 X° = 0082 X =995
P = 0.004 P =098 P =0775 P = 0002

s X » 00326 X = 0.0009 X = 1223
P = 0.857 P = 0976 P =0269

DM x" =255 X’ =004
P 0110 P+ 0842

¥ = 0.003

- Poss

HTN: arterial hypertension; COPD: chronic occhurive palmonary disease: C5: carrent smoking: DM: diabetes mellitue HL: hyperlipidemia: RI: renal

Tasey 4: Plasma levels of PGE, in the AAA samples stratified by cardiovascular risk factors. The numbser of patients in every group is indicated

in Table L Plasma levels of PGE; are expressed as pg/mL

Median 25th-75th percentile P value versus no-factor”

Plasma PGE,

No current smoking 559 393-711

Current smoking 68.0 5711195 D.008

No renal insufficiency 584 44.0-714

Renal insufficiency 594 39.3-104.3 0.786

No hypertension 704 53.0-95.2

Hypertension 56.2 394772 0.140

No diabetes mellitus 565 386-949

Diabetes mellitus 607 558648 0.294

No hyperlipidemia 558 451009

Hyperlipidemia 607 412-720 0.947

No COPD® 594 433-743

COoPD 571 435-1159 0.807
*Mann-Whitncy rank sum test.
PChrunic eccdusive pulmonary discase.

(Table 5). Moreover, when confounding variables (COPD and
HTN) were introduced in statistics the relationship between
CS and EP-4 remained stable (P = 0.007). EP-4 was almost
undetectable in VSMC in culture in terms of mRNA (78-fold
lower than in MVEC, not shown). Immunohistochemical
staining indicated that EP-4 was much less expressed in
VSMC than in MVEC. EP.4 was detected mainly in MVEC
and infiltrating keucocytes, No differences between CS and
N.CS groups were observed regarding localization of EP-4
(Figure 3(a)). The association between EP-4 and CI68 tran-
script levels was poor (Figure 3(b)), whereas the association
with vWF was stronger. In addition, we observed an excellent
correlation between mPGES-1and EP-4 transcript levels.

4. Discussion

This is the first study to describe the influence of cardio-
vascular risk factors on local levels of PGE, pathway in
abdominal aortic ancurysm. We found that current smoking
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was associated with increased local expression of transcript
levels of mPGES-11n AAA.

In accordance with other reports, we recently found that
local expression of COX.2 was increased in aneurismal tissue.
Additionally, we reported that mPGES-1 was increased in
AAA and that the upregulation of COX-2mPGES-1
maximal leukocyte infiltration [23). We found that EP-2
and EP-4 were upregulated in AAA, whereas EP-3 was
significantly downregulated. An interesting finding was that
PGE,-mediated In vitro anglogenesis was fully dependent on
EP-4. Herein, we report the influence of the most relevant
cardiovascular risk factors on the COX-2/mPGES-/EP-4 axis
expression.

Current smoking was the only cardiovascular risk fac-
tor that was significantly associated with increased local
expression of mPGES-1 in aneurysmatic aorts. However,
it had no effect on COX-2 This observation is
consistent with the fact that COX-2 and mPGES-1 display
different regulation in vitro [I8, 19]. The increase in the

expression of PGE; biosynthetic machinery was consistent
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TaBLE 5 Transcript Jevels of PGE receptors in the AAA samples stratificd by cardiovascular risk factors. The number of patients in cvery
group is indicated in Table 1. Data are expressed as relative to f-actin x1000,

Median 25th-75th percentile P value versus no-factor”

EP-2

No current smoking 398 153-8.63

Current smoking 484 242-746 s

No renal insufficsency 398 266-9.05

Renal insuffickency 449 241772 0.653

No hypertension 4.58 242-8.22

Hypertension 40 2356-841 0946

No diabetes mellitus 198 245-724

Diabetes mellitus 5.7 288-256 ons

No hyperlipidemia 39 238660

Hyperlipidemia 531 282-120 0.068

No COPD* 398 2519482

COorD 4.95 260-746 0846
EP-3

No current smoking 280 L30-6.18

Current smoking 34 216-632 0.202

No renal insufficiency 268 L47-474

Renal insufficiency 136 194-8.02 o2

No hypertension 2 1.98-574

Hypertension 3.06 145-6.30 0484

No diabetes mellitus 8 L87-5.67

[iabetes mellitus L4 0.64-104

No hypertipidemia 147 182-719

Hyperipidemia 254 146-5.32 0.288

No COPD* 316 149-6.05

COPD 295 1.92-621 0.853
EP4

No current smoking 129 AM-649

Current smoking 593 187892 0007

No renal insufficiency 163 3A7-625

Renal insufficiency 570 JA5-2n 0259

No hypertension 189 iN-in

Hypertension 493 345-661 0.3%4

No diabetes mellitus 492 348666

Diabetes mellitus 47 1L82-796 0.678

No hyperlipidemia 190 3.26-6.61

Hyperdipidemia 49 351732 0678

No COPD 490 352-657

COrp 5.20 2.41-761 0.896
*Maan-Whitney rank sum test.
*Chronic abatructive pulmonary disesse

with the higher levels of PGE, observed in the plasma of the
smoker patients. Nevertheless, as AAA should be considered
a systemic disease of the vasculature [1], other vascular
territories may contribute to circulating levels of PGE,.

