UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE MEDICINA

TESIS DOCTORAL
Efecto de 1a homeostasis y funcionalidad mitocondrial en el

aneurisma de aorta abdominal y su modificacion mediante la
inhibicion del factor XA por rivaroxaban

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
PRESENTADA POR

Maday Cabrero Fernandez

Directores

Guillermo Mofiux Ducajua
José Javier Zamorano Leon
Francisco Javier Serrano Hernando

Madrid

© Maday Cabrero Fernandez, 2022



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE MEDICINA

TESIS DOCTORAL

EFECTO DE LA HOMEOSTASIS Y FUNCIONALIDAD
MITOCONDRIAL EN EL ANEURISMA DE AORTA ABDOMINAL Y
SU MODIFICACION MEDIANTE LA INHIBICION DEL FACTOR XA
POR RIVAROXABAN.

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTORA

PRESENTADA POR

MADAY CABRERO FERNANDEZ

DIRECTORES

GUILLERMO MONUX DUCAJU
JOSE JAVIER ZAMORANO LEON
FRANCISCO JAVIER SERRANO HERNANDO






UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE MEDICINA

INVESTIGACION EN CIENCIAS MEDICO — QUIRURGICAS

TESIS DOCTORAL

EFECTO DE LA HOMEOSTASIS Y FUNCIONALIDAD MITOCONDRIAL
EN EL ANEURISMA DE AORTA ABDOMINAL Y SU MODIFICACION
MEDIANTE LA INHIBICION DEL FACTOR XA POR RIVAROXABAN.

MADAY CABRERO FERNANDEZ

DIRECTORES DE TESIS
GUILLERMO MONUX DUCAJU

JOSE JAVIER ZAMORANO LEON
FRANCISCO JAVIER SERRANO HERNANDO

MADRID, 2022









La presente tesis doctoral ha sido dirigida por los doctores Guillermo Mofiux Ducaju, José
Javier Zamorano Ledn y Francisco Javier Serrano Hernando y financiada por la beca del
programa de Biomedicina 2017 de la Comunidad de Madrid a través del proyecto GenObIA-
CM (Proyecto S2017/BDM-3773) y cofinanciado por los Fondos estructurales de la Union

Europea (Fondos FEDER) y Bayer Pharmaceuticals.






A mis padnes, a mi henmano 4 a mis abuelos, for su educacisn, su apoyo y du
carino, a los que debo todo lo que doy.

A Emigue, mi companene de uiage, mi amor, mi amigo, el padne de nuestra freciosa

efemplar pendona, tabajador iunate, for sen el cenebro de esta ¢y muchas otras fescs.






Agradecimientss.

me gustaria mostiar mi agma!ecimiento a todos aque/[os que de a/guna manea han contribuido a que yo Aaya

//egac{() a a!(my/e estoy y que esté optam{() a /a categotia c[e cloctom.

Con especia/ caino quieto secordar al Dr. Antonio I(jpez j‘a’z’zé, sin ¢l esta tesis doctoral no /m!}[ese sic{o posi/}/e.
Agmc{ezco mucho haber conocido a tan eminente cient[}qco que, pese a su ajet’zeaa[a agencfa, nunca te nega/)a un hueco para
compartiz sus extraordinatios conocimientos Yy lo hacia con una sontisa y con un trato cereano y carinoso. i Oja[d Leo sepa lo

extraordinario que ewa su abuelo!

ﬂgtadece’z a mis U/[’lecto’zes y tutor. /4/ ) Se’zmno, “C{)/ ye/[ ”, pot mi][mmacién como clwjana vascu/a’z, pot
ensenarme que no /my enemigo][aci[. Al Dr. Zamorano pot su tm/)ajo en el analisis de las muestuas y pot ayuc!mme siempre
con todas mis c[uc!as y con la Tevision de mi tests, [nc/uso antes de ser mi divector siempre ha estac!() a mi lado en esta aventura .
Al D Worlux, a Wi/[y, pot adentiarme en el mundo de la investigacion e impu/smme a comenzat con mi J()cto’zaalo, peto
50/)’16 todo pot tratarme siempie con carino y confiar en mi, por eso Aoy eres mi c/[’lecto’z, mijefe y también mi amigo. A mi
tutor, ol D ’?egu[/[o, pot acogerme sin Jup[a’z/o, guiazme en la escututa de la tests y estar siempre pem{iente pot st a/go me
][a/ta/)a. A /geg()ria, pot hacer siempre fdci[ [as citas con _Antonio y /(JS c[istintos tramites, por sopottar siempre a U/octommlos y

