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“El asombro y la admiracion que suscita en el hombre la contemplacion de la
realidad son las mds fuertes motivaciones para la busqueda del conocimiento”.

Aristoteles? (p. 82)

“De las diferentes pandemias que a lo largo del tiempo han amenazado a la
vida del ser humano, pocas han alcanzado las dimensiones de la enfermedad
ateroesclerdtica, no sélo una de sus principales causas de muerte, sino también
responsable de devastadoras consecuencias sobre la calidad de su vida”.

Carol Kotliar de Delia
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Resumen

INTRODUCCION

La enfermedad arterioesclerética se define actualmente en relacion a un origen
multifactorial y a, un compromiso sistémico, y se caracteriza por alteraciones
alteracion funcionales y/o estructurales de la pared vascular y una activacion anormal
de tipo inflamatoria, inmunolégica y neurogénica. La presencia de dichas alteraciones
es manifestacion, causa y consecuencia de una compleja interacciéon de fendmenos
biomoleculares, biomecanicos, neurohumorales y hemorreoldgicos que se expande
intracelular e intercelularmente a través de mecanismos de angiogénesis vy
neovascularizacién. Ademas, emulando procesos metastaticos neopldsicos, puede
generar siembras a distancia en lechos vasculares vulnerables.

Si bien en las ultimas décadas de investigacidn se han desarrollado estrategias de
prevencion del desarrollo de la enfermedad arterioesclerdtica y sus complicaciones, no
se han producido avances similares en los procesos diagnodsticos y terapéuticos del
compromiso ateroesclerético de las arterias renales. La enfermedad renovascular
ateroesclerdtica (ERVA) constituye un desafio para los investigadores, debido al
proceso particular de homeostasis hormonal, neurogénica e inmunoinflamatoria que
podria estar presente en esta entidad de curso insidioso, progresivo y silencioso
durante la mayor parte de su evolucién.

No es frecuente hallar descripciones anatomohistoldgicas e inmunoinflamatorias de
estadios tempranos de la ERVA en humanos , siendo necesario recurrir a modelos
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experimentales. Basado en este contexto, el presente trabajo se estructuré en tres
proyectos de investigacidon clinica , sobre mecanismos especificos hormonales,
inmunoinflamatorios y anatomohistolégicos involucrados en la ERVA.

PROYECTO I. MECANISMOS HORMONALES

Objetivos. Evaluar el patréon de activacidon del sistema renina angiotensina aldosterona
(SRAA) en individuos con enfermedad renovascular ateroesclerdtica unilateral (ERVA-
Uni) y bilateral (ERVA-BI).

Métodos. Se estudié una muestra de 708 pacientes hipertensos y se determiné el
riesgo pretest de presentar ERVA. Se identificaron 66 casos con riesgo moderado a
severo, indicdndose un estudio de arterias renales con angiorresonancia magnética
nuclear con gadolinio (ARM-G) y arteriografia renal de sustraccién digital. Luego de
aplicar los criterios de exclusién, la muestra estuvo constituida por 51 individuos (16
con ERVA-Uni, 16 con ERVA-Bi y 19 con arterias renales normales —AN, grupo control).
Fueron incluidos también 19 individuos normotensos (NT) con AN como grupo
control. Se determinaron: actividad de renina plasmatica (ARP), niveles plasmaticos y
urinarios de aldosterona (Ald), ionograma y funcion renal. En los sujetos con ERVA la
determinaciéon se efectudé antes y después de la resolucién de la estenosis con
angioplastia con balén e implante de stent Los casos controles fueron estudiados al
ingreso en el estudio y luego de un periodo de seguimiento.

Resultados. El cociente Ald/ARP (ARR) fue marcadamente elevado en el grupo con
ERVA-Bi (5,92 + 2,30, p < 0,001) y significativamente disminuido en el grupo con ERVA-

Uni (0,38 + 0,17, p < 0,001), en comparacién con el grupo de hipertensos esenciales

XVii



(1,52 + 2,02). El andlisis por curvas Receiver Operating Characteristic (ROC) identifico
qgue la ARR presentaba sensibilidad y especificidad 6ptimas para detectar ERVA-Uni y
ERVA-Bi, siendo < 0,5 para la primera y > 3,7 para la segunda. El analisis post-
intervencion de la activacion del sistema mostré que la ARP fue significativamente
menor que la basal sélo en la ERVA-Uni. En esta, la Ald fue 30% menor que la basal,
mientras que se redujo 3 veces en la evolucién de la ERVA-Bi post-intervencion de
revascularizacion hemodinamica . En los hipertensos esenciales no se observaron
modificaciones en el perfil de ARP y Ald en relacion al seguimiento y en comparacién
con los valores basales.

Conclusiones. La expresion de la activacion del SRAA en la ERVA-Uni y la ERVA-Bi
puede ser detectada a través de la interpretacién del andlisis de sangre y orina en el
contexto clinico. De acuerdo con los datos presentados en los pacientes con ERVA-BI,
los niveles de Ald son aproximadamente 2 veces mayores que en la ERVA-Uni, no
siendo consistentes con la ARP. Estos individuos también presentarian ARR que se
asemejan a la observada en el hiperaldosteronismo primario y que puede ser
parcialmente corregida con la revascularizacion. El perfil de ARP seria coincidente con
el mecanismo isquémico vasoconstrictor descripto en las publicaciones originales de la
enfermedad. Por su parte, el perfil de la Ald aporta datos coherentes con las
observaciones de un mecanismo volumen- dependiente de la HTA y la nefropatia en
los modelos de compromiso bilateral. Si bien el comportamiento de la ARP hallado
coincide con lo observado en otros estudios de la ERVA-Uni, nuestros resultados en el
compromiso bilateral aportan nuevos datos para la comprensién de la enfermedad,

mientras su utilidad clinica requiere de otros estudios.
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PROYECTO Il. MECANISMOS INMUNOLOGICOS

Objetivos. Analizar e identificar la presencia de marcadores de activacién celular
inmune en la ERVA en sus fases tempranas subclinicas y sin reduccidn significativa de
la luz del vaso.

Métodos. Se evaluaron los marcadores de inmunidad celular en sangre periférica de 2
grupos de pacientes hipertensos con arterias coronarias y carotideas normales
angiograficamente. En el primer grupo se incluyeron 28 pacientes con ERVA en
estadios iniciales de su desarrollo y sin manifestaciones clinicas, detectada
incidentalmente durante el estudio de los otros territorios vasculares mencionados; en
el segundo, 22 pacientes hipertensos con AN. Los hallazgos de estas evaluaciones se
compararon a partir del estudio tisular de 21 arterias renales con evidencia de ERVA
obtenidas de la autopsia de individuos con historia de hipertensidn arterial (HTA) que
habian fallecido por causas no relacionadas. A su vez, se obtuvieron 21 muestras de
arterias renales sanas de individuos apareados segun caracteristicas basales con los
primeros (grupo control). Se analizaron células T CD3+ y CD4+ y subpoblaciones con
citometria de flujo en sangre periférica y conteo celular directo, respectivamente.
Resultados. En la sangre periférica de pacientes con ERVA se hallé un incremento
significativo de células expresando CD3, CD4, CD83 y CD86. La proporcion CD4/CDS8 fue
marcadamente mayor en los pacientes con ERVA (8,36 + 1,4), en comparacion con los
controles (3,46 £ 0,9). No se hallaron diferencias en la expresién de CD25, CD8 ni S-100
entre estos grupos. El estudio de las placas procedentes de las arterias post-mortem
con ERVA mostré un incremento de células CD3+, CD4+, CD86+ y S-100+, mientras que

las células CD25+ y CD8+ permanecieron sin modificaciones entre los grupos (ERVA vs
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AN). La proporcion CD4+/CD8+ fue mayor en el analisis del tejido de las placas (ERVA
vs AN).

Conclusiones. Los resultados del andlisis de mecanismos inmunoldgicos fueron
consistentes con la presencia en sangre periférica de una expresién incrementada de
marcadores de inmunidad celular en ERVA temprana, comparable a lo encontrado
durante el analisis tisular de muestras post-mortem de placas arteriales en el érgano
afectado. Estos hallazgos permiten sugerir que dichos marcadores representan la
manifestacion sistémica de la activacion tisular de la enfermedad.

PROYECTO IIl. ANALISIS ESTRUCTURAL

Objetivos. Determinar las caracteristicas anatomohistolégicas de la ERVA en fases
tempranas.

Métodos. Se evaluaron 42 muestras de arterias renales provenientes de la misma
muestra de estudios de autopsias descrita en el Proyecto Il. Se tomaron tacos
representativos fijados en la solucién de hidroxido de zinc, descrita en el Proyecto Il, y
se efectuaron cortes de 8 um, obteniendo 500 cortes montados en portas silanizados.
En todos los casos, los cortes resultantes fueron tefiidos con técnicas de hematoxilina-
eosina (H&E), acido peryddico de Schiff (P.A.S.) y tricrémico de Masson. Cuando la
evaluacion de la patologia detectada asi lo requirid se emplearon técnicas de tincién
alternativas y especificas, tales como para fibras elasticas (FE), Sudan, Perls, etc. Para
realizar la caracterizacidén de las muestras se empled la clasificacion de la Asociacién
Americana del Corazéon (AHA); también a través de aquella propuesta por Virmani et
al. La evaluacién fue realizada por 2 observadores con el método ciego, recurriendo a

un tercero ante el disenso en la caracterizacidn histoldgica de alguna de las muestras.
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Resultados. Las lesiones analizadas se correspondieron en un 78% con el tipo V-V,
placas mixtas, complicadas e inestables, predominando el componente descripto como
fibrosis reticulada (FR). Ademas, se detectd predominio de crecimiento excéntrico con
alargamiento compensatorio de la pared (remodelamiento) y extensas areas de
neovascularizacién (vasa vasorum), coincidiendo con la casi generalizada incidencia de
hemorragia intraplaca (HIP), areas de calcificaciones y metaplasias dseas (> 55%).

Conclusiones. La evolucién silente de la ERVA se acompafia de lesiones avanzadas,
segln la clasificacion anatomohistoldgica de la AHA. La intensa neovascularizacién
observada constituye también un elemento sugestivo de evolucién del proceso
ateroesclerético y podria considerarse un facilitador de la diseminacién de las lesiones
y de la activacién inmunoinflamatoria. El andlisis de estas caracteristicas es susceptible
de proveer de datos para el estudio de nuevos objetivos terapéuticos de la

ateroesclerosis en fases tempranas.
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1. PROLOGO

BREVE INTRODUCCION A LAS PREGUNTAS DE

INVESTIGACION




Prologo

1.1. Limitaciones de los modelos de estudio de la ateroesclerosis

Los aportes cientificos acerca de la patogénesis de la arterioesclerosis han sido
constantes desde su identificacidn inicial. Aproximadamente hace 2 siglos se conocian
sus primeras descripciones; en 1820 Rokitansky adjudicé el engrosamiento observado
en algunas paredes endoteliales a la aposicion de fibrina, su organizacién con depdsito
de fibroblastos de la misma pared e infiltrado de lipidos de la circulacién; Virchow
sugirié que el ateroma era resultado de la formacién de complejos indisolubles entre
mucopolisacéridos de la pared arterial y lipidos del torrente circulatorio?3.

Los primeros estudios que describieron las caracteristicas morfoldgicas de la
arteria comprometida por ateroesclerosis fueron publicados entre 1913 y 1960,
caracterizando lesiones provocadas a conejos alimentados con dietas ricas en
colesterol. Chalatov y Anitschkov fueron los primeros en demostrar una asociacién
entre la ateroesclerosis, la ingesta de grasa y el metabolismo*°. Su hipétesis
proponiendo al colesterol como agente etioldgico de la ateroesclerosis marcé un hito
en la conceptualizacién de la enfermedad vascular.

Si bien tiempo antes también Virchow habia senalado que en la placa existian
células inflamatorias ademas de los lipidos, es Anitschkov quien recién expande este
concepto y las identifica como células musculares lisas, macréfagos y linfocitos®?. Sin
embargo, el rol del sistema inmunoinflamatorio quedd por largo tiempo relegado de

protagonismo, mientras se multiplicaban los estudios que consideraban al proceso



Prologo

ateroesclerdtico como consecuencia de una lesion endotelial seguida por la aposicion
de células musculares lisas que, en un intento de reparacion fibroproliferativo,
generaban una placa de mayor tamafio y riesgo de complicaciones. La mayor parte de
estos estudios experimentales se realizaban en conejos y ratas cuyas arterias eran
desendotelizadas con catéteres®.

Una década después vuelve a centrarse la mirada del investigador en el rol de
los distintos tipos celulares en la placa, en especial el de los macréfagos: rapidamente,
la identificacidon de receptores carroieros (SR) en la lesiones causa un giro importante
en el conocimiento y las lineas de investigacion, proponiéndose un mecanismo
intrinseco de formacién de células espumosasi®!?. En afios mads recientes, el
advenimiento de las técnicas de inmunohistoquimica permitié a los investigadores
utilizar anticuerpos monoclonales (AcM) dirigidos a leucocitos humanos para
identificar y caracterizar muchos de los componentes celulares de las lesiones.

En la actualidad, la arterioesclerosis es considerada una enfermedad
multifactorial, de compromiso sistémico, con multiples etiologias que convergen
sinérgicamente y en la que existe alteracidon funcional y/o estructural de la pared
vascular, coexistiendo con una anormal activacidon inflamatoria, inmunoldgica y
neurogénica’.

En un breve periodo de tiempo (al menos en comparacién con el requerido en
otros campos de la ciencia) se ha abandonado el concepto territorial que localizaba la
enfermedad al area de lesién y se ha encarado una tarea interdisciplinaria de vastisimo
alcance, la placa solo representando la punta del iceberg que identifica una

enmarafiada e intrincada red de fendmenos biomoleculares, biomecanicos,
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neurohumorales y hemorreolégicos que se expande por todas la vias de comunicacién
de células y fluidos; por su parte, emulando procesos metastaticos neoplasicos, genera
siembras a distancia en todo los lechos vasculares susceptibles.

El desafio continua vigente en la busqueda del motor etiopatogénico
intimamente ligado a todos los factores reportados, aquel que actuaria como la causa
ultima de la aparicion de la enfermedad.

Debe recordarse que la investigacion aplicada es considerada en parte como la
expresion de los objetivos de la medicina traslacional que busca la interpretaciéon
clinica de los conocimientos resultantes de la investigacion basica. En este contexto, en
el estudio de la ateroesclerosis la medicina traslacional es de vital importancia dado
que el origen del conocimiento, de manera similar a otras disciplinas, proviene en un
60% de publicaciones de trabajos de investigacidon bdsica, mientras que el 40%
restante son originados en investigacion clinica. La medicina basada en la evidencia
requerira de ambos y el desafio actual parece residir en la identificacién de modelos
clinicos de fases tempranas y silentes de la enfermedad®3.

Historicamente, la enfermedad ateroesclerdtica se consideré como un desafio
para la investigacién basica por la dificultad para reproducirla en modelos animales,
especialmente debido a su origen mutifactorial, la diversidad de los tipos de lesiones,
su composicion y su evolucidon®®. Uno de los animales mds frecuentemente utilizados,
el ratén con deficiencia de apolipoproteina E (ApoE) —/-, justamente ha aportado con

mayor detalle el rol del sistema inmune en el desarrollo de la ateroesclerosis.
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1.2. Razones que justifican el estudio de mecanismos ateroescleroticos

en la enfermedad renovascular

Durante la década pasada, significativos avances en las técnicas de imagenes y
de revascularizacién, y en el tratamiento médico han cambiado los paradigmas acerca
del manejo de la enfermedad renovascular ateroesclerética (ERVA)!°. Clasicamente, se
ha considerado que la HTA y la insuficiencia renal secundarias a esta enfermedad son
situaciones que podrian prevenirse con un tratamiento adecuado. Sin embargo, aln no
existe consenso acerca de cudl es este tratamiento ni cuando indicarlo y, todavia
menos, de cuando estan justificadas las estrategias de diagndstico para detectar la
enfermedad por andlisis siempre poco beneficiosos en funcién a los pardmetros de
riesgo y/o costo-beneficio.

Los resultados de metaandlisis recientes (2010-2012) han sugerido que las
alternativas de tratamiento evaluadas (farmacos vs revascularizacion hemodinamica)
fallan en alcanzar la cura de la HTA y de la insuficiencia renal. Sin embargo, estas
intervenciones han sido siempre indicadas en individuos con estadios avanzados de la
patologia y reduccidn del flujo sanguineo renal. Por esto, la perspectiva de evaluar la
enfermedad en sus fases mads tempranas constituye adn un terreno no
suficientemente explorado. En consecuencia, y a diferencia de otros territorios
involucrados en la ateroesclerosis, su localizacién renal implica un verdadero desafio
para los investigadores teniendo en cuenta su curso insidioso, progresivo y silencioso

durante la mayor parte de su evolucién.
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El estudio de la ERVA emerge como una posibilidad atractiva e interesante en la
gue se relne, naturalmente, la HTA con la ateroesclerosis, especialmente a través de la
interaccion entre los mecanismos inmunoinflamatorios y el sistema renina
angiotensina aldosterona (SRAA).

Por otra parte, no es frecuente hallar descripciones anatomohistolégicas e
inmunoinflamatorias de los estadios tempranos de la patologia, siendo necesario
recurrir a modelos experimentales. Estos modelos presentan limitaciones ya que no
han logrado abarcar todos los factores involucrados en la HTA humana. Ademas, no es
comun el desarrollo de ateroesclerosis a partir del aumento de la presiéon arterial (PA)
como Unico factor, debiéndose agregar un factor proateroesclerético como la dieta
rica en grasas, siendo esto un significativo limitante de la reproducibilidad de los
modelos comentados.

Son ejemplos de ello el modelo de Rata espontaneamente hipertensiva (SHR),
referente a ratas genéticamente hipertensas, caracterizado por ser una cepa de
endocrias no transgénicas y sin deficiencia génica (knock-out), originario de Japoén y
cuyo control es el modelo de ratas Wistar-Kyoto (WKY). En la génesis de los elevados
valores de PA que estos animales presentan estarian involucrados mecanismos de
hiperactividad del sistema renina angiotensina central y, secundariamente, del sistema
nervioso simpdatico (SNS), asi como alteraciones del metabolismo del dxido nitrico
(NO).

Otro modelo de uso frecuente es el de ratas transgénicas en las que se les ha
insertado el gen REN-2 de ratén en su genoma (transfeccion) y que, por la

sobreexpresiéon del mismo en la pared arterial y la corteza adrenal, desarrollan
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rapidamente hipetrofia vasculocardiaca. Los investigadores sefialan a este modelo
como al paradigma de la hipertension arterial esencial (HTA-Es) dependiente de la
angiotensina Il (Ang Il). Uno de los modelos mds usados para el estudio del equilibrio
del sodio (Na*) es el de ratas acetato de desoxicorticosterona + solucién salina +
nefrectomia unilateral (DOCA-SAL)¢18, Los mecanismos son mas representativos de la
multifactoriedad mencionada previamente, mostrando el rol de la HTA dependiente de
volumen con nefroesclerosis e hipertrofia miovascular, incremento de la actividad del
SNS, de la vasopresina y de las endotelinas (ET).

En el modelo de las ratas obesas de Zucker se presenta una alteracidon genética
recesiva asociada a un defecto en su receptor cerebral OB-R por el que estos animales
desarrollan hiperinsulinemia, hiperfagia, hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia e
intolerancia al frio®°.

Hasta aqui se ha sefialado que la enfermedad ateroesclerética es sistémica y
gue se caracteriza por presentar significativa activacién inmunoinflamatoria inferida a
través de las descripciones de las células halladas en las lesiones estudiadas, y que su
origen es multifactorial. También se menciond que su estudio en modelos animales es
dificultoso debido a estas caracteristicas y a las posibles diferencias entre los
mecanismos etiopatogénicos de los modelos animales y de los humanos. Mayor
dificultad se hallara si se desea obtener la descripcidon de la enfermedad proveniente
de modelos clinicos en fases tempranas de su desarrollo, ya que la mayoria de los
reportes se obtuvieron del analisis de lesiones avanzadas en arterias carotideas vy

coronarias.
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La oclusidn de las arterias renales en modelos experimentales intenta simular la
caida del flujo sanguineo renal secundaria al proceso ateroesclerético estendtico de
esos vasos. Sin embargo, en estos modelos la oclusidon es aguda, mientras que en la
clinica real, crénicamente progresiva. Justamente, una de sus caracteristicas (la
evolucién subclinica y lenta durante largos periodos), podria favorecer su estudio
como modelo precoz de ateroesclerosis. Otras caracteristicas relevantes radican en el
rol de la activacion del SRAA, cuyos principales mecanismos de regulacion se hallan en
el mismo sistema renovascular y en aspectos mecanicistas de la anatomia arterial en la
que los vasos involucrados son de mediano calibre, de conduccién y terminales.

El andlisis de algunos de sus mecanismos podria aportar datos para el
desarrollo de estrategias clinicas, ademas de aquellos que se corresponden con el
manejo de la ateroesclerosis en su aspecto sistémico u otras localizaciones?!>.

El estudio de la ateroesclerosis centrado en la situacidn actual del conocimiento
supone, mas alla de la descripcion de las caracteristicas histologicas de una placa, el
analisis de la activacidon inmunoinflamatoria y hormonal, verdaderas manifestaciones

del caracter sistémico de la enfermedad.

1.3. Preguntas de la presente investigacion.

A manera de introduccion y fundamento de las hipdtesis formuladas mas

adelante, a continuacién se enumeran las preguntas iniciales que sefialaron el
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derrotero de la presente investigaciéon. Las mismas se centran en el analisis de los
mecanismos hormonales, inmunoldgicos y estructurales de la ERVA, bajo una
perspectiva de aplicacidn clinica de los potenciales resultados en el manejo diagndstico
y terapéutico de la condicidn.

1. ¢Puede caracterizarse la activacion del SRAA en el compromiso unilateral y
bilateral y considerando un modelo clinico de la ERVA?

2. ¢Cudles son las caracteristicas del proceso de activacion inmunoldgica
vinculadas a la ERVA en sus fases tempranas subclinicas?

3. ¢Cudles son las caracteristicas estructurales de la placa ateromatosa renal, en
especial aquellas relacionadas con los procesos de vascularizacion adventicial y
estadios de severidad de la ateroesclerosis en fases subclinicas y silentes?

Para responder a estas preguntas, el presente estudio se ha estructurado en

tres proyectos, segun se representa en la Figura 1.



PROYECTO |

Analisis del mecanismo hormonal de la ERVA

)
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PROYECTO Il

Analisis del mecanismo inmunoldgico de la ERVA

PROYECTO Il

Analisis del mecanismo estructural de la ERVA

Figura 1. Estructura del diseiio general de la investigacion.
Fuente: Elaboracion propia.
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2.1. Aspectos generales del desarrollo de la ateroesclerosis con énfasis

en la ateroesclerosis renal

2.1.1. Definiciones

Se conoce como arteriosclerosis a toda patologia de la pared vascular en la que existe
endurecimiento y/o engrosamiento de la misma. Se pueden considerar tres diferentes
cuadros anatomopatoldgicos de la enfermedad: la ateroesclerosis, la ateroesclerosis
de Monckeberg y la arterioloesclerosis. El término que identifica a la primera fue
utilizado primeramente por Marchant (1904), aunque previamente patdélogos como
Virchow (1850) y Rokitansky (1821) habian descrito la presencia de lipidos en el
desarrollo de placas arteriales. Su caracter especifico radica en Ila presencia de

ateromas en la intima de las arterias elasticas y musculares de mediano calibre.

2.1.1.1. Ateroesclerosis

Actualmente es considerada como una enfermedad vascular inflamatoria de
origen multifactorial y que compromete todas las capas de la pared arterial,
caracterizada por la pérdida de su elasticidad normal y/o la presencia de placas de
ateroma, definidas en base al depdsito predominante de lipidos, células sanguineas,

carbohidratos y calcio (Ca**), ademas de otros factores de distribucién variable®.
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2.1.1.2. Ateroesclerosis de Monckeberg o esclerosis cdlcica de la media

Se caracteriza, a diferencia de la anterior, por la presencia de calcificaciones
anulares en la tunica media de las arterias pequefias o medianas de tipo muscular, sin
células inflamatorias ni compromiso de la capa intima o adventicia. No suele presentar
complicaciones ni manifestaciones clinicas y puede coexistir con la ateroesclerosis. Las
arterias se palpan induradas y nodulares, afectandose con mds frecuencia las arterias
femorales, tibiales, radiales, cubitales y genitales.

El origen de esta manifestacion de ateroesclerosis no esta dilucidado, aunque

se ha comunicado su asociacién con estimulos vasoténicos prolongados??.

2.1.1.3. Arterioloesclerosis

Esta forma de arterioesclerosis se halla intimamente vinculada a la HTA y se
presenta en dos formas: la arterioloesclerosis hialina y la arterioloesclerosis
hiperplasica.

La arterioloesclerosis hialina consiste en un engrosamiento hialino vy
homogéneo de la pared de arteriolas, con pérdida de su estructura normal y estenosis
del lumen. Es aceptada la hipdtesis que postula el origen de la lesién en el transito de
componentes plasmaticos a través de la barrera endotelial dafiada, resultando en
rarefaccién de la intima y del subendotelio, a lo que se suma un aumento de la
produccién de matriz extracelular por parte de las células musculares lisas.

Clinicamente, la arterioloesclerosis hialina se manifiesta en estadios avanzados por las

13
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consecuencias de la estenosis de los lumenes arteriolares afectados, causando déficit
progresivo de la perfusidn, insuficiencia metabdlica y atrofia del érgano. Respecto de
esto ultimo, la condicién afecta a multiples érganos, pero se ha descrito clasicamente
en los rifiones, donde la arterioloesclerosis hialina es la principal caracteristica
morfoldgica de la nefroesclerosis benigna. También se describidé en la microangiopatia
diabética y en el envejecimiento arterial.

Por su parte, la arterioloesclerosis hiperpldsica se asocia a HTA severa y ha sido
descrita en la HTA maligna. Se caracteriza por la proliferacién de células musculares
lisas, aumento y engrosamiento de las membranas basales, y la presencia de
engrosamiento laminillar concéntrico (en catdfila de cebolla) de las paredes
arteriolares, progresando a la estenosis de los lumenes. Se han descrito focos de
necrosis fibrinoide en la pared de las arteriolas de individuos afectados, alteracidn
denominada arteriolitis necrotizante. Esta forma de arterioloesclerosis afecta a todos
los tejidos, pero se observa mas frecuentemente en arteriolas renales, del tejido
adiposo que rodea a las glandulas suprarrenales y al péancreas, y en arteriolas de la

vesicula biliar e intestino?2.

2.1.2. Desarrollo de la ateroesclerosis

Los factores determinantes de la caracterizacion anatomohistoldégica de la
lesion ateroesclerdtica son principalmente la inflamacion y la trombosis.
Histéricamente, ambos factores han sido los pilares de las dos hipdtesis

principales que explicaron de manera aproximada la formacion de la placa de ateroma
14
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durante las décadas de 1970-1990%23. La hipdtesis de infiltracion lipidica ha sido
apoyada por la mayor parte de los estudios experimentales que desarrollaron modelos
de ateroesclerosis a partir del incremento del colesterol y las grasas en la sangre. Los
vasa vasorum responsables de la irrigacion de la misma pared vascular atraviesan la
adventicia hasta la tunica media sin llegar al endotelio, por lo que la nutricién de este
ultimo depende de las moléculas plasmaticas que incluyen proteinas y lipoproteinas.
La alteracion del equilibrio de la concentracion de lipidos sanguineos se asocia a su
depdsito en el subendotelio, aunque no se ha definido si se trata solo de un aumento
de su influjo o también de una reduccidon de su metabolismo. Una vez dentro de la
pared vascular acontecen modificaciones en su estructura, como la producciéon de
lipoproteinas de baja densidad oxidadas (OxLDL), generandose asi moléculas
proaterogénicas.

La hipdtesis de incrustaciéon o trombdgena explica la generacién de la placa
como consecuencia de repetidos episodios de trombosis y de organizacion mural,
considerando a los lipidos y componentes de la lesion como productos de degradacién
de las células invasoras de la sangre en la pared. Sin embargo, esta propuesta se
aplicaria mas a las placas complicadas que al proceso inicial de su desarrollo?*.

Una tercera teoria, conocida como monoclonal, fue descrita y fundamentada
también en la década de 1970. La misma describia una mutacién monoclonal atribuida
a mutdgenos quimicos o virésicos de las células de la tunica media y de la capa
endotelial, en respuesta a la agresidn de esta ultima. Por dicha mutacidn las células del
musculo liso incrementan su tasa de mitosis en el subendotelio, produciendo un

acumulo sobre el que se depositan macrdéfagos y lipidos.
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Desde la década de 1990 hasta la actualidad, se han producido enormes
avances en el conocimiento del desarrollo anatomohistoldgico de la enfermedad,
identificAndose lesiones patognomadnicas, como las estrias grasas, que pueden estar
presentes ya en la vida intrauterina. Entre 1990 y 1998, las hipdtesis originales se
interrelacionaron, enriqueciéndose progresivamente con los aportes de perspectivas
fisiopatoldgicas, y conformando una teoria multifactorial basada en el concepto de
lesién y reparacion, reconociendo la disfuncién del endotelio como un factor
integrador?.

Esencialmente, este enfoque multifactorial propone que, luego de un factor de
agresion endotelial, la célula del endotelio es activada con disfuncién, exponiéndose al
medio y favoreciendo tanto la agregacion de plaquetas y de células de la progenie
blanca, proteinas y lipoproteinas como la apoptosis de macréfagos, que se suman a la
lesién?. Esta teoria propone tres acontecimientos bdsicos que explican el desarrollo y
composicion de la placa:

1. Migracién y proliferacion de células musculares lisas desde la tunica media
hacia la tunica intima o el endotelio vascular.

2. Produccién, por estas células, de musculo liso de abundante tejido conectivo
con fibras coldgenas, elasticas, matriz mesangial y proteoglicanos.

3. Depdsito de células y detritus o detritos lipidicos intracelulares y extracelulares.

Esta teoria multifactorial constituyd una verdadera integracién del
conocimiento ampliamente aceptado pero que, sin embargo, no ha dejado de mostrar
la paradoja que situa al sistema vascular simultdneamente como victima y victimario,

ya gque es al mismo tiempo productor y blanco de la accién de los mediadores de lesién
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y de ateroesclerosis. Un ejemplo de esto se halla en las reacciones favorecidas por la
lesion endotelial mediadas por citoquinas, moléculas que promueven intensas
respuestas inflamatorias, contribuyendo significativamente al proceso de
ateromatosis?6-2,

El nuevo milenio se caracterizé por la perspectiva sistémica de definicién de la
ateroesclerosis, considerdandose como una enfermedad inflamatoria e inmunoldgica

(ver mas adelante, Introduccion especifica).

2.1.2.1. Desarrollo inicial

Diversos autores coinciden en identificar la activacidon disfuncionante de las
células endoteliales como el primer factor posible de ser reconocido
histopatolégicamente en el proceso de aterogénesis. No obstante, también es cierto
que el origen multifactorial de la enfermedad presentaria otras opciones de
diagndstico desde etapas previas a su manifestacion tisular, como las ofrecidas, entre
otros, por los estudios gendmicos, protedmicos y neuroendocrinos.

La activacién de las células endoteliales se produce, seglun la teoria lipidica
previamente descrita, de manera simultdnea con el depdsito de moléculas de
lipoproteinas en el espacio subendotelial, facilitdndose el reclutamiento de monocitos
qgue se diferencian de macrofagos, todos componentes primarios abundantes en la
lesidon en sus fases incipientes. La atraccidon y adhesién de monocitos, células T vy
lipoproteinas son favorecidas por la expresion de moléculas de adhesion celular
(CAM), del tipo de las selectinas P, y de adhesidn vascular-1 (VCAM-1) en el endotelio

activado®®. La inclusion por diapédesis de los monocitos es regulada por factores
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quimioatrayentes, como la proteina quimioatrayente-1 (MCP-1). A su vez, los mismos
monocitos incrementan la producciéon de metaloproteinasas de la matriz extracelular
(MMP) en el endotelio y en la capa media, favoreciendo la infiltraciéon de leucocitos a
través de la barrera endotelial y estimulando la expresién de SR en la superficie del
endotelio 3!. Estos receptores mediardn gran parte de la endocitosis de las
lipoproteinas que son requeridas en el proceso de generacién de las células espumosas
a partir del macroéfago activado. El nimero de macréfagos subendoteliales comienza a
incrementarse sin necesidad de aporte circulatorio, debido a su propia duplicacién
mitética estimulada por secrecion autocrina y de factores de crecimiento,
interleuquinas (IL), factor de necrosis tumoral (TNF) y citoquinas proinflamatorias,
todas moléculas producidas por el endotelio disfuncionante3!3¢, En la Figura 2 se

representa el proceso descrito, en funcidn a los aportes de Lewis et al*’.
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Figura 2. Adaptacion de la hipétesis de incrustacion lipidica al conocimiento de las
interacciones inflamatorias y celulares que gatillan el inicio de la aterogénesis.

Se muestra la secuencia de eventos de a) a g) que describen la hipdtesis de
incrustacion lipidica. La invasion de la lipoproteina de baja densidad (LDL) en el
subendotelio inicia la cascada de eventos que la oxidan y que activan la respuesta
inflamatoria. La adhesién de monocitos es estimulada por las selectinas (un tipo de
CAM) y se extiende la lesion endotelial, que favorece el ingreso de monolitos
adicionales. Estos se diferencian en macrdéfagos y se estimula la expresion de SR,
resultando en la formacidn de células espumosas. La reaccién inflamatoria promueve
la migracion de las células musculares lisas y de neovasos adventiciales, que
perfundiran la placa, convirtiendo la lesién en una masa activa que invade hacia la luz
y facilitala respuesta inflamatoria sistémica.

Fuente: Modificado de Lewis DR, Kamisoglu K, York AW, et al. Polymer-based
therapeutics: nanoassemblies and nanoparticles for management of atherosclerosis.

Wiley Interdiscip Rev Nanomed Nanobiotechnol. 2011;3(4):400-20.
Nota: LOX-1, Receptor de lipoproteinas de baja densidad oxidada ligado a lectina-1; OxLDL, lipoproteinas
de baja densidad oxidada
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La teoria de incrustacion lipidica afirma que, junto a la activacién endotelial, se
produciria la migracion de células del musculo liso vascular hacia la capa intima, donde
liberarian citoquinas, factores activadores de esas citoquinas y de macrdéfagos, que
son activados y fagocitan a las LDL atraidas por el endotelio activado, generando asi
células espumosas ricas en lipidos. Ademas, las células del musculo liso sintetizarian
proteinas de matriz y tejido conectivo, rico en proteoglicanos y que contribuirian a
retener las LDL al actuar como una malla en la capa intima.

El ciclo de las células espumosas incluye una rapida apoptosis proveedora de
material necrdético que, junto a depdsitos lipidicos, crea un nucleo central de la lesién
ateromatosa de tamafio creciente. Las células musculares lisas que contindan
afluyendo a la neo-lesién se sitdan alrededor del nucleo central lipidico, formando una
capsula fibrosa, por la sintesis activa de coldgeno. Clasicamente, este proceso fue
descripto como el de un depdsito de lipidos, siendo interpretado en la actualidad
como una compleja red de reacciones inmunoinflamatorias, que se manifiestan
histolégicamente.

Si el primer evento fuera la lesién del endotelio, el mismo se tornaria
disfuncionante y activado; sin embargo, dicha activacién o disfuncién podria
eventualmente preceder a la lesidn. La célula endotelial activada o disfuncionante
puede reconocerse por la expresion de selectinas en su membrana celular,
especialmente de tipo E y P (glicoproteinas -GP- de adhesién), moléculas de adhesién
plaguetaria, moléculas de adhesién intercelular (ICAM) y VCAM-1. Por su parte, las

integrinas expresadas en la superficie de monocitos y de células T reconocen a las
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selectinas de la superficie endotelial y la interaccién con ellas promueve la adhesién
de los leucocitos al endotelio3849,

En la Figura 3 se representa el proceso asociado a los mediadores de
inflamacidén en la instancia inicial aterogénica y a la disfuncién endotelial, en funcién a

los desarrollos de Aukrust et al*™.
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Figura 3. Esquema representativo de los mediadores de inflamacién liberados en el
proceso inicial aterogénico y asociados a la disfuncién endotelial.

Esquematizadamente se enumeran fases de la a) a la f) en las que se sefialan los
eventos relacionados con activaciéon inflamatoria y los receptores celulares
involucrados durante el proceso de disfuncidon endotelial. Cada fase se asocia con
mediadores de inflamacion, en especial citoquinas. Se Durante este proceso las
citoquinas juegan un rol muy importante en las diferentes fases, siendo liberadas por
el endotelio y por los mismos macréfagos. Los mediadores de formacién de matriz
también cumplen funciones relevantes, como la formacién del anclaje de la placay la
induccion de la neovascularizacién. El microambiente que se genera promueve la
retroalimentacion e interaccion de los multiples factores, favoreciendo el crecimiento
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y la nutricion local de la placa. El caracter sistémico del proceso podria estar vinculado
a la presencia de estos factores de inflamacién en el torrente sanguineo y a la afluencia
de nuevos mediadores sistémicos.Fuente: Modificado de Aukrust P, Halvorsen B,
Yndestad A, et al. Chemokines and cardiovascular risk. Arterioscler Thromb Vasc Biol.
2008;28(11):1909-19.

Nota: CCL19, Ligando 19 de la quimioquina CC; CCL21, Ligando 21 de la quimioquina CC; CCR2, Receptor
2 de la quimioquina CC; CCR7, Receptor 7 de la quimioquina CC; CD40L, Ligando de la proteina CD40;
CX3CR, Receptor de la quimioquina CX3C; CX3CR1, Receptor 1 de la quimioquina CX3C; CXCR1, Receptor
1 de la quimioquina CXC; CXCR2, Receptor 2 de la quimioquina CXC; IFN-y, Interferon-gamma; IL-8,
Interleuquina-8; IP-10, Proteina inducida por interferén-gamma 10; I-TAC, Quimioatrayente de células T
inducida por interferén; MIG, Monoquina inducida por interferén-gamma; NAP-2, Péptido activador de
neutréfilo 2;

2.1.2.2. Rol del colageno

El colageno tiene roles especificos en la homeostasis de la placa, que se
manifiestan en diferentes magnitudes y funciones regulatorias, en comparacioén con la
situacion de normalidad vascular. El coldgeno intraplaca participa en eventos celulares,
como la diferenciaciéon, adhesién, migracién, proliferacion y apoptosis®.
Probablemente, estas propiedades y los mecanismos asociados a un proceso de
cicatrizacidn posterior a la lesidn vascular, sean los que expliquen porqué el colageno
es un constituyente habitual e importante de la placa ateromatosa.