The presence of mPGES-1 in a particular cell is necessary
for PGE, biosynthesis [17-19, 25]. All vascular cells [17, 23,
26] and leukocytes (23], likely mainly macrophages, express
mPGES-L Our present results show that the expression levels
of mPGES-1 correlate with the expression of vascular cell
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markers rather than with infiltrating macrophages markers
suggesting that mPGES-1 is expressed in VSMC and MVEC
ax we reported before (17, 18, 26]. Therefore, changes in the
number of VSMC and MVEC influence mPGES-1 levels. The
absence of statistically significant differences between the
CS and N-CS groups regarding transcript levels of vascular
cell markers, together with increased levels of mPGES-1 in
the CS group, strongly suggests that expression of mPGES-
1 is effectively upregulated in vascular cells in CS group.
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FIGURE I: Rep tive |
(macrophage marker) in aorta samples from two AAA

histochemical images of YWF (endothclial cell marker), CD45 (pan-leukocyte marker), and CD68

Red arrow-ends indicate some immunostained cells, Size bars 500 pm.

In upper panels black-tipped arrows are used to orient the position of the vessel by indicating to where intima and adventitia are,

Nevertheless, VSMC tends to be reduced whereas MVEC
are substantially increased in AAA [1, 4, 26]. Altogether, our
results heighten the role that MVEC-associated mPGES-1and
current smoking could have in AAA progression. Of course
this does not rule out the important role of macrophages
in AAA Indeed, COX-2-derived
PGE, has been found to be relevant in the pathogenesis and
rupture of AAA (12,27, 28]

Regarding PGE, receptors, only CS had an effect on the
local levels of EP-4. Active smokers had significantly higher
levels of EP-4 transcript. EP-4 Is the most abundant subtype
of PGE, receptor in endothelial cells and it is a key receptor
for PGE,-induced anglogenesis [23]. It was expressed in
lenkocytes, but we found that variation of EP.4 expres.
sion correlated better with vWF mRNA levels (endothelial
cell marker) than with CD68 (macrophage marker). The
statistical of the difference between €S and
N-CS regarding mPGES-VEP4 axis was maintained after
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the introduction of HI'N and COPI as confounding vari-
ables in the statistics. Moreover, the association of mPGES.
1 and EP-4 transcript levels was highly significant. Taken
together, our results support the concept that smoking sub-
stantially affects aortic vascular cells and suggest that MVEC
are particularly affected.

Smoking is a particularly relevant risk factor for AAA
[29]. It has been reported that the assoclation between
smoking and AAA s 2.5-fold higher than the association
between smoking and coronary heart disease [2]. Tobacco
smoke also enhances AAA formation in animal models [30,
31), Our data indicated that mPGES-VEP-4 is mainly linked
to vascular cell state, whereas local levels of COX-2 depend on
several factors such as the inflammatory infiltrate in the aortic
wall. Local levels of COX-2 were not associated with any

marker. Therefore, it that smoking affects the
state of the vascular cells more than the degree of leukocyte
infiltration. Many reports provide evidence supporting the
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PIGURE 2: (a) Representative histochemical images of mPGES-1 in sorta samples from current smokers (CS, left) and noncurrent

smokers (N-CS, right) patients, showing mPGES-1 immunostaining of MVEC (A, A'), VSMC of the media layer (B, B'), and mPGES-1 positive
leukocytes (C, C'). Red arrow-ends indicate some immunostained cells. Size bars: 30 gm. (b) Correlation between mPGES-1 transcript levels
and those of vascular cell markers; Pearson product moment correlation applied to log 10-transformed data (n = 89).
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(N-CS, right) patients, showing EP.4 immunostaining of MVEC (A, A'), the scarce p
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50 . (b) Correlation between mPGES-1 levels and thuse of endothelial cell and macrophage markers and between EP-4 und
mPGES-1; Pearson product correlation applied to log 10-transformed data (n = 89).
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association between renal function and atherosclerosis, and
cGFRisan t prognostic factor for cardiovascular
discase [32]. We recently reported that ¢GFR is an excellent
predictor of vascular events in patients with peripheral arte-
rial disease [33]. Since RI could indicate the atheroscerosis
level of patients, our results suggest that the effect of smoking
on local levels of mPGES-VEP-4 is independent of the
atherosclerosis and COPD states of patients with AAA. These
results support the lack of association of COPD and AAA
with smoking described in a previous report [M]. More
rescarch is needed to ascertain the molecular species and
signalling pathways involved in the effect of tobacco smoke
on the induction of mPGES-1 and EP-4 expression in human
AAA.