U[[?ecto’zes. A toc[os y cada uno de /05 miem/)’zos del /a/)()’zato’zio, pot su t’za/)ajo diatio.



A mis p’wfesmes de co/egio, instituto y unive’zs[c{m{, porque sin su ][o’zmaci(m y su pactencia c![a’z[a, ninguno
//ega’z[amos donde estamos. A mi tia Il/anesa, mi map{’zina, pot la cantidad de lm’zas que ha dedicado a ’zeso[ve’z siempre mis

dudas en el instituto.

Al todo el sewicio de Ci’zug[a Vaaseular del Clinico pot darme una]g}wnaci(m buillante. /4/4}’196/ ga/inc{() pot su buen

humor, pot lucha POt ensenanos, por conﬁm en mi en todas nuestias gua’zc[ias de los mattes; a Teresa Reina pot ser un
ejemp/o de mLy'ezfue’zte, pot set como una mac!’ze, pot c!eja’zme operar mi pumera aotta; y, por supuesto a /ro{’zigo ’?ia/, ol
cluyano mds e[egante, la petsona a la que siempre poa{[a acudi pot temas pe’zsona/es 0 p’zofesiona/es, pot c[eja’zme mi pumera
cawtic{a, mi pumet J[sta/y pot hacerme eveer en mi. A Lola ya Piluca pot hacer nuestro dia a dia mds][ac[/. A mis
tesidentes mayotes y pequenos, companeros y amigos, en especia/ a Pablo Wa’zqués porque ademds de sev extraordinariamente

buillante ha S[L{O mi guia, mi C(mﬁplente y mi apoyo.

A mis pac{’zes, Pilay y /4&4}/@50, pot pexmitizme unafmmaci(in exce[ente, pot ensenarme /05 va/o’zes de la constancia y
ol t‘za/:ajo duro, pot educarme con todo el amot del mundo, pot sex como son, porque vivan siempre tan ilusionados y con tanta
energia. A mi hermano Se’zg[o, por tenex la pactencia de sopottarme cuando tenia exdmenes y set co’mp/[ce de mis fuegos,
potque siempie seamos unaj[am[/[a unida. A mi abuela pi/i, que ha cuidado de mi Jesc{e que ewa un lm/)é, pot set la petsona
mds bonita que conozco, porque su vida la dedica a cuidar y ayuﬁ/a’z al vesto. A mi abuelo g&ego’zio, que ojalci estuviera aqui
para vex donde he /[egau/o y sobte todo para conocet a su bisnieta, pot su j[o’zta/eza ﬁente a las en][e’zma{ac[es ya las
aU/ve’zst'U/ac{es, pot sus ganas de viviz, pot hacer siempte piaa, pot sus migas, sus cangrejos y sus torwyas, pot /05 c![as Jefut/)o/,

excusa para teunttnos con sus almendias, boquerones y tottillas de patata. mus tias, tios, pumas tmos, pot tenetr una
pawa % / J’l Aq’z yt’zt//u/ptt/él t tios, pt y pr por tenet



][ami/ia mamv[[/osa con la que la vida es mds ﬁm’/ y divertida. A tm{as mis amigas, me stento a bortunada de tenetos, en especia/
a guacla/upe, pot estar a mi lado en todos los momentos de mi vic{a, sobte todo en los Jﬁci/es en los que mizas alsededor y

quec{an muy pocas pe’zsonas.