El contenido de los diferentes tipos de colageno se incrementa en relacién
directamente proporcional a la progresidn de la placa. El colageno de tipo | es rigido y
constituye el 70% del contenido total de colageno, especialmente en placas de
localizacion coronaria. El colageno de tipo | y tipo lll, este Ultimo mas elastico, se
distribuyen juntos en todas las placas, mientras que el tipo V forma finas fibras, que se
encuentran en las placas mds evolucionadas y antiguas?’*?>3. La proporcidn entre los

diferentes tipos de coldgeno sefnala las caracteristicas de la placa. Por su parte, las
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células musculares lisas de la tunica media y aquellas de las lesiones tempranas estan
asociadas a delgadas fibras, acumulaciones, de colageno de tipo IV.

A su vez, los distintos tipos de colageno presentan diferentes afinidades por las
lipoproteinas; por ejemplo, el colesterol asociado a lipoproteinas de baja densidad (c-
LDL) se une, en orden decreciente, al colageno de tipos I, V, lll y IV. La c-LDL juega un
papel esencial en la estabilidad de la placa ya que, si bien es degradada por la elastasa
de los neutrdfilos, es resistente a varias enzimas que degradan la matriz y que son
secretadas por células musculares lisas y macroéfagos. El colageno de tipo VI
incrementa la estabilidad a través del aumento de su elasticidad, asumiendo una
estructura eldstica hexagonal y uniéndose a fibras eldsticas (FE).

El metabolismo de las fibras de coldgeno es regulado especialmente por
citoquinas y factores de crecimiento. El factor transformador de crecimiento-beta
(TGF-B) estimula la sintesis de coldgeno tipos |, Ill, IV y V, mientras que es suprimida
por la interleuquina-1 (IL-1), el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-o) y el IFN-y. Se
acepta que la sintesis de cada tipo de colageno se incrementa en paralelo al
crecimiento de la lesién y, al mismo tiempo, que en el interior del nucleo lipidico
aumenta su degradacion. El resultado de la progresién sera la fragilidad de la placa
gracias a la apoptosis celular y la degradacion de la elastina junto al depdsito de lipidos

en su nucleo®43.

2.1.2.3. Rol del factor tisular

El factor tisular es un fuerte activador del sistema inflamatorio protrombético.

Su identificacion directa, asi como la de su acido ribonucleico mensajero (ARNm) y sus
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antigenos (Ag) especificos en células del ateroma y su entorno, ha constituido un hito
importante en la comprension fisiopatolégica de la enfermedad. Este factor se
encuentra desde las fases iniciales de la ateroesclerosis en células endoteliales,
musculares lisas y espumosas, siendo mas abundante en el nucleo lipidico, facilitando
un contexto rico en fosfolipidos. En estas areas se identificd el factor tisular en el
interior de macromoléculas procoagulantes que provienen del metabolismo y de la

apoptosis de células espumosas ricas en OxLDL44-46,

2.1.2.4. Crecimiento

El crecimiento de la placa desde los estadios iniciales descritos se produce por
un aumento de los monocitos infiltrados, de las células T, de los macréfagos que
provienen del torrente circulatorio y de su duplicacién intraplaca, y de la matriz. Las
células se localizan, preferentemente, en los “hombros” del nucleo lipidico, regidén que
dirige el crecimiento del ateroma.

Existen placas que pueden ser silentes durantes largos periodos desde una
perspectiva clinica. En su curso evolutivo , su ruptura, exponiendo factores
trombogénicos, puede formar un trombo con obliteracién progresiva de la luz del
vaso. El crecimiento progresivo contribuye también a la transformacién de placas
lipidicas en fibrosas; asimismo, podria favorecer que estas Ultimas se calcifiquen en
lugar de inactivarse, aumentando asi su volumen y el riesgo implicito de estenosis. El
proceso fibroso puede terminar en la remodelacién constrictiva que causa estenosis o,

si el éxito de las colagenasas es mayor, provocar remodelacién positiva. En la Figura 4
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se representa el proceso de crecimiento de la placa ateroesclerética, en funcidon a los

desarrollos de Virmani et al*748.

Figura 4. El crecimiento de la placa ateroesclerética.

Desde la perspectiva clinica se ha dado mayor relevancia al estudio de los mecanismos
de aparicién de las complicaciones de la placa, especialmente en relacién con su
ruptura y la trombosis. Cladsicamente, se ha considerado que la ruptura de la cdpsula
fibrosa permite a las plaquetas y a las células inflamatorias tomar contacto con el
sustrato trombogénico que caracteriza al nucleo necrético. Actualmente, se acepta
gue el nucleo no es el principal proveedor del factor tisular y de otros mediadores
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inflamatorios, sino que estos serian producidos por los monocitos circulantes,
coincidiendo asi con una perspectiva sistémica de la enfermedad. La luz del vaso puede
permanecer indemne durante largos periodos de la evolucién de la placa, siendo esta
etapa clave para las intervenciones preventivas de complicaciones y la regresién de la
enfermedad. El potencial de activacidn inflamatoria lleva a inestabilidad de la placay a
ruptura, u otras complicaciones.

Fuente: Modificado de Virmani R, Kolodgie FD, Burke AP, et al. Lessons from sudden
coronary death: a comprehensive morphological classification scheme for
atherosclerotic lesions. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2000;20(5):1262-75; Virmani R,
Burke AP, Farb A, et al. Pathology of the vulnerable plague. J Am Coll Cardiol.
2006;47(8 Suppl):C13-8.

2.1.2.5. Apoptosis

En la enfermedad ateroesclerdtica se produce una intensa apoptosis que es
estimulada tanto a nivel intraplaca como de manera sistémica. La apoptosis intraplaca
puede generar detritus celulares que, por hallarse en un entorno anormal, no son
fagocitados adecuadamente, promoviendo asi la complicacién de la lesiéon y el
envejecimiento vascular prematuro. La coexistencia de células inflamatorias y
apoptéticas en una placa complicada puede exponer moléculas de alta
trombogenicidad al torrente circulatorio*®->1,

Las concentraciones elevadas del factor tisular también se asocian con una
mayor activacién de apoptosis intraplaca, probablemente vinculada a un incremento
de material fosfolipidico, producto de la degradacidn celular que favorece el medio de
activacion del factor tisular. A nivel sistémico, en analisis de muestras sanguineas de

individuos con SCA, se ha descrito la presencia de restos de membranas endoteliales

de células apoptéticas.
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2.2. Aspectos mecanicistas

Desde una perspectiva mecanicista basada en la bioingenieria, entendiéndose
ésta como el estudio de los aspectos fisicos de los sistemas vivos, el eje sobre el que se
centran las manifestaciones e implicancias de la ERVA es la restriccion del flujo
sanguineo renal efectivo.

A continuacién se describen los factores asociados determinantes sobre la
magnitud de la caida del flujo y algunas de sus implicancias que, a criterio del autor,
podrian presentar mayor relevancia en el desarrollo de los tres proyectos incluidos en

esta tesis.

2.2.1. Radio del vaso

Pueden distinguirse efectos estructurales iniciales de la lesidn ateroesclerética
gue estan localizados como engrosamiento de la capa intima-endotelial, aumento de
la rigidez de la pared vascular y formacién de la placa. Estos cambios modifican
progresivamente el diametro del vaso, utilizdndose la medida de su radio como
marcador del efecto sobre el flujo.

La ecuacidon de Hagen-Poiseuille permite enumerar los factores a tener en

52-54

cuenta para estimar el impacto sobre el flujo de una lesion determinada . De esta

manera, la resistencia al flujo se incrementard a la cuarta potencia del cambio del radio
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y mientras que este Ultimo y la presidon diferencial entre 2 puntos afectan
directamente al flujo, la viscosidad y la longitud lo haran de manera inversa. Esto

queda expresado en la Ecuaciéon 1.

0 (P1-P2)mR*
Ly (1)

Donde:
— Q=Flujo.
— P=Presion.
— rmn=Constante.
— R=Radio.
— L=Longitud.

— u=Viscosidad.

2.2.2. Fluidos

Las lesiones ateroesclerdtica vy arterioesclerética influirdn en el
comportamiento del liquido intravascular y en sus elementos formes, que a su vez

afectan la pared vascular. El movimiento del flujo sanguineo es heterogéneo en la luz

! Las nomenclaruras utilizadas en las ecuaciones no se disponen en el listado de abreviaturas generales
de la tesis, hecho justificado ante su sola aplicabilidad en las mismas.
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del vaso, siendo mas veloz y lineal en el centro que en la periferia. La presencia de
alteraciones de la pared puede generar dreas de turbulencia, de prediccidon y
caracterizacion complejas, debido a que se trata de un liquido heterogéneo
compuesto por elementos con velocidad y movimiento determinados por la fuerza de
contraccion cardiaca y la movilizacidn de la pared vascular, dependiente de su grado
de elasticidad.

Si bien se considera que se podria caracterizar al flujo sanguineo como un
movimiento de tipo esencialmente lineal , debe tenerse en cuenta que la presencia de
puntos de reflexién y zonas de aceleracién y desaceleracién modifican de forma critica
esta propiedad. El liquido sanguineo no es uniforme, sino que estd constituido por
elementos formes de diferentes propiedades y plasma. Su viscosidad es menor a
mayor velocidad deflujo y a menor nimero de elementos formes, en especial de
eritrocitos. Por su parte, la viscosidad es mayor en el centro del vaso, caracteristica
asociada a una menor velocidad en la periferia sobre la pared de la arteria, fendmeno
qgue favorecerd la formaciéon de trombos con la consiguiente activacion de
mecanismos antitrombdticos y fibrinoliticos que previenen la trombogénesis. Sin
embargo, la lesidon endotelial, la ateroesclerosis y la arterioesclerosis son algunas
condiciones que acrecentaran esta vulnerabilidad.

Se acepta que existe un punto en el cual la velocidad del flujo se vuelve critica,
a partir del cual el flujo deja de ser lineal y se torna turbulento. Los factores que
contribuyen a la aparicion del punto de velocidad critica (VC) son expresados en la
Ecuacion 2, en funcién al didmetro del cilindro (d), la densidad de la pared (6), la

viscosidad de la sangre (i) y un factor de correccién (nUmero de Reynolds -Re).
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5d (2)

Aplicando los conceptos enunciados, una reduccién del 50% del radio
incrementara 16 veces la resistencia y reducird, en la misma medida, el flujo. El
impacto podria ser mayor si se modificaran las condiciones hidrodinamicas del flujo
laminar y el gradiente de presion. Por su parte, ante la consideracién que la arteria
afectada se encuentra en un circuito de vasos en serie y en paralelo, se requerira que
el radio del vaso se reduzca en mds de 60% para causar una disminucion significativa
del flujo sanguineo efectivo.

En el caso de las arterias renales, su disposicién presenta particularidades
interindividuales, siendo frecuentes las arterias polares y los dobles sistemas
circulatorios que se suman a la compleja red de vasos intrarenales y glomerulares. La
caida del flujo dependera, ademas, de las caracteristicas hemorreoldgicas locales, asi

como de la turbulencia y del gradiente de la presién transestenética>>,

2.2.3. Componentes hemodinamicos de la PA y del flujo sanguineo. Flujo

pulsatil y flujo continuo

La pulsatilidad de la contraccién cardiaca otorga caracteristicas especiales al
sistema vascular, que tendrdn influencia en la estimacién del impacto de la lesién
ateroesclerdtica sobre el flujo. Dado que el corazén entrega a los vasos, de manera
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pulsatil-fasica, un volumen determinado de sangre a gran presion en cada latido, son
los vasos los que deberdn transformar ese flujo en uno tdénico-continuo y de menor

presién para permitir la perfusién adecuada de los tejidos.

2.2.3.1. La arteria como amortiguador inteligente

El efecto de amortiguacion inteligente (smart damping), atribuido
fundamentalmente al musculo liso vascular, es considerado frecuentemente como el
principal elemento en el mantenimiento del flujo estable, pero deben destacarse los
roles de las arteriolas como sistema disipador de energia y del sistema venoso como
reservorio de capacitancia®:3,

El efecto de amortiguacién actua restituyendo el equilibrio a través de la
reduccion del impacto de la perturbacidn recibida, en este caso la pulsatilidad del
latido cardiaco. La pared arterial es pasivamente expandida durante la sistole cardiaca,
recibiendo una carga de aceleracidon que es transmitida en la pared del musculo liso
como una fuerte deformacidn-vibracion. El musculo liso, al ser un elemento de
caracteristicas viscosas, disipa la energia, a diferencia de los otros componentes de la
pared, como las fibras de elastina, el colageno y la matriz extracelular.

En presencia de pérdida de elasticidad de la pared, la funcién de amortiguacién
se altera y se incrementa el impacto de la pulsatilidad del flujo sanguineo. Estas
situaciones favorecen el dano de areas lesionadas o vulnerables del endotelio, a través

de los mecanismos descritos en un circulo de lesién autoperpetuable.
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2.2.3.2. Reclutamiento de colageno

Los principales componentes de la capa media de la pared arterial, primordial
responsable de la propiedad de distensibilidad y de la funcién de amortiguamiento,
son las FE, las fibras colageno y las fibras musculares lisas. Las primeras soportan las
variaciones de presién de baja carga (< 80 mm Hg). Por su parte, mientras las segundas
permanecen replegadas, son progresivamente reclutadas a medida que la carga se
incrementa, favoreciendo asi una mayor rigidez que puede afrontar cargas > 200 mm
Hg; esta funcion de reclutamiento evita la sobredistension del vaso. Si la rigidez de la
pared es permanente debido a enfermedad arterioesclerética, la presién del vaso
aumentara perpetuandose -ya no por la distension pasiva-, sino también por un
aumento compensador y sostenido de las fibras de coldgeno.

En el caso particular de las arterias renales, la modificacidn de la distensibilidad
o relaciéon tension-deformacion tiene lugar de manera no lineal y se ha descrito que la
distensibilidad puede llegar hasta un 100% dentro de un rango de presidn arterial
media (PAM) de 60-180 mm Hg. Es probable que esta propiedad se asocie con el largo
periodo subclinico que precede a la manifestacion de las complicaciones de la
enfermedad renovascular (ERV) y a la lenta e insidiosa aparicion de nefropatia

isquémica.

2.2.3.3. Componentes hemodinamicos de la PA

Considerado lo expuesto acerca de la funcién de amortiguacidn, se entiende

que el sistema vascular arterial y venoso se ocupa no solo de la conduccién sino
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también de la adecuacion del flujo para su transporte y perfusion tisular a través de
redes de sistemas fisicos°’/%4,

Bajo esta perspectiva puede considerarse que la PA sera la resultante del
equilibrio entre los fluidos y las fuerzas involucradas tanto en el acoplamiento
ventriculoarterial como a lo largo de todo el sistema vascular. Se distinguen dos
componentes hemodindmicos de la PA que contribuyen a determinar el flujo
sanguineo: uno estable y uno pulsatil.

El componente estable es el resultante de la relacidon entre el gasto cardiaco y
la resistencia vascular, y es expresado como PAM. Por su parte, el componente pulsatil
se calcula como la diferencia entre la presion arterial sistolica (PAS) y la presién arterial
diastélica (PAD), y se expresa como presion de pulso (PP). La PP guarda una relacién
directamente proporcional a la descarga sistélica cardiaca e inversamente

proporcional a la distensibilidad arterial, segin se expresa en la Ecuacién 3.

_ Descarga sistolica
" Distensibilidd arterial (3)

Si bien la PP periférica es la que se mide con mayor frecuencia en la practica
médica (probablemente por la facilidad del método), debe tenerse en cuenta que es la
PP central la que refleja la verdadera carga de presion y pulsatilidad a la que se hallan
sometidos los drganos vitales como el corazdn y el cerebro. La PP central se encuentra
determinada directamente por el volumen sistdlico, la onda de reflexion vascular y la

rigidez vascular®473,
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2.2.4. Distensibilidad y complacencia arterial

La distensibilidad es definida como la capacidad intrinseca de un material para
resistir la distensiéon (ausencia de deformacién) al aplicarsele una fuerza. Al
considerarse en el contexto de un vaso arterial, la distensibilidad indica la relacion
entre un cambio de volumen y otro de presién. La distensibilidad dependerd de la
rigidez que presente el vaso dado, debiéndose distinguir entre la rigidez funcional o
especifica (propia de los componentes de la pared, como la elastina, el coldgeno vy las
fibras musculares) y la rigidez eficaz o mensurable (como expresidn de la rigidez). El
principal determinante de la distensibilidad es la rigidez, distinguiéndose la rigidez
especifica y la relacion entre el espesor de la pared y el didametro de la luz.

Por otra parte, la complacencia arterial se define como la inversa de la rigidez
efectiva. De esta manera, si se comparan arterias de igual material constitutivo (rigidez
especifica o funcional), su grado de distensibilidad en respuesta a una presién
determinada dependerd del grosor de su pared, siendo mas distensible la arteria de
paredes mas finas y menos distensible aquella de paredes engrosadas (distensibilidad
efectiva). La capacidad de amortiguamiento del flujo pulsatil depende de la
distensibilidad efectiva arterial a través del efecto Windkessel, basado en las
propiedades elasticas de la pared. Durante el proceso ateroesclerdtico se altera la
homeostasis vascular, aumentan la resistencia y la rigidez, y disminuyen la
complacencia y la distensibilidad. La reduccion de la distensibilidad y de la

complacencia puede asociarse con aumentos en la PAS, la PP y la velocidad de
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reflexién de las ondas de pulso (VOP). Sus efectos hemodindmicos incluyen el aumento
del estrés parietal (rango de estrés, estrés pico).

La reduccion de la distensibilidad también desencadena el fendmeno de
desacoplamiento ventriculoarterial o discordancia entre la impedancia adrtica y la
eyeccion ventricular, aumento del consumo de oxigeno del ventriculo izquierdo,
aumento de la poscarga, hipertrofia del ventriculo izquierdo y compromiso de la

perfusién miocardica’?’3,

2.2.5. Comportamiento del flujo y la presion en presencia de estenosis

La ecuacion de Bernoulli es aplicable al estudio de los fluidos en movimiento vy
permite analizar las modificaciones de la presion y del flujo cuando existen cambios en
el didametro de un vaso entre una y otra seccidén o en presencia de estenosis. Siendo la
presion hidrodindmica la suma de la presién hidrostatica (P) y la presion cinética, se
propone que a medida que la seccion del vaso disminuye, la velocidad (V) aumenta,
siendo valida la proposicidn inversa. En la seccion posterior a la reduccién del radio, la
P es menor, dada la disipacién de energia transestendtica. En la Ecuaciéon 4 se

representan las anteriores afirmaciones:

P+1 = constant
26V © (4)
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Expresado en términos de flujo y presién, a mayor velocidad de flujo, menor
presién, siendo valida la proposicidn inversa. Asociado a esto, debe considerarse que la
relacion entre el componente hidrostatico y el componente cinético es una constante.

El siguiente factor a tener en cuenta, a fin de estimar adecuadamente el
comportamiento mecanico del sistema cardiovascular, es la disposicion en serie y en
paralelo de los vasos sanguineos, para lo cual se considerard lo enunciado en la

ecuacion de Poiseuille (Ecuacion 5).

dv
— — 2_
m'ﬁ-’_ =Vmedia "=

mwr? ( dP\_ Tir® AP
dt )

&) T 5)

Donde:

— V=Volumen del liquido que circula en la unidad de tiempo t.

— Vmedia=Velocidad media del fluido a lo largo del eje z del sistema de
coordenadas cilindrico.

— r=Radio interno del tubo.

— AP=Caida de presién entre los dos extremos.

— n=Viscosidad dinamica.

— L=Longitud caracteristica a lo largo del eje z.

Asi, se obtiene un valor resistivo, en tanto la expresién del flujo como
dependiente de la diferencia de presién hidrostatica por el radio elevado a la cuarta

potencia, sobre la longitud del tubo por la viscosidad del fluido. En general, las arterias
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tienen diametros tales que les confieren bajas resistencias, facilitando asi su funcién de
conduccién. Esto mismo es compartido por los pequefios capilares, dada su disposicion
en paralelo. Por su parte, las arteriolas tienen alta resistencia, entorpeciendo la
funcionalidad descripta arriba.

El radio vascular es uno de los protagonistas pivotales en este enunciado,
comprendiéndose el rol de la lesién ateroesclerdtica en la regulacion del flujo y de las
resistencias vasculares. Las caracteristicas de modificacién del tono vascular a través
de propiedades mecanicistas y neuroendocrinas son, ante todo, elementos de
equilibrio asociados al objetivo de evitar la caida de la perfusién normal de los tejidos
en estas situaciones.

Desde esta perspectiva, son multiples las consecuencias observadas en una
placa, incluyendo, por ejemplo, la modificacion de la tension de cizallamiento dada por
el bajo flujo que favorece una mayor viscosidad a través de un aumento de la
agrupacion de glébulos rojos®73. En la Figura 5 se esquematiza el mecanismo
inmanente al estrés de rozamiento (shear stress) en funcién a los desarrollos de

Ciancaglini’.
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Figura 5. Estrés de rozamiento.

El flujo sanguineo no sigue los principios de los liquidos homogéneos debido tanto a su
composicion de elementos formes como a sus diferentes caracteristicas de los fluidos.
En especial a esta singular situacion se agrega la variacidon del continente conforme a
las dreas de circulacion de los fluidos a lo largo de todo el territorio arterial. Las zonas
de bifurcacién favorecen la rémora sanguinea y la interaccién de los componentes, y
en situaciones proateroesclerdticas representa un importante riesgo para el desarrollo
y crecimiento de la placa. En la figura se muestra la pérdida de la linealidad del flujo
sanguineo asociada al bajo estrés de rozamiento presente en las areas de bifurcacién,
tales como las cardtidas y las renales. En estas ultimas, a nivel de los ostia , se da un
angulo de casi 90°, por lo que se espera un riesgo elevado de desarrollo de placas ante
condiciones predisponentes.

Fuente: Modificado de Ciancaglini C. Hidrodinamia de la circulacién vascular periférica
normal y patolégica. Rev Costarric Cardiol. 2004;6(2):43-61.

2.3. Aspectos inflamatorios y neuroendocrinos
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2.3.1. Principales mediadores de la activacion inflamatoria relacionada a la

ateroesclerosis

El NO participa en la regulaciéon del flujo sanguineo sobre la mayoria de las
areas vasculares, incluyendo la del sistema renovascular. Es dificil identificar una Unica
accién del NO que caracterice este rol, por lo que se preferird mencionar una
taxonomia de tres tipos de efectos sobre la homeostasis del sistema vascular:

1. Efectos moduladores.
2. Efectos protectores.

3. Efectos perjudiciales.

Entre los primeros se destaca el efecto sobre el tono del musculo liso vascular,
la adhesion celular y plaquetaria, el sistema inmunoinflamatorio y la funcién renal;
entre los segundos, el efecto inhibitorio de la adhesidén plaquetaria y sus acciones
antioxidante y anti-inflamatoria; finalmente, entre los efectos perjudiciales, los
relacionados con la produccién de especies reactivas de nitrégeno (RNS), la
peroxidacién lipidica y la deplecién de las reservas de agentes antioxidantes.

Otra aproximacion a la categorizacién de sus acciones se alcanza en relacién a
su rol sobre la regulacion humoral del equilibrio hemodindmico, en el que participa
como sistema vasodilatador, interactuando con los péptidos natriuréticos, las
bradiquininas (BK), las prostaglandinas (PG) y la adenosina, todo ello en equilibrio con
los mediadores de vasoconstriccion como la ouabaina enddgena, la ET, la Ang Il, las

catecolaminas y la vasopresina’>7’.
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En el proceso de ateroesclerosis, el sistema del NO es activado por diferentes
mediadores en etapas progresivas. El aumento del tono vasodilatador NO
dependiente intenta restablece los efectos causados por la pérdida de elasticidad
arterial. El aumento de la presion de rozamiento (estrés de rozamiento), como fuerza
tangencialmente aplicada a la pared vascular por la alteracién del flujo, en el caso de
ateroesclerosis es un factor activador de importancia para el NO. A partir de este
estimulo se favorece el influjo de Ca** a la célula afectada, mediado por la 6xido nitrico
sintasa (NOS).

La indemnidad del endotelio permitira, inicialmente, el desarrollo de una
respuesta vasodilatadora mediada por flujo (VDMF) y dependiente del NO, cuya
intensidad serd proporcional a la liberacién de NO por el endotelio. La anatomia del
arbol arterial es un factor importante en el mantenimiento de la vasodilatacién
mediada por NO. Existen areas en las que, por su configuracidon anatdmica, los valores
de presidn de rozamiento son habitualmente < 6 dinas/cm?, independientemente de
las lesiones desarrolladas, por lo que el tono vasodilatador dependiente de este
estimulo serd menor y se favorecerad la vulnerabilidad a la inflamacién ateroesclerética.
El extremo opuesto se presenta en areas de alta presién de rozamiento con valores >
70 dinas/cm?, en las que la vulnerabilidad tiene lugar hacia la lesién mecdnica de la
intima y el subsiguiente aumento de la trombogenicidad36:787°,

El aumento de la concentracidon de radicales libres del oxigeno, debido al
incremento en su formacién y/o la reduccidn de su eliminacion, genera la situacion
conocida como estrés oxidativo. Si se considera que la HTA asociada a hiperactivacién

del SRAA favorece el aumento del estrés oxidativo por un balance alterado de la
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nicotinamina adenina dinucleétido fosfato (NADPH) oxidasa (considerando la
proporcion entre las formas oxidada y reducida -NADP*/NADPH*- para dicha enzima) y
la formacion del radical hidroxilo (OH") y del anién superdxido (O27) (predominante), se
comprendera que la ERVA es una situacién de elevado estrés oxidativo vascular. La Ang
Il también aumenta el estrés oxidativo, directamente a partir de la disfuncién
endotelial y los efectos proinflamatorios®®-82,

El NO se inactiva en presencia de Oy vy facilita la generacién de peroxinitrito
(ONOO), por lo que se pierde su efecto vasodilatador y vasculoprotector. Ademas, la
reaccién promueve la sintesis de especies nitrosantes , incluyendo el ya mencionado
ONOO:;, que es altamente reactivo?3-8¢,

Otros mediadores descritos en el proceso inflamatorio asociado a Ia
aterogénesis son las lipooxigenasas (LO), especialmente los dcidos 12-S-
hidroxieicosatetraenoico (12-S-HETE) y 15-S-hidroxieicosatetraenoico (15-S-HETE), y
sus productos. Si bien las LO estan presentes en numerosos tejidos, en el endotelio y
en los elementos formes de la sangre, también se expresan en las células glomerulares
de la corteza renal, siendo su velocidad de reaccidon estimulada por la Ang Il; esta
situacidn vincula al SRAA con el sistema inflamatorio en el mismo contexto del sistema
vasculorenal, mas allad de su interaccidn sistémica.

Entre las acciones atribuidas a las LO, en relacién con el proceso de
ateroesclerosis, se hallan su participacion (especialmente la 5-LO) en la formacién de

leucotrienos a partir del metabolismo del dcido araquiddnico (AA), la induccion de la

expresion de citoquinas inflamatorias en los macréfagos, la inhibicion de la sintesis de

41



Introduccion general

prostaciclina, el incremento del tono vasoconstrictor mediando acciones de la Ang Il y
la oxidacién de la LDL87-#9,

La 5-LO esta presente tanto en células inflamatorias como en neutrdfilos,
eosindfilos, macréfagos, mastocitos y células dendriticas (CD) ubicadas en la intima
arterial, gatillando un proceso que se inicia con la conversion de AA en acido 5-
hidroperoxieicosatetraenoico (5-HPETE), que a su vez genera leucotrieno As (LTA4),
siendo este ultimo precursor del leucotrieno B4 (LTBa4). A razén de ello, es importante
indicar que el LTB4 origina tres fuertes vasoconstrictores proinflamatorios: leucotrieno
Cs (LTCa), leucotrieno Ds (LTD4) y leucotrieno Es (LTEs4). Ademds, estas sustancias
presentan efectos quimiotacticos y profibréticos. Otros leucotrienos se han hallado
directamente en las lesiones ateroescleréticas junto a los macrofagos®’-2°,

El rol de las PG en la ERV ha sido evaluado en el afio 2002 por un grupo de
investigadores incluyendo 25 pacientes con HTA-Es, 25 hipertensos con ERVA y 25
individuos sanos. Se midieron la excrecién urinaria de la 8-iso-prostaglandina F2-alfa
(8-iso-PG F2-a) y la 11-deshidrotromboxano B2 (11-dhTX B2), antes y 6 meses
posangioplastia transluminal periférica con implante de stent exitosa, e indices de
peroxidacion in vivo y de activacion plaquetaria®®. También se midié la actividad de
renina plasmatica (ARP). Se encontré que la excrecién de 8-iso-PG F2-ay de 11-dhTX-
B2 era significativamente mayor en los pacientes con ERVA y que los niveles de la 8-
iso-PG F2-a se correlacionaban positivamente con aquellos de la 11-dhTX B2 y con la
ARP. Ademas, se evidencid que todas las variables se reducian significativamente
después de la correccién de la estenosis. Los autores concluyeron que la peroxidaciéon

lipidica estaba marcadamente elevada en pacientes hipertensos con ERVA y que se
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relacionaba con la activacion del SRAA, mientras que la activacién plaquetaria
persistente, desencadenada o amplificada por isoprostanos bioactivos (como la
prostaglandina F -PGF), podria ser responsable de la progresion de la enfermedad
cardiovascular (ECV) y del dafio renal. Otros autores se han adherido a esta hipétesis,
atribuyendo al estrés oxidativo y a la activacién plaquetaria la progresion de la
enfermedad endotelial glomerular y tubular renal que deriva en la insuficiencia renal
terminal®3,

El sistema calicreina-quinina (KKS) se halla fuertemente involucrado en la
fisiopatologia de la ateroesclerosis por presentar una gran variedad de acciones
farmacoldgicas vinculadas a sus efectos proinflamatorios asociados a situaciones de
inflamacién y dolor. Los principales protagonistas del KKS son las proteasas calicreinas
que hidrolizan a los quininégenos (moléculas precursoras), generando quininas (o
péptidos relacionados con la BK), quininasas (enzimas que inactivan las quininas),
entre las cuales se destacan la quininasa Il o enzima convertidora de la angiotensina
(ECA), las aminopeptidasas y la quininasa | o carboxipeptidasa N (CPN). Sus acciones
mas conocidas son la modulacién del tono vasomotor que favorecen la vasodilataciéon
y el aumento de la permeabilidad vascular, la activacion de macréfagos y el aumento
de la sintesis y liberacién de NO, leucotrienos, citoquinas y PG. Sin embargo, también
presentan efectos antiagregantes y fibrinoliticos.

El sistema se regula a través de las serpinas y por interrelacidn con el SRAA, el
sistema de coagulaclén y de complemento. En los neutréfilos se ha identificado un
sistema completo de sintesis y liberacidn de quininas, lo cual reviste gran relevancia si

se considera que en los leucocitos se hallan presentes receptores de quininas, en un
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circuito cercano ¢écercano a qué? lograndose la rapida interaccidon de los integrantes
del KKS para ejercer sus efectos, particularmente en los sitios de inflamacién.

Se ha atribuido a las quininas una accién mediadora de muchos de los efectos
de los leucocitos, incluyendo la liberacidon de células de la cascada de inflamacién,
citoquinas, PG, leucotrienos y especies reactivas de oxigeno (ROS)°*%. Las células de
los tubulos colectores renales sintetizan calicreina renal, que actiua sobre el
quininégeno hepdatico para liberar lisil-BK o calidina.

Por su parte, a nivel renovascular se identificaron autacoides glomerulares que,
al ser estimulados por BK, regulan el tono de la arteriola eferente®. Los autacoides
presentan efectos directos sobre la regulacion de la microcirculacién renal,
natriuréticos y diuréticos mediados, en parte, por la liberacidon de prostaglandina E2
(PGE;), pero debiendo destacar que estos efectos no modifican la tasa de filtracién
glomerular. Las quininas estimulan la liberacion de NO de las células endoteliales v,
dado que el NO activa la enzima guanilato ciclasa, subsecuentemente se genera
guanosin monofosfato ciclico (cGMP) que inhibe el transporte de Na* cortical en las
células del tubulo colector.

Los receptores B1 y B, de las quininas son los mediadores de sus efectos, los
segundos ejerciendo mayor accion, en especial los que responden a la BK o la calidina.

Otro efecto atribuido al KKS, relacionado con el proceso ateroesclerético, se
halla en su interaccién con el sistema hemostdtico en tanto participa en las vias
intrinsecas de la coagulacién sanguinea y de la fibrinolisis. Las quininas inhiben Ia
agregacidon plaquetaria a través de la estimulacion de la formacién de NO y de

prostaglandina I (PGl;), y también son potentes estimuladores de la liberacién del
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activador del plasmindgeno tisular (tPA), resultando en un efecto favorecedor de la
fibrinolisis®®.

El beneficio del uso terapéutico de farmacos que inhiben la ECA en distintas
situaciones de ECV podria hallar alguno de sus fundamentos en la inhibicién de Ila
degradacidn de las quininas por esta enzima, aumentdndose asi su vida media.

Finalmente, si bien los anteriores no pueden describirse como mediadores de
inflamacidn, es interesante enunciar el rol atribuido por algunos autores a las células
progenitoras endoteliales (CPE) en el desarrollo de ateroesclerosis y en la
vulnerabilidad o proteccion ante la lesion endotelial o isquemia.

Durante el desarrollo del proceso de ateroesclerosis, la aparicidon de lesidn en
los vasos, asi como el requerimiento de perfusion de las capas intima y media
hipertrofiadas, originan estimulos para la movilizacién de las CPE cuya funcién, en este
caso, es la de reparacion del endotelio y de mediacién de la neovascularizacion y la
angiogénesis. Las CPE se movilizan desde la médula désea siendo sus principales
reguladores ciertos factores con efecto quimioatrayente, liberados por el tejido
isqguémico e inflamado; por ejemplo, eritropoyetina, angiopoyetinas, citoquinas de
movilizacion como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor
derivado de células del estroma y el factor regulador de células madre. Los mismos
activan proteinasas que actuan en las uniones entre las células del estroma y las
integrinas de las células progenitoras hematopoyéticas, permitiendo que estas
abandonen la médula dsea por migracién transendotelial. Los pasos para la

incorporacion de las CPE circulantes al tejido dafiado son similares a los descritos para
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otros mediadores que intervienen en el proceso de ateroesclerosis: quimioatraccion,
adhesién, transmigracion, proliferacién y maduracién.

En condiciones normales, las CPE circulantes representan entre el 0,01-0,0001%
de las células mononucleares de sangre periférica (PBMC). El nimero de CPEC se
encuentra reducido en sujetos con multiples factores de riesgo coronario, en pacientes
con diabetes mellitus (DM) y en aquellos con enfermedad arterial coronaria (EAC), y se
ha propuesto una relacién inversa entre su concentracién plasmatica y el riesgo
cardiovascular®’%,

Estas células no solo son capaces de reparar el endotelio dafiado sino que
también ejercen un sistema de monitoreo activo sobre los sitios de lesidon e
inflamacidén vascular. Se han identificado dos poblaciones de CPE circulantes segun su
origen: una compuesta por células movilizadas de la médula ésea y las otra, no
derivada de la médula dsea y que surgirian de células madre residentes en los tejidos
o derivadas de la pared de los vasos. Las CPE circulantes también regenerarian el dano
endotelial leve que resulta de la induccién de apoptosis de células endoteliales a causa
de factores de riesgo de la EAC. Trabajos recientes también indican que la reparacion
del endotelio dafado prevendria las complicaciones trombéticas y la lesidon
ateroesclerética® 8. En la Figura 6 se representa la funcién de las CPE en el proceso

aterogénico, considerando los desarrollos de Fuster y Sanz®°.
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Figura 6. Rol de las CPE en el proceso aterogénico

Las CPE han demostrado cumplir un rol esencial en la estabilizaciéon de la placa vy,
recientemente, se ha postulado que su accién es determinante del grado de
vulnerabilidad de una placa. Se han encontrado valores reducidos de estas células en
individuos con eventos cardiovasculares, por lo que se infiere que tendrian una funcién
activa en su prevencion. Su andlisis permitiria identificar a aquellos sujetos con mayor
riesgo de eventos.

Fuente: Modificado de Fuster V, Sanz J. Visualizacion de la guerra macrofagica arterial
con resonancia magnética nuclear, tomografia de emisién de positrones y tomografia
computarizada. Rev Esp Cardiol. 2009;62 Suppl 2:2-8.

Nota: LTr, Linfocitos o células T reguladoras.

2.3.2. Mecanismos neuroendocrinos
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Los mecanismos neurales y endocrinos de la regulacion hemodinamica se
interrelacionan ampliamente. El sistema nervioso auténomo (SNA) afecta directa o
indirectamente a los factores que determinan el volumen minuto y la resistencia
periférica. Las principales hormonas que participan en este mecanismo son la Ang I, el
péptido o factor natriurético atrial (ANF) y la hormona antidiurética (ADH), sumandose
sustancias vasoactivas y/o tréficas a modo de mediadores®’.

El SNS regula y posibilita respuestas homeostaticas ejecutando, en general,
acciones catabdlicas a través de receptores neurales y hormonales. Son ejemplos de
esta funcién sus efectos sobre las células cromafines o feocromocitos de la médula
adrenal, modulando la sintesis de adrenalina, y sobre diferentes pasos de regulacién
del SRAA, especialmente la secrecién de renina en las células de la macula densa renal.

La carga alostdtica creciente es un concepto que explica, en parte, las
profundas modificaciones del organismo en respuesta a los cambios en las costumbres
alimenticias, el medio ambiente y la actividad fisica que se suceden en la cultura de la
mayoria de los pueblos. Los estimulos alostaticos que influyen sobre el desarrollo de
arterioesclerosis son, por ejemplo, las dietas hipercaldrica, hipergrasa o
hiperhidrocabonada, el sedentarismo, la alteracidn del ritmo circadiano y del suefio de
movimientos oculares rapidos (REM), el estrés, y los desdrdenes del animo (depresién
mayor, trastornos fobicos y de panico).

Si bien la vulnerabilidad individual es un factor determinante en la respuesta,
en general el resultado de la carga alostatica cronica es el incremento de la actividad
del SNS y de la secrecidon de glucocorticoides como producto de la estimulacién del eje

hipotalamo-hipodfisis-adrenal (HHA)9-192_ Estos estados de hipertonia simpdtica se han
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asociado a complacencia (estd bien este término complacencia?) alterada de las
grandes arterias, asi como a lesién no denudante del endotelio que progresivamente
desarrolla injurias denudantes por aumento secundario de la PA, descarga sistdlica,
hiperinsulinemia e incremento de las resistencias y los estimulos profibréticos del
SRAA!%, Los adrenorreceptores aig adrticos y mesentéricos son activados en
condiciones de aumento de carga alostatica, favoreciendo asi la vasocontraccion (no es
vasoconstriccion?) como terreno proaterogénico'®®. Los cambios hemodindmicos
mencionados (como el aumento de la frecuencia cardiaca, del tono vasomotor y de la
PA, y la reducciéon de la complacencia-distensibilidad arterial) estarian asociados
directamente con la progresién de ateroesclerosis!®. La activacion neuroendocrina es
caracteristica de los estados de mayor carga alostdtica, como ser el sindrome
metabdlico (SM). En estas situaciones, la conjuncién de los efectos hemodinamicos y
metabdlicos afecta directamente la pulsatilidad del flujo sanguineo, reduciendo el
amortiguamiento y generando un aumento del estrés de rozamiento oscilatorio v,
consecuentemente, siendo factibles los fenémenos proinflamatorios.