In conclusion, we show for the first time that current
smoking increases MVEC.-associated mPGES-VEP-4 and
provides further insight into the relevance of tobacco smok-
ing In AAA development. Our data are consistent with
reparts showing that suppression of elther mPGES-1 or EP-
4 expression reduces AAA development in animal models
[15, 21, 22] and reinforce the potential of mPGES-1 and EP-
4 as alternative targets for therapy in AAA patients.
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AAA:  Abdominal sortic aneurysm

HTN:  Arterial

COPD: Chronic occlusive pulmonary disease
CS: Current smoking

¢GFR:  Estimated glomerular filtration rate

Hl:  Hyperlipidemia
MVEC: Microvascular endothelial cells
RI: Renal

VSMC: Vascular smooth muscle cells.
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WHAT THIS PAPER ADDS

The results in this paper indicate that active smoking influences vascular cells to increase MMP-2 expression,
which contributes to expansion and the rupture risk of AAA. This finding prompts more aggressive control of
cardiovascular risk factors in the very early phase of the disease, and particularly AAA screening in smokers. This
could even modify monitoring guidelines for AAA in the non-surgical range, and the approach should be more
aggressive in patients who continue to smoke. It allows for the possibility that active smokers have a higher risk
of rupture than those with the same arterial diameter who do not smoke or who have stopped smoking.

Objective: To evaluate the influence of cardiovascular risk factors on levels of matrix metalloproteinases (MMP)
2 and 9 in human abdominal acrtic aneurysms (AAA).

Methods: Aortic samples were collected from patients who underwent AAA repair (n = 89). Patients were
stratified according to the maximum transverse aorta diameter: small diameter (<55 mm), moderate diameter
(55-69.9 mm) and large diameter (>70 mm). Aortic walls were studied using real-time PCR and
immunohistochemistry, MMP-2, MMP-9, Z-actin, CD45, and CD68 transcript levels were determined relative to
B-actin. Quantitative data were expressed as median (1Q-range).

Results: No differences were found in MMP-2 expression between the patient groups, which was mainly
assoclated with vascular smooth muscle cells (VSMC); however, MMP-9 displayed the maximum level in the
moderate-diameter group, associated with infiltrating macrophages. Current smoking (CS) and renal insufficiency
(RI) significantly increased local levels of MMP-2 (CS 349.5 [219.5-414.1] vs. no-CS 184.4 [100.0—-320.5);

p < .008; RI 286.8 [189.6—410.8] vs. no-RI 177.3 [99.3-326.9]; p = .047). Nevertheless, after stepwise linear
regression analysis only CS remained as an independent variable predicting local levels of MMP-2 (p = 002). No
risk factors influenced local levels of MMP-9,

Conclusions: The results show that local levels of MMP-2, an impaortant factor for AAA development, were
Increased In current smoking AAA patients. MMP-2 was mainly associated with VSMC. It is suggested that MMP-2
could contribute significantly to the increased AAA growth rate observed in current smoking patients. These
findings support inclusion of smokers in screening for aneurysmal disease, and emphasize the need for more
aggressive monitoring of aneurysmal disease outside the surgical range in patients who smoke at the time of
diagnosis and in those who continue to smoke during follow-up.

© 2014 European Society for Vascular Surgery. Published by Elsevier Ltd. Al rights reserved.

Articie history: Received 30 January 2014, Accepted 27 May 2014, Available online XXX

Keywords: Abdominal aortic aneurysm, MMP-2, Cardiovascular risk factors, Tobacco smoking

INTRODUCTION

Abdominal aortic aneurysm (AAA} 5 a common, late age
onset disorder in industrialized countries. Rupture of AAA
has very high mortality rates. Screening studies have sug-
gested that the prevalence of AAA in older men is about
5%." Despite the aging of the population, the prevalence,
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incidence, and global mortality rate of AAA appear to have
declined as a result of increased elective AAA repair, lower
mortality from emergency repair, and a greater proportion
of emergency admissions being offered emergency repair.”