A mi ma’zido, Cf;rm'que, al c{estino que quiso que nos conocléramos, pot toc[os /05 auto/)uses y taxis que ha cogio{o paa
sustitutzme o veniz a  tirar de valva ; pot covieqir mi tests en sus watos [i/)’zes yver en bucle” mi presentacion; pot ol clano
apasionaa[o que es y pot intentar transmitizme y ensenaime todo lo que puec[e; pot hacerme reir a diario y hacer mi vida mds

c[[ve’ztia!a; pot estar siempre a mi lado Y ensenatme a creer en mi; pot hacerme mac[&e; pot cambiarme la vida y pot todo lo que

nos queda p()’l ViUi’Z. . po’zque cac{a L[la estemos mds ZI/LCH’VL()’ZHJOS.

A g{)u/ia, mi nina, que con solo unos meses ya me ha ensenado que existe el amor [n/[in[to, porque me hace querer sex
mejot persona para pode’z set su ejemp[o. po’zque en su embarazé se gesto por ﬁn la escritura de esta tesis. Oja/d pueﬁ[a
transmititte los va[()’zes necesazios para ser unda mujet fue’zte, c[ecic[ic[a, luchadora y ][e[iz, muy j[e/iz, y porque tenga la Jé)’ztlma de

vividlo a tu lado.

Gracias a todos, din wodetrod uo hubicse dido posiile.






INDICE






Efecto de la homeostasis y funcionalidad mitocondrial en el aneurisma de aorta abdominal y su

modificacion mediante la inhibicion del factor Xa por rivaroxaban.

INDICE
I. INDICE DE TABLAS Y FIGURAS 1.
L T ABL A 3.
2 FIGUR A S 4.
I1. ABREVIATURAS 9.
I11. RESUMEN 15.
1.RESUMEN EN ESPANOL 17.
2. RESUMEN EN INGLES (SUMMARY) 21.
IV. INTRODUCCION 25.
1. ANEURISMAS DE AORTA ABDOMINAL . 27.
1.1. Definicion y clasificacion. 27.
L2, Prevalencia 28.
1.3, Factores de 11680 29.
L4 Historia natural 30,
1.5. Anatomia patologica de la aorta sana y aneurismatica_________ 31,
LS. . Aorta sana. 31.
1.5.2. Aorta aneurismatica____ 33.
1.6. DIagnOStiCO. 30,
1.6.1. Presentacion clinica 36.
1.6.2. Diagnéstico por imagen. .36
1.6.2.1. Ecografia abdominal . 36.
1.6.2.2. Tomografia computarizada con contraste . 37.
1.6.2.3. Resonancia magnéticanuclear 309,
1.6.2.4. Tomografia computarizada por emision de positrones 40



INDICE

1.6.3. Marcadores bioquimicos____________ 40.

L7, Cribado 41.
1.8. Seguimiento del aneurisma de aorta abdominal de pequefio tamafo______ . 42.
1.8.1. Intervalos de seguimiento_____________._ 42

1.8.2. Tratamiento médico para reducir el crecimiento del aneurisma

de aorta abdominal 43.

1.8.3. Tratamiento médico para reducir el riesgo cardiovascular 43.

L0, Tratamiento 44.
1.9.1. La decision de tratar quirargicamente 44,

1.9.2. Eleccion del tipo de tratamiento quirGrgico. 45.

2. ETIOPATOGENIA DE LOS ANEURISMAS DE AORTA ABDOMINAL . . 47.
2.1. Teoria aterosclerdtica 47.
2.2, Teoria MeCANICA 49.
2.3, Teoria actual 50.
2.3.1. Aumento de la proteoélisis: degradacion de la matriz extracelular 53.

2.3.2. Aumento de la apoptosis de células musculares lisas______ 33.

2.3.3. Aumento del infiltrado inflamatorio__________ 56.

2.3.4. Papel del estrés oxidativo en el aneurisma de aorta abdominal 59.

2.3.5. Papel del trombo intraluminal en el aneurisma de aorta abdominal 60.

3. HEMOSTASIA, FIBRINOLISIS, FACTOR XA Y RIVAROXABAN 63.
3. L Hemostasia 63.
3.1.1. Vasoconstriccion refleja_______ 63.

3.1.2. Hemostasia primaria.__________ ! 63.

3.1.3. Hemostasia secundaria 64

-18 -



Efecto de la homeostasis y funcionalidad mitocondrial en el aneurisma de aorta abdominal y su
modificacion mediante la inhibicion del factor Xa por rivaroxaban.