Se ha demostrado en estudios en personas sometidas a estimulacién del SNS
un aumento de los niveles plasmaticos de la proteina C reactiva (PCR), el TNF-a, la
interleuquina-6 (IL-6), la renina, la aldosteronemia, la insulinemia, el indice de
evaluacion del modelo de la homeostasis (HOMA) v la trigliceridemia®®.

El rindn es inervado por fibras simpaticas posganglionares en los segmentos
medulares T1 a L3'%. La regulacién simpatica es relevante en la modulacién de las
resistencias vasculares de las arteriolas glomerulares aferentes y eferentes, en relacion

a la determinacién del flujo plasmatico renal y del filtrado glomerular (FG). En
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situaciones proaterogénicas y en presencia de estresores endoteliales se puede
producir disfuncién de los barorreceptores del seno carotideo y del arco adrtico, lo que
estimularia la activacién del SNS a través de informacion que estos receptores envian a
estructuras del tallo cerebral (como ser, los nucleos comisural, dorsolateral y medial
del tracto solitario)*°®.

Estimulos hipdxicos de diversos origenes también pueden aumentar la
actividad del SNS sobre el sistema renal. Segun algunos estudios, la estimulacién de
los adrenorreceptores o en el rifidn es un requisito para el desarrollo de HTA en
animales sometidos a diferentes metodologias hipertenségenas, como la infusidn de
Ang Il o la carga de Na*'0%110 Es decir que, ademas del conocido vinculo entre el SNS y
la sintesis de renina, existirian otros efectos de suma de sistemas que requieren de la
facilitacién de uno para la activaciéon del otro. La Ang Il puede constituirse en un
mecanismo retroalimentador del SNS a diferentes niveles incluyendo, por ejemplo, la
induccion de la sintesis hipotaldmica de noradrenalina, la produccién de catecolaminas

adrenales y el aumento de los niveles de noradrenalina en terminales presindpticas'®

113

El incremento en la actividad del SRAA en respuesta a la hipertonia simpatica,
junto con el efecto retroalimentador de la Ang Il, constituyen un circulo vicioso cuyas

consecuencias finales derivan en el desarrollo de dano vascular.
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2.4. Aspectos clinicos de la ERVA

Previamente al abordaje de estos aspectos resulta ineludible realizar ciertas
consideraciones sobre las situaciones clinico-fisioldgicas de la ERVA, dado que existe
confusion en la acepcion de los nombres que se usan en la literatura. Se considera
como ERVA a la presencia de engrosamiento miointimal de la pared vascular de
arterias renales concomitante a la acumulacidn de macrdéfagos, células T, matriz
inflamatoria y tejido conectivo; en otras palabras, se hace referencia a manifestaciones
de la enfermedad arterioesclerética en las arterias renales y/o polares de mediano y
gran calibre que perfunden el érgano.

La presencia de ERVA puede o no hallarse asociada a HTA. En la primera
situacion debe distinguirse, a su vez, entre la entidad nosoldgica conocida como
hipertensidn arterial renovascular (HTARV) y la HTA-Es asociada a ERVA. En la HTARV el
mecanismo ultimo de aumento de la PA es generado por la misma enfermedad de la
arteria renal cuya resolucién constituye su cura. A la activacidon del SRAA por reduccién
del flujo sanguineo efectivo renal se le ha atribuido un rol predominante en el efecto
presor de la ERVA con HTARV. Por su parte, la nefropatia isquémica puede
desarrollarse en ambas situaciones, siendo desencadenada por la insuficiencia de

perfusion del érgano™.

2.4.1. Prevalencia
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El advenimiento de las técnicas de diagndstico por imagenes no invasivas en
las ultimas dos décadas ha contribuido a la comunicaciéon de una mayor prevalencia de
la ERVA en comparacién con datos previos. Asi, en el periodo 1992-2004 se
incrementd en 4 veces el valor asignado a su prevalencia, aunque su relacién con la
verdadera HTARV no se halla adecuadamente establecida. Se ha descrito que el 5-10%
de la poblacién general puede presentar lesiones ateroesclerdticas en las arterias
renales, que reducen en mas del 60% la luz del vaso en el 6,8% de los individuos > 65
afios, mientras que su prevalencia es del 18% en aquellos de 64-75 afios, con
incrementos de hasta 15-42% a partir de una relacion directa con el aumento del
riesgo cardiovasculart>!14-116 Finalmente, en Estados Unidos de América (EE.UU.) se
estima que el 12-14% de los individuos que ingresan a didlisis crénica presentan

ERVALY,

2.4.2. Clasificacion clinica

La Asociacién Americana del Corazén (AHA) ha propuesto una clasificacién
clinica de la ERVA segln los pacientes sean asintomaticos o sintomaticos!!®, la cual se
acepta en este estudio. Se define como asintomatico al paciente en quien la presencia
de ERVA no se acompafia de HTA marcada (entendida como refractaria, maligna o de
dificil tratamiento ) ni de deterioro de la funcidn renal (caida del FG, aumento de
creatinina -Cr- y microalbuminuria, en forma aislada o en cualquier combinacién). Por

el contrario, se considera sintomatico a un individuo que presenta ERVA con HTA grave
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o deterioro de la funcién renal (o ambas condiciones). En la Tabla 1 se resumen las

afirmaciones anteriores.

Asintomaticos Sintomaticos

Funcidn renal conservada Deterioro de la funcion renal y/o
microalbuminuria

PA controlada HTA severa, de control dificil , refractaria

Tabla 1. Clasificacion clinica de ERVA segtin la AHA.

Fuente: Rundback JH, Sacks D, Kent KC, et al; AHA Councils on Cardiovascular
Radiology, High Blood Pressure Research, Kidney in Cardiovascular Disease, Cardio-
Thoracic and Vascular Surgery, and Clinical Cardiology, and the Society of
Interventional Radiology FDA Device Forum Committee. American Heart Association.
Guidelines for the reporting of renal artery revascularization in clinical trials. American
Heart Association. Circulation. 2002;106(12):1572-85.

Nota: PA, presion arterial

2.4.3. Diagnéstico

El diagndstico de la ERVA se basa en datos de la caracterizacién anatdmica,
funcional y clinica, considerados de gran utilidad para la decision del tratamiento
médico o intervencionista>!!®, A continuacion se resefian los datos que ofrecen los
estudios diagndsticos para cada caracterizacién mencionada:

e Caracterizacién anatémica: unilateralidad o bilateralidad de la lesién, grado de

estenosis, gradiente trans-estendtico, descripcion de la superficie e

identificacion del caracter fibrolipidico, lipidico, fibroso, calcificado vy

composicidn de la placa.
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e Caracterizacién funcional: perfil de activacion del SRAA, asociacion de la lesion
con hipoflujo renal, resistencia intravascular renovascular, viabilidad renal y
respuesta dindmica a cambios del estado de activacion del SRAA o de la
hemodinamia renal.

e Caracterizaciéon clinica: determinacién de la situacién sintomdtica o
asintomatica del paciente segun la clasificacion de la AHA,

Con el objetivo de estratificar el riesgo de presentar HTARV se han propuesto
diferentes escalas para la valoracién cuantitativa.
Los sighos y sintomas que sugieren la ERVA son*'®:

e Rapido comienzo de HTA.

e HTA marcada en varones > 60 afios con signos de ateroesclerosis en otros
territorios vasculares.

e HTA ysoplo abdominal.

e Retinopatia grado lll en el 25-40% de los casos.

e Elevacion de la creatinina sérica (CrS) tras el inicio del tratamiento con
inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina (IECA) o antagonistas
de los receptores de la angiotensina Il (ARA II).

e Episodios de insuficiencia cardiaca congestiva (ICC) y edema agudo de pulmdn
(EAP).

La arteriografia renal se considera como estandar de oro para el diagndstico de
la estenosis de la arteria renal®. Las exploraciones menos invasivas con propdsitos de
seleccion presentan el inconveniente de una inadecuada tasa de falsos negativos (baja

sensibilidad). En contraposicion, la arteriografia por sustraccién digital permite el
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diagndstico del compromiso ateroesclerdtico de las arterias polares, accesorias y
ramas principales, facilitando la interpretacién hemodinamica con la determinacién del
gradiente de presidn trans-estendtico. Esta técnica también identifica la presencia de
aneurismas asociados.

La principal desventaja de la arteriografia es que no aporta datos del impacto
funcional de la estenosis ya que, por ejemplo, un ateroma que causa restriccién severa
de la luz del vaso puede no inducir un aumento igualmente severo del gradiente de
presion transluminal. El uso de contrastes radioldgicos isosmolares o hiposmolares no
iénicos es cada vez mas frecuente dado que reduce el riesgo de nefrotoxicidad,
especialmente en pacientes diabéticos con creatinina plasmatica (CrPl) > 1,5 mg/dl.
También se ha propuesto el uso de farmacos agonistas de los receptores de la
dopamina-1 (DA-1), como el fenoldopam, que produce dilatacién de los vasos renales
y periféricos, provocando un descenso de la PA y un aumento del flujo sanguineo
renal.

La angiografia automatizada con diéxido de carbono (CO;) no se asocia a
nefrotoxicidad ni a reacciones alérgicas. Este método diagndstico puede emplearse en
pacientes que presentan contraindicaciones para el contraste yodado y en aquellos
con contraindicaciones relativas como el asma o el deterioro de la funcidn renal*29-126,

Por su parte, si bien el ultrasonido Doppler es operador dependiente, aporta
datos relevantes, no solo acerca de la severidad de la restriccidon de la luz de vasos sino
también sobre los indices resistivos, que evaluan el el estado del parénquima renal.
Asociado a esto, el indice de resistencia intrarrenal (IRl) se considera como una medida

de la integridad de la circulacién de vasos pequeios y de lesidn intraparenquimatosa.
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Los valores de IRl > 0,8 en el rindn contralateral a una estenosis indican enfermedad
parenquimatosa marcada y revela una baja probabilidad de normalizar la PA y de
recuperar la funcién renal luego de una revascularizacién. Por otro lado, un IRl
homolateral a la lesién > 0,8 indica una grave afectacién del parénquima renal y
pronostica una mala respuesta a la revascularizacidon. Se ha comunicado que tanto la
sensibilidad como la especificidad de esta prueba se asocian con valores > 96% cuando
se estudian los componentes arteriales intrarrenales y extrarrenales de forma
conjunta. No obstante, su mayor limitacién se basa en la localizacién de las arterias
renales, que depende del grado de obesidad abdominal, del contenido de gas
intestinal, de la experiencia y la paciencia del observador y del tiempo empleado para
la realizacion de la pruebat?’-132,

El estudio de radiorrenograma o gammagrafia renal, en sus variantes basal y
con captopril o IECA, aporta informacion mdas funcional que anatdmica, ya que
determina el compromiso renal, y permite asi inferir tanto la presencia de estenosis
arterial como determinar la funcionalidad renal en presencia de estenosis severa. Un
radiorrenograma con captopril positivo en un paciente hipertenso con funcién renal
conservada tiene un valor predictivo elevado de ERV, y se asocia a una sensibilidad
del 90% y una especificidad del 91%, ademas de una elevada tasa de reproducibilidad
intra-observador e inter-observador. La sensibilidad es mayor cuanto mas elevado es el
riesgo previo del paciente. Es importante tener en cuenta que se reducen
significativamente los falsos negativos si se incluye en el analisis el criterio de analisis
visual de la curva y el calculo de picos maximos, siendo la enfermedad bilateral arterial

y la insuficiencia renal las causas mas frecuentes de falsos negativos!33-136,
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La angiorresonancia magnética (ARM) es altamente especifica en la descripcién
anatdmica de la presencia de estenosis, aunque se conocen algunos escollos para su
uso generalizado. Entre estas dificultades, el uso de gadolinio como contraste se ha
asociado a nefrotoxicidad y fibrosis sistémica, especialmente en pacientes con FG < 30
ml/min; ademads, muestra una reproducibilidad reducida y se ha comunicado una
tendencia a la sobreestimacién de la severidad de la estenosis y la falta de precisién
para cuantificar el porcentaje de la reduccidn luminar, atribuida a la pulsatilidad del
latido cardiaco y al movimiento respiratorio. No obstante, la especificidad de la prueba
aumenta con el uso de la angiorresonancia magnética tridimensional con gadolinio
(ARM-G); para el diagndstico de estenosis que afectan mas de 50% de la luz del vaso,
la sensibilidad y la especificidad de la técnica son del 97% y del 93%, respectivamente.
En caso contrario (no utilizacién del contraste), dichos indicadores son del 94% vy del
85%, respectivamentel20:137,138,

Mas recientemente, se han evaluado los resultados de la exploraciéon con
angiotomografia computarizada helicoidal (ATCH), comunicandose una sensibilidad
del 67 al 92% vy una especificidad de hasta el 84%. Sin embargo, la ventaja de su
metodologia no invasiva, en comparacion con la arteriografia, se reduce por la
necesidad de administrar 100-150 ml de contraste yodado en individuos con frecuente
deterioro de la funcion renal, que lo contraindica en pacientes con insuficiencia
renall?°,

Es importante enfatizar que las técnicas topograficas no son solamente de
caracter anatdmico, ya que también ofrecen informacién funcional respecto de la

reserva de la funcién renal y de la funciéon tubular y endotelial.
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Una técnica emergente es la resonancia magnética (RM) dependiente del nivel
de oxigeno sanguineo (BOLD), caracterizada por evaluar los niveles renales de
desoxihemoglobina y permitir la inferencia indirecta del contenido renal de oxigeno’®.
Si bien la ATCH y la ARM-G son consideradas como los métodos diagndsticos
anatémicos de mayor rendimiento, las técnicas angiograficas contindan siendo
necesarias para la confirmacién del diagndstico y el posterior tratamiento terapéutico
de la ERVA?,

En este sentido, la informacidn que proveen los métodos anatémicos debe ser
evaluada en conjunto con la informacion funcional. Los métodos de caracterizacién
funcional mas directos se orientan mas a identificar la caida del flujo sanguineo renal
que la estenosis. Para que la caida del flujo sanguineo renal constituya un estimulo
suficientemente eficaz para la liberacién de renina, el gradiente transestendtico
deberd ser, al menos, de 10-20 mm Hg, lo cual en general se observa ante lesiones con
reducciones del 70-80 % del 4drea seccional total. Para su determinaciéon mas especifica
se requieren muestras de renina de ambas venas renales siendo su lateralizacion hacia
el rifdn estendtico altamente sugestiva de una estenosis hemodindmicamente
significativa.

Los métodos que contribuyen a esta interpretaciéon incluyen el ionograma
plasmatico y urinario, la renina bilateral de venas renales y la renina plasmatica basal y
post-administracién de captopril. Sin embargo, estos estudios no son frecuentemente
utilizados dada la dificultad que refieren la mayoria de los profesionales sobre su
interpretacion, dada la presencia de multiples factores confundidores y Ila

coexistencia, en muchos casos, de HTA-Es. El desarrollo de HTARV requeriria de un
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gradiente suficientemente severo entre la aorta y las arteriolas aferentes como para
estimular la secrecidn de renina (> 20 mm Hg)*3°. Por esto se acepta que una relacién
de 0,9 entre el gradiente aorta/arteria renal se corresponde con un gradiente sistdlico
semejante a 25 mm Hg, valor que en la mayoria de las situaciones se asocia con un
suficiente estimulo del SRAA y apoya la necesidad de intervenir terapéuticamente0,
Sin embargo, si bien en esta situacion la revascularizacién de la lesién colaboraria en la
restitucion del equilibrio del SRAA y sus efectos, aun no se ha demostrado su ventaja

ante el tratamiento medicamentoso en estudios clinicos.

2.5. Aspectos terapéuticos de la ERVA

2.5.1. Tratamiento precoz vs tratamiento tardio

El analisis de los estudios que se describiran a continuacién ha sugerido que la
revascularizacidon no mejoraria significativamente la evolucién de la ERVA, al menos en
comparacion con el tratamiento farmacolégico. Sin embargo, los criterios de inclusiéon
con los que se han reclutado los pacientes han sido siempre de severidad del
compromiso, asociado a grados elevados de estenosis y a reduccidon del flujo
sanguineo renal. Es por esto que puede afirmarse que aun no existen respuestas
certeras acerca del beneficio de tratar la enfermedad en sus manifestaciones mas

tempranas, en relacién a regresion de su evolucion y a complicaciones. Pueden
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hallarse algunas evidencias, aunque escasas, que sugieren que el riesgo de agravar la
ECV en un paciente con eventos previos (infarto agudo de miocardio , insuficiencia
cardiaca accidente cerebrovascular ) se asocia con ERVA desde un estadio tempranoy
no anatémicamente significativo41-143,

En contraste, la consideracion de los datos sobre la evolucidn de la patologia en
ausencia de intervencion terapéutica sera de gran importancia ante el analisis de la
estrategia a implementar, en especial cuando se cuente con informacion sobre la
caracterizacion anatémica, mas que la funcional. Al respecto, en casos de estenosis >
60% se hallé un 7% de pacientes con progresion hacia la oclusién total al afio. Por su
parte, el riesgo de evolucionar a atrofia renal alcanza el 21% cuando la lesidn es severa
(> 80%), el 11,5% ante una lesion moderada (60-79%) y el 5,5% si la lesidn es leve (40-
59%)144/145,

Respecto de la evolucién de los pacientes que reciben tratamiento con drogas
inhibidoras del SRAA, se comunicé que el 16% de los mismos progreso hacia oclusidon
de la arteria afectada luego de un afo de observacion.

La disparidad entre los datos sobre la evolucidn, junto con la dificultad para la
evaluaciéon de la repercusiéon funcional de la ateromatosis, constituyen el principal
escollo para la determinacion de un tratamiento mas eficaz. Como se verd mas
adelante, existe disenso y ausencia de alternativas sistematicas para el enfoque

terapéutico de la enfermedad, tanto en sus fases subclinicas como avanzadas 14414,

2.5.2. Opciones de tratamiento farmacolégico o de revascularizacion
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La toma de decisidn entre revascularizacién y tratamiento farmacolégico es
asimétrica, citdndose como ejemplo un estudio en el que se interrogd a numerosos
especialistas cardidlogos de EE.UU. A estos profesionales se les presentd un caso en el
que la luz de la arteria renal unilateral se hallaba reducida en un 70%, solicitandoles la
resolucién de una encuesta cerrada en la que optasen por la indicacién de un
tratamiento farmacolégico o de una dilatacién con angioplastia transluminal renal
(ATR) e implante de endoprétesis vascular. Las respuestas obtenidas fueron muy
dispersas, calculandose una variabilidad del 86%46.

Los criterios de tratamiento derivados de la caracterizacion funcional de la
ateroesclerosis son los mds aceptados en la actualidad. Un gradiente de PAM
transestendtico > 20 mm Hg y una tasa de gradiente adrtico/renal > 25 son datos
altamente sugestivos de la presencia de isquemia renal .

Los criterios derivados de las caracterizaciones clinica y anatémica se basan,
principalmente, en su valor predictivo del compromiso funcional, aunque también
tienen en cuenta los datos sobre la evolucién de la lesidn. Por otro lado, se acepta en
general que la resolucién de la estenosis a través de procedimientos invasivos estaria
indicada en los pacientes sintomdaticos, mientras que en los pacientes asintomaticos,
aun con grados severos de estenosis, no existiria consenso acerca del beneficio del

tratamiento invasivo vs el tratamiento médico farmacolégico#’-1°0,

2.5.3. Tratamiento farmacoldgico
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La indicacidn de drogas inhibidoras del SRAA es la alternativa mas generalizada
para el manejo de la HTARV ante la coherencia de su mecanismo de accién con el
principal sustrato fisiopatoldgico. Sin embargo, muchos pacientes con ERVA
hemodinamicamente significativa toleran con dificultad el bloqueo del SRAA. Por
ejemplo, los IECA pueden reducir la presion glomerular capilar hidrostatica v,
consecuentemente, disminuir el FG e incrementar la CrPl. Esta situacidon es mas
frecuente en individuos con deterioro previo de la funcién renal, uso concomitante de
diuréticos e IC. Se considera que una caida del 30% del FG basal o un ascenso de CrP| >
0,5 mg/dl, es indicacién de revascularizacién de la arteria.

Por su parte, la indicacién de revascularizacion arterial en el caso de lesiones
bilaterales con compromiso funcional isquémico de ambos parénquimas renales no se
asociaria a beneficios demostrados, sino a un potencial incremento del riesgo de
nefropatia isquémica, atribuido a la reduccidn del estimulo compensador sobre el flujo
renal de la renina#’-1%0,

En los ultimos afios se han propuesto nuevas estrategias farmacoldgicas,
incluyendo estatinas, antioxidantes, CPE y donantes de NO como el bloqueador
adrenérgico nevivolol*113,

Las drogas estimulantes de las CPE favorecen la reparacion del endotelio,
asociandose con efectos favorables (cita?). La modulacion farmacolégica de las CPE
circulantes puede efectuarse a través del uso de los inhibidores de Ia

hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa o las estatinas, que activan la

neovascularizacion inducida por hipoxia mediada por CPE circulantes y aumentan su
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numero en la médula dsea y su movilizacién tanto in vitro como in vivo, mejorando asi

la funcion endotelial independientemente de la reduccion del c-LDL. (cita?)

2.5.3.1. Tratamiento con ATR

La angioplastia transluminal renal percutanea con colocacion de stent (ATRPE)
ha demostrado una curva d6ptima de mejora a lo largo del tiempo, reduciéndose a
niveles bajos la morbimortalidad asociada al procedimiento®>*1%>,

El compromiso severo del ostium es una de las variables que redujo la eficacia
de la dilatacién con baldn, adjudicdndole un 50% de resolucidn satisfactoria y un 5-40%
de reestenosis, aunque sucediendo de manera distinta ante el implante del stent . La
introduccidon de stents expandibles con baléon ha mejorado los resultados y las
complicaciones inmediatas de la angioplastia aislada. Leertouwer et a/**® compararon
estudios que incluyeron tratamiento con angioplastia transluminal renal percutanea
(ATRP) (10 articulos, 664 pacientes) y ATRPE (14 articulos, 678 pacientes); tras
comprobar que las muestras analizadas presentaron caracteristicas basales
comparables (insuficiencia renal leve o moderada y edad entre 60-75 aios), los
autores pudieron comprobar una mejor tasa inicial de éxito y un menor indice de
reestenosis para la ATRPE. En comparacidn con los pacientes sin revascularizacion de la
arteria, la colocacion del stent se asocid significativamente con una mejora en la
funcién renal. Este metaanalisis menciona, ademas, que el 65-70% de los pacientes
mejord o mantuvo estable la funcidn renal tras el tratamiento con ATRP/ATRPE.

Las tasas mas recientemente publicadas acerca del éxito de las técnicas con

implante de stent son del 94-100% con un didmetro de estenosis residual < 10% y una
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tasa de reestenosis de 11-23% al afio. La CrPI es el mayor predictor de complicaciones
tempranas y, especialmente, tardias®’.
Por su parte, suele recomendarse el tratamiento con aspirina previamente al

procedimiento, asi como el uso de contrastes isosmolares o hiposmolares.

2.5.3.2. Ensayos clinicos

Los ensayos han sido disefados en este contexto para comparar, en primer
lugar, la eficacia y seguridad de la intervencién farmacoldgica a partir de la dilataciéon
hemodindmica con balén de la lesidn. Si bien los primeros estudios, como el Dutch
Renal Artery Stenosis Intervention Cooperative Study Group (DRASTIC)'*>, fueron
disefados cuando aun no se habia generalizado el uso de stents , la mayoria de ellos
evalla esta alternativa de intervencion.

Pueden enumerarse tres limitaciones principales de estos ensayos:

1. La falta de seguimiento en el largo plazo, por lo que los resultados evolutivos
asociados son poco claros.

2. La limitacién en la seleccién de la muestra a pacientes mas sintomaticos, dada
la alternativa invasiva de la terapéutica a evaluar.

3. La falta de aleatorizacidon en los primeros estudios, solo pudiéndose considerar
6-8 de ellos por presentar un disefio metodoldgico mdas adecuado para la
extrapolacion a la conducta clinica.

El estudio DRASTIC'>> compard la evolucidn de la funcion renal y de la PA en
pacientes con 50% de reduccion de la luz del vaso, en sujetos asignados

aleatoriamente a 2 alternativas terapéuticas: tratamiento médico con un IECA o
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dilatacion con baldén de la lesion. Se observd que no existian diferencias significativas
entre ambos grupos intervenidos. Sin embargo, en este estudio no se implantd ningln
stent porque su disefio original fue previo a la generalizacién del uso. Esta es una de
las principales criticas a la metodologia aplicada, ya que actualmente se reconoce que
el implante de stent es mas efectivo para evitar la reestenosis y que se asocia con
mayores beneficios sobre los objetivos mencionados.

Para esquematizar lo anteriormente mencionado, en la Tabla 2 se presentan
los resultados de diversos estudios clinicos sobre la evolucién de la PA posterior a la
revascularizacién en sujetos tratados con angioplastia y stent , en funcién a los aportes

del metaanalisis de Bloch y Basile®8,

Autor Ao Muestra Seguimiento Cura Mejoria Estables Empeoran
(n) (meses) (%)* (%)t (%) (%)

Reesetal 1991 28 6,0 10,7 53,5 35,7 -

Hennequin 1994 21 32,3 14,2 85,0 0,0 0,0

etal

Raynaud 1994 17 6,0 5,9 47,1 47,1 0,0

etal

Van de 1995 22 9,0 0,0 72,7 22,7 4,5

Ven et al

lannone et 1996 63 10,2 3,0 35,2 53,7 7,4

al

Dorroset 1998 106 24,0 1,0 52,0 47,0 -

al

Tabla 2. Comparacion de resultados de estudios clinicos sobre la evolucion de la PA
posrevascularizacion en pacientes tratados con angioplastia y stent.

Fuente: Bloch MJ, Basile J. The diagnosis and management of renovascular disease: a
primary care perspective. Part Il. Issues in management. J Clin Hypertens (Greenwich).
2003;5(4):261-8.

Nota: * Normalizacion de la PA sin drogas. T Reduccién del nimero de drogas o de su dosis. En ambos

casos, los resultados varian entre el 50-90%, asociandose a un promedio del 70% en la mayor parte de
las series de datos.
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En un estudio aleatorizado, Plouin et a/*>° compararon los efectos del
tratamiento con angioplastia vs. tratamiento médico en pacientes con ERV. Al cabo de
6 meses de seguimiento la PA fue estadisticamente equivalente, aunque el nimero de
drogas y sus dosis fueron menores en el grupo posangioplastia.

Una de las series con mayor seguimiento (2 aios) fue la publicada por Dorros et
al*’, en la que se incluyeron 145 pacientes con ERVA intervenidos con ATR y con stent.
La intervencion fue considerada simple y segura, describiéndose un efecto beneficioso
sobre la PA en el 50% de los pacientes. Por su parte, la presencia de deterioro de la
funcién renal se asocidé con peor sobrevida y prondstico.

En un estudio realizado por Ramos et a/*?® se evaluaron la PA y la funcion renal
al afio postratamiento con stent. Se incluyeron 105 pacientes hipertensos con
estenosis ateroesclerdtica significativa de las arterias renales, definida por una
reduccion de la luz > 70% y un gradiente transestendtico de la PAM > 30 mm Hg. El
control de la PA mejoré en el 60% de los pacientes, aunque solo el 17% logré la
normotension (NT) sin medicamentos. Por su parte, en el resto de los casos se redujo
la cantidad de antihipertensivos requeridos o de sus dosis. En aquellos pacientes con
Cr inicial > 1,7 mg/dl la funcién renal mejoré significativamente (medida a través del
FG con la ecuacidon de Cockroftt y Gault), aunque la PA no disminuyd. Asimismo, se
hallé6 una correlacién significativa entre la Cr inicial y la PA en el seguimiento,
sugiriendo que una concentracidn elevada de la primera puede predecir una menor

respuesta de la segunda. Segln estos resultados, el tratamiento precoz de la ERVA
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mejora la HTA pero solo optimizando la insuficiencia renal cuando es concomitante
con la HTA.

En la Tabla 3 se presentan los resultados hallados en el estudio de Ramos et
al*?®, donde se evalian las mediciones evolutivas de los distintos indicadores y la

existencia o no de diferencias estadisticamente significativas entre las instancias

temporales.
Subgrupo de Basal Post-stent (371 Test-t de
pacientes/Indicadores dias; 100-700) Wilcoxon* (p)
Con funcién renal normal (n=55)
PAS (mm Hg) 16127 137+ 14 < 0,001
PAD (mm Hg) 92+12 80t9 < 0,001
CrPl (mg/dl) 0,99 £0,19 1,21+ 0,55 ns*
FG (Cockroft-Gault) 72 + 22 66 + 30 ns*
(ml/min)

Con funcion renal deteriorada (n=50)

PAS (mm Hg) 159 £ 25 153+ 22 ns
PAD (mm Hg) 89+11 87 +11 ns
CrPl (mg/dl) 2,41+0,74 1,58+ 0,75 <0,001*
FG (Cockroft-Gault) 34 +11 58 + 26 <0,001*
(ml/min)

Tabla 3. Evolucidon de la PA y de la funcidn renal en pacientes tratados con dilatacion
con balén e implante de stent.
Fuente: Ramos F, Kotliar C, Alvarez D, et al. Renal function and outcome of PTRA and

stenting for atherosclerotic renal artery stenosis. Kidney Int. 2003;63(1):276-82.
Nota: * Datos corregidos por regresion a la media (RTM) con féormula Shepard-Finison.

El estudio Angioplasty and Stenting for Renal Artery Lesions (ASTRAL)C incluyd
806 pacientes y un seguimiento de 5 afios. Del total de los casos, 403 (50%) fueron

tratados con angioplastia, con o sin stent , y tratamiento farmacoldgico
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(antihipertensivos, antiagregantes y estatinas), mientras que el resto de los pacientes
recibio tratamiento médico. Se comunicd una leve, pero no significativa, reduccién del
FG en el grupo de pacientes con ATRPE, mientras que se observd un mayor
requerimiento de antihipertensivos en el grupo que recibié solamente tratamiento
médico. Las limitaciones del estudio esencialmente se relacionaron con el disefio en si,
ya que? la decision de tratamiento era admitida segun criterio del médico
interviniente y no aleatorizada; ademads, la metodologia del estudio hemodinamico no
fue uniforme, sino que se permitia la técnica usual de cada centro participante, no
existiendo un laboratorio de hemodinamia centralizado que evaluara Ila similitud de
los criterios de diagndstico de las lesiones.

El estudio Cardiovascular Outcomes in Renal Atherosclerosis Lesions (CORAL)?
incluyé pacientes con ERVA con lesiones que redujesen la luz > 60% y con el gradiente
trans-lesiéon > 20 mm Hg. Los sujetos se distribuyeron entre ATRPE mas terapia médica
Optima y tratamiento médico solamente. Los IECA no se excluyeron por considerarse el
tratamiento de eleccién en la poblacién ateroesclerdtica. El objetivo principal fue
evaluar la combinacion de mortalidad cardiovascular y renal, accidente cerebro-
vascular, |AM, hospitalizacién por ICC, aumento de 2 veces en la cifra de CrS y
necesidad de tratamiento renal sustitutivo. Los resultados del estudio también
demostraron ausencia de diferencias significativas entre los tratamientos.

El Study of Trandolapril/Verapamil-SR and Insulin Resistance (STAR)'®? evalud
solo pacientes con lesiones ostiales, con el objetivo de detectar reducciones > 20% de
la Cr. Las mismas se observaron en el 16% de los pacientes que conformaron el grupo

tratado con ATRPE y en el 22% de aquellos con tratamiento farmacoldgico.
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Mas recientemente, los estudios Sirolimus-eluting versus bare-metal low-profile
stent for renal artery treatment (GREAT)®3 y Embolic Protection and Platelet Inhibition
during Renal Artery Stenting (RESIST)'6416> evaluaron la eficacia del stent liberador de
drogas ( sirolimus) de similar fundamento a los utilizados para el tratamiento de
lesiones coronarias y con el objetivo de reducir el riesgo de reestenosis y de
complicaciones embdlicas. Como resultados principales, no se observaron beneficios
que justificasen su indicacién generalizada.

En conclusién, podria resumirse que los mayores estudios aleatorizados que
compararon la ATRP con el tratamiento farmacolégico durante un seguimiento > 6
meses se asociaron con un reducido nivel de evidencia y un bajo poder para predecir
eventos clinicos, incluyendo la mortalidad y los incidentes cardiovasculares y renales.
Por su parte, al considerar los ensayos clinicos que evaluaron la ATRPE desde el afio
2007 hasta la actualidad pueden citarse aproximadamente 21 de ellos que no han
logrado mostrar un patron uniforme de resultados respecto de la mortalidad,
incluyendo alguna comunicacion que atribuyé una mayor prevalencia del indicador a
la intervencign>159.166,

En funcidn a estas interpretaciones, en la Tabla 4 se presentan los principales

estudios, su disefio y conclusiones, que fundamentan las discordancias comentadas.

Autor/Estudio N Diseio Resultados

Webster  (Scottish 55 Angioplastia con Sin beneficios diferentes entre
and Newcastle balén (sin stent) vs los grupos. Tasa de
Renal Artery tratamiento médico  complicaciones del 20% en el
Stenosis grupo de angioplastia
Collaborative
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Autor/Estudio N Disefio Resultados

Group)

Plouin (Essai 49 Angioplastia con Sin beneficios diferentes entre

Multicentrique balén (stent soloen  los 2 grupos

Medicaments Vs 2 pacientes) vs

Angioplastie tratamiento médico

[EMMA] Study

Group)

Van Jaarsveld 106 Angioplastia con e QOclusion de la arteria renal

(Dutch Renal Artery balén (se usaba en el 16% de los pacientes

Stenosis stents solo si el con tratamiento médico y en

Intervention procedimiento ninguno de los tratados con

Cooperative inicial no era angioplastia.

[DRASTIC] Study) exitoso) vs e A los 3 meses se indicé

tratamiento médico angioplastia al 44% de los

pacientes del grupo de
tratamiento médico por mal
control de la PA (crossover).

ASTRAL 806 Angioplastia con y La funcién renal fue mejor en

sin stent mas
tratamiento
farmacolodgico
(estatinas,
antiplaquetarios,
antihipertensivos) vs
tratamiento
farmacoldgico.

el primer grupo, aunque sin
significancia estadistica. No
hubo diferencias en las cifras
de PA ni en las complicaciones
cardiovasculares

Tabla 4. Estudios paradigmaticos, su disefio y resultados/conclusiones.

Fuente: Reproducido con permiso de Alcazar JM, Rodicio JL, Kotliar C. Enfermedad

renovascular aterosclerdtica. En: Esper R, editor. Tratado de mecanica vascular e

hipertension arterial. Buenos Aires: Intermédica; 2010. p. 535-47.

2.5.3.3. Tratamiento quirurgico

Actualmente, la principal indicaciéon del tratamiento quirdrgico deriva de la

afectacién marcada del eje aortoiliaco, estenosis grave ostial y trombosis completa de
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la arteria renal. En el 71-92% de los pacientes intervenidos, la funcion renal mejora o
se estabiliza, si se acepta como criterio una reduccién del 20% de la CrS67-170,

En un andlisis retrospectivo de 61 pacientes con nefropatia isquémica, van
Rooden et al*’* determinaron la evolucién en el largo plazo de la funcién renal
(pendiente del FG antes y después de la cirugia). Siendo la pendiente de disminucién
de la funcidn renal estimada (antes de la cirugia) de -2,51 + 0,2 ml/min/1,72 m?, la
misma pasé a -1 + 0,43 ml/min/1,72 m?; es decir, se hallé una ligera mejoria en la
funcionalidad analizada.

e Algunos investigadores'’?>173 publicaron la recuperacidon poscirugia de la
funcion renal en pacientes con rifilones no funcionales. No obstante, resulta
importante aclarar los criterios utilizados: Tamafo del rifién isquémico > 8 cm.

e Existencia de circulacion colateral, evidenciada con técnicas angiogréficas.

e Existencia de un segmento permeable de la arteria renal para poder realizar la
anastomosis.

e Minima esclerosis glomerular en la biopsia renal.
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3.1. Proyecto I. Mecanismo hormonal

Actualmente, el SRAA es considerado como un mecanismo que permite recuperar la
carga de Na* filtrado, al mismo tiempo que preserva la homeostasis corporal
hemodindmica a través de la regulacién del flujo circulatorio, del tono vascular y del
balance de electrolitos.

Los efectos y las funciones del SRAA son materia de un intenso y continuo
estudio en la comunidad de investigadores cientificos de todo el mundo,
atribuyéndoles roles en la mayoria de las situaciones de salud y enfermedad, inclusive
en el desarrollo de neoplasias y en la capacidad de respuesta ante procesos

infecciosos.

3.1.1. El modelo de Goldblatt como paradigma de activacion del SRAA y de la

ERV

A la sazén del siglo XIX, el cientifico de origen finlandés Robert A. Tigerstedt,
junto a Per Gustav Bergman descubren en el Instituto Karolinska de Stockholm una
sustancia que denominaron renina, que producia una una elevacion de la PA luego de
la inyeccidn de extractos de rifndn en conejos.

Aproximadamente tres décadas después, Harry Goldblatt desarrollé el modelo
experimental para el estudio de la HTA, basado en la manipulacidon de la perfusiéon

renal a través de la colocacion de un clip en las arterias de rifiones de perros

73



Introduccion especifica

anestesiados. Aunque su objetivo era hallar una sustancia presora proveniente de los
rifones que permitiese comprender la causa de la HTA, este investigador desarrollo el
primer modelo de enfermedad oclusiva de las arterias renales.

No obstante, la nocién de la actividad enzimatica de la renina fue alcanzada
posteriormente a los reportes de Tigerstedt, Bergman y Goldblatt. Simultaneamente,
hacia el afio 1958, investigadores de Argentina y EE.UU., liderados por Braun-
Menéndez y Page, respectivamente, comunicaron que la verdadera sustancia presora
del modelo de Goldblatt se originaria tras la acciéon de la renina , y a través de una
sustancia que ambos grupos coincidieron en denominar angiotensina (Ang). En los
afios subsiguientes se logré identificar la mayor parte de los otros péptidos y enzimas
del sistema, siendo necesario enfatizar que la vision clasica del funcionamiento del
modelo fue modificandose en el tiempo, conforme aumentaba su conocimiento.
174,175-

La descripcion fisiopatoldgica del modelo de Goldblatt incluye un incremento
inicial de la secrecidn de renina desde el rifién una vez aplicado el clip, que se asocia
con un incremento de la Ang Il circulante que, secundariamente, inhibiria la secrecion
de la renina desde el rifidon sano; por lo tanto, ello resulta en un valor de renina
inadecuadamente normalizado durante la evolucion de la enfermedad.