The etiology of AAA s complex, but environmental and
genetic factors are known to contribute to the risk.*” The
relationship betwean AAA and atherosclerosis is intriguing.
Both disorders share some common features and AAA
usually occurs in atherosclerotic individuals. Not only are
there evident histopathological differences between AAA
and atherosclerotic lesions, but differences have also been
observed in cardiovascular risk factors. Diabetes, for
example, is a well-established risk factor for atherosclerosis,
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but it has been reported to be protective for AAA"’
whereas smoking seems to be a substantially greater risk
factor for AAA than for atherosclerosis,’” and chronic
occlusive pulmonary disease (COPD) has been associated
with AAA Y

Current evidence on the pathogenesis of AA Indicates
that aortic wall inflammation and proteclytic degradation of
the aortic wall play a fundamental role in the evolution and
progression of the disease. A number of reports have
documented increased expression of matrix metal
loproteinases (MMP) in AAA, and genetic variants have
been proposed to be associated with AAA.'" Tha MMPs
most prominently associated with AAA are MMP-2 (Gelat-
inase A) and MMP-9 (Gelatinase B),'" ** both of which
display elastolytic activity and similar proteolytic activity.”
One fundamental characteristic of AAA is the hyper-
vascularization of aortic tissue. It has been proposed that
this vascularzation might contribute to the development of
aneurysms'” and could play a causative role in the genesis
of AM.' """ As several studias have pointed to the essential
role of MMP-2 and MMP-9 in the onset of angiogen-
esis,”™ ™ local levels of MMP-2 and MMP-9 could be rele-
vant in AAA progression.

Information & lacking on the influence of cardiovascular
risk factors on local levels of MMPs in AAA, The aim of the
present study was to evaluate the influence of the major
cardiovascular risk factors on MMP-2 and MMP-9 levels in
human AAA.

METHODS

Patients

The inclusion criteria for this study were patients under-
going elective open repair for atherosclerotic AAA. An
infrarenal aorta biopsy was taken during the intervention.
The exclusion criteria were absent or inadequate aortic bi-
opsy and patients with pseudoaneurysms, or infectious or
inflammatory aneurysms. Patients were stratified according
to the maximum transverse aorta diameter determined by
the use of a measurement transverse to the true lumen
center line at infrarenal level, based on angio-CT with
endovenous contrast, using Workstation AGFA IMPAX
6.4.0.4010 and OsiriX MD, FDA Cleared/CE Ila version, as a
primary diagnostic. Three groups were defined: small
diameter (SD, <55 mm), moderate diameter (MD, 55—
69.9 mm) and large diameter (LD, >70 mm). Surgical repair
is not usually indicated when the maximum transverse
sortlc diameter is <55 mm. The SD samples in this study
were obtained from patients with maxmum transverse
aorta diameter <55 mm, who underwent surgery for a
symptomatic or rapidly growing AAA (>S5 mm/6 month or
>10 mm/year) or for repair of a concomitant Iliac artery
aneurysm.

All patients underwent surgery at Hospital de la Santa
Creu i Sant Pau (HSCSP). The study was approved by the
local ethics committee, and patients gave written informed
consent prior to surgery. All procedures were reviewed by
the institutional review board at HSCSP. The st

1-F. Dilmé ot al.

conformad to the principles of the Declaration of Halsinki.
Clinical outcomes were taken from the clinical database.

Tissue somples

Blopsies were systematically obtained from the antero-
lateral wall of the remaining mid-infrarenal aortic wall after
exclusion and prosthetic replacement of the AAA, at the
level of the Inferior mesentaric artery. Luminal thrombi, if
present, were separated before the aortic biopsy was taken.
Blopsies were processed immediately. A portion of each
sample was placed in RNAlater solution (Qiagen GmbH,
Hilden, Germany) and stored at 4 °C for 24 hours before
long-term storage at —80 “C until further processing for
RNA isolation. When possible, another portion was fixed in
10% formalin solution (Sigma-Aldrich, Inc St Louis, MO,USA)
for 24 hours and embedded in paraffin for microscopic
studies to locate the MMPs.

Endothelial cells and VSMC culture

Aortic human VSMC cultures were established from multi-
organ donor aortas using an explant proceduwre as previ-
ously described.”™ " VSMC were characterized by a-actin
positive staining and used at passage 4-6. Endothelial cells
were isolated by collagenase digestion from human umbil-
ical cord weins (HUVEC) and cultured as previously
described.”” Cells were characterized by vWF positive
staining and used at the first passage.