3.2 FibrinoliSiS 05.

3.3. Factor Xa y sus funciones en la pared vascular 66.

3.4. Hemostasia, fibrinolisis y FXa en el aneurisma de aorta abdominal . ¢ 68.

3.5, Rivaroxaban 68

3.5.1. Descripcion y mecanismo de accion___ 68.

3.5.2. Farmacocinética________ 068.

3.5.3. Indicaciones terapéuticas__________ 69.

4. BIOGENESIS, FUNCIONALIDAD Y DINAMICA MITOCONDRIAL 70.
4.1. La mitocondria como organela celular 70.

4 MO A iAo 71.

4.3. Biogénesis mitocondrial 73.

4.4. Fusion y fision mitocondrial 74.

4.5. Homeostasis mitocondrial 76.

4.6. Disfuncion mitocondrial en la enfermedad aneurismatica 76.

V. JUSTIFICACION E HIPOTESIS 81.
VI. OBJETIVOS 85.
2. OBJETIVOS ESPECIFICOS 87.
VIL. MATERIAL Y METODOS 89.
1. SELECCION DE PACIENTES 91.
1.1. Pacientes con aneurisma de aorta abdominal . 9]

1.2. Grupo control 91.

2. OBTENCION Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE AORTA 92.

3. INCUBACION DE LAS MUESTRAS Y DISENO EXPERIMENTAL 92.



INDICE

3.1. Protocolo de incubacion y disefio experimental 92.

4. DESCRIPCION DETALLADA DE LAS DETERMINACIONES

MOLECULARES REALIZADAS 95.

4.2. Determinaciones de actividad enzimatica de la citrato sintasa y

la citocromo C oxidasa,______ ! 95.
4.2.1. Material empleado. 95.
4.2.2. Preparacion de las muestras_____ ! 96.
A3 ANALISIS 97

4.3. Aislamiento de extractos mitocondriales y citosdlicos_______ 99.
4.4, Determinacion de las proteinas Drpl mediante Western Blot_____ 100.
4.4.1. Material empleado 101.
4.4.2. Preparacion de las muestras_____ 102.

4.4.3. Electroforesis en gel de poliacrilamida vertical en condiciones

desnaturalizantes. 104.
4.4 4. Transferencia (blotting) y bloqueo de las proteinas__________ . 105.
4.4.5. Cuantificacion de expresion de proteinas____ 105,
4.4.6. Analisis densitométrico de expresion proteica_____ 106.

4.5.1. Material empleado.________ 107.
4.5.2. Preparacion de las muestras_____ 108.
4.5.3. Técnica de determinacion_______ . 108.
A S A ANALISIS 108.
5. ANALISIS ESTADISTICO 110

-20-



Efecto de la homeostasis y funcionalidad mitocondrial en el aneurisma de aorta abdominal y su
modificacion mediante la inhibicion del factor Xa por rivaroxaban.

6. ASPECTOS ETICOS 110.
VIII. RESULTADOS 113.
1. CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS DE LA MUESTRA 115.
2. CONTENIDO EN ADN 116.

3. ACTIVIDAD DE LA CITRATO SINTASA'Y CITOCROMO C OXIDASA 117.

4, EXPRESIONDEDRP1 121,
5. INTERACCION PINK1-PARKIN 122.
IX. DISCUSION 125.

1. ALTERACIONES MITOCONDRIALES EN EL ANEURISMA DE

AORTA ABDOMINAL 127.

1.1. Expresion de enzimas relacionadas con la funcionalidad mitocondrial en

el aneurisma de aorta abdominal 130,

1.2. Expresion de Drpl, como marcador de fision, en el aneurisma de aorta

abdominal 133,

1.3. Expresion de proteinas relacionadas con la mitofagia en el aneurisma de

aorta abdominal 135.

2. COAGULACION Y FACTOR XA EN EL ANEURISMA DE AORTA
ABDOMINAL. EFECTOS DEL RIVAROXABAN SOBRE LA PARED

ANEURISMATICA 139.