Sin embargo, otros investigadores, a partir de ensayos clinicos, han sefialado —
en gran parte de los pacientes con nefropatia isquémica- que los valores de renina en
la circulacion sistémica reflejan un estado hiperreninémico, atribuyéndose a la
hipoperfusién un mayor (mayor que qué?) efecto sobre el equilibrio de la activacién

neurohumorall’é.
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Por otra parte, no queda claro el origen del dafio renal contralateral, ya que no
podria justificarse solamente por la nefroesclerosis, como cldsicamente se explica. Por
tal razén, este tema ha sido objeto de estudio y de reevaluacion en trabajos recientes,
considerandose que pese al mantenimiento de los niveles sistémicos de Ang Il dentro
del rango de normalidad, sus efectos se manifiestan sobre el rifién contralateral’”:178,

Algunos autores han atribuido este hecho a una disociacidon entre los niveles
sistémicos y los intrarrenales de Ang Il. A razén de ello, se sugiere que la deplecidn de
los niveles de renina en el rifién sano se asociaria con un incremento de Ang lly de la
actividad de la ECA local. Estos niveles elevados de Ang Il serian, finalmente, los
verdaderos responsables de la alteracion en las funciones hemodinamicas y de
absorcion de ese rifdn. Ademas, esto podria asociarse con la activacion de la
reabsorcidn tubular proximal a través de la estimulacién de las bombas Na*/hidrégeno
(H*) y Na*/acido carbdnico (HCOs3’). Una prueba de ello es que la administracién de
IECA se asocia con una disminucidn de la reabsorcion proximal en el rifidn contralateral
a la estenosis?’”17°,

Otras hipodtesis recientes han sefialado que los individuos con ERVA estarian

expuestos a un incremento significativo del estrés oxidativo, probablemente

relacionado con la activacidon del SRAA%0-93,

3.1.2. Renina

75



Introduccion especifica

3.1.2.1. Sintesis

La renina es una enzima proteica que pertenece a la subfamilia de las aspartil
proteasas. Se activa por el clivaje consecutivo de dos formas hasta hace poco
consideradas inactivas : la preprorrenina (de 401 residuos de aminodcidos) y la
prorrenina. Enzimas como la proconvertasa-1 (PC-1) y la catepsina B (CTSB) actuan
sobre el extremo amino-terminal (N-terminal) habitualmente plegado sobre si mismo
de la prorreninay, a través del adenosin monofosfato ciclico (cCAMP), causan la escision
exocitica de 43 aminodcidos, produciendo asi la reninat®181,

Estudios recientes han develado que la prorrenina se encuentra en
concentraciones muy superiores a las de la renina, pudiendo formar angiotensina |
(Ang 1) al interactuar directamente —y sin la mediacion de la renina- con el
angiotensinégeno (AGT) 182184 no obstante, debe enfatizarse que su significacion
fisioldgica se halla en investigacion.

La renina es sintetizada, en primer lugar, en las células musculares lisas
modificadas del aparato yuxtaglomerular, formado por la arteriola aferente, seguida
en menor cantidad por las glandulas suprarrenales, los ovarios, los testiculos, el
cerebro y las glandulas submandibulares'®18  Es importante destacar que hasta el
momento se considera que la renina es sintetizada en tejidos y no en sangre
circulante. Sin embargo, existe la posibilidad de que la Ang se genere
independientemente de la renina, como previamente se ha mencionado, ya que, por
ejemplo, en individuos anéfricos se ha hallado Ang en sangre circulante, producto
probable de una via metabdlica dependiente de la prorrenina activada de manera no

proteolitica y por unidn directa en el reticulo endoplasmico rugoso (RER). Es decir, se
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plantea la posibilidad de una formacién extrarrenal de la renina como responsable de

la activacion continua del SRAA.

3.1.2.2. Regulacién

La liberacion de la renina desde la célula hacia la circulacién es un mecanismo
dependiente de las isoformas V y VI del cAMP y del cGMP, variantes ligadas a: el
aumento del Ca** intracelular, la activaciéon de la fosfolipasa A2 (PLA2), la liberacidn de
PG, la activacion del receptor beta-adrenérgico (ADR-B), la activacion del glucagon, vy
de la dopamina (DA)87-1%0,

La regulacion de la liberacién de la renina es compleja, pivotal en la activacién
de todo el SRAA, y estad relacionada con las siguientes funciones:

e Mantener un estado éptimo del tono vascular para la preservacién del volumen
circulatorio.

e Facilitar la perfusion tisular adecuada.

e Regular la homeostasis del balance de Na*/agua.

Los estimulos principales para la activacion del sistema son el volumen de
fluidos (y a su el equilibrio Na*/agua) y el estado del tono vascular (vasoconstriccion).
La liberacidon de la renina almacenada en las células yuxtaglomerulares se incrementa
ante la reduccidn de la carga de Na* a nivel de la mdcula densa y por su parte, la caida
de la presién de perfusién aumentara la sintesis de renina, principalmente a través de
la mediacidon de las PG. Cuando se comienzan a agotar las reservas de renina se

estimulard su sintesis para adecuar su provisién y mantener la homeostasis®*.
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Los siguientes pueden considerarse como los principales receptores con
capacidad de respuesta a los estimulos regulatorios, con la consiguiente liberacion de
renina a la circulacion92-1%4:;

1. La macula densa: responde a modificaciones de la carga de cloro tubular (en
relacién al anién cloruro, CI).

2. El aparato yuxtaglomerular: responde principalmente a la carga de Na*.

3. Los barorreceptores y mecanorreceptores renales y toracicos: responden a
estimulos 3 adrenérgicos y al estiramiento de la célula, inhibiendo la sintesis de
renina.

Si el volumen circulatorio se expande, se reabsorberia menos ClI" en el tubulo
contorneado proximal, aumentdndose asi la carga de este anién a nivel de la macula
densa, situacion que inhibird la liberacion de la renina a la circulacién, efecto
potenciado, simultdneamente, por el aumento del estiramiento de las células
vasculares de la arteriola aferente. Por el contrario, en situaciones de deshidratacion,
pérdida de volemia e hipotensidon arterial se reduce la carga de ClI" expuesta a la
madcula densa, con el consiguiente incremento de la renina y de la reabsorcién de Na*y

agua.

3.1.2.3. Acciones

Se reconocen acciones profibrdticas y antiapoptéticas para la renina, mas alla
de su efecto catalizador de la produccidon de Ang a partir del AGT. Estas acciones se

desarrollarian directamente, considerando que la renina puede unirse
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independientemente a receptores especificos, actuando asi como factor endocrino y

no enzimaticol®.

3.1.3. Ang

3.1.3.1. Sintesis

El proceso de produccién de Ang se inicia con la sintesis de preprorrenina, que
una vez clivada se transforma en prorrenina, esta ultima, como precursora de la
renina. La renina origina la Ang | al actuar sobre el AGT .

La Ang |, con una vida media muy reducida (< 1 min), al ser clivada produce la
Ang Il (Ang 1-8), la que, a su vez, origina la Ang lll (Ang 2-8) y la Ang 1-9. Asimismo,
tienen lugar otras formas de Ang, como son la Ang 2-10, la Ang 3-10y la Ang 4-10 .

Segun el estado actual del conocimiento, se considera que la Ang | es el
producto activo mas relevante del sistema y, aunque la ECA es la enzima mas
conocida, existen otras de tipo tisular que también metabolizan la conversion de Ang |
en Ang Il, como las endopeptidasas y las exopeptidasas. Entre éstas se ha comunicado
que la catepsina G (CTSG), la quimasa, la tonina y la tripsina participan activamente en
la formacion de la Ang Il a nivel cardiaco y que podrian jugar un rol especifico durante
la inhibicién farmacoldgica de la ECA. Es probable que el rol de la ECA sea mds notorio
debido a su capacidad para inactivar la BK y generar BK 1-7, estado en que pierde su
accién natriurética y vasodilatadora. Por lo anterior, la inhibicion de esta enzima
representa una alternativa farmacolégica antihipertensiva actual y atractiva, al hacer
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posible la reduccién de la actividad de la Ang Il y, simultaneamente, incrementar la
vida media de la BK. La vida media de este péptido es también muy reducida y su
catabolismo genera otras moléculas que frecuentemente no poseen actividad
bioldgica relevante, como ser la Ang 1-7 (de 7 residuos de aminodcidos), la Ang lll y la
Ang IV (Ang 3-8, de 6 residuos de aminoacidos)’®.

La Ang 1-7 es formada especialmente en el rifidn y se le atribuyen efectos
vasodilatadores, natriuréticos y antiproliferativos°®1%7,

La Ang Il presenta aproximadamente un tercio de la potencia vasoconstrictora
de la Ang Il, aunque con un efecto similar en la activacion de la aldosterona (Ald). No
obstante, su relevancia biolégica real es menor debido a su muy corta vida media, ya
que es rapidamente degradada por accién de la aminopeptidasa neutra. Por su parte,
la Ang Il también podria participar en la regulacion neuroendocrina de la PA. La
complejidad del sistema se evidencia al considerar que la degradacién de la Ang Il
genera, a su vez, Ang IV, variante que aumenta la accién vasodilatadora a través de la
activacion de la dxido nitrico sintasa endotelial (eNOS).

La Ang IV, como una forma no tan conocida de las Ang -al menos en
comparacion con la Ang lI- posee interés investigativo por su especial afinidad por el
receptor tipo 4 de la angiotensina (AT4R), detectado en el endotelio vascular, el
musculo liso cardiaco, el rifidn, las glandulas adrenales y el pulmén. Sus principales
efectos se asocian con la vasodilatacion mediada por aumento de la liberaciéon del NO
(especialmente a nivel pulmonar), la participacién en mecanismos nerviosos de
regulacién y mantenimiento de funciones cognitivas a nivel del sistema nervioso

central (SNC) y las acciones potenciales en la regulacidon del equilibrio hidrosalino
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debido a la alta concentracidon de AT4R en el tubo colector renal. Todos los péptidos
gue componen el SRAA actlan sobre receptores diferentes, y es intensa la actividad
investigativa sobre la integracidn de todas las respuestas que generan, para lograr asi

una interpretacién mas completa de su fisiologia y de sus acciones.

3.1.3.2. Regulacion

El principal mecanismo regulador de la Ang se halla a nivel de su formacién,
estando representado por la ECA. La misma es un polipéptido de elevado peso
molecular, 150.000 Da., y bioquimicamente es una dipeptidil carboxipeptidasa o
quininasa Il estructurada en dos regiones, cada una de ellas con la propiedad de
escision de la Ang |, funcién que se presenta independientemente en ambas regiones.
Se sintetiza en el endotelio vascular a nivel sistémico y presenta, ademads, expresion
tisular en el tejido cerebral y renal, asi como en adipocitos, monocitos y estructuras
similares. La accidon de la enzima es altamente inespecifica, siendo sus sustratos mas
conocidos la Ang |, la BK, la calidina y las encefalinas'®1%,

A pesar de la heterogeneidad de las funciones de la ECA, el resultante es un
aumento del tono de la vasoconstriccion a través de la generacion de Ang Il y de la
inactivacion de BK y calidina. La presencia abundante de enzimas convertidoras de la
angiotensina y no convertidoras en el tejido cardiaco permite que la sintesis de Ang Il
no dependa solo de la ECA. Las quinasas generan Ang Il a partir de Ang | pero se
diferencian de la ECA en que no degradan la BK y su regulacidon esta influenciada tanto
por hormonas como los estrogenos, los corticoides, el ANF, la hormona tiroidea como

por el estiramiento de las células del miocardio?°0-293,
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3.1.3.3. Receptores de Ang

Actualmente, se consideran cuatro receptores de la Ang con mayor
especificidad?%4:

1. Receptor tipo 1 de la angiotensina (AT1R): bioquimicamente es una GP de 7
segmentos transmembrana acoplada positivamente con proteinquinasa A
(PKA) 'y negativamente con adenilciclasa, modificandose su unidn
conformacional con guanosin trifosfato (GTP) en la subunidad asociada a la
proteina G, tras la activacidn por la Ang. Los efectos son principalmente
mediados por la tirosina y otros aminodcidos, inositol fosfatos vy
fosfolipasas?9>2%, Por otro lado, su ubicacién es muy generalizada.

2. Receptor tipo 2 de la angiotensina (AT2R): bioquimicamente es bastante similar
al AT1R, diferenciandose en especial por su expresion predominante en el feto
y reducida en el adulto, y siendo detectable en la médula adrenal, el tejido
nervioso central, el Utero, los ovarios y en neointimas de endotelios
lesionados?%72%°, Por otro lado, todavia no se conoce claramente cudles son los
mediadores de su activacién. Finalmente, en su mayoria, los efectos son
opuestos a los del AT1R.

3. Receptor tipo 3 de la angiotensina (AT3R): su principal activador seria la Ang 1-
7, atribuyéndosele efectos antiproliferativos, vasodilatadores y natriuréticos,
segln se comentara previamente. Hasta el momento no se han descrito con
exactitud sus caracteristicas bioquimicas, aunque se propone que se trata de

un receptor MAS sin afinidad por la Ang 112%7.
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4. AT4R: es activado por la Ang Il, la Ang Ill y la Ang IV, siendo sus efectos
similares a los del AT1R, ademas de la accién estimuladora de la liberacion del

tPA.

3.1.3.4. Acciones

Las acciones atribuidas actualmente a las Ang han sido anticipadas en los temas
precedentes. La estimulacién del AT1R es el mecanismo efector de las principales
acciones del sistema relacionadas con la ateroesclerosis, aunque también son
relevantes las acciones asociadas a la activaciéon del AT2R, identificadas en algunas
situaciones clinicas en el adulto. Las acciones de la Ang Il a nivel renal han sido
descritas como de naturaleza regulatoria. Resulta de gran interés la posibilidad de
sintesis local de todos los componentes del SRAA a nivel del sistema renovascular,
donde se hallan las concentraciones mas elevadas de Ang, especificamente a nivel del
tubulo proximal. A continuacién se listan las consecuencias de la activacién de los
receptores mencionados:

1. Mediadas por la estimulacién del AT1R:

e Vasoconstriccidn.

e Reduccidn del flujo plasmatico renal.

e Sintesis y secrecién de Ald.

e Aumento de la reabsorcidn tubular de Na*.

e Secrecién de vasopresina.

e Control central de la osmolalidad.
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e Aumento de la contractilidad cardiaca.

e Hipertrofia vascular.

e Hipertrofia miocardica.

e Inhibicién de la renina.

e Aumento y regulacién de la actividad del sistema nervioso periférico (SNP).

e Proliferacion del musculo liso vascular.

Proliferacién de la matriz mesangial.
2. Mediadas por la estimulacién del AT2R:

Vasodilatacidon.

e Activacion de la apoptosis.
e Inhibicién de la proliferacion celular.
e Regeneracion neuronal.

e Regulacidn del tejido extracelular.

3.1.4. Aldosterona

3.1.4.1. Sintesis

La Ald es un esteroide de 4 anillos con un grupo aldehido en el carbono 18 y un
OH en el carbono 11. Es sintetizada aproximadamente en un 90% en la zona
glomerulosa y el resto, en la zona fasciculada, en la zona reticular y en la médula
adrenal®%, Se caracteriza por presentar una estructura ciclica conocida como forma

lactona, confiriéndole afinidad para los receptores de mineralocorticoides.
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La sintesis de la molécula es compleja y presenta varios pasos limitantes. Se
reconocen dos vias asociadas, una temprana y otra tardia. La primera se inicia con la
conversidon de colesterol en pregnenolona, que genera rdpidamente progesterona,
gue luego se hidroxila a 11-desoxicorticosterona por accién de la enzima CYP21A2. La
enzima aldosterona sintasa (CYP11B2) cataliza la reaccidn siguiente, dando origen a la

via tardia, con la formacién de corticosteronay, posteriormente, Ald.

3.1.4.2. Regulacion

La Ang Il, el potasio (K*) y la adrenocorticotrofina (ACTH) son los principales
reguladores de la Ald. Su sintesis es inducida por la Ang I, existiendo un circuito de
produccién de Ang Il directamente en la misma glandula adrenal, cuya corteza produce
renina y Ang capaces de activar receptores en la zona glomerulosa. Sin embargo, la
accién de estos componentes del SRAA no es independiente de la produccién y
regulacion renal, por lo que sus efectos todavia no estan claramente dilucidados?!1-2%3,

Por su parte, el K* estimula la secrecién de Ald por parte de las células de Ia
zona glomerulosa, proceso significativamente sensible a  variaciones en su
concentracién; por ejemplo, reducciones de 0,1 mEqg/L de K" pueden incrementar
hasta en un 25% la sintesis, liberacion y concentracién plasmatica de Ald. El
mecanismo de retroalimentacién se genera a modo de respuesta rdpida entre el K*y la
Ald.

La sintesis de Ald puede ser regulada por intervencién sobre la via temprana o
sobre la via tardia. En el primer caso, los estimulos agudos y de corta duracién ( a partir

de la Angll, el K* o la ACTH v.g.) producen un cambio en la esteroidogénesis, mientras
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que la intervencidon sobre la via tardia esta regulada por factores del entorno y del
estilo de vida, entre otros el aumento de la ingesta de K* y la restriccién de Na*, que
estimulan a la Ald sintasa. Este aumento de la sintesis se acompafia sinérgicamente de

un incremento de la sensibilidad de los receptores tubulares a la Ang Il

3.1.5. SRAA y ateroesclerosis

En estudios experimentales se ha descrito la presencia de ARNm de proteinas
especificas de componentes del SRAA en cultivos de macréfagos provenientes de
lesiones ateromatosas, hecho sustancial ante el reconocimiento de ciertas relaciones

entre el SRAA y la ateroesclerosis.

3.1.5.1. Estrés mecanico y AT1R

El estiramiento de la pared arterial es un potente estimulo para la activacién
del SRAA a través de sus receptores ATIR. Esta activacion se produce
independientemente de la PA y de la Ang. De esta manera, situaciones de aumento del
estrés parietal se asocian con la activacién del sistema?!?'>, En la Figura 7 se

esquematiza la concepcién moderna del SRAA y de sus interacciones, segin Juncos el

al 176.
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Figura 7. Concepcion actual del SRAA y sus interacciones.
El conocimiento de los componentes y formas de accidn del sistema se encuentra en continua evolucién.
Fuente: Modificado de Juncos L et al. Sistema renina-angiotensina en hipertensién arterial. En: Esper R, editor. Tratado de mecdnica vascular e

hipertensidn arterial. Buenos Aires: Intermédica; 2010. p. 225-47.
Nota: APA, Adenomas productores de aldosterona; APN, Aminopeptidasa N; APX, AP lesionada; ECA-2, Enzima convertidora de la angiotensina tipo 2; CTSA, Catepsina A;
NEP, Endopeptidasa neutral; PEP, Propil endopeptidasa.
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3.1.5.2. Rol del SRAA en el rindn

El SRAA cumple un rol esencial en el control de la hemodinamia renal. Las
variables que participan en este proceso son muchas y la plasticidad del sistema es
también importante, adecuandose a las situaciones mediante la modificacién de sus
funciones, segun el requerimiento homeostatico circunstancial. Los efectos sobre la
filtracion renal son resultantes de la integracién de multiples mecanismos, pudiendo
aumentar, disminuir o no presentar cambios. Respecto del efecto de la Ang Il sobre las
arteriolas aferentes y eferentes, los conceptos actuales sostienen que, a diferencia de
lo cldsicamente considerado, la Ang Il contrae ambos tipos de arteriolas?, sin afectar la
filtracion de proteinas, el NO actuando como balance contrarregulador natural de este
efecto. Sin embargo, la administracién crénica y en bolo de elevadas concentraciones
de Ang Il general nefropatia (qué tipo?) y proteinuria.

La sumatoria de los efectos de la Ang sobre los vasos renales resulta en
vasoconstriccion, aunque el efecto sobre el filtrado terminara siendo modulado por el
sistema del NO a través de los efectos vasodilatadores de las PG (cuya sintesis es
estimulada por la propia Ang IlI) y del eje regulatorio de retroalimentaciéon
tubuloglomerular o tdbulomacular sensibilizado por la Ang 1216224 Es decir, en
condiciones normales el SRAA asegura el filtrado a pesar de las disminuciones de la

carga de liquido ofrecido al tubulo y de la excrecion urinaria de Na*. Sin embargo, en

2 La tendencia conceptual previa se asociaba con el reconocimiento de la sola contraccidn de la arteriola
aferente.
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condiciones tanto experimentales como patoldgicas de hiperactividad sostenida del
SRAA, el mecanismo de autorregulacién se ve alterado.

Entre los efectos enumerados de la Ang Il, la reduccién de la excrecidn urinaria
de Na* (mediada por la Ald en el tubulo proximal y distal) puede considerarse como
uno de los mas trascendentes ante la necesidad de mantener un adecuado balance
hidrosalino. Ademas, se atribuye un rol directo a la Ang Il sintetizada en el rifidn,
mientras que la alteracidon de la Angll circulante afecta la regulacidon del balance
agua/reabsorcion de Na* y la formacion de bicarbonato de sodio (NaHCOs), en el
primer caso por intercambio por H* en el tubulo proximal y en el segundo caso por???
la reabsorcién en el tubo distal a través de la accion sobre canales dependientes de

amilorida22>226,

3.1.5.3. Ang 1-7 y ateroesclerosis

Se ha comunicado la existencia de desequilibrios en la activacién del SRAA
asociados a la reduccidn de la generacion de Ang 1-7 y a un aumento secundario de la
Ang Il intrarrenal. La activacion del AT1R por estiramiento mecanico de la pared
vascular, tal como acontece en la ateroesclerosis, puede desencadenar una alteracién
del balance Ang II/ECA y Ang 1-7/ECA en modelos de HTA dependiente de Ang Il. Por
su parte, en un modelo de estenosis renal unilateral en ratas se describié que el
incremento de la PA e hiperreninemia se acompainod de incrementos en los niveles de
Ang Il medidos en la médula renal, junto a reduccién de los niveles de Ang 1-7.

Ademas, es interesante mencionar que los niveles de ARNm correspondientes a la ECA
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y la ECA-2 fueron diferentes ante la evolucién de la patologia, sefialando una

regulacién diferencial mas alla de la presidon de perfusién renal.

3.1.6. Estudio clinico de la ARP, la Ald y la relacién Ald/ARP

La utilidad clinica de la determinacion del estado de activacién del SRAA ha sido
limitada a investigaciones o centros de especializacién, posiblemente debido a la
existencia de multiples variables que podrian actuar como factores confundidores. La
sistematica para su determinaciéon debe ser consensuada en cada laboratorio, siendo
necesaria una metodologia adecuada no solo para los procedimientos del proceso de
anadlisis de la muestra sino también, y especialmente, para protocolizar la preparacion
de los pacientes y poder asi efectuar analisis poblacionales comparativos de los
diferentes estados de activaciéon del SRAA vy establecer los rangos normales y
patoldgicos??’228, En la Tabla 5 se sistematizan distintas recomendaciones clinicas para
la determinacién de las anteriores variables (ARP y Ald), discriminando segun clase de

evaluacion.

Tabla 5. Recomendaciones para la determinaciéon de ARP y Ald en la practica clinica.

Tipo de determinacion Indicadores a evaluar

Determinaciones en sangre 1.ARP.
periférica 2. Ald.
3. Proporcion Ald/ARP (ARR).
4.Na*.
5.K".
6.Cr.
7.pH.
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Tipo de determinacién Indicadores a evaluar
Determinaciones urinarias 1. Ald.
2.Na* de 24 hs.
3.K* de 24 hs.
4.pH.
Condiciones e Suspension de farmacos con efecto sobre el SRAA 2,5

vidas medias antes (recomendacion para el analisis
individual de los componentes del SRAA pero no
necesaria para la interpretacién de la ARR).

Dieta normosddica 5-7 dias previos.

Primera hora de la mafiana.

Posicion en decubito.

Al menos 30 min de reposo previo.

Condiciones que invalidan e
total o parcialmente la e
interpretacion del examen o

Hipovolemia.

Deshidratacion.

Hipotensidn arterial.

Alteraciones del metabolismo del K*.
Restriccidn de la ingesta de Na*.
Insuficiencia renal.

Rango de valores de la ARP e
(ng/mi/h) .

Renina baja: ARP < 0,65 ng/ml/h.
Renina normal: ARP=0,65-6,5 ng/ml/h.
Renina alta: ARP > 6,5 ng/ml/h.

Fuente: Alcdzar JM, Rodicio JL, Kotliar C. Enfermedad renovascular aterosclerdtica. En:

Esper R, editor. Tratado de mecanica vascular e hipertension arterial. Buenos Aires:

Intermédica; 2010. p. 535-47.

La eficacia de estas determinaciones se incrementa de manera significativa si la

muestra se obtiene directamente de venas renales y si se considera su lateralizacién

mas alla de su valor absoluto.

La ARR, mas alld de su determinacién por separado, permite una mayor

aproximacion al estado de activacién del SRAA. Esta relacion se ha utilizado

histéricamente para el diagndstico de sospecha de hiperaldosteronismo primario, a

partir de sus primeras descripciones en los estudios de Conn de los afios noventa 222,
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Estudios recientes han demostrado la utilidad de estimar la ARR también en
sujetos no hipertensos y en hipertensos esenciales. En los primeros, de acuerdo con
Blumenfeld y Laragh?3° en relacién al estudio de Framingham, se hallé un mayor riesgo
de HTA ante valores incrementados de la Ald. Por su parte, en los hipertensos
esenciales, varios estudios han mostrado valores de la ARR, en algunos buscdndose
evaluar la eficacia de drogas que inhiben la Ald con el objetivo de reducir eventos en la
evolucién de los sujetos con hiperaldosteronismo bioquimico y en otros, para analizar

la eficacia de la asociacidn de bloqueos sinérgicos de la renina y la Ald.

3.1.6.1. ARR

La ARR suele ser un parametro mas representativo que sus componentes por
separado (Ald y ARP), observdndose a su vez menos alteracién por los factores que
pueden modificar la concentracion individual de Ald o de renina 231232, En el estudio
Renin-Aldosterone (RENALDO) se ha propuesto el uso de la ARR para predecir la
respuesta antihipertensiva a la espironolactona?®3. Lo mdés interesante de esta
propuesta es que no se limita a pacientes con HTA refractaria, sino también a aquellos
con HTA-Es no tratados previamente.

Por otra parte, la reproducibilidad intraindividual de la ARR es muy elevada
cuando se efectla en condiciones adecuadas y suele no estar influenciada por los
tratamientos, a diferencia de los valores individuales de sus componentes. En relacién
a esto, una cantidad relativa e inadecuadamente elevada de Ald podria sefialar un
predominio de sus efectos hipertenségenos y proliferativos, lo cual requeriria de una

intervenciéon mas especifica.
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3.2. Proyecto Il. Mecanismo inmunoinflamatorio

El proceso fisiopatoldgico subyacente al desarrollo de la ateroesclerosis incluye
la entrada de lipoproteinas aterogénicas a la pared vascular, seguida de su retencién
subendotelial y oxidacién, siendo este proceso influido por factores genéticos y
hemodinamicos-mecanicistas que modulan la susceptibilidad individual para padecer
la enfermedad. Por su parte, también son participes de este proceso las respuestas
inmunes innatas y adaptativas ante los Ag alergénicos

, con la consecuente activacion de
la cascada inflamatoria en su continuamente explorado rol de causa o efecto,
desencadenando nuevos cambios en la pared arterial, proceso complejo y
multifactorial.

Los componentes de la placa son los linfocitos B, las inmunoglobulinas (Ig), las
citoquinas inflamatorias y el sistema del complemento. Varios componentes del
sistema inmune han sido estudiados para determinar su participacién en el desarrollo
de la ateroesclerosis?3*237, En la Figura 8 se esquematizan los principales componentes
del mecanismo de inmunidad innata y sus relaciones funcionales, considerando los

desarrollos de Libby et al?%.
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Figura 8. Elementos principales del mecanismo de inmunidad innata.

Las células monociticas fagociticas representan el paradigma de este mecanismo en los
mamiferos. Los monocitos dan origen a los macrofagos que, dentro de la intima
arterial, generan las células espumosas, signo de la estria grasa. Podrian reconocerse
diversos tipos de monocitos segun su actividad proinflamatoria, identificados en la
actualidad como una poblaciéon heterogénea. El subtipo inflamatorio expresa niveles
mas elevados de Ly6C en su superficie, asi como concentraciones mayores de los
receptores tipo Toll (TLR) e incrementos en la produccidn de citoquinas, de TNF e IL-1.
El subtipo menos inflamatorio expresa niveles elevados del TGF-B, del receptor
carrofiero tipo B (SR-B) CD36 y de aquellos tipo A (SR-A), y de los mediadores
angiogénicos como el VEGF. Las CD expresan moléculas del antigeno leucocitario
humano (HLA) y exponen los Ag a otros tipos celulares, en especial las células T,
relacionando la inmunidad innata y la adaptativa. Por su parte, los mastocitos elaboran
mediadores a los que se les ha atribuido un rol en la ateroesclerosis en ratones.
Cuando las plaguetas son activadas exteriorizan las proteinas CD40 o CD154 y liberan
mediadores, tales como el regulador de la activacién de las células T normalmente
secretadas y expresadas (RANTES), las proteinas mieloides, el factor de crecimiento
plaquetario (PDGF) y el TGF-p.
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Inflamacién Reparacion de  Presentacion Inflamacién Hemostasia
tejidos de Ag
metabdlicos
Fuente: Modiricaao ae Libpy P, Kiaker PM, Hansson GK; Leducq Transatlantic Network

on Atherothrombosis. Inflammation in atherosclerosis: from pathophysiology to
practice. J Am Coll Cardiol. 2009;54(23):2129-38.

Nota: LT, Leucotrienos; MRP, Proteina de resistencia multiple a drogas.

Por su parte, respecto de los componentes del sistema inmune adquirido, en la
Figura 9 se esquematizan sus principales componentes y relaciones funcionales,

también a partir de los desarrollos de Libby et al?38.

96



Introduccion especifica

Figura 9. Elementos principales del mecanismo de inmunidad adquirida en la
ateroesclerosis.

Se considera que al menos cinco clases de linfocitos poseen un rol pivotal en el
proceso de aterogénesis. Las células B elaboran anticuerpos (Ac), siendo el subtipo B1
el responsable de elaborar, primordialmente, Ac inmunoglobulina M (IgM) que
reconoce los constituyentes de la molécula de OxLDL. En esta figura las flechas
ascendentes sefialan que el rol de un determinado tipo celular es de agravamiento de
las lesiones, mientras que las flechas descendentes indican la reduccién de las mismas.
Es importante aclarar que se simplificaron los efectos con fines esquematicos dado que
es importante tener en consideracién que, por ejemplo, no todos los linfocitos T
auxiliadores tipo 2 (LTh2) ni todos los Ac elaborados por las células B reduciran la
aterogénesis.

Ag
CD8/CTL LThl LTh2 LTr Linfocitos B
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-Muerte celular. - Inflamacién. Citoquinas (IL-4) -Citoquinas (TGF- Ac anti OxLDL
- Inflamacién. - Citoquinas (IFN- B, IL-10).

i v, TNF). - Citotoxicidad. 1
: ACCION BIOLOGICA

Fuente: Modificado de Libby P, Ridker PM, Hansson GK; Leducq Transatlantic Network
on Atherothrombosis. Inflammation in atherosclerosis: from pathophysiology to

practice. J Am Coll Cardiol. 2009;54(23):2129-38.
Nota: LTh1, Linfocitos T helper o auxiliadores tipo 1; IL-4, Interleuquina-4; IL-10, Interleuquina-10.

La mayor parte del conocimiento acerca del proceso inmune en la
ateroesclerosis surgid a partir del estudio de pacientes con lesiones carotideas o
coronarias en fases avanzadas y manifestaciones clinicas de complicaciones?3*241, No
es tan vasto el conocimiento acerca de los marcadores de respuesta inmune durante
las fases tempranas y clinicamente silentes de la ateroesclerosis. Tampoco se hallan

datos en la literatura acerca de la activacién inmune en la ERVA, cuyo curso es
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mayormente silente hasta etapas tardias, cuando se asocia a una caida severa del flujo
sanguineo renal.

La existencia de una respuesta inmune en fases tempranas de esta
enfermedad podria servir de base a futuras intervenciones tempranas para reducir la

inflamacién y beneficiar asi la evolucidn del paciente.

3.2.1. Inmunopatologia de la ateroesclerosis

La evolucion del conocimiento sobre la activacion inmunolégica en la
arterioesclerosis ha devengado en su consideracion actual como enfermedad
inmunoinflamatoria, aunque en la comunidad cientifica existen divergencias en lo que
respecta a los mecanismos desencadenantes de esta activacion, asi como de si su rol
es el de iniciacion o de propagacién, o ambos.

En un intento de simplificacién pueden reconocerse al menos tres teorias que
convergen en sefialar que la ateroesclerosis presenta un componente autoinmune en
sus estadios avanzados: la primera sugiere que la respuesta inmunoinflamatoria es
secundaria al ingreso de lipoproteinas al espacio subendotelial; la segunda atribuye el
gatillado de la respuesta a agentes infecciosos; finalmente, la tercera sostiene que el
sistema inmune tiene un rol esencial en el inicio y en la cronicidad del proceso de
arterioesclerosis, de manera similar a la de una enfermedad autoinmune?*?. La
respuesta autoinmune se desencadenaria por la activacion del tejido linfoide asociado
a los vasos (VALT) a partir de auto-Ag derivados de la lesion endotelial, los cuales

podrian activar las CD que iniciarian el proceso.
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3.2.1.1. Autoinmunidad

En la ateroesclerosis se han descrito auto-Ag primarios, -como la OxLDL y las
proteinas de estrés o choque térmico (HSP)-, y secundarios, -como la beta 2-
glicoproteina (B2-GP)- y los componentes estructurales de algunos microorganismos.
De estos auto-Ag, los més estudiados han sido la OxLDL y las HSP?%3, Estas ultimas
estdn presentes en todos los organismos vivos y su funcién biolégica responde a la
necesidad de autoproteccién celular. Las HSP se localizan en diferentes
compartimentos celulares, como la mitocondria, el nucleo, el reticulo endoplasmatico
y el citoplasma. Estas proteinas han sido conservadas a través del proceso evolutivo y
participan en el recambio, la reparacién y la degradacion de proteinas que han sido
danadas o inactivadas; de ahi que se sinteticen en altas concentraciones cerca de
regiones donde se produce estrés celular, como en el endotelio vascular y en los
procesos inflamatorios. Las HSP protegen a las células endoteliales del estrés
hemodinamico, el cual afecta la homeostasis vascular. Sin embargo, la presencia en la
superficie celular de HSP60/65 constituye una sefial para que el sistema inmunitario las
reconozca, se active y la célula sea destruida?*?4>. Por otra parte, se ha comprobado
gue la presencia de Ac anti-HSP60 en personas jévenes posee un valor predictivo sobre
la presencia de un desarrollo aterogénico temprano y la presentacion de eventos
cardiovasculares adversos?4°.

Durante la oxidacidon de las LDL se producen cambios estructurales en las
proteinas que las conforman, tales como aldehidos reactivos que poseen un elevado

poder inmunogénico, observandose una interrelacién entre las OxLDL y las HSP. Esto
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se justifica en tanto las primeras pueden, por si mismas, desencadenar un aumento de
la expresion de HSP en las células endoteliales. Por otra parte, las OxLDL pueden
interactuar con proteinas plasmaticas como la beta 2-glicoproteina 1 (B2-GP 1) y
favorecer la formacién de complejos. La unidn de auto-Ac a estos complejos
antigénicos provoca, a nivel vascular, la activacién del endotelio y una respuesta
inmunoldgica de tipo inflamatoria.

Las OxLDL y las HSP forman parte de patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMP) que son reconocidos por células de la respuesta inmunoldgica
innata y que pueden activar las primeras lineas de defensa inmunoldgica?3®. Estos
PAMP pueden ser reconocidos por receptores celulares como los TLR, presentes en la
superficie de células presentadoras de antigeno (APC), tales como los macrdéfagos, las
CD vy las células endoteliales. Estas presentan el Ag a las células T efectoras y
estimulan la produccién de Ac por parte de linfocitos B.

Las evidencias brevemente enumeradas en la descripcidén previa constituyeron
el fundamento para que la ateroesclerosis comience a ser considerada como una
enfermedad con un componente autoinmune. Los criterios asociados que se suponen
presentes son los siguientes:

1. Descripcidn de auto-Ag, como es el caso del Ag de las OxLDL.
2. Existencia de auto-Ac en animales contra dicho Ag.
3. Desarrollo de la enfermedad en animales virgenes a través de la transferencia

pasiva de linfocitos T provenientes de animales enfermos.
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4. Demostracion en animales con placas de ateroesclerosis que la administracion

de inmunomoduladores o inmunosupresores

extension y del volumen de la placa.

se asocia a

regresién de la

En la Tabla 6 se presentan los aportes de distintos estudios sobre los

componentes inmunoldgicos en la ateroesclerosis, asi como sus efectos asociados.

Esta breve revision se fundamento en los desarrollos de Chyu et al?*’.

Tabla 6. Listado parcial de células inmunoldgicas asociadas? a aterogénesis.

Estudio Modelo Componente Efecto sobre la
inmunolégico ateroesclerosis

Dansky et al  ApoE/gen de activacion Deficiencia de células Ty Disminucion;
(1997) de recombinacion-1 B sin efectos en

(RAG-1) ratones con

dieta alta en
grasas

Daugherty et ApoE/gen de activacion Deficiencia de células Ty Sin efectos
al (1997) de recombinacion-2 B

(RAG-2)
Song et al LDLR/RAG-1 Deficiencia de células Ty Retardo
(2001) B
Zhou et al ApoE/inmunodeficiencia  Deficiencia de células Ty Disminucion
(2000) combinada severa (SCID) B
Tupin et al ApoE/gen CD1d Deficiencia de células T Disminucién
(2004) asesinas naturales (NKT)
Major et al ApoE/gen CD1d Deficiencia de NKT Disminucién
(2004)
Buonoetal Receptor de lipoproteina Defectos en mecanismos Aumento
(2002) de baja densidad clasicos y alternativos

(LDLR)/componente 3 del
complemento
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Estudio Modelo Componente Efecto sobre la
inmunolégico ateroesclerosis
Patel et al ApoE/componente 5 del  Defectos en el complejo  Sin efectos
(2001) complemento terminal del
complemento
Michelsen et ApoE/gen Myd-88 o Defectos en la Disminucién
al (2004) ApoE/receptor tipo Toll4 inmunidad innata
(TLR4)
Bjorkbacka ApoE/gen Myd-88 Defectos en la Disminucién
et al (2004) inmunidad innata
Caligiuri et al Esplenectomia en Defectos en la Aumento
(2002) ratones ApoE (-/-) inmunidad adquirida
Major et al Deficiencia de células B Defectos en la Aumento
(2002) en ratones LDLR (-/-) inmunidad adquirida
Ait-Oufella Deplecién de células B Deficiencia de células B Disminucién
et al (2010), por parte del Ac CD20
Kyaw et al
(2010)
Liu et al Deficiencia del CX3CR1 Disminucién de la Disminucién
(2008) acumulacién de CD
Ait-Oufella Células T CD4+, CD25+ LTr Disminucién
et al (2006),
Takeda et al
(2010), van
Esetal
(2010)
Fyfe et al Deficiencia del complejo  Defectos en las célulasT  Aumento
(1994) mayor de CDS8

histocompatibilidad clase

1 (MHC-1)

Fuente: Chyu KY, Nilsson J, Shah PK. Immune mechanisms in atherosclerosis and

potential for an atherosclerosis vaccine. Discov Med. 2011;11(60):403-12.
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En la Figura 10 se esquematizan las funciones de las CD y de los linfocitos T en
el proceso aterogénico, representando lo anteriormente descrito en relacién a la
autoinmunidad en la ateroesclerosis. En este caso también se consideraron los aportes

de Chyu et al?*.