Risk foctors

The risk factor definitions used in this study were: diabetes
mellitus: glycated hemoglobin >5.8% or use of oral antidi-
abetic drugs or insulin; arterial hypertension (HTN): systolic
blood pressure >140 mm Mg, diastolic blood pressure
>80 mm Hg or use of anthypertensive medication;
hyperlipidemia: a total cholesterol >6.2 mmol/t, LDL
cholesterol >>1.70 mmol/L or triglycerides >1.65 mmol/\;
smoking was categorized into two groups: current smoking
(CS): smokers and ex-smokers stopped smoking <1 year,
and non-current smoking (N-CS): never-smoked and ex-
smokers stopped smoking > 1year; COPD: FEV1/FVC <0.7;
and renal insufficiency (Rl): estimated glomerular filtration
rate (eGFR) was calculated with the Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration equation considering values of
#GFR <60 ml/min/1.73 m’ as RL”"

Analysis of mRNA levels in tissues and culture cells

Tissues were homogenized in the FastPrep-24 homogenizer
and Lysing Matrix D tubes (MP Biomedicals, Solon, OH,
USA). RNA was extracted using Trizol (invitrogen, Carisbad,
CA, USA) following the manufacturer’s instructions. For
culture cells, total RNA was extracted using Ultraspec
(Biotecx Laboratories, Inc., Howston, TX, USA) according to
the manufacturer’s instructions. ¢cDNA was prepared by
reverse transcribing 1 pg RNA with a High-Capacity cDNA
Archive Kit with random hexamers (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). mRNA expression of the selected
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genes was studied by real-time PCR in an ABI Prism 7900HT
wing pre-designed validated assays (TaqMan Gene
Expression Assays; Applied Blosystems) and uniersal ther-
mal cycling parameters. Relative expression was expressed
as transcript/f-actin ratios.

as

ochemistr Y

Immunohistochemistry was performed using a mouse
monocional antibody against MMP-2 (ref ab1818, diluted
1:15) from Abcam and a rabbit polyclonal antibody anti-
MMP9 (ref A0150, diluted 1:50) from Dako. Three-
micrometer sections of paraffin-embedded tissue samples
were stained In 3 Dako Autostainer Link 48 using the Dako
EnVision Flex Kit. Diaminobenzidine was used as

chromogen.

Double-fluorescence immunostaining

For antigen co-localization studies, double-fluorescence
immunostaining was performed wusing a sequential
method. After deparaffinization and antigen retrieval,
blocking for non-specdific binding was performed at 4 °C
overnight. Appropriate concentrations of antibodies were
then sequentially applied for 1 hour at room temperature,
with P8BS washing after each incubation. Slides were first
Incubatad with anti-MMP-2 or anti-MMP-9 antibodies fol-
lowed by incubation with Alexa Fluor 488 goat-antimouse
1gG (diluted 1/200; Life Technologies, Carisbad, CA, USA).
Next, MMP-2 slides were Incubated with anti-alpha smooth
muscle Actin antibody (ref ab5694, diluted 1:200, Abcam),
and MMP-9 slides with CD45 or CD68 (IR751 and IR7613,
without further dilution, Dako), followed by incubation with
Alexa Fluor 555 donkey-antirabbit 1gG (diluted 1/200; Life
Technologies). As a negative control, sections were Incu-
bated omitting primary antibodies. Samples were then
mounted with Prolong Gold antifade reagent with DAPI
(Molecular Probes, Life Technologies Co, Eugene, OR, USA).
Images were obtained using an SPS Leica confocal
microscope.

Statistical analysis

An exploratory study was performed to detect the rela-
tionship between cardiovascular risk factors and levels of
MMP-2 and MMP-3, SPSS and Sigma-Plot software were
used for statistical analysis. All data regarding transcript
levels are expressed relative to f-actin x1000. All quanti-
tative data In this study wers non-normally distributed and
expressed as median (25th—75th percentie). The Mann—
Whitney Rank Sum Test was used to compare two groups
and Kruskal—-Wallls one-way analysis of variance on ranks
for multiple comparisons. Bonferroni's correction was
applied to adjust significance values in muktiple testing.
Pearson Product Moment Correlation after logarithmic
transformation of data was used to evaluate the association
between continuous variables with non-normal distribution.
A logarithmic transformation was applied to outcomes
without 3 normal distribution before data analysis using
Enear regression tests, with an interaction analysis,

including the effect of the Identified risk factors and con-
trolling for possible confounding factors. A p value <0.05
was considered significant.

RESULTS

From 2008 to 2012, elective abdominal aortic aneurysm
surgery was performed In 225 patients at the Department
of Vascular and Endovascular Surgery of the HSCSP in Bar-
celona, Spain. A total of 166 patients underwent open
surgery and 59 had endovascular aortic repair (EVAR). The
study group was made up of 89 of the 166 patients who
underwent open surmgery. Table 1 shows patient
demographics.

Expression of MMP-2 and MMP-9

To evaluate levels of MMPs at different stages of AAA
development, AAA patient samples were stratified as a
function of the maximum transverse aorta diamater (see

Table 1. Demographics for AAA included in the study.