2.1. Efecto del rivaroxaban en la homeostasis y funcionalidad mitocondrial 142.

3. LIMITACIONES, FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION Y
COMENTARIOS FINALES 142.

X. CONCLUSIONES 147.

XI. BIBLIOGRAFIA 151.




INDICE

XII. ANEXOS 179.
I.PUBLICACIONES 181,
2 PRESENTACION EN REUNIONES CIENTIFICAS 182

-22-



INDICE DE TABLAS Y

FIGURAS






Efecto de la homeostasis y funcionalidad mitocondrial en el aneurisma de aorta abdominal y su
modificacion mediante la inhibicion del factor Xa por rivaroxaban.

I. INDICE DE TABLAS Y FIGURAS.

1. TABLAS.

e Tablal Pag. 30.

Tasas estimadas de crecimiento y rotura del aneurisma de aorta abdominal en varones
y mujeres (IC del 95%) con aneurismas de pequefio tamaio.

e Tabla2 Pag. 42.

Subtipos de linfocitos T CD4" y macrofagos observados en muestras de AAA
humanos y en los tres tipos de modelos de animales experimentales.

e Tabla3 Pag. 93.

Composicion del medio RPMI de cultivo utilizado.

e Tabla4 Pag. 103.

Composicion del tampdon Laemmli.

e Tabla5 Pag. 115.

Caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de los pacientes (AAA) y donantes
(control) incluidos.

e Tablab Pag. 116.

Contenido en ADN en muestras de aneurisma de aorta abdominal frente a controles.

e Tabla? Pag. 117.

Contenido en ADN en muestras de aneurisma de aorta abdominal (AAA) y de AAA
+ rivaroxaban.

e Tabla8 Pag. 120.

Andlisis de correlacion Rho-Spearman entre el didmetro aortico y la actividad

enzimatica observada de la citrato sintasa y de la citocromo C oxidasa.



INDICE DE TABLAS Y FIGURAS

2. FIGURAS.

e Figura | Pag. 27.
Reconstruccion tridimensional de un aneurisma de aorta abdominal.

o Figura?2 Pag. 28.
Clasificacion de los aneurismas.

e Figura3l Pag. 32.
Esquema representativo de la estructura adrtica normal.

e Figura4 Pag. 34.
Anatomia patoldgica del aneurisma de aorta abdominal (AAA).

e Figura$s Pag. 35.
Esquema representativo de la estructura adrtica en un aneurisma de aorta
abdominal.

e Figura6 Pag. 37.
Imagen ecografica abdominal en modo B de un aneurisma de aorta abdominal
de pequefio tamafo.

e Figura?7 Pag. 36.
Imagen de un aneurisma de aorta abdominal (AAA) por angioTC.

e Figura8 Pag. 37.
Corte axial de un aneurisma de aorta abdominal roto (AAAR) por angioTC.

e Figura9 Pag. 37.
Imagen de un aneurisma de aorta abdominal (AAA) e iliacas comunes por angio-
RMN (corte coronal).

e Figura 10 Pag. 40.

Imagen de un aneurisma de aorta abdominal (AAA) por PET-TC (corte axial).



Efecto de la homeostasis y funcionalidad mitocondrial en el aneurisma de aorta abdominal y su
modificacion mediante la inhibicion del factor Xa por rivaroxaban.

Figura 11 Pag. 42.

Protocolo de seguimiento en pacientes con aneurisma de aorta abdominal (AAA)
fusiformes asintomaticos.

Figura 12 Pag. 46.

Esquema de reparacion quirargica de un aneurisma de aorta abdominal (AAA)
mediante cirugia abierta (CA).

Figura 13 Pag. 46.

Esquema de la reparacion endovascular de un aneurisma de aorta abdominal (AAA).

Figura 14 Pag. 52.

Esquema que ilustra la etiopatogenia del aneurisma de aorta abdominal (AAA)
y las posibles relaciones entre los distintos mecanismos implicados.

Figura 15 Pag. 64.

Esquema de la cascada de la coagulacion o hemostasia secundaria.