Figura 10. Esquema descriptivo del rol pivotal de las CD en la regulacion de la
respuesta inmune.

Durante el proceso de ateroesclerosis estas células influyen sobre los principales
mediadores de la respuesta inmune y potencialmente autoinmune. El reconocimiento
de Ag de la enfermedad vascular es comandado por las CD. La homeostasis y el
balance de las células T definirian la magnitud y la perpetuacidn de esta respuesta, asi
como su estado tolerogénico.
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dantiinflamatoria?
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Fuente: Modificado de Chyu KY, Nilsson J, Shah PK. Immune mechanisms in

atherosclerosis and potential
2011;11(60):403-12.

for an atherosclerosis vaccine. Discov Med.

Nota: LTh17, Linfocito T helper o auxiliador tipo 17.

3.2.1.2.CD

Aproximadamente el 0,3% de las células mononucleares (MC) circulantes esta

compuesto por CD?*8, Decriptas originalmente en la piel hacia el afio 1973, las CD son

consideradas como las mas potentes APC de todo el organismo. Desde la década de

1990 comenz6 a estudiarse su localizacion en el espacio subendotelial, asi como en la

unidn entre la tinica media y la adventicia arteriales?*®?>°, Su ubicacién adyacente a
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los vasa vasorum les confiere una ventaja estratégica para monitorear rapidamente la
apariciéon de fendmenos de stress endotelial.

Las caracteristicas y acciones de las CD las situan en una interfase entre las
células del sistema inmune innato y las del sistema inmune adquirido.

Actualmente, se acepta que cuando las CD son activadas de manera eficaz y
suficiente actuan presentando a las células T Ag/auto-Ag propios de la lesién endotelial
y del ateroma, para asi activar la respuesta inmunoinflamatoria?>l. Esta activacién no
seria dependiente del contacto antigénico per se, sino que se produciria a través de la
via de los SR, al reconocer patrones tipicos de moléculas dafiadas de la superficie

endotelial.

3.2.1.2.1. Fenotipos

Morfolégicamente las CD se caracterizan por presentar numerosas dendritas,
definidas como finas ramificaciones citoplasmaticas que se extienden y retraen. En su
superficie, las CD pueden mostrar las moléculas necesarias para su interacciéon con
células T o, en fases menos avanzadas de su desarrollo, presentarian las moléculas
necesarias para la captura de los Ag. Las CD de la epidermis o células de Langerhans se

distinguen por presentar sus caracteristicos granulos de Birbeck.

Como sucede con la mayoria de las progenies celulares, se han identificado
ciertas Ig que contribuyen a la caracterizacién de las CD. Por ejemplo, se citara la CD83
y la CD1 (tipos CD1a, CD1b, CD1cy CD1d), que estan restringidas a las CD. También los
S-100 (S-100A1, S-100B) se hallan expresados de manera muy intensa tanto en las CD

inmaduras como en las maduras?1.252,
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3.2.1.2.2. Desarrollo

Desde su origen en la médula désea, las CD son clasificadas segun su localizacién
en circulatorias y tisulares, y segun su estado de maduracién, en precursoras,
inmaduras y maduras. El balance entre unas formas y otras es un proceso interactivo
acerca del cual se especula que se trata de un trafico de células entre su sitio de
produccién (médula dsea), su lugar de monitorizacién o vigilancia (torrente
circulatorio) y el sitio en estado de riesgo (tejido inflamado). De esta manera, si
existiera un aumento de su requerimiento por una lesion tisular, se podria observar
una menor concentracidén sanguinea debido a una mayor afluencia simultanea hacia
el tejido afectado, adonde fueron atraidas por factores quimiotacticos; ademas, se
activaria su reclutamiento en el tejido linfoide junto a los linfocitos.

Las CD precursoras circulan por el torrente sanguineo identificando sus areas
tisulares de asentamiento, muchas de ellas en la epidermis y en las cavidades, sitios
reconocidos, en general, como de mayor exposicion a Ag?>3.

Las CD toman muestras de cada Ag a través de un contacto directo con las
células necréticas, apoptdticas o infectadas por virus, o a través de fagocitosis,
micropinocitosis o endocitosis mediada por receptor.

De esta manera, el Ag es internalizado y degradado en pequefios péptidos que
finalmente constituirdn las moléculas del sistema mayor I, Il o CD1 de
histocompatibilidad. En esta etapa, la célula es conocida como CD inmadura
(processing o procesando)?>#2%>, moléculas todavia incapaces de estimular a las células
T y que abandonan los tejidos no linfoides para migrar a los linfoides (nddulos

linfaticos, bazo) a través de los vasos aferentes linfaticos. En estas localizaciones las CD
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inmaduras completan su maduracion a partir de la reduccién de su actividad de
endocitosis y del aumento de la activacién de moléculas de adhesidon (sean CAM,
ICAM, VCAM-1) identificdndose en este estadio a expresién de CD11, CD50, CD54 vy
CD58, y de varias moléculas coestimuladoras (CD40, CD80/B7-1, CD86/B7-1).

De esta manera, las CD maduras se encuentran aptas para contactar y activar a
las células T. Al respecto, debe enfatizarse el hecho de que la maduracién de las CD
puede llevarse a cabo aun en tejidos periféricos no linfoides, siendo su trafico
regulado por la accién de quimioquinas.

Finalmente, en una pared arterial sana se acumulan las CD en la forma de redes
de proteccion para identificar Ag proateroesclerdticos, estructuras conocidas como

VALT.

3.2.1.2.3. Reclutamiento en la ateroesclerosis

Las CD han sido identificadas en el area subendotelial de vasos con
engrosamiento de la tunica intima y media, en zonas de la pared expuestas a
condiciones de flujo turbulento y en el interior del ateroma?°®. La mayor parte de las
descripciones han coincidido en asociar su presencia con una mayor inestabilidad de la
placa, tanto histopatolégica como clinica.?>%2°7,

Un gran espectro de factores promueve el reclutamiento de las CD del torrente
sanguineo para su adhesién al endotelio disfuncionante, entre ellos?%:

e SelectinasE.
e Selectinas P.
e VCAM-1.

e OxLDL.
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e Inhibicion de la eNOS.

e TNF-a.

e Plaquetas.

e Factores de adhesidén plaquetaria.

Otros factores quimiotacticos, como los ligandos 2 y 5 de la quimioquina CC
(CCL2 y CCL5, respectivamente), y la fractalquina (CX3CL1), son expresados en el
ateroma inflamado y se reconocen como responsables de la unién a receptores
especificos de las CD acoplados a la proteina G; esta ultima activdndolas y
favoreciendo su entrada con gradiente favorable hacia el tejido inflamado 2°°.

Una segunda via de reclutamiento de las CD consiste en la llegada de monocitos
circulantes mediante la accion del factor estimulante de la formacidn de colonias de
granulocitos/macréfagos.

En la Figura 11 se esquematiza el proceso de reclutamiento de las CD en la

placa ateroesclerdtica, en funcidn a los desarrollos de Niessner y Weyand?°?.

Figura 11. Reclutamiento de las CD en la placa ateroesclerética.

La aparicién de un estado activado del endotelio en el contexto de su lesidn, tanto
denudante como no denudante, desencadenard la activacion de mecanismos de
atracciéon de CD que participaran en el proceso de formacién de la placa. Se distinguen
dos pasos esenciales para la incorporacién de las CD en la lesion. En primer lugar, la
expresion de factores en la lesién que, por su poder quimiotactico, determinara qué
células entrardn en la placa. Las quimioquinas CCL2, CCL5 y CX3CL1 generan un
gradiente al igual que las moléculas de adhesion expresadas en la superficie endotelial,
en especial la selectina P, la selectina E y la VCAM-1. En las CD se expresan
simultdneamente los correspondientes receptores CX3CR1, CCR2 y 5 de la quimioquina
CC (CCR5), siguiendo el gradiente hacia el ateroma. En la figura se muestra que la
transmigracion a través del endotelio se asocia con cambios fenotipicos de la CD.
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Fuente: Modificado de Niessner A, Weyand CM. Dendritic cells in atherosclerotic
disease. Clin Immunol. 2010;134(1):25-32.

3.2.1.2.4. Activacion

La CD activada podria ser caracterizada como aquella que, ante el
reconocimiento de patrones de agresidn e inflamacién endotelial, produce mediadores

del sistema inmune innato, expresando moléculas coestimuladoras como la CD40, la
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CD80 y la CD86. Esta reaccion inicial sera precursora de la induccién de respuestas del
sistema inmune adaptativo.

Diferentes receptores de las CD han sido involucrados en el proceso de
reconocimiento del Ag durante la lesion vascular. Entre ellos, la familia de los TLR es la
mas frecuentemente descrita como asociada a la complicacion de placas en sindromes
coronarios agudos (SCA). Se ha descripto también que la activacion de TLR es
producida por auto-Ag originados en la placa y su entorno formado por fragmentos de
lipopolisacaridos (LPS), HSP y Chlamydia pneumoniae. Sin embargo, las descripciones
de la expresion de los TLR en las CD activadas mediante estudios del SCA y placas
complicadas no son suficientes para aseverar su rol , dado que existen
descripciones de efectos antagdnicos?*%2¢°, Por ejemplo, ciertos estudios atribuyen a
las moléculas de OxLDL un efecto estimulador de la activacidon del TLR4 mientras que
otros aducen un efecto contrario.

Otros agresores del endotelio, como la hipoxia, la nicotina y la hiperglucemia,
también han sido vinculados a efectos antagdnicos similares. Tal vez existan diferentes
patrones de expresidén y activacién de los receptores, situacion determinada por la
vulnerabilidad de cada huésped y del entorno en que se manifiesta el factor agresor

endotelial.

3.2.1.2.5. Acciones

Las acciones atribuidas a las CD en el contexto del proceso de la ateroesclerosis

pueden agruparse en dos grandes tipos:
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1. La identificacion y presentacion del o los Ag del ateroma para desencadenar la
respuesta inmune/autoinmune a través de la activacion de linfocitos T
citotoxicos.

2. La secrecidn de mediadores de debilitamiento y destruccion de la cubierta
protectora del ateroma e inestabilizacidn de la placa.

Ambas actividades se hallan interrelacionadas en una intrincada red de
procesos biomoleculares y regulatorios.

La CD produce mediadores que actuardn activando la celula T inmadura o
naive, siendo los mas relevantes en el proceso ateroesclerético las citoquinas IFN-y y la
interleuquina-12 (IL-12). El primero, ademds de participar en la maduracién de los
linfocitos T, estaria implicado en la estimulacion directa de las MMP que digieren la
matriz extracelular, favoreciendo asi la ruptura de la capsula del ateroma.

Ademas de este tipo de intervenciones directas que llevan a la desestabilizacion
del ateroma, es de gran impacto en el mismo proceso? la accién citotéxica de las
células T CD4 y CDS, las que intentaran eliminar los componentes de la placa asi como
su cubierta protectora.

La produccion del ligando inductor de apoptosis relacionado con el factor de
necrosis tumoral (TRAIL) se halla estimulada por las células dendriticas plasmacitoides
(CDpl). La expresidn de este ligando identifica linfocitos con marcada efectividad para
eliminar los componentes celulares de la placa. Su sintesis se favorece por la liberaciéon
del factor de iniciacion tipo 1 (IF-1).

Aproximadamente 1/3 de las CD circulantes son del tipo plasmocitoide, que

pueden ser evidenciadas por su unién a los AcM identificados a su vez con los grupos
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de diferenciacion 123, el receptor para la interleuquina-3 (IL-3) y el antigeno 2 de
célula dendritica de la sangre (BDCA-2), con una reducida expresion de CD11261.262,
Estas células expresan abundantemente los receptores tipo Toll 7, 8 y 9 (TLR7, TLR8 y
TLR9, respectivamente), confiriéndoles la propiedad de identificar 4cido ribonucleico
(ARN) y acido desoxirribonucleico (ADN) de virus y de células apoptdticas. En cambio,
las células dendriticas mieloides (CDm) reconocen mds sensiblemente particulas de
origen bacteriano.

La produccién de IF-1 actua también como sefal de amplificacion de la
respuesta inmune dado que estimula la expresion de receptores de la familia TLR en
las CDm, en especial el TLR4.

En la Figura 12 se representa esquemadaticamente las funciones de las CDm y

CDpl, de acuerdo a los desarrollos de Niessner y Weyand?>!,
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Figura 12. Esquematizacion del rol de las CDm y las CDpl.

Clasica y simplificadamente las CDm son activadas por sefiales de dafio percibidas por
sus receptores, en especial aquellos tipo Toll 2 (TLR2) y TLR4. Al activarse estas células
se producen moléculas efectoras como las MMP, las que participaran del proceso
degradando la matriz extracelular. Los pasos siguientes se concentrardn en el
reclutamiento de células T citotdxicas a través de la produccion de la IL-12. De manera
diferente, las CDpl son activadas principalmente por Ag unidos a receptores
intracelulares, como los TLR9. Estas células producen importantes geardes cantidades
de interferén-alfa (IFN-a), que incrementa la sensibilidad de otras APC a través de la
regulation del TLR4, asi como de la molécula proapoptdtica TRAIL en las células T,
multiplicando asi su potencial citotéxico. Las células T que expresan el TRAIL adquieren
la habilidad de eliminar células residentes de la placa, como las células del musculo liso
vascular y las células endoteliales que expresan el receptor de muerte (celular) 5 (DR5).

HLA ¥ \ TRAIL Apoptosis _~ Degeneracion
TCR de la matriz
CélulaT TNF-a MMP-9

e ﬂ BN T 7
R IFN-a -

~ CDm
TLR 8 5
CDPI TLR 9 [\> ’ e
IEN-ot TLR4 9 ‘
x TLR2
Ag viral Auto-Ag Ag bacteriano

Fuente: Modificado de Niessner A, Weyand CM. Dendritic cells in atherosclerotic
disease. Clin Immunol. 2010;134(1):25-32.

Nota: MMP-9, Metaloproteinasa de la matriz extracelular 9 o gelatinasa B; TCR, Receptor de célula T
*(me pregunto si las siglas em La figura deben ir en la leyenda de la figura o repetir siempre en ir a La

PP de Abreviaturas?) de la placa de la placa de la placa

Las acciones de las CD son complejas y también contradictorias, al menos desde

la perspectiva del conocimiento actual, ya que, como se mencionara, en algunas
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situaciones participan en la tolerancia inmunoldgica ante los Ag del huésped, mientras
gue en otras favorecen la respuesta eliminatoria de los mismos.

Particularmente, las CD favorecen la activacion de los LTr que suprimen o
reducen la respuesta inmune de otras células del sistema con el probable objetivo de
prevenir excesivas reacciones o autoinmunidad. El fenotipo mas reconocido de los LTr
se identifica por la expresién de CD4, CD25 y la proteina 3 de la “caja de la cabeza del
tenedor” (FoxP3), cuya accidn es mediada por la secrecion del TGF-B y de la IL-10%63,

En la Figura 13 se esquematiza la interaccién entre los Ag, las CD y las células T,

considerando los aportes de Harrison et al?®%.
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Figura 13. Interaccion Ag-CD-célula T.

La CD identifica Ag durante el proceso de aterogénesis desde sus fases tempranas y los
prepara para ser presentados. La activacién de las células T implica la expansiéon de su
numero (a manera de clon), su diferenciacion y la produccién de factores que median
la reaccién inflamatoria y potencian la respuesta inmune.
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Fuente: Modificado de Harrison DG, Guzik TJ, Lob HE, et al. Inflammation, immunity,
and hypertension. Hypertension. 2011;57(2):132-40.

3.2.1.3. Monocitos y macréfagos

Los monocitos son elementos cruciales en el desarrollo de la placa. Se adhieren
al endotelio denudado con lipoproteinas oxidadas cuando son atraidos por factores
guimiotacticos como la MCP-1, la molécula de adhesidon leucocitaria endotelial-1
(ELAM-1), la molécula de adhesién intercelular-1 (ICAM-1) y la VCAM-1, que son
secretadas por citoquinas, sobre todo la IL-6, el TNF-a y anafilotoxinas?6>266,

Por su parte, los receptores de diferenciacién de la membrana del monocito

atraido son activados wuniéndose a estos mediadores e identificandose
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predominantemente con CD11, CD18 y las integrinas B2 y a4-B1, esta ultima también
conocida como el antigeno muy tardio 4 (VLA4). Luego de la adherencia del monocito a
la pared vascular, el mismo libera y expresa sustancias que potencian la accién
inmunoinflamatoria, expandiéndola a otras células del endotelio y de la tunica media
no lesionadas. Los principales mediadores secretados por esta célula son la
interleuquina-1 beta (IL-1B), el TNF-a, el PDGF, la MCP-1, la PGE, y enzimas de la

familia de proteasas y colagenasas.

3.2.1.4. Linfocitos T

Las células T CD4 se hallan presentes en la lesidon ateroesclerdtica,
principalmente expresando marcadores de activaciéon como las CD25. En estudios en
ratones, la deplecion de estas células con Ac especificos resulté en un menor
desarrollo de las lesiones?®”.

Las mismas son activadas y reguladas por las CD, que
estimulan mecanismos dirigidos a eliminar las células residentes de la placa, como a
aquellas endoteliales y musculares lisas que forman la cubierta interna protectora.
Este objetivo es llevado a cabo, predominantemente, a través de la secrecién de los
granulos citoplasmaticos del linfocito citotdxico que contienen perforina y granzima B.
La primera genera poros por los cuales pasara la granzima hacia la célula, activando
enzimas proteoliticas (especialmente la caspasa) en células dentro del ateroma o de
una regién inflamada. Por su parte, las caspasas son potentes inductores de la

apoptosis. La digestion de la cubierta protectora se completa a partir de la accidon de
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las MMP secretadas por los macréfagos tras la induccidon de citoquinas (como ser el
IFN-y) producidas por los mismos linfocitos.

Descripciones recientes han sefialado que el fenotipo de los linfocitos que
migran y residen en la placa de ateroma es diferente al de las células que se localizan
en el torrente circulatorio®®®. En placas de lesiones coronarias avanzadas se
identificaron células CD4 y CD8+ que co-expresan CD25 y el antigeno leucocitario
humano DR (HLA-DR), cuya concentracion fue al menos 10 veces mayor que en la
sangre. Estos datos sugieren la existencia de un compartimiento inmunolégico
separado del torrente sanguineo que se caracterizaria por la presencia de células T
altamente activadas. La identificacidon de dichas células inmersas en el microambiente
de la placa permitiria expandir el conocimiento acerca de los Ag mas especificos en el
proceso aterogénico.

Los LTh1 y los LTh2 tienen funciones especificas en el proceso ateroesclerdtico.
Los primeros son mads prevalentes y poseen caracteristicas altamente proinflamatorias,
induciendo la activaciéon macrofagica a través de la secrecién del IFN-y. Por el
contrario, los LTh2 reducen la activacion macrofagica y suprimen la inflamacion a
través de la secrecidn de citoquinas antiinflamatorias, como la IL-4, la IL-10 y el TGF-
B29,234,237_

Otra subpoblacidn linfocitaria involucrada en la regulacién de la respuesta
inmune es la representada por los LTr, cuyo subtipo de linfocito T regulador 1 (LTr1)
inhibe la respuesta inflamatoria a través de la secrecion de la IL-10 y el TGF-P.

En la Figura 14 se esquematizan las funciones de los LTr en el proceso de la

ateroesclerosis.
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Figura 14. Esquema del rol de los LTr en el proceso ateroescleroético.

La regulacidn de la respuesta inmune del proceso ateroesclerético parecia estar
limitada, hasta hace unos afios, al balance entre los LTh1 (proaterogénicos) y los LTh2
(antiaterogénicos) a través de la produccién del IFN-y y la IL-10, respectivamente. Esta
simplificacion del conocimiento no fue suficiente para explicar la produccion de
factores proaterogénicos atribuida a los LTh2 y viceversa. La identificacion de los LTr
producidos predominantemente en el timo se asocié con el control de las funciones
previas, en especial a través de la produccién de mediadores antiinflamatorios, tales
como la IL-10 y el TGF-B. Estas células expresan CD25 vy altos niveles de FoxP3 (un
factor de transcripcién especifico), suprimiendo la proliferacion de las células T
efectoras principalmente a través del contacto intercelular, de la IL-10 y del TGF-p. El
mecanismo de accién del LTr no estaria totalmente dilucidado, pero se acepta que
ejercen una accién reguladora de la respuesta inmune en balance con otros
moduladores, como el LThl. Su efecto de modulacion equilibraria la respuesta
inmunoldgica ante los posibles Ag de la ateroesclerosis, moderando la intensidad de la
reaccion.
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Fuente: Elaboracion propia.
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Las células T CD4+ y CD25+ han sido ampliamente estudiadas en el campo de la
biologia vascular. Cuando la célula T CD4+ expresa CD25 produce la IL-10 o el TGF-B
para inhibir la activacién de otras células y asi modular el proceso de Ila
ateroesclerosis?®®. Es decir, que esta subpoblacién, junto con los LTr, seria la
responsable de moderar la respuesta inmune, siendo objeto de estudio de
intervenciones potenciales para estimular su actividad y reducir |la ateroesclerosis.

Las células T CD8+ también han sido descritas en las placas, aunque su rol
todavia no es claro. Los ratones inmunodeficientes (MHC-1) para CD8, alimentados con
una dieta rica en grasa aterogénica, desarrollan mayores lesiones que el tipo salvaje de
la misma cepa animal, sugiriendo un rol protector de la inmunosupresion y de las
células T CD8+. Recientemente se hall6 en animales que la activacion de estas ultimas
ocurre de forma temprana en el proceso de la ateroesclerosis inducida por
hipercolesterolemia.

Otra linea de células linfaticas de relevancia en el proceso ateroesclerdtico es la
correspondiente a las células asesinas naturales (NK) que, identificadas por su
expresion de CD161, CD122 o subunidad beta del receptor de la interleuquina-2 (IL-
2RB) y CD56 y células T asesinas naturales alfa/beta (NKT a/B), representan un
producto de la maduracién del linfocito T, cuya accién especifica se relaciona con la
inmunosupresién e inmunoagresion?’%272, La coexistencia de  concentraciones
elevadas de las NKT y las células T activadas se ha descrito en las paredes de
aneurismas complicados de la aorta abdominal.

El hecho de haberse comprobado que los macréfagos y las células T son los

componentes mas frecuentes y abundantes de los infiltrados ateroesclerdticos ha
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estimulado el desarrollo de modelos animales con compromiso inmune para su
estudio. En esos modelos, la deplecién de las células CD4+ y CD8+ se ha asociado con
una reduccion de la placa lipidica grasa, infiriéndose que la activacion de estos tipos

celulares favorece su formacion.

3.2.1.4.1. Linfocitos T y SRAA

Ciertos estudios recientes han mostrado la presencia de linfocitos T en el
microambiente de la lesién ateroesclerética en etapas subclinicas de la enfermedad,
células asociadas a la activacion inflamatoria mediada por el SRAA. El aumento de la PA
u otros factores, como el estiramiento mecdnico de la pared vascular, activan al AT1R,
el cual también estd normalmente expresado en la superficie de las células T. A su vez,
la activacién linfocitaria del AT1R estimularia la liberacién de quimioquinas via SNS,
reclutdndose linfocitos T activados por ellas en la periferia del tejido endotelial.

Por su parte, la HTA se halla intimamente asociada con la lesién denudante y no
denudante endotelial, por lo que la afluencia de linfocitos T activados también
gatillaria el desarrollo de las fases inmunoldgicas del proceso de la ateroesclerosis?’3.

Los mediadores proinflamatorios de varios estresores plasmaticos (como la

HTA, la hiperglucemia y la dislipidemia) se asocian con el estrés oxidativo.
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3.3. Proyecto lll. Mecanismo estructural

En la Introduccion general se han descripto los principales aspectos anatomo-
histolégicos de la ateroesclerosis. Las placas resultantes de este proceso suelen
manifestarse clinicamente cuando acontecen complicaciones en su evolucién o cuando
su desarrollo ocluye de manera significativa la luz del vaso, generando asi caida del
flujo sanguineo, isquemia y manifestaciones asociadas a fendmenos tromboembdlicos.

Existen descripciones in vivo y post-mortem de las caracteristicas
anatomohistoldégicas de los ateromas provenientes del estudio de modelos
experimentales de ateroesclerosis, asi como de muestras humanas resultantes de
exéresis quirargicas. En general, las fuentes clinicas in vivo proceden de
endarterectomias carotideas y cirugias de revascularizacién miocardica o periférica. En
estos casos, el criterio de intervencion se corresponde con la indicacion terapéutica de
eventos isquémicos o su prevencion en individuos de alto riesgo. , los ateromas en
etapas avanzadas de evolucion o complicados siendo el objeto de estudio. No entiendo
lo que he tachado en amarillo, querés decir que el objeto de este estudio son los
ateromas en etapas avanzadas o que uno estd forzado a estudiar solamente material
de etapas avanzadas en humanos porque la indicacién clinica se origina en un
momento “tardio”? Respecto de las fuentes post-mortem, ellas han aportado datos
gue permiten conocer la anatomohistologia de las placas y de la enfermedad arterial
en sus diferentes momentos evolutivos, en ocasiones como consecuencia de hallazgos
concomitantes a causas de deceso no asociadas a la severidad o a las complicaciones

del ateroma. En la Figura 15 se correlacionan conceptualmente los procesos
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inmunoinflamatorios y los estadios de la enfermedad ateroesclerdtica, segun

indicaciones de la AHA, en base a los aportes de Sanz y Fayad?’4.

Figura 15. Correlacidn entre los procesos inmunoinflamatorios y los estadios de la
ateroesclerosis definidos por la AHA.

Carol, me parece que la leyenda —que como en toda la Tesis tiene que ir debajo de la
figura-, no acompafia al lector en lo que él “tiene que ver” en la figura.
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Fuente: Modificado de Sanz J, Fayad ZA. Imaging of atherosclerotic cardiovascular
disease. Nature. 2008;451(7181):953-7.

3.3.1. Clasificacion segun su histopatologia

123



Introduccion especifica

3.3.1.1. Estria grasa

Es una lesidon poco elevada, producida por la acumulacién de lipidos
intracelulares y extracelulares en la capa intima, con la presencia de células
espumosas. En sus fases tempranas comienzan como minusculos puntos amarillos
(puntos grasos) < 1 mm de didmetro que, al confluir, forman estrias alargadas > 1 cm.
Las estrias avanzadas contienen células espumosas llenas de lipidos, linfocitos T vy
lipidos extracelulares, pero en menor cantidad que las placas.

La relacion de estas lesiones con el desarrollo de placas ateromatosas no es
clara; algunos autores describen a las estrias como precursoras, aunque otros sefialan
gue pueden desaparecer independientemente de la carga ateroesclerética del
individuo. Por su parte, también se ha sefialado la identificacidon frecuente de estas
lesiones en el extremo opuesto de la placa?’>?’%. Cudl es el extremo opuesto de la
placa, cuando hay trombos, por ejemplo?

Las estrias grasas pueden detectarse en los primeros afios de vida en infantes
de 1-2 anos, aceptandose que estan presentes en la mayoria o en la totalidad de los
nifios > 10 afios. Por su parte, las estrias grasas son menos frecuentes en arterias
coronarias que en la aorta y pueden seiialar los sitios con predisposicidn a desarrollar
placas. Su nimero disminuye en relacién inversa al nimero de placas. La asociacidon
entre estrias y placas es compleja, ya que si bien se asocian a factores de riesgo
comunes , se postula que las estrias evolucionan a placas. Sin embargo, algunos
estudios sefialan que es frecuente que las estrias grasas aparezcan en zonas de los

vasos que no son proclives a desarrollar placas y en lugares geograficos donde es poco
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frecuente la ateroesclerosis. Por lo tanto, podria concluirse que, aunque las estrias

grasas pueden transformarse en placas, no todas ellas lo haran?7>276,

3.3.1.2. Hiperplasia de la intima

La hiperplasia de la intima es un engrosamiento difuso, sin lipidos, de la capa
intima, con un espesor aproximadamente igual al de la capa media. Es una respuesta
normal de la pared vascular a los estimulos hemodindamicos, no considerandose una

lesidn ateroesclerética.

3.3.1.3. Hipertrofia de la capa muscular

La hipertrofia de la capa muscular es un aumento del tamafio en altura de la
capa muscular, a partir del predominio de células musculares lisas, macroéfagos y fibras

de coladgeno.

3.3.1.4. Alteraciones en la tunica media y adventicia

A medida que avanza y crece la placa ateroesclerdtica la tunica eldstica sufre
fragmentacidn, atrofia con adelgazamiento y disminucidn de la resistencia, pudiendo —
eventualmente- provocar la dilatacién del lumen vascular, causando un aneurisma. La
fibrosis de la adventicia con infiltrado linfocitario se presenta frecuentemente en las

areas adyacentes a la placa.
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3.3.1.5. Placa lipidica, placa fibrosa y placa fibrolipidica

La designacion de un ateroma con estas denominaciones describe los
elementos que predominan en su composicién. Las placas fibrosas son muy frecuentes
y, durante un tiempo, fueron consideradas como caracteristicas de la ateroesclerosis;
macroscopicamente son lesiones levantadas (o elevadas?) amarillentas o grisaceas, de
superficie lisa, de algunos a varios cm (son centimetro o milimetros?, en cualquier
caso, escribir la palabra entera, es decir, centrimetros). Generalmente, son elongadas,
con un eje paralelo al lumen adrtico, y se ubican con predominio en la intima, aunque
pueden comprometer la tunica media o crecer hacia el lumen, obstruyéndolo. Al corte,
esta placa es blanda, con una zona de reblandecimiento central amarillenta y material
grumoso, rodeado de tejido fibromuscular y conjuntivo denso.

No todas las placas poseen un centro lipidico, sino que pueden ser
exclusivamente fibrosas. Estas placas se ubican con frecuencia en la aorta abdominal,
en las arterias de las extremidades, en las cardtidas y en los segmentos proximales de
las arterias coronarias y del poligono de Willis. Querés indicar aqui que las placas se
asientan también en los segmento proximales del poligono de Willis o que lo que se
refiere como segmento proximal se aplica solo a las arterias coronarias. En este ultimo
caso, yo pondria ..en los segmentos proximales de las arterias coronarias y en el
poligono de Willis.

Desde lo microscopico, se observa un centro acelular o granular de material
electrénicamente denso, que contiene lipidos -sobre todo cristales de colesterol-,
restos celulares, proteoglicanos, fibrina y proteinas plasmaticas. La placa fibrosa
presenta tejido conjuntivo avascular, con células musculares lisas y elongadas. Este
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tejido contiene glicosaminoglicanos (GAG; mucopolisacdridos acidos), FE y fibras
colagenas sintetizadas por las células musculares lisas. En ellas se describe un menor
contenido de células inflamatorias que en las placas lipidicas, cuya principal

caracteristica es el alto contenido de células grasas y de lipoproteinas.

3.3.2. Clasificacion de las placas de ateroma segun su vulnerabilidad a las

complicaciones

En la clasificacion de las placas segun su comportamiento clinico se ha
distinguido entre las lesiones de tipo estable y aquellas de tipo inestable. Su
caracterizacion histopatolégica también difiere, asi como los determinantes
individuales gendmicos y protedmicos que pueden favorecer su vulnerabilidad ante el
medio ambiente y sus factores agresores?’’.

La cdpsula fibrosa que recubre al nicleo lipidico determina la vulnerabilidad,
dado que en el mismo existe un gran nimero de factores trombogénicos que no deben
ser expuestos a la circulacién. Por esto, a mayor grosor de la cdpsula, mayor es la
proteccion conferida y mayor es la estabilidad. Segin se mencionara, la capsula es
generada por las células del musculo liso vascular, y su presencia se relaciona
inversamente con la vulnerabilidad o el riesgo de un evento trombdtico. La presencia
de un mayor nimero de macréfagos se asocia de igual modo con una mayor
vulnerabilidad, debido a que sintetizan metaloproteasas que digieren la matriz

extracelular de la cdpsula. No sé por qué decis inversamente, porque entiendo que a
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mas macréfagos, mayor sintesis de metaloproteasas, mayor digestion de la matriz

extracelular y mayor vulnerabilidad. Es asi?

3.3.2.1. Placa vulnerable, inestable o de alto riesgo

El grosor de la cdpsula de la placa vulnerable es < 65 um, presentadose
usualmente un amplio nucleo lipidico excéntrico, con elevada densidad de células Ty
de macréfagos y abundantes restos apoptéticos ricos en factor tisular
proaterotrombotico. Estas placas son blandas en su macroconsistencia, faciles de
romper y poco estables3!. El nucleo descripto suele estar rodeado de una fina capa de
células de musculo liso vascular, de colageno y de fibras, constituyendo una delicada
cubierta fibrosa que en los hombros (esto de los hombros no lo entiendo) de la placa
se continla con el endotelio sano. Este lugar de discontinuidad, donde la cubierta de la
placa es mas delgada y desprotegida, es el sitio donde con mayor frecuencia se
produce la ruptura de la cubierta.

Este tipo de lesidon suele engrosar la pared del vaso y crecer excéntricamente,
causando remodelacidon positiva y presentandose con frecuencia una estenosis
significativa.Las placas vulnerables son prevalentes en las arterias coronarias, en
comparacion con las placas carotideas, en las que suelen ser de tipo mas fibroso y de
mayor tamafio, con las complicaciones del crecimiento heterogéneo, el hematoma
intramural y/o la diseccién por elevaciones de la PP. No obstante, debe enfatizarse
gue estas complicaciones tienden a no ser causadas por la evolucién de la lesion. Carol,

no entiendo esta frase ultima...
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3.3.2.2. Placa estable

Son placas caracterizadas por presentar cubiertas protectoras muy gruesas y
fibroticas, que dificultan su ruptura. En su interior presentan nucleos lipidicos
pequefios, concéntricos, compuestos de pocas células inflamatorias y abundantes

cristales de colesterol, enraizados en una red de matriz intercelular.

3.3.2.3. Placas con complicaciones

En general, se acepta que el riesgo de ruptura o complicacién de un ateroma es
estimado en funcién de su constitucion, de su vulnerabilidad intrinseca y del estrés
mecdanico al que es sometido. Las placas o ateromas inestables se asocian con un
mayor riesgo de eventos clinicos desfavorables, situaciones en las que la presencia de
hemorragia, ruptura o tromboembolismos se corresponden, por ejemplo, con 1AM,
angina inestable y ACV.

Anatdmicamente, estas placas se hallan cubiertas por una fina capa fibrosa, que
predispone a la ruptura. Por su parte, estdn compuestas por un gran nucleo lipidico
avascular, que contrasta con una cantidad numerosa de células dispuestas en sus
margenes, que se halla desprovisto (estas haciendo referencia al nucleo lipidico
avascular, no?) de soporte de colageno y es rico en ésteres de colesterol, con alta
densidad de células espumosas y un ndmero reducido de células musculares lisas3%27°,

Los accidentes de placa (hemorragia, ruptura y tromboembolismo) son las
complicaciones que se suceden con mayor frecuencia en este tipo de ateromas, en la

mayoria de las situaciones acompaiadas de eventos clinicos desfavorables.
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La ruptura suele producirse en el drea mas fina de la cubierta fibrosa y, a su vez,
en aquélla mas infiltrada por células espumosas. Luego de la ruptura aumenta la
trombogenicidad, debida a la exposicion del factor tisular contenido en el nucleo
lipidico que, en contacto con la sangre intravascular, puede favorecer la activacién
neurohumoral local y sistémica, con el potencial desarrollo acelerado de un trombo
obstructivo.

La evolucion de estas lesiones no es lineal ni predecible, ya que existen estudios
que han demostrado que en el 70% de las muertes por EAC se encontraron lesiones
leves, con una reduccién de la luz del vaso < 50%.

Los factores extrinsecos que influencian la inestabilidad del ateroma se hallan
principalmente en conexidn con su localizacidon: estrés de tensidn-flexion
circunferencial, estrés de flexion longitudinal y estrés hemodindmico laminar vs
oscilante. Por su parte, los factores anatémicos intrinsecos mas importantes en la
estabilidad de la placa son los siguientes:

e Tamafo y consistencia del nucleo ateromatoso, reconociéndose que a mayor
tamafio, mayor sera el riesgo de ruptura y de complicaciones.

e Estructura y firmeza de la capa fibrosa, siendo sus variaciones en grosor,
contenido celular, firmeza y rigidez; todas caracteristicas determinantes de su
vulnerabilidad.

La zona mas sensible es conocida como los “hombros” de la lesion, que suele
estar extensamente infiltrada por células espumosas y en contacto con el endotelio

periférico sano. En esta area, cuando la placa inicia su desarrollo, es frecuente el
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hallazgo de una mayor estabilidad, debido a la presencia de células musculares lisas,
que mueren por apoptosis a medida que progresa el proceso.

Finalmente, la placa mas vulnerable se caracteriza por una mayor densidad de
lipidos extracelulares y de macrdéfagos, y menores concentraciones de GAG, coldgeno

y células musculares lisas?7827%,

3.3.2.4. Rotura focal

La rotura (ruptura?) focal refiere a una ulceracién macroscépica de las areas de
la placa que, al exponerla a la superficie luminar, pueden dejar al descubierto
sustancias trombogénicas favorecedoras de la formacién de codgulos y de émbolos de

colesterol.

3.3.2.5. Trombosis

Las trombosis se relacionan con la alteraciéon del endotelio, que provoca
agregacion plaquetaria y el inicio de la coagulacién. Generalmente, estas trombosis

son parte del lumen arterial y solo ocasionalmente lo ocluyen.

3.3.2.6. Ulceracion

El reblandecimiento excesivo de la placa, junto a las lesiones del endotelio,
puede provocar la ulceraciéon con expulsién del material lipidico y los cristales, con la

potencialidad de embolizacidn a territorios distales.
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3.3.2.7. Hemorragia

Las hemorragias se caracterizan por la presencia de células hematopoyéticas en
diferentes estadios y estados de integridad. En caso de que se presente hemodlisis en
el interior de la placa, se hace referencia a la hemorragia intraplaca (HIP); en caso que
suceda externamente, extravasacion.