Total number patients 8%

Aortic dlameter (mm)” 66 4 127
SO (<SS mm) 499 + 65
MD (55-69.9 mm) 599 + 33
LD (>70 mm) 802 £ 69

Age (years) 711 £ 6S

Male 87 (97.8)

Diabetes mellitus 19 (21.3)

Hypertension 63 (708)

Hyperlipidemia 54 (60.7)

Smoking habit
Non-current smokers’ 63 (708)
Current smokers 26(292)

Coronary artery disease 20 (22.4)
Angina pectorks 2.2
Myocardial infarction 6 (6.7)
Coronary intervention/CABG 12 (135)

Chronic renal insufficiency 34(382)

Diadysis 0

Poripheral vascular disease 48 (539)
Absent pulses 31 (348)
Intermittent claudication 17(19.1)

Cerebrovascular disease 709
Cerebral vascular attack 445
Transient ischemic attack 334

coPD 26(292)

Antiplatelet users 47 (534)

Statin users 57 (64)

ACE inhibitor users 23 (20.7)

NSAID users 6(6.7)

Corticoid users 6 (6.7)

IMMUNO-LUPPISLLOns 4339

Nominal variables are presented as number and as percentage (%)
and continuous \ariables at mean 4+ SD. ACE - angiotensin
converting ercyme; CABG = coronary artery bypass grafting;
COPD = chronic obstructive pulmonary disease; LD = large
diameter; MD moderate dameter; NSAID  non-steroidal
anti-inflammatory drugs; SO - small diameter.

* Ancurysm maximum transverse diameter in mm.

* Quit smoking >1 yeac
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Table 1 for the range of the groups). Lavels of mRNA of
either MMP.2 or MMP-S did not fit a normal distribution.
Regarding expression of MMP-2, no significant differences
were observed between stratified groups of patients,
whereas MMP-9 mRNA levels were statistically higher in the
MD group (Fig. 1).

Localizration of MMP-2 and MMP-9

Immunohistochemistry showed that MMP-2 was widely
expressed in AAA samples, with MMP-2 immunostaining
mainly found in medial VSMC (Fig. 2A) Additionally, MMP-2
was occasionally found In Infiltrating leukocytes. Next, the
correlation was determined between mRNA levels of MMP
2 and those of VSMC and leukocyte markers. The correlation
between MMP-2 and a-actin (VSMC marker) was very sig-
nificant, that between MMP-2 and CD68 (a macrophage
marker) was much less significant, and that between MMP
2 and CD45 (pan-leukocyte marker) was not significant
(Table 2). The mRNA levels of MMP-2 in HUVEC and VSMC
in culture were also examined, and MMP-2 was detected in
both vascular cell types (not shown). In immunofiuorescent
double staining, co-expression of MMP-2 and Z-actin was
observed in some microvessels (Fig. 2B). Nevertheless, the
co-expression of these proteins was found mainly in VSMC
of the media layer (Fig. 2C).

Immunostaining with anti-MMP-9 was found in infil-
trating leukocytes in AAA (Fig. 3A). No statistical association
was found between MMP-9 and a-actin, but a significant
correlation was found between MMP-9 and leukocyte
markers, with the highest correlation being between MMP-
9 and CD68 (Table 2). MMP-9 was not detected in either
HUVEC or VSMC in culture (not shown). Immunofiuores
cence showed that MMP-9 co-expressed with CD45 in some
cells (Fig. 38), but mainly with CD68 (Fig 1C)

Influence of risk foctors on MMP-2 and MMP-8 tronscript
levels

When AAA patients were stratified according to risk factors
It was found that MMP-2 transcript levels were statistically
higher in CS than in N-CS (Table 3). As described in the

p= 03T p=004
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Figure L Expression levels of MMP-2 and MMP-8 in stratified
patiere groups as a function of the mavimum aorta diameter; SD
<SS mm, n = 14; MD: 55699 mm, n = 42; and LD: >70 mm,
no 33
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Figure 2. (A) Representative immunohistochemistry Images of
MMP-2 in AMAA samples. Arrows thow medial VSMC immuno-
stained with anti-MMP-2. (B) Representative Immunofluorescent
double gaining for MMP-2 and a-actin of 3 leukocyte infiltration
area In the media. Arrows show double immunostained cells; M
indicates the light of microvessels; bars are 25 pm, (C) Repre
sentative immunofluorescent double Ralning for MMP-2 and 4-
actin of non-infilrated area in the media layer. Arrows show some
double immunostained cells; bars are 15 pim

Methods, the N-CS group consisted of both never-smoked
and ex-smokers. In previous statistical analysis, the CS
group was different from ex- and never-smoked groups
regarding MMP-2. As there were no differences between
these two groups regarding MMP-2 in this study, they were
joined to increase statistical power as there were only seven
never-smokers. Patients with Rl also exhibited a higher