Figura 16 Pag. 66.

Esquema de la fibrinolisis.

Figura 17 Pag. 70.

Esquema de la estructura mitocondrial.

Figura 18 Pag. 73.

Esquema de la mitofagia.

Figura 19 Pag. 75.

Procesos de fision y fusiéon mitocondrial.

Figura 20 Pag. 94.

Resumen esquematico del disefio experimental.



INDICE DE TABLAS Y FIGURAS

Figura 21 Pag. 97.

Reacciodn catalizada por la enzima citrato sintasa.

Figura 22 Pag. 98.

Reaccion catalizada por la enzima citocromo C oxidasa o complejo IV de la cadena
transportadora de electrones.

Figura 23 Pag. 100.

Esquema de la técnica de Western-blot o inmunoblot.

Figura 24 Pag. 103.

Esquema que muestra la desnaturalizacion de las proteinas.

Figura 25 Pag. 104.

Electroforesis en gel en condiciones desnaturalizantes.

Figura 26. Pag. 107.

Esquema de la inmunodeteccion por métodos quimioluminiscentes.

Figura 27 Pag. 118.

Actividad de la citrato sintasa en aortas sanas (control) (n = 6) y en muestras de
aneurisma de aorta abdominal (AAA) (n = 6) incubadas en presencia y ausencia de
50 nmol/L de rivaroxaban.

Figura 28 Pag. 119.

Actividad de la citocromo C oxidasa mitocondrial en aortas sanas (n = 6) y en el
aneurisma de aorta abdominal (AAA) (n = 6) incubadas en presencia y ausencia de
50 nmol/L de rivaroxaban.

Figura 29 Pag. 121.

Representacion grafica entre el didmetro aortico en el aneurisma de aorta abdominal

(AAA) y la actividad enzimatica de la citrato sintasa.



Efecto de la homeostasis y funcionalidad mitocondrial en el aneurisma de aorta abdominal y su
modificacion mediante la inhibicion del factor Xa por rivaroxaban.

e Figura 30 Pag. 122.

Western blot representativo del contenido de Drpl mitocondrial (mDrpl) y Drpl
citosolico fosforilado (c-DRP1-P) en Ser637 en segmentos adrticos control (n = 6) y
en muestras de aneurismas de aorta abdominal (AAA) (n = 6) incubados en presencia
y en ausencia de 50 nmol / L del inhibidor de factor FXa, rivaroxaban (Riva).

e Figura 31 Pag. 123.

Western-blot representativo del contenido de Parkin mitocondrial y Dot-blot de la
interaccion PINK1 - Parkin en la fracciéon mitocondrial de los segmentos aorticos del
grupo control (n = 6) y en la pared aortica de aneurismas de aorta abdominal (AAA)
(n = 6) incubados en presencia y ausencia de 50 nmol / L del inhibidor del factor de

coagulacion Xa, rivaroxaban (Riva).






ABREVIATURAS

11



-10 -



Efecto de la homeostasis y funcionalidad mitocondrial en el aneurisma de aorta abdominal y su
modificacion mediante la inhibicion del factor Xa por rivaroxaban.

II. ABREVIATURAS

- AAA: Aneurisma de aorta abdominal.

— AAAR: Aneurisma de aorta abdominal roto.

—  ADNmt: ADN mitocondrial.

— AngioTC: Tomografia computarizada con contraste.
— ApoE”": Raton con deficiencia en la apolipoproteina E.
— ATP: Adenosin trifosfato.

— BCA: Acido bicinconinico.

- BSA: Albimina de suero bovino.

- CA: Cirugia Abierta.

— CML: Células musculares lisas.

- COX: Citocromo C oxidasa.

— Drpl: Del inglés dynamin-related protein 1.

~  EDTA: Acido etilenodiaminatetraacético.

—  ETEV: Enfermedad tromboembdlica venosa.

- EVAR: Del inglés Endovascular Aneurysm Repair.
— FT: Factor tisular.

- FXa: Factor X activado.

— HRP: Del inglés Horseradish peroxidase.

— HTA: Hipertension arterial.

— IL: Interleucina.