Habitualmente, la hemorragia es causada por la rotura (ojo, colocar siempre
ruptura o rotura en todo el texto, para que la terminologia sea homogénea) de la
envoltura fibrosa o de los capilares de las delgadas paredes que irrigan la placa. La
sangre retenida en el hematoma puede provocar la rotura de la placa. Los vasa
vasorum contribuyen a la progresion de la HIP con aporte de trombina, que activa las
células endoteliales, los monocitos/macroéfagos, las células musculares lisas y las
plaguetas; este hecho es frecuente en las placas viejas, con especificidad en las arterias
coronarias3g.

La sangre puede provenir del lumen vascular por o a través de una solucién de
continuidad, o bien de los vasos que rodean la placa. La presencia de hemosiderina en

las placas ateromatosas es un indicio de microfocos hemorragicos antiguos.

3.3.2.8. Calcificacion

La calcificacidon refiere a la deteccion de cristales o de elementos calcicos
focales o masivos, en general en ateromas avanzados. En consecuencia, las paredes se
vuelven mas rigidas y fragiles. Habitualmente, el estudio anatémico de un ateroma
muestra la presencia de areas de calcificacion, cuyo mecanismo fisiopatogénico es

complejo: el depédsito de Ca** en el ateroma es un proceso metabdlico activo que
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recuerda al de la formacion del hueso. Se requiere la participacion de células
musculares lisas y de pericitos que, al estar en contacto con una noxa como el c-LDL
oxidado, pierden su fenotipo natural y se transforman en células tipo osteoclastos
activados.

Asi, el depdsito de Ca*™* se conceptualiza como resultado de la sintesis vy
remocidn, funciones atribuidas a los osteoclastos normales, en este punto del proceso,
células vasculares transformadas. El Ca** vascular es un excelente marcador de

ateroesclerosis y se correlaciona muy bien con la carga total de la enfermedad.

3.3.2.9. Dilatacion aneurismatica

Si bien la ateroesclerosis es una enfermedad propia de la intima, en ocasiones
la capa media sufre una atrofia considerable, acompanada de pérdida de tejido
elastico, provocando asi una debilidad suficiente para que se forme una dilataciéon

aneurismatica.

3.3.3. Resumen de los sistemas taxonomicos de la placa ateroesclerotica

En correspondencia con los desarrollos presentados en relacién al Proyecto llI,
en la Tabla 7 se resumen comparativamente las taxonomias contemporaneas de la
placa ateroesclerética, haciendo mencidn de los enfoques tradicional, de la AHA y de

Virmani et al*’. Este resumen se fundamenté en los aportes de Burke et a/?°.
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Tabla 7. Clasificaciones vigentes de placa ateroesclerética.

Tipo de placa Clasificaciones
Tradicional AHA Virmani et al¥’
Inicial Progresion
Placa Estria grasa Tipo I: vesiculas Engrosamiento Ninguna
temprana lipidicas intimal
microscopicas
en la intima y
pequenos
grupos de
células
espumosas
Tipo IlI: estrias Xantoma Ninguna
grasas intimal
macroscopicas,
células
espumosas en
capas con
linfocitos y
mastocitos
Tipo [l Engrosamiento Trombos (erosion)
(intermedia): intimal
depdsitos patolégico
extracelulares
de lipidos entre
capas del
musculo liso
Placa Ateroma Tipo IV: nucleo Ateroma con Trombos (erosidn)
intermedia lipidico bien capa fibrosa
(lesién tardia) definido,
asociado con
probabilidad de
disrupcion
superficial
Placa Tipo Va: tejido Ateroma con Trombos
fibrosa fibroso que capa fibrosa (ruptura),
recubre al delgada hemorragia/fibrina
nucleo lipidico
Tipo Vb: Placa rota Nueva erosién o
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Tipo de placa Clasificaciones
Tradicional AHA Virmani et al¥’
Inicial Progresion
calcificacidn cicatrizada, ruptura con o sin
erosion oclusion total
Tipo Vc: lesién Placa
fibroética con fibrocalcica
escasos lipidos, con o sin
aunque nucleo
pudiendo necroético
resultar de un
trombo
generalizado
Complicaciones Placa Tipo Vla: Nddulo Trombos no
complicada disrupcién calcificado oclusivos
superficial
Tipo VIb: HIP
Tipo Vic:
trombosis

Fuente: Burke AP, Virmani R, Galis Z, et al. 34th Bethesda Conference: Task force #2--
What is the pathologic basis for new atherosclerosis imaging techniques? J Am Coll

Cardiol. 2003;41(11):1874-86.

3.3.4. Anatomohistologia renal en la ateroesclerosis

La insuficiencia renal terminal es considerada una complicacion de la ERVA,

aunqgue el mecanismo fisiopatoldgico involucrado en su desarrollo no se encuentra

claramente descrito, pese a lo cual se lo reconoce, muy posiblemente, de origen

multifactorial. Se ha descrito que los requerimientos metabdlicos del rifién pueden ser

satisfechos en situaciones de reduccidn del 90% de la luz vascular o del 10% del flujo

sanguineo preservado. El aumento del estrés oxidativo a grados severos, los
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mediadores de inflamacion (en especial el TGF-B) y la apoptosis parecen ser
responsables de la nefrotoxicidad mas que de la hipoperfusion en si.

Una descripcidn reciente de los hallazgos histopatoldgicos renales asociados a
la ERVA mostrd la presencia de atrofia tubulointersticial en el 93,6% de los casos,
enfermedad medular moderada a severa (tubulos atréficos con cristales proteiformes)
en el 85,5%, glomeruloesclerosis en el 23,0% y lesién ateroembdlica en el 40,0%; es
decir, el patron mas frecuente es el de atrofia tubulointersticial con
glomeruloesclerosis. Por su parte, el tamafio del rifidn afectado se asocid
inversamente con la severidad de la glomeruloesclerosis y con la atrofia
tubulointersticial.

Algunos estudios previos en animales sefalaron que la mayor vulnerabilidad
renal a la hipoperfusién se hallaba en la médula. La alteracion de la estructura normal
tubular e intersticial ha sido el hallazgo histopatoldgico mas relevante, desplazando el
conocimiento tradicional que atribuia a la glomeruloesclerosis el rol principal en la
isquemia renal secundaria a estenosis arterial. En relacion a esto, estudios en
humanos han sugerido, a diferencia de los modelos animales, que la ERV evoluciona
durante largos periodos de tiempo dando lugar a afectaciones glomerulares y del flujo
sanguineo renal. Los cambios proliferativos y el estimulo del TGF-B podrian, de esta
manera, ser atribuidos al aumento de la activacion del SRAA, como componentes
secundarios a la estenosis?®?.

Por otra parte, la hipoperfusion podria activar mecanismos de incremento de

radicales libres del oxigeno, de activacién de la ET y de reduccion del NO, resultando
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Introduccion especifica

en vasoconstriccion y fibrosis intersticial secundarias a los mediadores inflamatorios y
a las citoquinas liberadas.

Una forma menos frecuente de lesién isquémica renal se origina en la embolia
por cristales de colesterol (ECC), que se produce por la exposicion del nucleo lipidico
de una placa de ateroma a la circulacion sistémica. Esto puede generarse, a su vez, por
rotura de la lesion arterioesclerdtica, con el consecuente vaciamiento del contenido
lipidico. Por su parte, también puede ser secundaria a su calcificacién o consecutiva a
una hemorragia repentina en su parte central.

Las placas ateromatosas > 4 mm de espesor, ulceradas o con proyecciones
moviles hacia la luz vascular, presentan mayor riesgo de complicaciones embdlicas
sistémicas. La ECC puede ocurrir tras una cirugia vascular, cateterismo cardiaco,
aortografia y/o angioplastia coronaria. Algunos autores han comunicado una
asociacién significativa entre estos fendmenos y el uso de drogas tromboliticas,

dicumarinicos y heparina.
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Hipotesis

4.1. Hipotesis general

La identificacién de mecanismos especificos endocrinos, inmunoinflamatorios y
anatomohistoldgicos involucrados en la ERVA puede facilitar las bases para propuestas
de su diagndstico y tratamiento. Asimismo, los resultados del estudio de un modelo
de ERVA en etapas tempranas, sin manifestaciones clinicas ni complicaciones, pueden
contribuir al desarrollo de estrategias de diagndstico y tratamiento de Ila
ateroesclerosis.

En este sentido, se postula la siguiente hipotesis de trabajo general.

H1. “El estudio de los mecanismos endocrinos, inmunoinflamatorios y
anatomohistoldgicos de la ERVA de etapas tempranas puede derivar en

estrategias diagndsticas y terapéuticas de la patologia”.

4.2. Hipotesis especificas

4.2.1. Proyecto l. Hipotesis hormonal
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Se parte del hecho de que existiria una activacién diferencial del SRAA en Ia
estenosis unilateral vs. la bilateral, cuya evaluacion permitiria identificar dos modelos
fisiopatoldgicos basados en el perfil de la ARR. Por un lado, la elevacién de la ARR
caracterizaria a la estenosis bilateral, con aumento inadecuado de Ald, comportdndose
como un modelo de hiperaldosteronismo de acuerdo con la propuesta de HTA
volumen dependiente del modelo de Goldblatt; por otro lado, la disminucién de la ARR
caracterizaria a la estenosis unilateral, en la cual también se espera que los valores de
Ald sean mayores que en la HTA-Es.
De esta manera, se postulan las siguientes hipdtesis de trabajo especificas del

Proyecto I.

H2. “La elevacion de la ARR es caracteristica de la estenosis bilateral, representando

uno de los modelos de activacion del SRAA”.

H3. “La disminucion de la ARR es caracteristica de la estenosis unilateral,

representando otro de los modelos de activacion del SRAA”.

4.2.2. Proyecto Il. Hipotesis inmunolodgica

Considerando la ateroesclerosis como una enfermedad autoinmune podria
comprobarse una intensa activacion inmunolégica en fases tempranas de su

desarrollo. Este enunciado podria verificarse a través de la identificacién de
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Hipotesis
marcadores inmunologicos en individuos con ERVA subclinica, asintomatica y asociada
a una reduccidon muy leve y no significativa del lumen del vaso.

En base a estos enunciados se postula la siguiente hipdtesis de trabajo

especifica, relacionada con el Proyecto Il de la tesis.

H4. “Los mecanismos de activacion inmunoinflamatoria que subyacen a la ERVA
subclinica, asintomdtica y con reduccion muy leve y no significativa del lumen del
vaso son susceptibles de verificarse a partir del estudio de marcadores inmunes en

las fases tempranas de la enfermedad”.

4.2.3. Proyecto lll. Hipotesis anatdmica

Las caracteristicas anatomo-histoldgicas de la ERVA en fases clinicamente
tempranas y asintomaticas se corresponderian con lesiones asociadas a
complicaciones, presentando signos de neovascularizacion adventicial intensa.

De este modo, se postula la siguiente y ultima hipdtesis de trabajo especifica,

asociada al Proyecto lll de la investigacion.

H5. “La ERVA se caracteriza, anatomohistolégicamente, por lesiones asociadas a

complicaciones, con signos de neovascularizacion adventicial intensa”.
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Objetivos

5.1. Objetivos generales

A continuacidn se listan los objetivos generales del estudio, abarcando de manera
conjunta los propdsitos de los tres proyectos de investigacién.
1. Identificar mecanismos especificos endocrinos, inmunoinflamatorios vy
anatomohistolégicos involucrados en la ERVA.
2. Determinar la posible utilidad de estos mecanismos para el diagndstico y el

tratamiento de la ERVA y de la ateroesclerosis.

5.2. Objetivos especificos

5.2.1. Proyecto |

1. Analizar la existencia de una activacion diferencial (o diferente?) del SRAA en la

estenosis unilateral vs la bilateral.

5.2.2. Proyecto Il
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2. Identificar la respuesta celular inmunolégica e inflamatoria? en individuos con
ERVA subclinica, asintomatica y asociada a reduccién muy leve y no significativa

del lumen del vaso.

5.2.3. Proyecto lll

3. Determinar las caracteristicas anatomohistoldgicas de la ERVA en fases
tempranas, con énfasis en aquellas asociadas a los procesos de

neovascularizacion.
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Material y métodos

6.1. Proyecto |

6.1.1. Diseio

El estudio se desarrollé siguiendo un disefio prospectivo, descriptivo, de intervencion
clinica y controlado?8?28, Se incluyeron 4 grupos paralelos, considerdndose 2 grupos
activos y 2 grupos controles. Los primeros estuvieron conformados por los siguientes
sujetos:
1. Individuos hipertensos con enfermedad renovascular ateroesclerdética unilateral
(ERVA-Uni).
2. Individuos hipertensos con enfermedad renovascular ateroesclerdtica bilateral
(ERVA-Bi).
Por su parte, los 2 grupos controles se constituyeron de sujetos con las
siguientes caracteristicas:
1. Individuos con HTA-Es.
2. Individuos con NT.

(EN ESTOS DOS GRUPOS ULTIMOS, ¢SE DESCARTO ESTENOSIS RENAL?)

6.1.2. Poblacion, unidad de analisis, muestra y criterios de seleccion
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Se incluyd una poblacién basal de 708 hipertensos sobre la cual se estratificé el
riesgo de la ERVA segun los grados de sospecha definidos por Mann y Pickering!°. De
acuerdo a como se detallara mas adelante en Resultados, se identificaron 66
individuos con riesgo intermedio (o moderado) y riesgo elevado (o alto) de la
enfermedad.

Esta poblacidon de mayor sospecha fue estudiada con ARM de arterias renales y
arteriografia por sustraccién digital, identificAndose 3 grupos, considerando sus
tamafios muestrales>:

1. Hipertensos con ERVA-Uni: 16 sujetos.
2. Hipertensos con ERVA-Bi: 16 sujetos
3. Hipertensos sin ERVA: 19 sujetos.

Ademas, se incluyd un grupo control de hipertensos esenciales (19 sujetos),
cada grupo representando una unidad de andlisis. Y el grupo normotenso, no se
menciona aqui?

Las determinaciones del estado de activacion del SRAA fueron realizadas
basalmente, antes del estudio de las arterias renales, y post-tratamiento (a qué se
refiere post-tratamiento? a la intervencion endo-arterial?). Los pacientes con ERVA
fueron tratados mediante una terapéutica intervencionista de dilatacion con baldn e
implante de stent o tratamiento farmacoldgico (segun indicacidon del profesional
médico), comparandose la respuesta del SRAA antes y después del mismo, y con

aquella correspondiente al grupo de hipertensos sin ERVA basalmente y respecto del

3 Seglin se verd mas adelante en este mismo subapartado, el total de la sumatoria de estos grupos no se
corresponde con el total mencionado de 66 sujetos, aspecto asociado a la exclusion de ciertos
individuos dados los criterios de seleccion empleados.
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seguimiento con tratamiento antihipertensivo. Ademas, las comparaciones también se
efectuaron con controles sanos (sin ERVA y sin HTA). Cémo se descarté la ERVA en los
individuos sanos?

En la Figura 16 se representa el disefio poblacional y muestral del estudio

atinente al Proyecto |.

Figura 16. Disefo poblacional y muestral del estudio hormonal de la ERV (Proyecto I).
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Fuente: Elaboracién propia.

Respecto de los criterios de seleccidon de los sujetos participantes del estudio,

valen los siguientes.

Criterios de inclusion

Individuos hipertensos con sospecha intermedia o elevada de la ERV.
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Criterios de exclusion

e Factores concomitantes que pudiesen afectar las determinaciones del estado
de activacion del SRAA.

e Hipocalemia < 3,5 mEq.

e Imposibilidad de suspender drogas que afecten el SRAA.

e Deterioro de la funcién renal (FG < 60 ml/min/1,73 m?, estimado segun la
ecuacion Modificacion de la Dieta en la Enfermedad Renal —MDRD-, y
microalbuminuria > 16 mg/24 hs).

e DM.

Debido a estos criterios fueron excluidos 15 pacientes: 5 por DM y 10 por

alteracion de la funcién renal.

6.1.3. Recoleccion de datos

6.1.3.1. Grados de sospecha de la ERVA

Para la determinacién de los grados de sospecha de la ERVA se utilizd Ia
clasificacién de sospecha de la HTARV propuesta en las recomendaciones de uso

generalizado y conocidas con el nombre de familia de sus autores Mann y Pickering!®.
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6.1.3.2. Diagnostico de ERVA

La ERVA se diagnosticd con el estudio de la ARM con gadolinio (ARM-G),
considerando como método de certeza la confirmacién con arteriografia por
sustraccion digital.

Para clasificar a los sujetos en los 4 grupos ya mencionados se definieron los
conceptos de lesidn unilateral, lesidn bilateral, arteria normal, HTA y NT arterial, segln
se indica a continuacidn (estos criterios surgen de algun otro trabajo publicado?):

e ERVA-Uni: reduccién de al menos el 70% de la luz de una arteria renal polar o
principal.

e ERVA-Bi: combinacion de una reduccion unilateral de al menos el 70% de la luz
de una arteria con una reducciéon de al menos el 50% de la luz de la arteria
contralateral.

e Arterias renales normales (AN): se consideraron asi a aquellas sin reduccion
ateroesclerdtica de la luz o con una reduccién < 30%.

e HTA: PAS/PAD > 140/90 mm Hg y/o diagndstico documentado en la historia
clinica del paciente, segin recomendaciones de la Sociedad Europea de
Hipertensidn Arterial?®4, y/o uso de farmacos antihipertensivos (por indicacion
médica) de manera estable durante los 6 meses previos a la inclusién en el
estudio.

La PA se midid en posicidon de sentado, en 2 ocasiones diferentes, siguiendo la

técnica adecuada en el brazo de mayor valor con tensidmetro semiautomatico

(OMRON 708). Se considero representativo al valor promedio de las 2 ultimas

mediciones de cada visita.
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e NT arterial: refirid a la ausencia de los criterios enumerados para la definicion

de la HTA.

6.1.3.3. Determinaciones

6.1.3.3.1. Preparacion del paciente

Todos los individuos recibieron instrucciones escritas indicativas de una dieta
conteniendo 120 mmol de sal/dia para evitar el estimulo del SRAA por las dietas
restrictivas en sal, habituales en pacientes con HTA. La evaluacién de la adherencia a
esta indicacion se efectué a través de la determinacion del Na* urinario en
recolecciones de orina de 24 hs, previas a la obtencién de las muestras de sangre.

En el instructivo también se le indico al paciente presentarse a las 07:00 a.m. del dia
siguiente al inicio del ayuno de 12 hs. No debieron realizar actividades fisicas ni
esfuerzos de ninguna indole durante dicho periodo y al arribar al laboratorio del
Hospital Universitario Austral (HUA) se les asignd un area especificamente preparada
para su descanso durante 30 min en posicién supina. Luego de ese lapso se procedi6 a

la extraccion de la muestra sanguinea.

6.1.3.3.2. Método de determinacion del estado del SRAA en sangre periférica

El plasma y las células sanguineas se separaron por centrifugacion. La ARP fue
determinada por la medida de la sintesis de Ang Il catalizada por la renina. Las

mediciones se expresaron en ng de Ang II/ml de plasma/h.
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El rango de valores normales aceptados fue de 0,15-2,33 ng/ml/h. El coeficiente
de variacidén intraensayo fue de 5,4% vy el coeficiente de variacién interensayo de
9,1%.

Los valores de Ald se estimaron en ng/ml, siendo el valor normal de 1,2-15,0
ng/ml. Estos valores fueron ajustados (qué quiere decir ajustados?, tienen un factor de
conversion en relacion a la natriuresis?) segln la natriuresis siguiendo el nomograma
de McKenna?®,

La ARR (concentracion de Ald en plasma/ARP) se utiliza como test de screening
del hiperaldosteronismo. Una ARR > 30 y una Ald plasmatica > 20 ng/ml se asocian con
una sensibilidad del 90% y una especificidad del 91% para el diagndstico de

hiperaldosteronismo. (no se sobreentiende?)

6.1.3.3.3. Otras mediciones

La funcién renal se determind mediante la estimacion del FG con la ecuacion de
MDRD. Se midieron también la proporcion albuminuria/creatininuria, el Na*
plasmatico y urinario (24 hs) y el K* plasmatico y urinario (24 hs). Todas las
determinaciones se realizaron al menos 2 veces. (Aca no entiendo bien; la Unica que
mide la funcidon renal es la MDRD; las otras pueden indicar enfermedad renal

solamente o medir la ingesta de sodio y potasio, etc.)

6.1.4. Analisis estadistico

(corrijo abajo todo a renglén seguido y no separado en parrafos “punto aparte”
como lo tenés en el original)
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Los datos se analizaron usando el test de analisis de varianza (ANOVA) para
modelos cruzados (crossover-design). Se verificé la homogeneidad de la varianza y la
normalidad para cada variable considerada a través del test de Barlett. La hipotesis de
nulidad se evalud con la prueba post-hoc de Tukey. Las diferencias por individuo entre
los datos de las variables bioquimicas antes y después de la revascularizacién fueron
analizadas con el test T para datos apareados. Los datos se expresaron como medias *
desviacién estandar (DS) y los valores de significancia (p) < 0,05 fueron considerados
estadisticamente significativos.

Se utilizaron curvas Receiver Operating Characteristic (ROC)* para evaluar la
eficacia de la ARR ante la discriminacién entre los grupos estudiados, especialmente
entre la ERVA-Uni y la ERVA-Bi, considerandose a la arteriografia como el método

estandar de oro.

6.2. Proyecto Il

6.2.1. Diseiio general

4 Se define como un ploteo grafico de la fraccidén de verdaderos positivos (o sensibilidad del test) contra
la fraccion de falsos positivos (o 1-especificidad del test) para diferentes posibles puntos de corte de un
test diagndstico dado. Es una herramienta de analisis que permite evaluar la capacidad de un test para
clasificar correctamente a los individuos en categorias o estados de enfermedad.
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Se disefd un estudio prospectivo, original, descriptivo, clinico vy
controlado?®?283, Debido a que la ERVA a menudo se asocia a lesiones
ateroesclerdticas en otros territorios vasculares, se considerd que la presencia de
lesiones no detectadas podria hacer incierto el origen de las células inmunes halladas
sistémicamente (¢) en la sangre periférica. Por esto, se decidid estudiar la presencia
de células similares directamente en las placas de arterias renales.

Asi, el proyecto se estructuré a partir de la investigacién de la inmunidad
celular en la ateroesclerosis temprana en dos poblaciones independientes: pacientes
vivos y muestras de arterias post-mdrtem y ambas con sus correspondientes controles.
Estas poblaciones se identificaron con la denominacién de “Estudio de pacientes” en el
primer caso y “Estudio de arterias post-mdrtem” en el segundo.

El proyecto fue aprobado por el Comité Institucional de Estudios Clinicos. Los
pacientes firmaron un consentimiento validamente informado para el procedimiento y
fueron instruidos acerca del mismo.

Por su parte, la autorizacién para las autopsias (muestras post-mdrtem) fue
otorgada siguiendo las normativas de estudio de las causas de fallecimiento en caso de
muerte de tipo violenta (suicidio, homicidio culposo o doloso, accidente, lesiones
seguidas de muerte y en situaciones de muerte por causas dudosas de criminalidad o
sospechadas de criminalidad). En estos casos, segun el Cddigo Procesal Penal de la
Nacién, el juez dispone su realizacién por lo preceptuado en el articulo 264 sobre la
“autopsia necesaria” o necesidad de autopsia. También el Ministerio Publico Fiscal
puede ordenarla si la investigacion criminal le fuera delegada por el articulo 196 bis o

bien, a partir de mayo del 2001, por lo dispuesto en la Ley 25.409, la cual estipula que
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los agentes fiscales investiguen los delitos imputados a personas de ningiin nombre
(N.N.). Para este estudio no fue necesaria la autorizacién ni ninguna forma de
consentimiento de personas (familiar o deudos), siendo realizadas las autopsias por

los médicos forenses en la morgue judicial.

6.2.2. Estudio de pacientes

6.2.2.1. Poblacion, unidad de analisis, muestra y criterios de seleccion

1. Se incluyé una poblacidon de 50 hipertensos controlados con funcién renal
normal, evaluados con estudio angiografico de las arterias coronarias vy
carotideas, programado segun criterio clinico. Ambas arterias estaban libres de
lesiones ateroescleréticas angiograficas. A todos ellos se les efectud un estudio
angiografico de arterias renales y se los clasific6 en 2 grupos seglin su
resultado. Hipertensos con ERVA, con presion arterial controlada: 28 sujetos.

2. Hipertensos sin ERVA, con presion arterial controlada: 22 sujetos.

Partiendo del reconocimiento que cada grupo representé una unidad de
analisis, se obtuvo una muestra de sangre periférica y se evalué la activacidon
inmunoldgica celular a través de la inmunotipificacion con AcM.

En la Figura 17 se representa el disefio poblacional y muestral del Estudio de

pacientes del Proyecto Il.
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Figura 17. Disefo poblacional y muestral del Estudio de pacientes (Proyecto Il).
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La seleccion de los sujetos participantes del estudio se efectué a partir de los

siguientes criterios de seleccion.

Criterios de inclusion

Se consideraron candidatos a participar a aquellos pacientes que, siendo

hipertensos leves (> 140/90 mm Hg y < 159/99 mm Hg) y asintomaticos para la ERVA
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(ver Clasificacion clinica en Aspectos clinicos de la ERVA, Introduccidon general),
cumplieron con los siguientes requisitos:
e Indicacién previa de un estudio invasivo hemodindmico de arteriografia
carotidea y coronaria a ser realizado de manera programada.
e Evaluacion hemodinamica completada con la exploracion de las arterias renales
por decision del médico de cabecera.
e Ausencia de lesiones arterioesclerdticas, tanto en los vasos carotideos como
coronarios a través del estudio angiografico.
e Satisfaccion del consentimiento validamente informado para permitir el estudio

de una muestra de sangre periférica.

Criterios de exclusion

e HTA severa y/o maligna y/o refractaria al tratamiento con 4 drogas
antihipertensivas a dosis plenas e incluyendo un diurético.

o Antecedentes de HTA severa o de estados hipertensivos de urgencia o
emergencia.

e Deterioro de la funcién renal (FG > 60 ml/min/1,73 m?, estimado segun la
ecuacion MDRD, y microalbuminuria < (no es aca >?) 30 mg/24 h).

e Enfermedad ateroesclerética carotidea detectada por arteriografia.

e Enfermedad ateroesclerética coronaria detectada por arteriografia.

e Antecedentes de eventos cardiovasculares (EAP, IAM, IC).

e Antecedentes clinicos de enfermedad inmunolégica o autoinmune.

e Uso de agentes inmunomoduladores directos o corticoides.
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e Enfermedades infecciosas agudas o cronicas.

e Displasia fibromuscular de la arteria renal.

6.2.2.2. Recoleccion de datos

6.2.2.2.1. Drogas aceptadas y periodo libre de drogas

Diversas moléculas con actividad farmacolégica podrian interferir con las
determinaciones de la inmunidad celular. Para evitar su accién como confundidores de
los resultados, y como parte de la evaluacién del estado hormonal del paciente, todos
los medicamentos antihipertensivos fueron suspendidos durante un periodo de 21 dias
antes de la extraccion de sangre periférica. Se permitié el uso de doxazosina y/o
diuréticos tiazidicos y/o diltiazem como medicamentos de rescate para el control de la

PA, en caso de ser necesario en ese lapso (segun criterio médico).

6.2.2.2.2. Extraccion y preparacion de las muestras de sangre periférica

Se extrajeron 2 ml de sangre entera de cada participante en tubos tratados con
heparina. Las PBMC se aislaron por centrifugacién con gradiente de densidad segun el
método de Ficoll-Hypaque, que basicamente consiste en la separacidn de una
suspension celular a través de un medio de alta densidad por centrifugacion a baja
velocidad?®®.

(Carol, lo dejo a tu criterio, pero este método es muy conocido y no necesita
explicacion bioquimica de su fundamento).

Por su parte, los glédbulos rojos residuales fueron retirados por lisis con agua

Milli-Q a 4 °C.
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6.2.2.2.3. Inmunofenotipificacion

El andlisis de muestras se realizé mediante técnicas de inmunohistoquimica
(tincién simple y doble) y mediante citometria de flujo (FACScan-Becton Dickinson, Los
Angeles, California), usando el programa QuestTM celular (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems, Los Angeles, California).

Se analizé la presencia de marcadores inmunes celulares utilizando los
siguientes AcM: anti-CD4 (CD4 FLTM, Serotec), anti-CD3 (FLTM CD3, Serotec), anti-
CD83 (1:50; Serotec MCA1582), anti-CD86 (1:100; MS296, Nemarkers), anti-S-100
(MCA2769, Serotec), anti-CD8 (1:50; DK25, Dako) y anti-CD25 (1:50, MCA2127,
Serotec). Cada analisis con los marcadores mencionados se efectué con los

correspondientes controles de isotipo, siguiendo los protocolos de los fabricantes.

6.2.3. Estudio de arterias post-mortem

6.2.3.1. Poblacion, unidad de andlisis, muestras y criterios de seleccién

Fueron evaluadas mas de 60 arterias renales (yo pondria el nimero exacto si es
gue esta disponible) procedentes de autopsias, identificandose placas de ateromatosis
en 21 de ellas, las que luego fueron comparadas con 21 arterias incluidas como
controles y apareadas segun sexo y edad (cada grupo de arterias representé una

unidad de analisis).
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Por esto, se considera que la poblacién evaluada fue de 42 individuos que
fallecieron por causa no cardiovascular, cuya autopsia obedecid a los procedimientos
habituales de la morgue judicial.

Se evaluaron las arterias renales a través de inmunotipificacion con similares
AcM a los utilizados en el estudio de pacientes hipertensos, segin ya se ha descrito.

En la Figura 18 se representa el disefio poblacional y muestral del Estudio de

arterias post mortem del Proyecto Il.

Figura 18. Disefio poblacional y muestral del Estudio de arterias post mdértem
(Proyecto lI).

accidente, etc.)

Fuente: Elaboracion propia.
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L. -Sin insuficiencia
causa traumatica el -Inmunofenotipificacion
(homicidio, (IHC-Zinc/parafina).
suicidio, -Inmunohistoquimica

(Cortes de 10 pm/H&E).

En cuanto a los criterios de seleccién, se correspondieron con aquellos propios
de las autorizaciones para la obtencién de las muestras arteriales, segin ya se ha

comentado en el Disefio general del Proyecto Il. Ademads, y como podria estipularse, se
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incluyeron arterias renales con placas de ateroma y aquellas normales, y se excluyeron

las que no se presentaron biolégicamente viables para el andlisis requerido.

6.2.3.2. Recoleccion de datos

6.2.3.2.1. Procedimiento de autopsia y obtencion de las muestras

Este procedimiento se describe en Proyecto lll.

6.2.3.2.2. _ Preparacion e __inmunofenotipificacion _ (Carol, el texto original

correspondiente a este titulo estaba fragmentado en 4 parrafos; yo los unifiqué en un

solo parrafo).

Después de la diseccién de las arterias renales las muestras fueron fijadas por
inmersiéon en una solucion fijadora de IHC-Zinc (BD Biosciences Pharmingen) a
temperatura ambiente durante 24-48 hs, previamente a su inclusidon en parafina. Se
decidid no usar formaldehido debido a su posible interferencia con las técnicas
inmunohistoquimicas utilizadas posteriormente. Todas las muestras fueron cortadas
en secciones de 10 um y tefiidas con hematoxilina-eosina (H&E). La presencia de
marcadores inmunes celulares se analizd utilizando los AcM y controles de isotopo

descritos en Inmunofenotipificacién, Proyecto Il.
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6.2.4. Analisis estadistico

Se utilizé el test T de Student de 2 colas para las comparaciones estadisticas de
datos no apareados y el test de Fischer para las comparaciones de datos categdricos.
Todos los valores se expresaron como media + DS. Un valor de p < 0,05 fue
considerado estadisticamente significativo.

Se utilizaron tablas y ploteo de datos para la presentacién de resultados.

6.3. Proyecto Il

6.3.1. Disefio

(Carol, lo mismo acd abajo, el texto original correspondiente a este titulo estaba

fragmentado en muchos parrafos; yo los unifiqué en un solo parrafo).

Se disefid un estudio prospectivo, descriptivo, de grupos paralelos vy
controlado?8?283, orientado al andlisis anatomohistolégico de las arterias renales con y
sin lesion ateroesclerédtica. El presente estudio se desarrollé complementariamente al
Estudio de arterias post-mortem del Proyecto Il, aclaracion necesaria para el

entendimiento de los aspectos poblacionales y de muestreo.
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6.3.2. Poblacion, unidad de analisis, muestra y criterios de seleccion

(Carol, lo mismo aca abajo, unifiqué en 2 parrafos)

Los aspectos poblacionales y de muestreo del presente estudio se
corresponden con los descritos en Poblacidn, unidad de andlisis, muestra y criterios
de seleccién del Estudio de arterias post-mortem, Proyecto Il. Pese a esta aclaracidn,
en la Figura 19 se representa el disefio poblacional y de muestreo del estudio del (¢)

Proyecto Il

Figura 19. Disefio poblacional y de muestreo del estudio anatomohistolégico de la
ERVA (Proyecto lll).
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traumatica.

-Sin HTA severa ni
HTAR.

-Sin insuficienfia
renal.

Fuente: Elaboracion propia.
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6.3.3. Recoleccion de datos

6.3.3.1. Metodologia de la autopsia

Todas las autopsias que se realizan en la Morgue Judicial de la Ciudad Auténoma
de Buenos Aires, dependiente del Cuerpo Médico Forense de la Justicia Nacional, se
efectian en forma completa, sistemadtica e ilustrada. A razén de ello, a continuacién se
describen puntualizadamente estas caracteristicas procesales:

e Completa: consiste en efectuar la apertura de todas las cavidades, realizando a
continuacién el examen sucesivo de los drganos in situ, conservando sus
relaciones anatémicas y, en caso de ser necesario, extrayendo aquellos vy
evaluandolos de manera individualizada.

e Sistematica: se debe seguir un orden reglado, salvo indicaciones especiales, a los
efectos de evitar errores, imprecisiones u omisiones. Se obtuvieron muestras de
los tejidos para realizar diferentes tipos de investigaciones, de caracter quimico,
bacterioldgico, toxicoldgico y/o anatomopatoldgico.

e |lustrada: de acuerdo a las caracteristicas de cada caso, se realizaron tomas

fotograficas, graficos o esquemas, con el objeto de documentar los hechos.

6.3.3.1.1. Técnica

El estudio necrépsico fue realizado en 2 tiempos, segun la secuencia indicada a

continuacion:
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1. Examen externo del cadaver.
2. Examen interno del cadaver (obduccién).
Para el propésito de esta tesis, y en particular del estudio del Proyecto lll, importd

el examen interno del abdomen y los vasos.

6.3.3.1.2. Datos obtenidos

En relaciéon con la obtencién de datos generales, en el estudio se empled la
siguiente informacion, tomada de la causa abierta por la Justicia: Carol, creo que la
enumeracion que sigue se puede poner a espacio simple; es lo que hice)

e Fecha de muerte.

e Edad.

e Sexo.

e (Circunstancia de la muerte.

e Lugar del hecho que provocé la muerte.

e Alcoholemia.

e Presencia de toxicos tisulares.

e Causa externa de la muerte.

e Enfermedades preexistentes.

e Habitos tabaquicos.

e Antecedentes de enfermedad renal.

e Antecedentes de HTA.

e Antecedentes de dislipidemia. (o dislipemia, hay que unificar este nombre en todo
el texto)

e Antecedentes de DM.

e Factores socioecondmicos y culturales.

e Signos de enfermedades que preceden a la muerte.

6.3.3.2. Estudio de anatomia patoldgica

Se aislaron las arterias renales y se identificd6 macroscépicamente la presencia
de placas de ateroma, y se clasificaron las muestras como arterias con ERVA o arterias

sanas. El diagndstico se corrobord posteriormente a través del estudio histoldgico.
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Para esto ultimo, se prepararon tacos a partir de las muestras correspondientes a
regiones representativas; el material se fij6 en solucién de IHC-Zinc (BD Biosciences
Pharmingen) a temperatura ambiente durante 24-48 hs, previamente a su inclusion en
parafina. Se efectuaron cortes de 8 um, obteniéndose 500 cortes montados en portas
silanizados (estd bien esta ultima palabra, no es siliconados?) . Se armaron tacos de 1
cm x 1 cm que fueron incluidos en parafina para posteriores secciones de 4 um de
espesor.

En todos los casos, se realizaron tinciones con técnicas de H&E, acido peryddico
de Schiff (P.A.S.) y tricrémico de Masson. Cuando la patologia detectada asi lo requirio,

se aplicaron tinciones alternativas y especificas, tales como para FE, Sudan, Perls, etc.

6.3.3.3. Caracterizacion histoldgica

Para realizar la caracterizacidén de las muestras se empled la clasificacion de la
AHA8 y |a propuesta por Virmani et al*’*8, La evaluacion fue a doble ciego, realizada
por 2 observadores. Ante la existencia de disenso en la caracterizacién histolégica de
alguna de las muestras, se recurrid a un tercer observador. Las muestras fueron

conservadas para analisis posteriores de reproducibilidad.
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Resultados

7.1. Proyecto |

7.1.1. Caracteristicas de la poblacion

Fueron evaluados 708 individuos hipertensos que asistieron espontdneamente o que
fueron derivados por su médico de cabecera al Centro de Hipertensiéon Arterial del
HUA en el periodo mayo de 2008-mayo de 2009.

De esta poblacion inicial se identificaron 66 (9,3%) pacientes con criterios de

sospecha intermedia y elevada de ERVA, cuya distribucidon se presenta en la Tabla 8.

Tabla 8. Pacientes del Proyecto | segtin criterios de sospecha.

Nivel de sospecha Caracteristicas n=708
Bajo (< 1%) HTA limitrofe, leve o moderada 642
Intermedio (5-15%) HTA severa o refractaria 48

Inicio abrupto de HTA moderada en individuos < 30
anosy > 50 afos

HTA moderada en un tabaquista con compromiso
ateroesclerdtico de algun territorio

Elevacion inexplicada de la Crpl o deterioro de la
funcioén renal

HTA moderada o severa en (en o con?) respuesta al
tratamiento con IECA

Elevado (> 25%) Soplo abdominal 18
Aumento de la Crpl secundario a IECA

Asimetria renal > 15 mm (esto esta bien, 1.5 cm es
“muy poquito”, me parece)

HTA severa con insuficiencia renal progresiva

HTA maligna
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Fuente: Elaboracion propia.

7.1.1.1. Pacientes excluidos

e Se excluyeron 15 pacientes por las siguientes causas: Presencia de DM en 5
pacientes: 2 en el grupo de ERVA-Uni, 1 en el de ERVA-Bi y 2 en el de
hipertensos esenciales con AN.

e Deterioro del FG renal en 10 pacientes: 2 en el grupo de ERVA-Uni, 4 en el de

ERVA-Bi y 4 en el de hipertensos esenciales con AN.

7.1.1.2. Estudio de las arterias renales

La aplicacién de la metodologia descrita para el estudio de las arterias renales
en la poblacion final de hipertensos con sospecha moderada a severa de ERVA (n=51)
(no se habla en otro lugar del texto que fueron 66 los que estaban en riesgo de tener
ERVA?) permitid identificar lesiones unilaterales en 16 pacientes, bilaterales en 16
pacientes y AN en 19 pacientes. Se incluyd un grupo control de 19 individuos
voluntarios con NT.