Ploato ote thes witiche in press ae: Dilmd 15, of al Influence of Cardiovascular Rigk Factors on Levels of Matrix Metallopeoteinases 2 and 9 in Human
Abdominal Acrtic Aneurysirs, Eurcpean Journal of Viescular and Endovescular Surgery (2014), htp //de dolom/10.1016/] aivs. 201405023
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Table 2. Correlation values between mMRNA levels of MMP-2 and
MMP-§ and those of VSMC or leukocyte markers,

n MMP.2 MMP-S
R P R p'
2actin @ 86 512 17 =107 148 665
D45 86 191 365 319 o
068 66 382 012 609 356 x 1077

* Pearson Product Moment Correlation after logarithmic trans
formation of data and Bonferrond’s comection for multiple testing
was applied

MMP-2 expression than patients with normal eGFR. No
differerces in MMP-2 levels were found between the
groups regarding the other risk factors. The association
between risk factors was then evaluated. After '/_" analysis,
CS, HTN, COPD, and Rl were identified as possibly related
variables (Table 4). A logarithmic transformation was
applied to the outcomes of MMP2 and eGFR, which did not
ft a normal distribution prior to the multiple linear
regression analysis. Despite the statistical significance in the
univariate analysis, the multiple linear regression analyss
ruled out a relstionship between MMP2 and Rl and no
interaction was detected (Table 4), After stepwise linear
regression analysis, only CS (p = .002) remained an inde-
pendent variable predicting MMP-2 levels; and the final
model was: LogMMP-2 = 2.242 + 0.259:CS; R = 325.
Calculating the antilogarithms, the predicted level of MMP-
2 of the N-CS was 174,54 and of the CS was 316.66. No
differences were found in the expression of MMP-9 be-
tween the AAA risk factor groups (Table 3)

DISCUSSION

This study describes the Influence of cardiovascular risk
factors on local levels of MMP-2 and MMP-9 in human
aneurysmal aorta. The main characteristics that distinguish
AAA from atherosclerosis are proteolytic degradation of
elastic fibers, VSMC depletion, and hypervascularization of
aortic tissue. In these processes, MMPs, in particular MMP-
2 and MMP-9, play a fundamental role." ™"

Previous reports show Increased MMP-2 and MMP-9
kevels in AAA™ ' In this study, when patients were
stratified according to maximum AAA diameter, levels of the
two MMPs transcripts displayed different patterns: whereas
MMP-2 levels were similar in all diameter-stratified groups,
MMP-9 showed maximum expression in the MD group.
Previous reports have shown maximal expression of MMP-2
in small AAA and MMP-9 In medium size AAA."“'* These
results are also consistent with a previous report showing
that expression of CD45, MMP-9, and five lipoxygenase
activating protein, another leukocyte associated protein,
was significantly enhanced in AAA patients, with maximal
expression in the MD group.” In the present study,
immunohistochemistry showed that MMP-2 and MMP-9
also differed In cellular localization. Whereas MMP-2 was
expressed mainly in medial VSMC, MMP-9 was detected
only in the infiltrating leukocytes. Transcript findings sup-
ported these data. A good correlation was found between

A
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Figure 3. (A) Representative immunohistochemistry images of
MMP-S in AAA Arrows show medial Infitrating levkocytes
immunostained with anti-MMP-9. (B) Representative immunofiu-
orescent double staining for MMP-9 and CDAS of a leukocyte
infiltration area in the media. Arrows show some double immu-
nostained cells; bars are 25 um. (C) Representative immunofluo-
rescent double staning for MMP-9 and CD&8 of a leukocyte
Infiitration area In the media. Arrows show some double iImmu-
nostained cells; bars are 25 um

MMP-2 and Z-actin transcript levels, whereas correlation of
MMP-2 with leukocyte markers was weak In contrast,
MMP-9 showed a correlation with transcript levels of the
leukocyte markers CD4S and CDES, with the best correlation
being between MMP-9 and CD68. Taken together, these
results Indicate that MMP-2 was mainly associated with
VSMC and, as reported by Newman et al.,” MMP.9 was
associated with infiltrating leukocytes, mainly macrophages.

Please owe this aracle in press a5 Dilmeé 3F, et 8, Influence of Cardiovasoular Fisk Factors on Levels of Matnx Metaliopeoteinases 2 and 9 In Human
Abdominal Aortic Anaurysmi, European Joumal of Vascular and Endovaicular Surgery (2014), herpy//dedol ong/10.1016/]. epa 201405023
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Table 3. Transcript levels of MMP.2 and MMP9 in AAA samples
stratified by cardiovascular risk factors.