— IMM: Del inglés inner mitocondrial membrane.

— IMS: Del inglés intermembrane space.

— iNOS: Oxido nitrico sintasa.

-11 -



ABREVIATURAS

MEC: Matriz extracelular.

Mdivil: Del inglés mitochondrial division inhibitor.

Mitn 1y 2: Mitofusina 1 y 2.

MMP: Metaloproteasas.

NK: Natural Killer.

NO: Oxido nitrico.

NREF 1y 2: Factores respiratorios nucleares 1 y 2.

OMM: Del inglés outer mitocondrial membrane.

OPAL: Proteina relacionada con la atrofia optica 1.

OR: Odds ratio.

PAR: Receptor activado por proteasas.

PBS: Del inglés phosphate-buffered saline.

PCGla: Coactivador del receptor gamma activado por el proliferador de peroxisoma 1
alpha.

PET-TC: Tomografia computarizada por emision de positrones.
PINK1: Kinasa putativa inducida por PTEN.

PMN: Polimorfonucleares.

PMSEF: Fluoruro de fenil metil sulfonil.

PPAR: Receptor activado por el proliferador de peroxisomas.
PVDF: polifluoruro de vinilideno.

RL: Radicales libres.

RMN: Resonancia Magnética Nuclear.

ROS: Del inglés reactive oxygen species.

RPMI: Se refiere al medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute.

-12 -



Efecto de la homeostasis y funcionalidad mitocondrial en el aneurisma de aorta abdominal y su
modificacion mediante la inhibicion del factor Xa por rivaroxaban.

SDS: Dodecilsulfato sddico.

SVS /ISCVS: Sociedad de Cirugia Vascular y Sociedad Internacional de Cirugia
Cardiovascular.

TBS-T: Del ingés Tris-Buffered Saline Tween-20.
TFAM: Factor A de transcripcidon mitocondrial.

TIL: Trombo intraluminal.

TIM: Del inglés translocase of inner membrane.

TIMP: Del inglés tissue inhibitors of MMP.

TFAM: Factor A de transcripcidon mitocondrial.

TGF-B: Del inglés transforming growth factor-beta.
TOM: Del inglés translocase of outer membrane.

T-PA: Activador de plasmindgeno tipo tisular.

Tris: Tris-hidroximetil-aminometano.

TxA2: Tromboxano A2.

UA: Unidades arbitrarias (densitométricas).

UCP-2: Del inglés mitochondrial uncoupling proteins 2.
U-PA: activador del plasmindgeno tipo uroquinasa.

VEGEF: Del inglés vascular endotelial growth factor.

-13 -






111

" fropisits te apanta a la direccidn comecta,
feno tu padicn dend la que te impulse. ”
Traviok Wesbskan

RESUMEN

-15-






Efecto de la homeostasis y funcionalidad mitocondrial en el aneurisma de aorta abdominal y su
modificacion mediante la inhibicion del factor Xa por rivaroxaban.

III. RESUMEN.

1. RESUMEN EN ESPANOL.
Efecto de la homeostasis y funcionalidad mitocondrial en el aneurisma de aorta

abdominal y su modificacion mediante la inhibicion del factor Xa por rivaroxaban.

INTRODUCCION:
El aneurisma de aorta abdominal (AAA) es la decimoquinta causa de muerte en
occidente. Pese a ello, no existe en la actualidad ninglin tratamiento médico eficaz capaz de

evitar su aparicion o frenar su crecimiento.

Para el desarrollo de nuevas dianas terapéuticas se precisa de un conocimiento detallado
de la patogenia de la enfermedad. En esta patogenia del AAA estan implicados la degradacion
proteolitica de la matriz extracelular, la apoptosis de las células de musculo liso, la inflamacion
y el estrés oxidativo. No obstante, no se conocen atin los mecanismos celulares y moleculares

especificos que estan implicados en la formacion, progresion y rotura del AAA.

Las mitocondrias son organelas esenciales en el metabolismo energético celular y una
importante fuente de estrés oxidativo. Estudios recientes han sugerido la implicacion de la

funcién mitocondrial en enfermedades cardiovasculares, incluyendo el AAA.