En la Figura 20 se presenta un ejemplo de lesidn ateroesclerética severa en las
arterias renales que representa un caso de los correspondientes a los dos primeros

grupos de pacientes mencionados.
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Figura 20. Lesion ateroesclerdtica ostial severa.

Fuente: Gentiliza del Dr. Juan Manual Telayna.

7.1.1.3. Caracteristicas basales

Las caracteristicas basales de la poblacién incluida (n=70), factores

demograficos y clinicos discriminados por grupo, se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Caracteristicas basales de la muestra analizada en el Proyecto I.

Indicador NT (n=19) HTA-Es ERVA-Uni ERVA-Bi P
(n=19) (n=16) (n=16)
Femenino [n (%)] 5(26,3)  5(26,3) 4 (25,0) 5 (26,3) 1,000
Edad (afios) 48 + 8 48 +5 47 +11 48 +9 0,900
PAS/PAD (mm Hg) 117,8 + 150,0 + 160,0 + 160,0 + <0,01vs
5,7/76,9 + 12,0/100,0 16,0/98,0 + 14,0/100,0 NT
4,3 +9,0 12,0 14,0
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Indicador NT (n=19) HTA-Es ERVA-Uni ERVA-Bi [¢]
(n=19) (n=16) (n=16)

Antigliedad HTA 0,0 7,0+29 9,0+6,5 11,1+3,2 0,800

(afos)

Numero de drogas 0,0 40+1,5 3,1+1,8 45+1,6 0,900

antihipertensivas*

0JO!! Todas las tablas y figuras de la Tesis deben ser explicativas por si mismas, sin
tener que ir a leer el texto. Por lo tanto deben tener debajo de las mismas la
explicacion de las abreviaturas correspondientes.

Fuente: Elaboracion propia.

Nota: *La distribucion de diferentes tipos de farmacos no mostré diferencias significativas entre los
grupos.

En el grupo de NT la PA fue significativamente menor que en los hipertensos
con estenosis arterial renal unilateral, bilateral y que en los hipertensos esenciales. Por

su parte, la PA no se presentd estadisticamente diferente entre los 3 grupos de

hipertensos.

7.1.1.4. Requerimiento de tratamiento antihipertensivo de rescate (este término

rescate esta definido en otro lugar del texto?)

Se indicé prazosin o doxazosina (2 mg/dia via oral) en 9 pacientes del grupo con
ERVA-Uni, 9 pacientes con ERVA-Bi y en 10 pacientes con HTA-Es. La distribucién
porcentual de los individuos que requirieron control farmacolégico fue de 56,2% en el

primer grupo, 56,2% en el segundo y 52,62% en el tecero.

7.1.2. Determinaciones bioquimicas del SRAA
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La ARP fue significativamente mayor en el grupo con ERVA-Uni en comparacién
con los otros 3 grupos (ERVA-Bi, HTA-Es con AN y NT), mientras que la Ald se hallé en
el rango normal aunque con una relacion inadecuada para el valor de ARP (Ald normal-
ARP alta). Por su parte, en el grupo con ERVA-Bi la ARP fue mayor que en el rango
normal, pero menor que la observada en los pacientes con ERVA-Uni. (cuando hablas
de estas ultimas diferencias, éson significativas?).

La ARP también fue significativamente mayor en los pacientes con HTA-Es,
ERVA-Uniy ERVA-Bi respecto del grupo de NT.

En la Figura 21 se presentan los resultados de distribucion anteriores,
considerando los grupos de ERVA-Uni, ERVA-Bi y HTA-Es, en funcidn a los datos ya

publicados por Kotliar et al??’.
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Figura 21. Distribucion de la Ald y de la ARP en muestras obtenidas de pacientes con
estenosis unilateral o bilateral y de HTA-Es.
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Fuente: Kotliar C, Inserra F, Forcada P, et al. Are plasma renin activity and aldosterone
levels useful as a screening test to differentiate between unilateral and bilateral renal
artery stenosis in hypertensive patients? J Hypertens. 2010;28(3):594-601.

Vale lo dicho para lo dicho en otro lado, deben ser aclaradas las siglas para que sean
self-explaining. No hace falta poner el titulo del trabajo, sélo autores y la referencia y
entre paréntesis el numero de la cita que tiene en las referencias de esta Tesis.
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Por su parte, la Ald fue significativamente mayor en los individuos con ERVA-Bi

en comparacion con los otros grupos, segun se presentan los resultados en la Tabla 10.

Tabla 10. Actividad basal de la renina y la Ald en individuos hipertensos con ERVA-
Uni y ERVA-BI, y en aquellos normotensos y los que manifestaron HTA-Es.

Indicador NT (n=19) HTA-Es ERVA-Uni ERVA-Bi [¢]
(n=19) (n=16) (n=16)
ARP 1,60+0,31® 5,10+1,92® 30,93 + 6,70 + 0,001 'S
(ng/ml/h) 12,10° 5,012 ERVA-Bi, HTA-
Es, NT?
0,001 vs NT?
Ald (ng/ml) 4,11+0,51 7,62+1,12% 15,1+1,81® 39,7 + 0,001 S
5,252 ERVA-Bi, HTA-
Es, NT?
0,001 vs NT?
ARR (ng/ml 2,50+ 0,60 1,52+0,98 0,38+0,178 5,92 +* 0,001 vs HTA-
por 2,30° Es?
ng/ml/h)> 0,001 vs NT?2
Calemia 4,10+£0,81 444+031 3,70x043 3,92 * ns
(mEqg/l) 0,61

Fuente: Kotliar C, Inserra F, Forcada P, et al. Are plasma renin activity and aldosterone
levels useful as a screening test to differentiate between unilateral and bilateral renal

artery stenosis in hypertensive patients? J Hypertens. 2010;28(3):594-601.
Nota: Valores estan expresados en media y DS; ? ANOVA univariado con prueba post-hoc de Tukey.
(igual al caso anterior en relacion a la cita del trabajo)

7.1.2.1. Cociente aldosterona/renina (ARR)

A partir de los datos anteriores, se encontré que la ARR fue un 289% mayor en
el grupo ERVA-Bi (p < 0,01) y un 74% menor en el grupo ERVA-Uni, en comparacién con

los valores hallados en el grupo HTA-Es.

5> Dadas las magnitudes consideradas para su célculo, la ARR se informa sin unidades. La medida de la
ARP es en ng/ml por h.
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Por su parte, al efectuar las comparaciones con el grupo NT se hallé que en el
grupo ERVA-Bi la ARR fue un 137% mayor (p < 0,001), en el grupo ERVA-Uni un 85%
menor (p < 0,001) y en el grupo HTA-Es un 39% menor (NS)

Las proporciones de probabilidad multinivel en el grupo ERVA-Bi fueron
positivas para la ARR > 3,6, negativas para la ARR < 0,2 y neutrales parala ARR< 3,6y >
0,2.

En la Figura 22 se representan las anteriores proporciones de manera

comparativa.

Figura 22. Distribucion de los coeficientes de Ald/ARP en pacientes con ERVA-Uni,
ERVA-Bi, HTA-Es y NT.
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Fuente: Kotliar C, Inserra F, Forcada P, et al. Are plasma renin activity and aldosterone
levels useful as a screening test to differentiate between unilateral and bilateral renal
artery stenosis in hypertensive patients? J Hypertens. 2010;28(3):594-601.
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7.1.3. Efectos de la resolucion de la estenosis

Se efectud un procedimiento intervencionista hemodinamico de dilatacién con
balén e implante de stent en 6 pacientes con ERVA-Uni y en 7 pacientes con ERVA-Bi.
El rango de la estenosis residual en los 13 casos, como medida del éxito del
procedimiento, fue de 0-8%.

La determinacién de las variables bioquimicas de la activacién del SRAA post-
revascularizacion se realizé 21 + 9 dias después de la intervencién. Comparativamente,
se extrajeron muestras plasmaticas de los hipertensos esenciales con AN al cabo de un
seguimiento promedio de 5 meses (rango de 4-6 meses).

Los valores obtenidos para la kalemia y el FG no fueron estadisticamente
diferentes entre los grupos estudiados. En la instancia post-intervencion, los valores de
PAS y PAD fueron significativamente menores que los correspondientes basales,
fendmeno mas marcado en el grupo ERVA-BI.

Por su parte, la ARP post-intervencion fue significativamente menor que la
basal; no se observaron cambios significativos en el grupo ERVA-Bi ni en el HTA-Es.

En la Tabla 11 se presentan los datos estadisticos asociados a las
interpretaciones anteriores, considerando los distintos indicadores segun grupo de

estudio e instancia temporal de medicién.
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Tabla 11. Estado y posintervencion de parametros clinicos y bioquimicos en pacientes hipertensos.

Indicador HTA-Es ERVA-Uni ERVA-Bi

Basal® Seguimiento p Basal® Posintervencion p Basal Post-intervencion p

(n=6) (n=7)

Natriuresis 84,4+1,5 91,9+49 ns 83,6+1,3 78,2+5,7 ns 729+1,4 92,4+5,9 0,01
(mEq/24 h)
Kalemia (mEq/l) 4,4+0,3 4,1+0,7 ns 3,9+£0,4 4,1+0,3 ns 3,7x0,5 3,9+0,2 ns
FG-MDRD 78,7 8,2 81,0+6,1 ns 67,7+5,8 71,0+4,0 ns 65,4+4)9 69,7 £ 3,7 ns
(ml/min)
PAS (mm Hg) 159,0+£12,0 139,0+21,0 0,001 160,0+16,0 141,0%£7,6 0,001 163,0+14,0 151,0+8,1 0,01
PAD mm Hg) 100,0£9,0 78,0+11,0 0,01 98,0+12,0 90,9+7,0 ns 101,0+£14,0 91,0+4,0 0,01

Fuente: Kotliar C, Inserra F, Forcada P, et al. Are plasma renin activity and aldosterone levels useful as a screening test to differentiate between

unilateral and bilateral renal artery stenosis in hypertensive patients? J Hypertens. 2010;28(3):594-601.
Nota: Valores expresados en media y DS; 2 ANOVA univariado; Los valores basales corresponden solo a los pacientes que se sometieron a angioplastia e implante de estent;
El FG se calculé como tasa de FG estimada.
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En los pacientes con ERVA-Bi la Ald fue 3 veces menor que su valor basal (p <
0,001), mientras que en los individuos con ERVA-Uni la reduccién fue menos marcada
(~30%, p <0,001).

Por su parte, en el grupo HTA-Es la ARP y los valores de Ald no mostraron
cambios significativos en el mismo periodo.

Finalmente, la ARR post-intervencion fue significativamente mayor en el grupo
ERVA-Uni y significativamente menor en el grupo ERVA-Bi, en comparacién con los
datos basales.

En la Figura 23 se representan los anteriores resultados, considerando la ARP,

la Ald sérica y la ARR post-intervencion.
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Figura 23. ARP, valores Ald sérica y ARR post-intervencion.
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Resultados

Fuente: Kotliar C, Inserra F, Forcada P, et al. Are plasma renin activity and aldosterone
levels useful as a screening test to differentiate between unilateral and bilateral renal
artery stenosis in hypertensive patients? J Hypertens. 2010;28(3):594-601.
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7.2. Proyecto Il

7.2.1. Estudio de pacientes

7.2.1.1. Caracteristicas de la poblacion

Se estudid una poblacién inicial de 147 individuos hipertensos que asistieron a
una evaluacién hemodinamica programada por sospecha de enfermedad
ateroesclerotica en territorios carotideos y/o coronarios.

Luego de aplicar los criterios de seleccion (exclusién de 8 pacientes) fueron
incluidos sucesivamente 28 individuos hipertensos asintomdticos para la ERVA. La
prevalencia de ERVA en esta poblacion fue del 24%, aunque esto no representd un
valor de HTARV, sino un impacto no significativo de |la ateroesclerosis, al tratarse de
lesiones < 40% de reduccién de la luz, cuya prevalencia no ha sido documentada
previamente. A continuacién se incluyd un grupo de 22 pacientes hipertensos cuyas
arterias no presentaron lesiones, siendo sus caracteristicas basales similares a las del
grupo con ERVA. Entre estas caracteristicas se incluyeron el género, la edad, la PA, los
factores de riesgo cardiovascular (como tabaquismo, dislipidemia e indice de masa

corporal -IMC) y el tratamiento antihipertensivo, segiin se muestra en la Tabla 12.
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Tabla 12. Caracteristicas basales de la muestra analizada en el Estudio de pacientes
del Proyecto Il.

Caracteristica basal Pacientes

ERVA (n=28) AN (n=22) p
Femenino [n (%)] 13 (46,4) 11 (52,0) 1,000
Edad (afios) 55,0+£9,0 54,0+ 8,0 0,680
PAS/PAD (mm Hg) 1455+6,4/93,0+4,6 144,2+4,8/93,6+3,0 0,430/0,590
Tabaquistas [n (%)] 10 (35,0) 8(32,0) 1,000
Dislipidemia [n (%)] 7 (25,0) 6(27,7) 1,000
(IMC (kg/m?) 28,0+ 7,0 28,5+5,2 0,780
Numero de drogas 2,5+1,5 2,0+1,0 0,180

antihipertensivas*

Fuente: Elaboracion propia.
Nota: *La distribucion de diferentes tipos de farmacos no mostrd diferencias significativas entre los
grupos.

7.2.1.2. Andlisis de linfocitos Ty de CD

Las MC fueron aisladas de sangre periférica de pacientes con ERVA y con AN.
En la Tabla 13 se muestran los resultados obtenidos, describiendo su distribucion, en

funcidn a los datos ya publicados por Kotliar et a/l?%8,

Tabla 13. Distribucion de células inmunoldgicas segun cluster de diferenciacion en
sangre periférica de pacientes con ERVA y pacientes con aterias renales normales.

Marcador ERVA (n=28,x10° AN (n=22, x 10° p
inmunoldgico células/l) células/l)

CD3 1317,90 + 29,20 599,20 £ 11,80 <0,001
CD4 911,60 £ 77,60 309,70 £ 28,90 <0,001
CD83 131,40+12,80 79,20+ 10,40 < 0,001
CD86 401,70+47,10 78,00 +£ 9,80 < 0,001
S-100 102,30+ 17,90 109,40 + 16,30 0,150
CDS8 109,00 + 37,90 119,30 £ 13,00 0,220
CD25 86,90 + 5,40 90,20 £ 9,60 0,130
CD4+/CD8+ 8,30+1,40 3,40+ 0,90 <0,001
CD25+/CD4+ 0,09 £ 0,02 0,29 £ 0,09 <0,001
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Fuente: Kotliar C, Juncos L, Inserra F, et al. Local and systemic cellular immunity in early
renal artery atherosclerosis. Clin J Am Soc Nephrol. 2012;7(2):224-30.

El nimero de células CD3+, poblacién total de células T, fue 2,2 veces mayor en
el grupo con ERVA respecto del grupo con AN (p < 0,001). De manera similar, las
células CD4+, células T maduras, se hallaron significativamente incrementadas, cerca
de 2,9 veces en el grupo con ERVA respecto de los pacientes con AN (p < 0,001). Las
células CD86+, marcadores de APC maduras, fueron 5,1 veces mas elevadas en los
pacientes con ERVA, en comparacién con el grupo de arterias renales normales (p <
0,001). Consistentemente con estos hallazgos, el nimero de células CD83, marcador
de CD activadas, fue 1,4 veces mayor en los pacientes con ERVA, comparados con
aquellos con AN (p < 0,001).

Por su parte, la relacion CD4+/CD8+ fue 2,4 veces mayor en el primer grupo
respecto del segundo (p < 0,001), debido al nimero aumentado de linfocitos CD4+ (p <
0,001) y a la ausencia de diferencia en el nimero de células CD8+ (p > 0,05).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) en el
numero de células CD25+, un marcador de los LTr, asi como tampoco en el nimero de
células S-100+ (p > 0,05), un marcador de CD y de macréfagos, aunque también
descrito en algunas células endoteliales y gliales.

Los resultados de los marcadores enumerados se muestran individual y

comparativamente en la Figura 24.

Figura 24. Marcadores de inmunidad celular.
Representacion de cada marcador inmunolégico evaluado en las muestras de sangre
periférica de pacientes con ERVA y en aquellos con AN.
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Kotliar C, Juncos L, Inserra F, et al. Local and systemic cellular immunity in early
renal artery atherosclerosis. Clin J Am Soc Nephrol. 2012;7(2):224-30.

Nota: Los valores medios se muestran como puntos rojos.
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7.2.2.1 Caracteristicas de la poblacion

Para el estudio se incluyeron 21 muestras de arterias con ERVA a partir de
tejidos provenientes de individuos seleccionados, segun similar distribucion de
caracteristicas basales correspondientes al Estudio de pacientes (género, edad,
antecedentes de HTA y de evolucién asintomatica para la ERVA). Los datos recogidos
para estas muestras se compararon con los de otros provenientes de 21 individuos con
AN, también apareados segun sexo, edad y antecedentes de HTA y de evolucién
asintomatica para la ERVA.

A continuacidon se puntualizan las acepciones conceptuales para la definicidn
de algunas de las caracteristicas basales consideradas:

e HTA: segun lineamientos del Joint National Committee on Prevention,
Detection, Evaluation and Treatment of High Blood Pressure (JNC) VII*& y/o
tratamiento actual con farmacos antihipertensivos.

e Fumadores: personas con antecedentes de tabaquismo > 5 paquetes/afio.

e Dislipidemia: c-LDL > 160 mg/dl y/o triglicéridos en ayunas > 200 mg/dl en
pacientes no tratados y en hipertensos con niveles normales de las arterias
renales. (no se entiende aqui, son niveles normales de qué? de lipidos?)

En la Tabla 14 se muestran las caracteristicas basales de las muestras arteriales
incluidas en el Estudio de arterias post mortem, en comparacion con los pacientes
incluidos en el Estudio de pacientes del mismo proyecto. Se observd similitud entre

estos grupos segun su discriminacion entre la ERVA y las AN.
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Tabla 14. Caracteristicas basales de la muestra analizada en el Estudio de arterias post-mortem del Proyecto Il.

Resultados

Grupo post-mortem
AN (n=21)

Caracteristica basal

AN (n=22)

p Pacientes vs post
mortem

Femenino [n (%)]

ERVA=1,000;
AN=0,410

Edad (afios)

ERVA=0,210;
AN=0,510

PAS/PAD (mm Hg)

I+
I+

0,430/0,590

I+
I+

0,360/1,000

I+
I+
I+
I+

ERVA=0,330/0,150;
AN=0,540/0,220

Tabaquistas [n (%)]

ERVA=1,000;
AN=1,000

Dislipidemia [n (%)]

ERVA=0,540;
AN=0,740

IMC (kg/m?)

ERVA=0,910;
AN=0,840

antihipertensivas*

ERVA=0,190;
AN=0,110

Fuente: Kotliar C, Juncos L, Inserra F, et al. Local and systemic cellular immunity in early renal artery atherosclerosis. Clin J Am Soc Nephrol.

2012;7(2):224-30.

Nota: *La distribucion de diferentes tipos de farmacos no mostro diferencias significativas entre los grupos.
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7.2.2.2. Analisis de marcadores de inmunidad

Resultados

En la Tabla 15 se muestra la distribucion de los marcadores de inmunidad

evaluados en las muestras tisulares.

Tabla 15. Distribucion de los marcadores de inmunidad evaluados en las muestras

tisulares.

Marcador ERVA (n=21, x 10° AN (n=21, x 10°
inmunoldgico células/l) células/l) P

CD3 91,80 + 10,20 18,90 £ 2,60 <0,001
CDh4 81,40 = 8,60 19,10+ 2,80 < 0,001
CD83 34,20+ 6,30 6,10+ 2,10 <0,01
CD86 11,50+ 3,70 1,20+ 0,50 <0,001
S-100 7,90+1,20 1,70+£0,40 <0,001
CDS8 16,60 £ 3,40 15,50+ 5,70 0,450
CD25 12,70+ 4,50 11,70 £ 6,00 0,540
CD4+/CD8+ 3,60+0,70 1,50+0,30 <0,001
CD25+/CD4+ 0,15+ 0,08 0,61+0,02 <0,001

Fuente: Kotliar C, Juncos L, Inserra F, et al. Local and systemic cellular immunity in early
renal artery atherosclerosis. Clin J Am Soc Nephrol. 2012;7(2):224-30.

La densidad de células CD3+ fue 5 veces mayor en las muestras con ERVA

respecto de aquellas sin ateromatosis (p < 0,001). Asimismo, el contenido de células

CD4+ en placas renales fue 4 veces mayor que en las AN (p < 0,001).

El nimero de células T CD8+ fue moderadamente mayor en las arterias con

ERVA, aunque siendo estadisticamente equivalente (p > 0,05) al de las AN. Por lo

anterior, se encontré que la relacion CD4+/CD8+ dentro de las arterias con placas fue

2,4 veces mayor que en las AN (p < 0,001).
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Por su parte, no se hallaron diferencias significativas en la expression de CD25+
entre ambos grupos (p > 0,05). El contenido intraplaca de células S-100+ fue 4,6 veces
mayor comparado con el de las AN (p < 0,001), sugiriendo que la presencia de CD seria
marcadamente mas abundante en el primer grupo. Consistentemente, en las muestras
de lesiones arteriales el numero de células CD86+ fue 9,6 veces mayor (p < 0,001) y el
de células CD83+, 5,6 veces mayor (p < 0,001), ambas comparadas con el encontrado
en las muestras de AN.

En la Figura 25 se presentan, a modo de ejemplo, algunas fotografias

representativas de los analisis tisulares.
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Figura 25. Ejemplos de algunas de las muestras de arterias renales analizadas con
ateromas y diferentes técnicas de marcacion inmunoldgica.

(Arriba izquierda). Muestra (M) 1. Arteria renal derecha (RD); CD4+. (Arriba derecha).
M9. RD; CD4+. (Abajo izquierda). M9. RD; CD86+. (Abajo derecha). M11. Arteria renal
izquierda (RI); CD86+.

(Carol, no sé qué indican las flechas. Creo que la leyenda deberia decir “...en la
fig....la indica tal etc.)

T

h& b _"4} U T .
Fuente: Fotografias tomadas como parte del trabajo empirico de Kotliar C, Juncos L,
Inserra F, et al. Local and systemic cellular immunity in early renal artery

atherosclerosis. Clin ] Am Soc Nephrol. 2012;7(2):224-30.

Nota: Las flechas negras indican las células correspondientes a cada muestra de arterias renales
presentada.
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7.3. Proyecto Il

7.3.1. Poblacion

Las caracteristicas de la muestra han sido descritas en el Proyecto Il
(correspondiente al Estudio de arterias post mdrtem). Se evaluaron 21 arterias renales
con placas de ateroma provenientes de individuos con las caracteristicas citadas,
comparandose con un grupo control de 21 arterias renales sanas, provenientes de

individuos de similares caracteristicas basales y clinicas.

7.3.2. Anatomia macroscdépica renal

Cada rifién estudiado disponia de una arteria renal Unica (con 2 arterias
polares) y una Unica vena renal, emergentes de la aorta abdominal y de la vena cava
inferior, respectivamente. En su mayoria, las arterias se originaron a la altura de la
vértebra lumbar 2 (L2), encima del nacimiento de la arteria mesentérica superior con
la vena anterior a la arteria, siguiendo ambos vasos un curso anterior a la pelvis renal

antes de penetrar en el hilio renal.
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Se observd que ambas arterias renales se dividieron en un promediode 5 + 2,1
arterias segmentarias justo antes del hilio. El 60% de los ateromas estaban situados en
el ostium o presemtabam una localizacidn periostial.

Los andlisis histolégicos del parénquima renal se desarrollaron en el contexto
del procedimiento de las autopsias, pero no se incorporaron al andlisis de este

proyecto por no estar en el contexto de la hipdtesis de trabajo.

7.3.3. Descripcion anatomohistologica de las placas de ateroma

Se observaron lesiones ateroescleréticas predominantemente de tipo V,
fibrosas, con gran componente de fibrosis reticulada (FR). Los ateromas observados no
se presentaron obstructivos in situ, encontrandose que 18 de 20 placas analizadas
fueron mixtas, complicadas e inestables. Se observd un marcado predominio de
composicidn fibrosa en las placas.

En 2 ateromas se identificaron estrias grasas, con predominio de crecimiento
excéntrico, alargamiento compensatorio de la pared (remodelamiento) y extensas
areas de neovascularizacién (vasa vasorum), coincidiendo con una incidencia casi
generalizada (este término de “casi generalizada” no me gusta, yo pondria una
incidencia muy marcada) de HIP, dreas de calcificaciones y metaplasias 6seas (> 55%).

Si bien se observd la presencia de nucleo lipidico avascular en algunas placas
(40%), predominaron las areas de calcificaciones y las HIP, las que se asociaron a la
rotura de la envoltura fibrosa o de los capilares con desarraigo del nucleo vy

abundantes células espumosas desordenadas. Estas (quiénes son estas...) se hallaron
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incluso en los hombros de las placas donde el contenido en Ca** se encontrd elevado,
también con zonas de hemorragias y necrosis.
En la Tabla 16 se describen y clasifican (segin la AHA'!8) los ateromas renales

de cada una de las muestras evaluadas en este proyecto.

Tabla 16. Caracterizacion de los ateromas renales analizados usando la clasificacion
propuesta por la AHA.

Identificacion Descripcidn Clasificacion AHA
(Tipo)
M1.RD - Fibrosis moderada de la media. Vc
- FR.

- Ldmina elastica interna (LEI) duplicada en
sectores.

- Linfocitos en focos (LF) ++.

- Vascularizacion adventicial intensa (VA-I).

M2.RI - Fibrosis moderada con calcificaciones. Vc
- Nducleo necrético.
- Fibrosis marcada de la media.
- FR.
- LEl duplicada y fragmentada.
- FE fragmentadas y disgregadas por fibrosis.
- LF++.
- VA-L

M3.RI - HIP. v
- Placa fibrolipidica.
- Disrupcién superficial del endotelio.
- Linfocitos diseminados (LD)+++.
- VA-L

M4.RI - HIP. Vib
- Placa fibrolipidica.
- Hiperplasia marcada en el musculo liso y el
subendotelio.
- LF+++.
- VA-L

M5.RD - Fibrosis moderada con calcificaciones. Vc
- Nducleo necrotico.
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Identificacion

Descripcion

Clasificacion AHA
(Tipo)

- Fibrosis marcada de la media.

- FR.

- LEl duplicada y fragmentada.

- FE fragmentadas y disgregadas por fibrosis.
- LF+++.

- VA-L

M6.RI

- Fibrosis marcada.

- FR.

- Escasos lipidos.

- LF++.

- Vascularizacion adventicial moderada (VA-
M).

Vc

M7.RD

- Fibrosis con nucleo lipidico prominente.
- VA-L

M8.RI

- FR.

- Nducleo lipidico pequefio.
- Escasos lipidos.

- LF.

Vc

M9.RD

- FR.

- Escasos lipidos.
- LF.

- LEI fragmentada.
- VA-L.

Vc

M10.RD

- Fibrosis moderada con calcificaciones.
- FR.

- Fibrosis marcada de la media.

- LEl duplicada y fragmentada.

- LF++.

- VA-L

Vc

M11.RI

- FR intensa con disrupcion superficial del
endotelio.

- LD+++.

- VA-L

Vc

M12.RD

- HIP.
- Placa fibrolipidica.
- LF++.
- VA-L
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Identificacion

Descripcion

Clasificacion AHA

(Tipo)
M13.RD FR. Vc
Calcificaciones.
Lesion muy fibrosa.
LD+.
VA-M.
M14.RI Placa cicatrizal predominante. Vc
Fibrosis y calcificaciones.
Disrupcidn del endotelio.
LF+.
Vascularizacion adventicial leve (VA-L).
M15.RD FR. Vc
Placa fibrolipidica.
LEl duplicada y fragmentada.
LF+++.
VA-I.
M16.RI Fibrosis moderada con nucleo necrético. Vc
Fibrosis marcada de la media.
FR.
LEl duplicada y fragmentada.
FE fragmentadas y disgregadas por fibrosis.
LF++.
VA-I.
M17.RD FR generalizada. Vc
LEl fragmentada.
FE disgregadas por fibrosis.
LF+.
LD+++.
M18.RI Fibrosis intensa con hemorragias en la IV
adventicia.
Nucleo lipidico con hemorragias.
VA-I.
M19.RI Placa fibrdtica con nucleo necrético. Vc
FR.
LF+++.
FE disgregadas por fibrosis.
VA-I.
M20.RD Placa complicada con dreas de tromboses.  Vc
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Identificacion Descripcidn Clasificacion AHA
(Tipo)

- Disrupcion de la capsula.
- LD+.

- LEI fragmentada.

- VA-L.

M21.RI - FRintensa. v
- Escasos lipidos.
- LF+++.
- Hemorragias en la adventicia.
- VA-L

Fuente: Elaboracion propia.

De esta manera, las caracteristicas mas importantes de las lesiones evaluadas
son:

1. Predominio de lesiones fibrdticas en un patréon definido como FR por la intensa
trama observada.

2. Aterotrombosis avanzada caracterizada por placas de crecimiento excéntrico
con alargamiento compensatorio de la pared (remodelamiento) y extensas
areas de neovascularizacion (vasa vasorum), coincidiendo con abundante
incidencia de HIP.

3. Ausencia de estrias grasas -en 2 de los 21 ateromas estudiados- y escaso
numero de nucleos lipidicos, con predominio de lesiones fibrosas.

4. Abundancia de infiltrados linfociticos dispuestos en focos (LF).

En la Figura 26 se presentan, a modo de ejemplo, imagenes de los analisis

tisulares.
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Figura 26. Ejemplos de algunas de las caracteristicas histolégicas observadas en los
ateromas analizados. (no seria conveniente colocar algunas flechas en las fotos e

indicar al lector abajo lo qué uno quiere mostrar?)

(Arriba izquierda). M1. RD. H&E. (Arriba derecha). M10. RD. H&E. (Medio izquierda).
M15. RI. H&E. (Medio derecha). M21. RIl. H&E. (Abajo izquierda). M5. RI. Orceina.
(Abajo derecha).
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Fuente: Fotografias tomadas como parte del trabajo empirico de Kotliar C, Juncos L,
Inserra F, et al. Local and systemic cellular immunity in early renal artery
atherosclerosis. Clin J Am Soc Nephrol. 2012;7(2):224-30.
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8. DISCUSION




Discusion

8.1. Proyecto |

Los resultados de este estudio permitieron identificar diferencias significativas en los
niveles plasmaticos de Ald y ARP entre individuos con HTA-Es y con ERVA-Uniy ERVA-
Bi. Los pacientes con ERVA-Uni mostraron una marcada elevacién de la ARP con un
inadecuado valor normal de Ald, mientras que aquellos con ERVA-Bi presentaron un
valor inesperadamente elevado de Ald acompanado de valores normales-elevados de
ARP, aunque significativamente menores que en el grupo con enfermedad unilateral.
En los hipertensos esenciales sin ERVA los valores de Ald y de ARP fueron menores
qgue en los que presentaban ERVA, pero mayores que los correspondientes a los
controles normotensos. En consecuencia, la valoracion de la ARR en este estudio fue
capaz de diferenciar entre hipertensos esenciales sin ERVA, hipertensos con ERVA-Uni,
hipertensos con ERVA-Bi y normotensos.

Las observaciones cldsicas acerca del modelo de Golblatt de 2 rifiones-1 clip,
gue clinicamente se corresponderia con la HTARV con estenosis unilateral, sostenian
que la HTA era iniciada por la activacion del SRAA en el rifidn con el clip y que la
remocién de este Ultimo se asociaba con la rdpida normalizaciéon de la PA2°, Sin
embargo, Wilson y Byrom?°* demostraron que si se desarrolla dafio tisular y vascular
en el rifidn contralateral, subsecuente al estimulo del SRAA u otros mecanismos, la

remocion del clip no era suficiente para lograr la normalizacion de la PA.
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De la misma manera, en la descripcion original del modelo de Golblatt de 2
rinones-2 clips se atribuye la elevacién de la PA a la retencién de volumen vy, en
consecuencia, a la expansidon de fluidos. Esta situacidn activaria un mecanismo de
retroalimentacion negativo sobre el SRAA, resultando en la expresion de valores
normales de ARP, aunque mayores a los esperados en condiciones de sobrecarga de
volumen. En el modelo de estenosis unilateral de Golblatt la elevacién de la PA es el
resultado del mecanismo vasoconstrictor mediado por el estimulo hiperreninémico
asociado a la reduccidn de la PA renal posestendtical’®2%,

Observaciones recientes mostraron que, en ciertas condiciones, la Ald activaria
mecanismos no genémicos, especialmente el de la movilizaciéon de Ca*™. Algunas de las
caracteristicas que se han vinculado a este hecho son el stress oxidativo, la ingesta
aumentada de sal, una elevada ARP vy condiciones vasculares patoldgicas
preexistentes. Este efecto novel de la Ald podria representar un mecanismo relevante
en la comprensidn de la fisiopatologia del SRAA en la ERVA-BI.

El mecanismo de presidn/natriuresis también parece estar activo en la ERVA-
Uni pero no en el compromiso bilateral. En el primer caso, este mecanismo estaria
involucrado en la eliminacidn del exceso del Na* retenido por el rindn con el clip. Esta
eliminacion favoreceria la regresiéon del exceso de volumen, manteniéndose el
volumen de fluido extracelular dentro del rango normal y desactivando el mecanismo
de retroalimentacion negativa sobre el SRAA%°2,

De esta manera, en la ERVA-Uni los niveles marcadamente elevados de Ang Il

circulante estimularian la liberacién de Ald. En contraste, en la ERVA-Bi la presidén post-
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estendtica se hallaria reducida en ambos rifiones, siendo incapaces de revertir el
exceso de Na*y de volumen con la consecuente inhibicidn de la secrecidn de renina®®2.

En el presente estudio, los datos acerca de los pacientes con ERVA-Uni sugieren
qgue la HTA resultaria de un mecanismo similar al descrito por Goldblatt en el modelo
de 2 rifiones-1 clip. El incremento significativo de los valores de la ARP asociado a la
Ald normal-alta y una ARR < 0,5 sugieren una forma de diferenciar el compromiso
unilateral del bilateral. En los pacientes con ERVA-Bi la ARP fue normal, mientras que
los niveles de Ald fueron al menos 2 veces mayores a los hallados en la ERVA-Uni y la
ARR > 3,7, con un valor promedio 10 veces mayor que en aquellos con enfermedad
unilateral. En los pacientes con HTAEs la ARP y la Ald fueron 3 y 2 veces mayores,
respectivamente, que en la NT, mientras que la ARR mostré valores intermedios entre
0,5-3,7.

Por su parte, los resultados del analisis con curvas ROC demostraron
claramente que la ARR permite discriminar con alta sensibilidad y especificidad (> 95%)
entre pacientes con ERVA-Uni, ERVA-Bi, HTA-Es y aquellos con NT. Si bien en estudios
previos se reconocido a la ARR como un efectivo método de deteccion de
hiperaldosteronismo primario en pacientes con hipokalemia o HTAR?%>2°>, no ha sido
considerada como una prueba Util para diferenciar la ERVA-Uni de la ERVA-Bi o la ERVA
de la HTA-Es.

Pese a que el objetivo de este estudio fue analizar las condiciones
fisiopatoldgicas asociadas a la activacién diferencial del SRAA, se considera que el
principal hallazgo se relaciona con la demostracion de que la ARR puede constituir una

alternativa atil de diagndstico para discriminar entre las condiciones mencionadas. Los
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valores elevados de la ARR hallados en este estudio no han sido descritos previamente
en la ERVA-Bi, aunque si en situaciones de enfermedad renal crénica?®. El analisis de
los factores responsables de la elevacién de la Ald asociada a una renina muy
disminuida en la enfermedad bilateral necesita un mayor desarrollo. Los candidatos
potenciales para explicar estas observaciones podrian ser los niveles de ACTH, la
activacion del SRAA y el nivel de K* plasmatico, todos ellos reguladores de la secreciéon
de Ald 296—298.

En primer lugar, y aunque es clinicamente poco probable, no puede excluirse la
participacién de la ACTH. En segundo término, como es sugerido a partir de los valores
de la ARP obtenidos, la actividad del SRAA se hallaria parcialmente reducida,
corrobordndose esto en la ERVA-Bi, por lo que quedaria invalidada la posibilidad de
atribuir el incremento de la Ald a una hiperactivaciéon del sistema. Sin embargo, es
probable una discrepancia sustancial entre la ARP y la actividad local suprarrenal de la
renina, seguin su descripcién en estudios en rifiones y miocardio?*:3%, E| tercer factor
potencial, el nivel de kalemia en las condiciones analizadas depende en esencia de la
excreciéon de K*, ya que su ingesta fue similar en los pacientes con ERVA-Uni y ERVA-Bi.

Los niveles marcadamente elevados de Ald en la la ERVA-Bi podrian asimismo
estar relacionados con un estado de acidosis metabdlica, no infrecuente en estas
condiciones. En individuos normales, incluso una muy modesta acidosis metabdlica
resulta en incrementos marcados de la Ald, que no son acompafiados de elevaciones
de la ARP y se presentan independientes del K* plasmatico3®, perfil similar al descrito
en nuestros pacientes con ERVA-Bi. Pese a ello, el estudio en si no permitié dilucidar

entre los mecanismos involucrados en el aumento de los niveles de Ald.
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En concordancia con una comunicacion previa'?®, en los grupos con ERVA-Uni y
en aquellos con ERVA-Bi la correccién de la estenosis redujo dramaticamente la PA,
aunque sin alcanzar valores normales. Esto sucedié de manera concomitante a una
reduccion del nimero de drogas antihipertensivas. Posteriormente a la resolucién de
la estenosis, los niveles de la Ald y de la ARP se redujeron significativamente en ambas
patologias, aunque permanecieron por encima de los valores observados en el grupo
de HTA-Es. Estos hallazgos sugieren que la restauracién del flujo sanguineo normal al
rifidn facilitaria la excrecion de Na* y la reduccién consecuente del volumen
extracelular que se hallaba incrementado, corrigiéndose de forma parcial el valor de la
ARP.

Respecto de las limitaciones del presente estudio, debe considerarse el efecto
potencial del tratamiento farmacoldgico antihipertensivo de rescate. Al respecto,
aunque dependiendo del nivel preexistente de activacion del SNS, el uso de a-
blogueantes adrenérgicos podria influir sobre la relacidn entre la PAM, la liberacién de
renina y la relaciéon natriuresis-presién. Asimismo, esta interferencia medicamentosa
podria alterar la interpretacion y los resultados de este estudio en el caso de aquellos
individuos que debieron recibir drogas durante el periodo de lavado de farmacos. Sin
embargo, como hecho atenuante a este potencial factor confundidor, se observé una
distribucién similar de drogas a-bloqueantes en ambos grupos del estudio
(aproximadamente 55% en cada uno).