MMP-2
No current smoking 1844 10003205
Current smoking 3495 21954141 008
No renal insufficiency 1773 993-3269
Renal insufficiency 2868 18964108 047
No hypertension 2327 1702-3358

2162 1095-3%48 >.999
No diabetes mellitus 2170 1326-3514
Diabates mellitus 2243 865-3941 999
No hyperkdemla 2195 10473473
Hypedipedemia 2210 1326-3634 >999
No COPD 207.0 1095-3349
COPD 2324 17004043 743
MMP-9
No current smoking 672 388-1225
Current smoking 617 354-1101 999
No renel insufficiency 649 381-1191
Renal insufficiency 758 291-1202 >.999
No hypertension 656 378-1101
Hypertension 65.0 343-1230 >.999
No disbetes mellitus 67.7 381-1191
Diabetes mellitus 609 313-1202 >.999
No hyperkdemia 728 415-1433
Hyperlipedemia 62.2 266-1150 57
No COPD 641 390-1356
Coro 671 266-1053 5999

Data are expressed as relative to f-actin x1000. COPD = chronic
obstructive pulmonary disease.

* Mann-Whitney Rank Sum test and Bonferroni's correction for
multiple testing was applied.

L = 8464
p= 004

Y 2885
cs a 0206
¢GFR a -0339
corD » 0084
HIN X ~0.049

Table 4. Assodlation between risk factors and multiple linear regression analysis; MMP-2 as independent variable.
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This study provides further evidence that MMP-2 and MMP-
9 may not be regulated by the same mechanisms and may
therefore have different roles in AAA development.”’ ' 1t
has been postuated that MMP-2 plays a role in the
emam%ofmwmnhthemsﬂmtm

Although AAA and atherosclerosis are related inflamma-
tory diseases, not all cardiovascular risk factors for athero-
sclerosis are assoclated with AAA, Differences were found
regarding the influence of cardiovascular risk factors on
local levels of MMP-2 and MMP-9 In AAA. Nona of the
evaluated risk factors influenced local levels of MMP-9, In
contrast, univariate analysis indicated that CS and RI pa-
tients had higher MMP-2 levels in the aneurysmal aorta
than N-CS and non-RI individuals. Many reports provide
evidence supporting an association between renal function
and atherosclerosis, and eGFR Is an independent prognostic
factor for cardiovascular disease.™ It was recently reported
that eGFR Is an excellent predictor of vascular events in
patients with paripheral arterial disease. ™ Taking solely the
univariate statistical analysis of Rl data and MMP-2
expression into account, it could be concluded that the
degree of atherosclerosis influenced MMP-2 levels. Never-
theless, multiple linear regression analysis Indicated that
the influence of R, In terms of eGFR, on MMP-2 local levels
was weak, if present at all. Taken together, these results
suggest that the effect of smoking on local levels of MMP-2
Is Independent of the atherosclerotic and COPD states In
AAA patients. Indeed, it has previously been reported that
the association of COPD and AAA is unrelated to 5

Smoking is a particularly relevant risk factor for AAA." " It
has been reported that the association between smoking
and AAA is 2.5-fold higher than the association between
smoking and coronary heart disease.” Tobacco smoke ako

0.087 019
0220 126
0088 615
0.088 576

COPD = chronic obstructive pulmonary disexse; CS = current smoking; DM = diabetes melitus; HL = hyperlipidemia; HTN = arterial

hypertension; Rl = renal insuffidency.
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enhances AAA formation in animal models. ™" A statisti-
cally significant differance was found betwean CS and N-CS
regarding MMP-2, and this was maintained after intro-
ducing RI, HTN, and COPD as confounding variables into the
statistics. From the present data, it seems that MMP-2 s
mainly linked to the VSMC state, whereas local levels of
MMP-3 appear to depend more on the inflammatory infil-
trate in the aortic wall. This suggests that smoking affects
the state of VSMC rather than the degree of leukocyte
infiltration. As MMP-2 plays a role In the expansion of
AAA," the present results suggest that it could significantly
contribute to the increased AAA growth rate observed in
the smoking patients.’

Several studies on the biochemical effects of tobacco
smoke are avallable. Water-soluble tobacco smoke extract
has been found to induce MMP-1 expression in endothelial
cells and neutrophil elastase in AAA. """ It has also been
observed that nicotine Induces AAA in an animal model
through activation of AMP activated protein kinase
alpha2.™ Nevertheless, more research is needed to ascer-
tain the molecular species and signaling pathways involved
in the effect of tobacco smoke on MMP-2 expression in
human AAA, particularly in VSMC.

In conclusion, the present work shows that current
smoking patients had higher MMP-2 levels than non-
current smokers. However, no correlation was found be-
tween MMP.9 and smoking. These results add further evi-
dence for the role of tobacco smoking in AAA development,
supporting the need to include smokers in AAA screening,
and to implement more aggressive monitoring of aneu-
rysmal disease outside the surgical range (<5.5 cm) in pa-
tients who smoke at the time of diagnosis and in those who
continue to smoke during follow-up. More research
needed to elucidate the pathways involved in the regulation
of MMP-2 expression by tobacco smoke In AAA, particularly
in VSMC.
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