Tampoco no puede descartarse una posible influencia de la actividad simpatica
renal sobre los pardmetros evaluados. En este contexto, la evidencia publicada ha

sefialado la presencia de un incremento de la activacidon simpdatica central, mediada
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por sefiales aferentes originadas en el rifidn isquémico3®l. Ademads, ciertos estudios
experimentales han demostrado que la Ang Il enddgena actua en los AT1R del SNC,
estimulando ténicamente la actividad de los nervios simpaticos renales e influenciando
el control del barorreflejo arterial. El resultado de la activacién final de los nervios
simpaticos renales dependeria del nivel de activacion del SRAA, lo que representa un
claro ejemplo del concepto de sumatoria de sistemas07,302,

El andlisis de los datos provistos en el presente estudio permitire sugerir tres
escenarios basados en la fisiopatologia de la enfermedad y en los niveles de ARR:

1. ARR< 0,5 parala ERVA-Uni.
2. ARR > 3,7 para la ERVA-Bi.
3. 0,5<ARR<3,7.

Esta ultima representa una situacién que no podria diferenciarse claramente de
las anteriores, pudiendo corresponderse, en su mayoria, a hipertensos esenciales sin
ERVA. En el caso de la ERVA-BI, podrian indicarse estudios angiograficos, incluyendo la
posibilidad de ATRP, considerando a estos individuos en riesgo de progresar a falla
renal. En el extremo opuesto, ante una posible HTA-Es sin ERVA se sugeriria una
evaluacion mediante otros métodos no invasivos a fin de evitar posibles efectos
colaterales o riesgos innecesarios atribuibles a la evaluacion arteriografica.

En conclusidn, la activacion del SRAA parece manifestarse diversamente, segun
sea unilateral o bilateral el compromiso ateroesclerético renal. De acuerdo a los
presentes datos, los pacientes con ERVA-Bi se asociarian con valores de Ald
aproximadamente 2 veces mayores que aquellos pacientes con ERVA-Uni, aunque

dichos valores no serian consistentes con los niveles de la ARP. Estos pacientes
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también presentarian elevaciones significativas de la ARR similares a las observadas en
los estados de hiperaldosteronismo, que pueden ser parcialmente corregidas
mediante estrategias de revascularizacion.

Se requerird de nuevas evaluaciones para confirmar la implicancia de estos
hallazgos sobre las estrategias de intervencién farmacolégica a partir del bloqueo de
mineralocorticoides. Las mismas estarian respaldadas por fundamentos
fisiopatoldgicos y serian consistentes con los postulados originales de Goldblatt que
atribuian la HTA a un mecanismo volumen dependiente en el modelo de enfermedad

bilateral.

8.2. Proyecto Il

Los resultados de investigaciones recientes avalan el rol de los eventos
inmunoldgicos en el desarrollo de la enfermedad arterioesclerética3?33%7, En
consistencia con dicha premisa, los resultados presentados en el Proyecto Il permiten
sugerir la existencia de mecanismos inmunolégicos celulares en fases tempranas de la
ERVA asintomatica. Estos datos podrian fundamentar ciertas estrategias
inmunomoduladoras como intervencion terapéutica para evitar el progreso de esta

patologia.
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En este estudio, la expresion de los marcadores de inmunidad celular en la
sangre periférica de pacientes hipertensos con ERVA temprana fue comparada con la
de aquellos hipertensos con AN.

Debido a que los resultados podrian mostrar evidencias de actividad celular
inmune que reflejasen procesos originados en otros territorios vasculares
(extrarrenales), también en una etapa temprana de su desarrollo se analizd la
presencia de marcadores de inmunidad celular en ateromas renales obtenidos de
necropsias de cadaveres con ERVA, comparandolos con muestras de AN obtenidas de
similar manera (necropsias de individuos sin ERVA).

Los niveles de linfocitos T CD4+ y de CD maduras se hallaron significativamente
incrementados en la sangre periférica de los individuos con ERVA temprana subclinica,
sugiriéndose la participacion de mecanismos inmunes y de inflamacidn. Estos hallazgos
fueron consistentes con un aumento en los niveles de células S-100+, un marcador de
CD, de aproximadamente 5 veces mayor en las placas de ateroma en comparacién con
muestras de individuos sin ERVA, en los andlisis realizado con especimenes
procedentes de necropsias. Asimismo, el analisis de la sangre periférica de los
pacientes con ERVA temprana mostré un incremento significativo en células CD83+,
marcador de CD maduras, incremento previamente descrito en fases avanzadas y
sintomaticas de la ateroesclerosis3®’.

El incremento observado en el nimero de células CD4+ en este estudio podria
explicarse mejor a partir del analisis del microambiente de la lesidn ateroesclerdtica,
fuente de quimioquinas capaces de estimular su reclutamiento, diferenciacién vy

expansion?>7308 | as células CD4+ identificadas, tanto en la sangre periférica como en
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las placas procedentes de necropsias, no expresaron CD25, un marcador de activaciéon
celular y de los LTr. En relacion con estos ultimos, los resultados observados sugeririan
una posible respuesta de tipo proinmunogénica.

El reconocimiento de LTr ha marcado una nueva etapa en la investigacién sobre
la generacion y regulacién de una respuesta inmune. Las subpoblaciones de linfocitos T
CD4+ se caracterizan por la coexpresion de CD25 y FoxP3. Este ultimo marcador
consiste en un factor de transcripcion clave en la regulacién del perfil de expresién y el

comportamiento de los LTr. Hubiera sido necesario el empleo de este marcador en

nuestro estudio para concluir fehacientemente en una reduccién en el porcentaje de

LTr en muestras de pacientes con ERVA temprana y avanzada, refiriéndose en

términos de probabilidad al ser indicados como CD4+ y CD25. (Carol, me es confusa

esta parte subrayada; entiendo que vos no mediste LTr y que hubiera sido necesario
como “indicador de CD4+ y CD25”; qué habria indicado eso,....)

Cabe anadir que en el andlisis de las muestras de placas de ateroma la relacion
observada de CD25/CD4 fue 4 veces menor en comparacion con muestras obtenidas
de AN, lo cual sustentaria la idea de un estado proinflamatorio mas avanzado.
Consistentemente, el aumento observado en la expresién de CD86 (ligandos
coestimuladores) en las placas sugiere un estimulo importante inmunogénico para las
células T, aparentemente favorecido por el microambiente de la placa.

Los hallazgos en pacientes con y sin ERVA fueron confirmados por los
resultados del estudio de las arterias renales. Especialmente, la asociacion de los
incrementos de las células CD4+ y CD83+ sugiere la presencia de células T y de CD

maduras en estadios tempranos del desarrollo de la ERVA. De nuevo, en este caso el
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gran numero de CD maduras y de células T CD4+ no estuvo acompafado por el
incremento de la expresién de las células T CD25+, sugiriendo que las mismas no
estarian activadas en estas fases tempranas de la ateroesclerosis (de localizacién
renal), a diferencia de lo comunicado por otros autores respecto de las fases
avanzadas de la enfermedad 2°93%,

Ciertas evidencias han demostrado ampliamente que las células T son las
células inmunoldgicas predominantes en las lesiones ateroesclerdticas humanas3°,
También se han identificado incrementos de la presencia de las CD en las regiones mds
vulnerables de la ateroesclerosis®'?. Por el contrario, la reduccidn de la acumulacién de
las CD ha sido descrita dentro de la capa intima, sugiriéndose un efecto protector del
desarrollo de la ateroesclerosis!?,

Algunos autores consideran que estas células podrian madurar solamente
cuando se alojan en el interior de la placa. Segun estos conceptos, la interpretacién de
los resultados de este proyecto podria sugerir que el incremento y posible
reclutamiento de las CD cumpliria un rol importante en los estadios iniciales del
desarrollo de la ERVA. Los resultados son coincidentes con la presencia de un sistema
de interrelaciones de los mediadores inmunoinflamatorios que favorecerian la accién
local y sistémica de las CD en la liberacion de citoquinas y quimioquinas atrayentes de
células T.

En su estudio sobre las arterias de individuos jovenes y sano , Millonig et al?'?
describieron una mayor densidad de CD en las areas de flujo turbulento,
especialmente en zonas de bifurcaciones vasculares. Los aspectos mecanicistas

descritos previamente en este trabajo estdn en consonancia con ese hallazgo debido a
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que el flujo turbulento podria incrementar el tiempo de contacto entre los leucocitos y
la pared endotelial lesionada, resultando en el reclutamiento y la transmigracion de las
células del torrente sanguineo a través de la pared endotelial.

Por su parte, Weiss et al?*® describieron factores endoteliales que influyen
sobre la adhesién y la migracién de las CD dentro de la pared vascular en el inicio del
desarrollo de la placa. Estos autores sugirieron que la activacién endotelial seria un
fuerte promotor de la activacion inmune mediada por estas células. Pese a que la
identificacion de las CD no fue un objetivo especifico de este estudio, el analisis de los
datos obtenidos indicé que las mismas se hallarian involucradas en la generacién de
placas renales y en la promocién de una respuesta inflamatoria.

Los cambios inflamatorios son predecibles en el proceso ateroesclerético,
incluso en los estadios iniciales de las lesiones denudantes con incremento del espesor
de la capa intima vascular. La respuesta immune acompaiiaria, o determinaria quiz3,
su progresion hacia el desarrollo de una placa de ateroma3®3.

Mas alld del aumento encontrado en la mayoria de los marcadores de
inmunidad celular evaluados, es de interés el analisis de un segundo marcador que no
mostré incrementos en las poblaciones de ERVA analizadas. Las células T CD8+ no se
hallaron aumentadas en las determinaciones de sangre periférica de pacientes con
ERVA asintomatica ni en los ejemplares de arterias post-mortem con ateromatosis.
Este resultado permitiria inferir la presencia de una respuesta inmune especifica en
fases iniciales de esta enfermedad. No obstante, la correspondencia de esta

aseveracion con el diagndstico de una etiologia autoinmune no pudo evaluarse en este
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trabajo, situacién que se presenta como objeto de controversia en otras publicaciones
314-316.

El incremento de la relacién CD4/CD8 parece ser similar al descrito en otras
condiciones de fuerte arraigo autoinmune, como en la esclerosis multiple3!’. Es
pobable que este resultado se presente vinculado a un mecanismo de diseminacién del
epitope desencadenado por la exposiciéon limitada al o a los Ag especificos que
inicialmente causarian una respuesta inmune moderada. Dicha respuesta estaria
seguida por una mayor exposicion antigénica que expandiria el efecto. Estos
mecanismos serian compatibles con el desarrollo de eventos locales que acontecerian
en areas discretas sin un compromiso sistémico3'7:318,

Sin embargo, otra limitacién de este estudio residiria en que no se incluyé una
metodologia especifica para la identificacién de posibles Ag que desencadenarian la
reaccidon inmune descrita. Este aspecto es de especial interés, dado que actualmente
no existe consenso acerca de la estrategia terapéutica de la ERVA en estas fases,
siendo muy atractivas las posibilidades de intervencion para prevenir la evoluciéon de la
enfermedad. A tal efecto, son necesarios estudios similares en otros territorios
vasculares como el de las arterias coronarias y de las carotideas, con el objetivo de
evaluar si existen diferencias en la respuesta inmunolégica en fases subclinicas y si
pueden identificarse asimismo Ag especificos de esos territorios.

En sintesis, este estudio mostrd evidencias de la presencia de mecanismos de
inmunidad celular adaptativa en pacientes hipertensos con ERVA temprana, cuyo
diagndstico y evolucidn podrian eventualmente ser monitoreados a través del analisis

de marcadores de inmunidad celular en muestras de sangre periférica. A su vez, estos
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resultados podrian fudamentar el desarrollo de investigaciones futuras que examinen
las intervenciones potencialmente diagndsticas y preventivas en el desarrollo de la
ERVA temprana. La relevancia de esta posibilidad clinica podria considerarse
acrecentada ante la perspectiva de la falta de consenso respecto del manejo en

estadios mas avanzados de estas patologias.

8.3. Proyecto Il

Los resultados del estudio anatomohistoldgico de los ateromas renales permitié
identificar dos tipos de lesiones en la mayoria de los especimenes, segun se
puntualizan a continuacion:

e FR. (Un consejo general: siglas que no son “universales” no convendria
ponerlas en los titulos- A mi parecer tendria que ir el nombre completo.
Distinto es en el texto, donde el lector tiene que tener la hoja de abreviaturas
permanentemente al lado)

e Neovascularizacién y hemorragias adventiciales.

La intensidad de la fibrosis observada fue descrita por los anatomopatélogos
como FR debido a la trama sobrepuesta entre unas fibras y otras, entrelazandose en
una enmaranada red en la mayor parte de los tejidos examinados. Asimismo, fue
notoria la asociacién entre este tipo de ateromas y la presencia de hemorragias

especialmente adventiciales, correspondiéndose, en su mayoria, con hemorragias en el
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area de la adventicia junto a intensa neovascularizacién e infiltracién linfocitica. Es
conocido que ambas son consideradas como factores inestabilizadores de la placa.

La neovascularizacion es la principal herramienta de la placa ateroesclerética
para asegurar su crecimiento a través de la provisién de nutrientes, actuando los
nuevos vasos como vias de distribucidon de factores proinflamatorios. De hecho, las
HIP podrian haber sido facilitadas por la fragilidad de los vasos neoformados y por la
abundancia de los factores de inflamacion. A su vez, la HIP favorece la perpetuacion de
la lesidn endotelial no denudante a través del incremento del estrés oxidativo.

La caracterizacion de estas placas como tipo IV y V, segun la AHA'*®, podria
aportar datos acerca de las vias de trombogenicidad y embolismo distal hacia los
pequefios vasos glomerulares y el subsecuente incremento del riesgo de infarto y de
nefropatia isquémica renal. No existen descripciones cientificas al respecto, pero esta
informacién permitiria esbozar nuevas hipdtesis acerca de la fisiopatogenia de la
insuficiencia renal, complicacidn de la evolucién natural de estos pacientes.

Ciertos aspectos mecanicistas también pueden ser considerados a la vista de los
resultados obtenidos. En su nacimiento, las arterias renales describen un angulo de 75-
90° respecto de la aorta, caracteristica de indole geométrica que tiene impacto
hemodindmico si se considera que es altamente susceptible al desarrollo de ateromas
tanto ante un bajo estrés de rozamiento como a la presencia de un flujo oscilatorio o
turbulento. En general, estas caracteristicas pertenecen a vasos de zonas de
ramificaciones o grandes curvaturas; sin embargo, se ha descrito que el desarrollo de

la placa, incluso en individuos con esta vulnerabilidad topografica, estaria influenciado
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por condiciones genéticas y aspectos no dilucidados que se interrelacionan en un
balance entre factores protectores y promotores de la aterogénesis.

Por ejemplo, el estudio Pathobiological Determinants of Atherosclerosis in
Youth (PDAY)3-322 ha demostrado esta variabilidad de la respuesta topografica y
hemodindmica entre los jovenes evaluados. Este estudio, de caracter multicéntrico,
consistié en el analisis de arterias provenientes de autopsias de jovenes de 15-34 afios
que, al igual que en nuestro estudio, habian fallecido de causa violenta no
cardiovascular (por ejemplo, suicidio, asesinato o accidente). Se evaluaron los factores
de riesgo cardiovascular histdricos y se estimoé su efecto sobre la arteria coronaria
derecha, la aorta toracica y la aorta abdominal. En areas vasculares comparables el
tabaquismo incrementd 3 veces el riesgo de lesiones adrticas pero no afecté el de las
arterias coronarias. A la inversa, los valores elevados de la hemoglobina glicosilada
(HbA1c) no mostraron ningln impacto en las lesiones de la aorta abdominal pero se
asociaron con un mayor riesgo de lesiones en las coronarias. Respecto de las
diferencias por sexo, los autores hallaron una mayor prevalencia de estrias grasas en
aortas en las mujeres, mientras que los hombres las presentaron con mayor frecuencia
en la arteria coronaria derecha.

Estos datos sugieren la existencia de factores que permitirian predecir el dafio
vascular, considerando la topografia y tipo, aunque hasta el momento no habria sido
dilucidado el origen de este sitio de susceptibilidad.

En el afio 1969, Caro et al*?* sefialaron la importante correlacion entre el stress
de rozamiento y la ateroesclerosis en la vasculatura. Este concepto fue profundamente

elaborado por Zarins et al*?° y Ku et al3?¢, quienes reprodujeron las condiciones de flujo
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a escala humana en modelos de bifurcacién carotidea estudiando muestras de
autopsias. Estos autores demostraron que su localizacion se correlacionaba con areas
de disrupcién de flujo, rémoras, que incrementan el tiempo de residencia de las
particulas en contacto con la pared del vaso. Un modelo similar, pero en la aorta
abdominal -donde son caracteristicos el flujo oscilante y el bajo estrés de rozamiento-,
mostré un aumento en la asociacion con el desarrollo de placas en la pared posterior
del vaso3?’. (De todos modos, no me queda claro, la correlacién o la asociacion, es
entre quéy qué)

En nuestra investigacién, las placas observadas presentaron un extenso
desarrollo fibroso y neovascularizacion, a pesar de hallarse en estadios no sintomaticos
y evolutivamente tempranos de la enfermedad. Sus caracteristicas se presentaron
similares a las descritas en las placas de mayor antigliedad y de otras localizaciones,
como las arterias carotideas o coronarias. Por esto, es razonable considerar que la
vulnerabilidad topografica asociada al stress de rozamiento, a la rémora y a la
oscilacién del flujo sanguineo se comporta como acelerador del proceso aterogénico.

El rol de la tunica adventicia y de la irrigacion por los vasa vasorum ha sido
histéricamente subestimado, aunque en la Ultima década se actualizo el interés de
muchos investigadores sobre sus caracteristicas y funciones. Estos vasos son
responsables de la perfusién y la diseminacién de sustancias entre los vasos en
general, tanto en enfermedades neopldsicas como ateroescleréticas, y por esta razén
se han convertido en objetivos terapéuticos.

Por otra parte, la integridad de las funciones de esta capa es importante para la

amortiguacion de la pulsatilidad cardiaca sobre otros dérganos vecinos al vaso.
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Asimismo, en la evolucién del proceso ateroesclerético humano la adventicia continda
teniendo importancia, ya que la neovascularizacion ha sido relacionada con la rotura
de placa. (ojo, no sé si la correccion de arriba dice lo que vos querés decir)

La neovascularizacién adventicial ha sido considerada como parte del proceso
fisiopatolégico que envuelve a la pared arterial en la hipercolesterolemia
experimental. Quiza lo mds interesante de estos estudios realizados en humanos con
ateroesclerosis sintomatica sea el caracter panarterial del mayor desarrollo de los vasa
vasorum. Finalmente, es preciso sefialar que en la etapa de remodelacion arterial se ha
involucrado la produccién de factores de crecimiento, la proliferacion celular y la
protedlisis extracelular, aspectos concomitantes al incremento de la vascularizacién
adventicial.

Los resultados descritos en nuestro estudio han evidenciado, con énfasis, la
presencia de una intensa e inusual red de nuevos vasos sanguineos en la tunica
adventicia. Esto no deberia sorprender si se tiene en cuenta que una reaccién
fisioldgica esperable es la generacion de nuevos vasa vasorum ante un aumento del
espesor parietal.

El andlisis del rol de la adventicia ha llevado a investigadores como Fuster y
Corti® a sefialar que es probable que la regresidon del proceso ateroesclerdtico se
produzca desde la adventicia hacia el interior de la arteria. El conocimiento acerca del
rol fundamental de la neovascularizacion en la patofisiologia de la ateroesclerosis data
de, al menos, un siglo, lo que se enriquecid mas recientemente con la descripcion de

los vasos neointimales que acompafiarian al proceso adventicial. Se han propuesto

6 Se hace referencia a conferencias dadas por los autores mencionados a las cuales asistid la tesista.
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diferentes roles para los vasos neointimales y los adventiciales, a los primeros
atribuyéndole el transporte de sustancias nutritivas para la misma placa y a los
segundos, la diseminacién de los factores proaterogénicos hacia otras localizaciones
vasculares.

Finalmente, la HIP ha sido otro hallazgo frecuente en la mayoria de las placas.
Sin embargo, este factor se asocia con estadios evolutivos mds tardios que se
correlacionan con la inestabilidad de la lesién. Tanto la diseminacién via vasos
adventiciales como la hemorragia pro-inestable se han convertido en atractivos
objetivos terapéuticos a ser alcanzados con estrategias inhibitorias de la angiogénesis.
Las marcaciones efectuadas para detectar la presencia del factor proangiogénico VEGF
mostraron un aumento de sus niveles en los vasos con placas, en comparacién con

vasos hormales.

8.4. Discusion integradora de los Proyectos I, Il y Il

En este trabajo de tesis se han analizado secuencialmente, durante el
desarrollo de tres proyectos, algunos de los mecanismos hormonales,
inmunoinflamatorios y anatomohistolégicos posiblemente involucrados en la ERVA.
Ciertas peculiaridades atribuibles a la funcién y estructura del sistema renovascular,
hacen de éste un campo fértil para ser extrapolado a otros territorios vasculares. (no

entiendo qué favorece a qué; la peculiaridades de la funcion y estructura del sistema
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renovascular favorece el hallazgo de cosas que son mas dificiles de explorar en otros
territorios? OJO QUE LAS CONCLUSIONES TIENEN QUE SER MUY CLARAS PORQUE SI
LAS ORQUESTAS PIFIAN EN EL ULTIMO ACORDE TODOS QUEDAN TRISTES)

1. La activacidon del SRAA ante la caida del flujo sanguineo con influencia a nivel
local y sistémico.

2. Los aspectos mecanicistas relacionados con las caracteristicas anatdmicas del
origen y el trayecto de las arterias renales.

3. Los mecanismos nefroprotectores de autoregulacién del flujo sanguineo y del

FG permiten largos periodos de evolucién clinicamente silente de la ERV,

manteniendo la eficacia renal en el rango adecuado.

Vinculado a estas condiciones, el mismo Goldblatt, al presentar sus primeras
descripciones de la ERV, centré su interés en la identificacién de la sustancia
hipertensdgena de origen renal mas que en la entidad en si mismal’4, y varios
interrogantes especificos han permanecido sin dilucidar. En base a las evidencias de
estudios clinicos, el conocimiento actual pareceria avalar que solo estaria indicada la
intervencién para revascularizar un rifidn viable con ERVA cuando el paciente presenta
HTA severa o refractaria, deterioro o insuficiencia renal progresiva o EAP recurrente.
Sin cuestionamiento alguno, estas manifestaciones representan estadios avanzados de
la enfermedad, que se asocian con la caida del flujo sanguineo renal. En estas
situaciones, la intervencidn puede proveer regresiones del deterioro renal o mejorias
del control de la PA, aunque el riesgo residual persistiria probablemente elevado. A Ia

sazon, todavia no ha sido analizada la posibilidad de intervenir farmacolégica o
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invasivamente en estadios tempranos, cuando todavia no existe compromiso
funcional.

En este trabajo de tesis se comunican cambios significativos relacionados con
una activacién hormonal del SRAA y una activacién celular inmune, y se describen las
caracteristicas estructurales de las placas de individuos con ERVA en estadios
asintomaticos de la patologia. La integracién natural descrita como sumatoria de los
sistemas del organismo parece estar representada en los resultados, especialmente a
través de la interrelacion de los ejes endocrinos e inmunoinflamatorios en esta
enfermedad. Segun los datos del estudio, la ERVA en fases tempranas estaria asociada
con la activacion del SRAA y con la activacion celular inmunoldgica. La activacién del
SRAA es mediadora de inflamacion, habiéndose descrito receptores de Ang Il en el
linfocito T y una capacidad quimiotactica de la Ang Il para las células inflamatorias. Al
respecto, Guzik et al*?® evaluaron el efecto de la supresion alternativa de la Ang Il y de
la activacion inmune de células By T; se demostrd que la Ang Il induce un incremento
en el numero de células T en la adventicia de la pared adrtica y que estas mostraron
altos niveles del CCR5, mientras eran negativas para CD4 y CD8. La infusidn de Ang I
incrementd la expresion de la NADPH oxidasa, aumentando asi la habilidad de las
células T para producir oxigeno e inducir la produccién de TNF-a e IFN-y.

Por otra parte, la intervencion sobre el sistema inmune en modelos animales
con, v.g., timectomia, ha sido asociada a la prevencidon de la HTA, aun cuando se
infundiese Ang Il en el huésped3?°. A la inversa, la infusién de células T para el manejo

de algunas neoplasias ha demostrado causar aumento de la PA en humanos33°,
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Las caracteristicas histoldgicas descritas en el estudio anatémico de las placas
también pudieron vincularse con la intensa activacion inmunoinflamatoria observada.

El impacto de la vasoconstriccion inducida por el SRAA y de la expresion de
mediadores de inflamacidn en las fases iniciales de la enfermedad podrian jugar un rol
en la alteracién de la oxigenacién de la capa media vascular, siendo ésta dependiente
de los nutrientes aportados por la microvasculatura de las capas media y adventicia;
por el contrario, en el endotelio arterial la nutricién acontece directamente desde el
lumen.

Cuando deviene un aumento del grosor de la intima, la difusién de oxigeno
desde el lumen decae y se incrementa su aflujo desde la microvasculatura. Se
considera que los vasos adventiciales también son fuente de células inflamatorias
hacia la lesidn ateroesclerdtica en un inicio, estando luego involucrados en las HIP, la
expansién del nucleo lipidico y la ruptura de las placas. Su estudio se ha intensificado
en las ultimas décadas debido a que se ha reconocido su rol en la reestenosis post-
stent y en la regresién de la placa. Por esto, se acepta que la deteccién de la
neovascularizacion en la lesion ateromatosa representa un indice de riesgo
cardiovascular, dado su potencial de progresion y complicaciones.

El hallazgo de una intensa neored de vasos en estadios tempranos aporta datos
relevantes, pudiendo especularse acerca de un mecanismo trombogénico y
ateroembdlico que, impactando sobre el glomérulo, exacerbe la caida de flujo, cuya
Unica existencia ha sido insuficiente para explicar la severidad de la insuficiencia renal

terminal de muchos pacientes. Este hallazgo, junto a la frecuente e intensa fibrosis
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intraplaca, podria sefialar que en la ateromatosis renal asintomatica la ateroesclerosis
€S un proceso en si ya avanzado.

Los posibles mediadores de la angiogénesis podrian inducir cambios en Ia
sintesis y actividad del VEGF, representando fisiopatolégicamente un vinculo probable
entre la activacidn endocrino-inmunoinflamatoria y la neovascularizacién, aspectos
observados en estos estudios. De esta manera, los cambios descritos en la estructura
vascular en pacientes con ERVA temprana, en comparacion con los controles normales,
serian parte de un complejo proceso de interaccién que, correspondiendo a un
mecanismo de reparacion de la lesién endotelial, se perpetia en una cadena de
sucesos fibroproliferativos e inmunoinflamatorios. Si bien pareciera tratarse de
mecanismos compensatorios, su prolongacién en el tiempo desencadena las
alteraciones caracteristicas de esta enfermedad.

El hallazgo de la existencia de mecanismos de activacion inmune y los
resultados obtenidos en la caracterizaciéon estructural anatomohistolégica lleva al
siguiente interrogante: ¢es posible establecer diferencias entre los mecanismos
descritos en la ERVA efectuando comparaciones con otras localizaciones de la
ateroesclerosis, como ser las arterias carotideas y las coronarias?

Si se analizan datos publicados, puede considerarse probable que la activacion
de las células T CD4+ y CD3+ sea tan intensa en las arterias renales como en las
carotideas y las coronarias. Sin embargo, en este trabajo se ha observado una menor
presencia del fenotipo CD25+/CD4+, algo no descrito tanto en muestras de pacientes

como de placas sin ERVA. Esta situacidon podria sugerir la existencia de un estado
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proinflamatorio o facilitador de la respuesta autoinmune mas significativo. (creo que
no entendi bien este parrafo)

Existen pocos estudios en seres humanos que hayan descrito presencia de LTr
circulantes, definidos bdsicamente por el fenotipo CD4+/CD25+/FoxP3. Algunos
andlisis de este tipo fueron conducidos en la EAC con resultados contradictorios33.
Esta subpoblacion de células CD4+/CD25+ es altamente eficiente en términos de
supresion de la respuesta inmune o de su regulacidn. Algunos estudios recientes
demostraron que la hiporregulacion del receptor de la interleuquina-7 (IL-7), CD127,
podria distinguir los LTr de aquellas células T CD25+ activadas pero no reguladoras,
facilitando la identificacion de mecanismos de inmunidad natural (FoxP3+) vy
adaptativa33?.

En su estudio, Ammirati et al*33 evaluaron 113 sujetos con aumento del espesor
intima-media carotideo (EIMc) y 125 individuos con EAC (angiografica y clinica),
comparandolos con 75 controles sin lesiones ni alteraciones en las arterias carotideas y
coronarias. Por citometria de flujo se determinaron los niveles de los LTr, identificados
como CD3+, CD4+, CD25+ y CD127-, y por su expresion de FoxP3 (ARNm) o los LTr
asociados a la produccién de IL-10. En concordancia con los datos publicados, los
autores hallaron que en los controles los LTr conformaron entre 5-6% del total de las
células CD3+ y CD4+. Los resultados principales demostraron que no existio asociacién
entre los niveles de los LTr y el desarrollo de la ateroesclerosis carotidea ni coronaria.
Finalmente, los investigadores concluyeron que la determinacién de estas células no
seria de utilidad para el diagndstico de la severidad o de la extensidn de la enfermedad

ateroesclerdtica o que tal vez las mismas deberian evaluarse en un estadio previo,
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etapa en la que probablemente puedan sefialar un estado proinflamatorio y/o
tolerogénico.

De Palma et al?** realizaron un estudio que, al igual que el presente, incluyé
determinaciones en sangre de pacientes y el analisis de similares marcadores en
muestras tisulares vasculares. El objetivo del estudio fue la evaluacién del
reclutamiento de las células T CD3+ en la angina inestable, para lo cual sobre 11
individuos con SCA evaluaron simultdaneamente placas coronarias obtenidas con
aterectomia direccional y muestras de sangre. Los investigadores hallaron un
incremento del orden de 10 veces del valor de células T CD3+ en las placas inestables y
valores aumentados de manera similar en las muestras plasmaticas.

Al menos dos de los resultados del presente trabajo de tesis son noveles en
comparacion con las descripciones de estudios realizados en ateroesclerosis
coronaria o carotidea. Por un lado, aportd la caracterizacién hormonal, inmunolégica y
anatémica de un modelo clinico espontaneo de ERVA; por otro, se destacd que la
caracterizacion mencionada se correspondié con estadios tempranos de Ia
enfermedad.

La demostracion de cambios en el perfil de inmunidad celular sistémico
asociado a un patrén similar local es un dato original que permite, al menos,
considerar la extrapolacion de los resultados sobre la evaluacién de la ERVA a la
enfermedad ateroesclerdtica de otros territorios. Yo no me aventuraria a hacer tan
taxativo en hacer una extrapolaciéon de tus resultados renales a otros territorios. Si
bien desde una perspectiva fisiopatoldgica la ERV es considerada como el paradigma

de una causa curable de HTA y de insuficiencia renal (teniendo en cuenta que la
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resolucién de la estenosis deberia asociarse a la regresion de sus manifestaciones
clinicas), en las publicaciones actuales no se hallan datos que fundamenten esta
evolucidn y, como podria estipularse, esto explica, al menos en parte, el disenso sobre
la estrategia terapéutica de la enfermedad.

La indicacién de intervenciones con drogas o la revascularizacién en sus fases
clinicamente tempranas o asintomaticas (en especial cuando se detecta de manera
incidental) no han sido exploradas. Existe un criterio bastante generalizado que inclina
a no decidir acciones hasta que los signos o sintomas de sus complicaciones estén
presentes. A la sazdn, al intentar integrar esta situacion del conocimiento con los datos
de este estudio de tesis podria considerarse que los resultados de los Proyectos | y Il
sugieren un nuevo rol, no propuesto previamente, de la evaluacion hormonal e
inmune en la estrategia diagndstica. En otras palabras, la determinacion del estado de
activacion del SRAA a través del analisis de la ARR y el andlisis de los marcadores de
activacion inmune celular podrian facilitar una aproximacidon diagndstica a la
enfermedad en fases mas tempranas de su evolucion.

Mas alld de evaluar la contribucidon de estos marcadores al diagndstico de la
ERVA, su utilidad podria residir en su capacidad para distinguir el nivel de activacion
inmunoinflamatoria y endocrina, importantes mediadores de la ateroesclerosis. Su
identificacidon permitiria inferir, en el individuo, el compromiso sistémico propio del
proceso ateroesclerético, el que ya esta activado, en fases en las cuales actualmente
no habria consenso ni recomendaciones de tratamiento.

Si se dudara sobre la relevancia que pudiera tener el estudio de la intervencion

en las fases tempranas de la ERVA, las descripciones de la neovascularizacién de la
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adventicia podrian contribuir a la valoracion del estado evolutivo. Se ha propuesto un
mecanismo de siembras a distancia o de diseminacidn de la ateroesclerosis facilitado
por la angiogénesis mediada a partir de incrementos del VEGF. En este estudio se
mostrd la coincidencia de la intensa neovascularizacién, la activacién hormonal y la
activacion inmunoldgica en individuos con lesiones ateroescleréticas de baja
significancia clinica. Esta descripcién parece corresponderse con las manifestaciones
en etapas tempranas, que podrian preceder temporal y evolutivamente a las
complicaciones sintomaticas de la enfermedad.

Por el momento no es posible realizar una interpretacién ultima de los
mecanismos causales de la enfermedad, debiendo basicamente diferenciar entre el
desarrollo de un eventual proceso autoinmune de la ateroesclerosis o una activacién
inmune secundaria a esta ultima. Es probable que la misma surja de la asociacion de
efectos mediados por el SRAA y la actividad inmune.

La ERVA involucra diversos factores asociados a su desarrollo que parecen
mimetizar (¢?) a aquellos propios de la HTA, siendo justificado el énfasis puesto por
los investigadores pioneros sobre el estudio - conjunto o alternativo- de la renina, la PA

y la isquemia renal .
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Conclusiones

Sobre la base de los resultados previamente mostrados y discutidos en esta tesis
doctoral se establecen las siguientes conclusiones relacionadas con los mecanismos
hormonales, inmunoldgicos y estructurales de la ERVA:

1. Los pacientes con ERVA-Uni presentan una marcada elevacion de la ARP con un
valor normal e inesperado de Ald. Por su parte, en los pacientes con ERVA-Bi se
encuentran valores elevados de Ald acompanados de niveles normales a
elevados de ARP, aunque significativamente menores a los del primer grupo.
En los pacientes con HTA-Es sin ateroesclerosis renal, tanto los niveles de Ald
como de ARP son menores a los que se presentan en pacientes con ERVA,
aunque mayores que los correspondientes a los controles con NT. En
consecuencia, se deduce que la valoracién de la ARR es capaz de diferenciar
entre la HTA-Es sin ERVA, los hipertensos con ERVA-Uni, los hipertensos con
ERVA-Biy la NT.

1.1. Un valor de corte de la ARR < 3,6 identificaria el riesgo de compromiso
unilateral.

1.2. Un valor de corte de la ARR > 3,6 identificaria el riesgo de compromiso
bilateral.

2. En muestras de sangre periférica y placas obtenidas de hipertensos con ERVA
subclinica asintomdtica se observa un aumento significativo de las
subpoblaciones celulares CD4+, CD3+, CD83+ y CD86+, en comparacidon con
hipertensos sin ERVA. Se postula la posibilidad de diagnosticar el proceso de

ERVA en estadios mds tempranos mediante aplicacion de técnicas no invasivas.

225



Conclusiones

2.1. En las placas aisladas de pacientes, a diferencia de lo que ocurre en sangre
periférica, existe un aumento significativo en el nimero de células S-100+,
en comparacion con pacientes hipertensos con AN.

Se encuentra una baja relacion CD25/CD4 en hipertensos con ERVA temprana

en comparacion con hipertensos con AN. Esto sugiere la presencia de un estado

proinmunogénico de mayor vulnerabilidad a la respuesta inmune o no
supresivo en pacientes hipertensos con ERVA subclinica.

En las fases tempranas de la enfermedad la formacién de la placa y su

microambiente inducirian el reclutamiento de CD, favoreciendo la generacion

posterior de una respuesta inmune.

La baja relacién CD8/CD4 sugiere la presencia de una respuesta inmunitaria

especifica, tal vez de tipo autoinmune.

Los estadios clinicamente asintomaticos de la ERVA corresponderian a placas

predominantemente fibrosas, cuya clasificacion histoldgica seria de grado Vc

(de acuerdo con la AHA).

Un estado de intensa neovascularizacién en la capa adventicia caracteriza a

estas placas, con frecuente presencia de complicaciones relacionadas, como

micro-HIP.
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9.1. Comentario 1

Por las caracteristicas expuestas en relacidn con los mecanismos hormonales,
inmunolégicos y estructurales de la ERVA en sus fases tempranas (subclinica y
asintomdtica), la ateroesclerosis se trata de una condicidn de activacion precozmente
diferente del SRAA, segun el compromiso sea unilateral o bilateral. Se proponen
nuevas estrategias diagndsticas para la determinacién de la ARR y el andlisis de
marcadores del sistema inmune en sangre periférica.

Ademas, en los estadios analizados de esta enfermedad ya se encuentran las
alteraciones estructurales que definen a las placas de la ateroesclerosis avanzada, aun

sin que las mismas sean acompafiadas de manifestaciones clinicas.

9.2. Comentario 2

Especulativamente, las conclusiones enunciadas podrian ser la base para
interpretar que la ERVA es un modelo de ateroesclerosis temprana en el que se
constata el perfil sistémico, cronico e inmunoinflamatorio de la enfermedad, y cuya
elucidacion sugiere la existencia de fendmenos de una respuesta inmune especifica,
previsiblemente del tipo autoinmune, de activacion neuroendocrina y de posibles
siembras a distancia de la enfermedad a través de un proceso de neovascularizacion.

Este ultimo fendmeno posiblemente sea mediado por un aumento en los niveles
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locales del VEGF, la angioneogénesis y una potencial tromboembolia glomerular como
explicacion fisiopatoldgica de la insuficiencia renal que complica la evolucién de esta

condicion.

9.3. Propuesta de un algoritmo para el conocimiento y la deteccion de la

ERVA en estadios tempranos

En funcidn a todas las conclusiones enunciadas, en la Figura 27 se presenta la
propuesta de un algoritmo de estudio y relevamiento para la deteccién de la ERVA en
fases tempranas (subclinica y asintomatica), considerando que sus resultados
aportarian nuevos conocimientos para favorecer, al menos desde la ciencia basica, la

prevencion y el tratamiento tempranos de la enfermedad.
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Figura 27. Propuesta de un algoritmo para la deteccidn de la ERVA en estadios tempranos.
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Carol, esta secciéon con todas las sugerencias no las pondria en la Tesis por dos
razones: 1) Los dejas a los arbitros sin comentarios y preguntas de como seguir, y
corrés el riesgo de que te hagan otras preguntas mas sofisticadas y 2) Les dejas ideas

para que ellos emprendan en el futuro cosas que las tenés que hacer vos y tu grupo.
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