El factor X activado (FXa) presenta efectos pro-inflamatorios y proteoliticos en la pared
vascular que son independientes de la activacion de la protrombina. Ademas, el FXa es capaz
de modificar la expresion de proteinas relacionadas con el estrés oxidativo y el metabolismo

energético. Esta actividad podria estar mediada, al menos en parte, por alteraciones del
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metabolismo mitocondrial.

La presencia de trombo intraluminal (TIL), se ha visto asociada a la progresion y rotura
del AAA. Se han observado en este TIL niveles aumentados de FXa, por la activacion
plaquetaria y de la coagulacion / fibrinolisis. Esto conlleva una exposicion cronica de la pared
vascular a dicho factor. Estudios recientes han demostrado que el FXa puede jugar un papel
patogénico en el desarrollo y progresion de la enfermedad aneurismatica y que su inhibicion
selectiva mediante rivaroxaban reduce la inflamacion, el estrés oxidativo, la anaerobiosis y el

remodelado adrtico en estudios in vitro de AAA humanos.

OBJETIVOS:

Determinar el posible papel de la funcion y homeostasis mitocondrial en la patogénesis
de los AAA. Analizar si la inhibicion del FXa endogeno mediante rivaroxaban puede modular
la funcion mitocondrial y la expresion de proteinas asociadas a la dindmica mitocondrial y a

la mitofagia en aneurismas humanos.

MATERIAL Y METODOS:

Se tomaron muestras de tejido aneurismatico de pacientes sometidos a cirugia abierta
electiva de su AAA (n = 6) y muestras de control de donantes de 6rganos fallecidos por
traumatismo craneoencefalico (n = 6). Las muestras fueron incubadas en medio RPMI tras ser

lavadas para retirar los restos de sangre, grasa y trombo.

Se determind la actividad enzimatica de la citrato sintasa (biomarcador de densidad

mitocondrial funcionante) y de la citocromo C oxidasa (marcador de funcion de la cadena
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respiratoria mitocondrial) mediante kits colorimétricos basados en su funcion. La expresion
de la proteina Drp1 (marcador de fisién mitocondrial) fue analizada mediante Western Blot y
la expresion de parkin y la interaccion de PINKI-parkin en la mitocondria (marcadores de
mitofagia) mediante dot-blot. Se analiz6 el efecto del FXa mediante incubacion in vitro de los

fragmentos aneurismaticos en presencia de 50 nmol/L de rivaroxaban.

RESULTADOS:

La actividad enzimatica de la citrato sintasa y de la citocromo C oxidasa se encontraron
significativamente reducidas en el AAA con respecto a la aorta sana (actividad de la citrato
sintasa en mU/min/mg de proteina: control: 3.51 + 0.22 vs. AAA: 0.37 = 0.15; P < 0.01;
actividad de la citocromo C oxidasa en mOD/min/mg de proteina: control: 8.05 £ 1.57 vs.
AAA: 3.29 +1.05; P <0.05). Se objetivé una correlacion negativa entre el didmetro adrtico y

la actividad de la citrato sintasa (coeficiente Rho: 0.9; P <0.001).

La expresion mitocondrial de la proteina Drpl fue mayor en las muestras

aneurismaticas (1126 + 174 UA) que en las muestras de control (663 + 85 UA; P <0.05).

La expresion de parkin y la interaccion de la PINKI-parkin en la mitocondria se
encontraron significativamente reducidas en el AAA (parkin: 355.625 +74.96 UA; interaccion
PINK1-parkin: 974 + 92.16 UA; P < 0.05), respecto a las aortas de control (parkin: 805.833 +

115.32 UA; interaccion PINK1-parkin: 2082.2 + 387.13 UA; P < 0.05).
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La incubacién con rivaroxaban de las muestras aneurismaticas modificé de forma
significativa todos estos pardmetros hasta valores similares a los obtenidos en las aortas de

control (P < 0.05).

CONCLUSIONES:

En el AAA existe una reduccion de mitocondrias funcionantes con respecto a la aorta sana,
siendo menor a mayor didmetro aneurismatico. Ademas, en el AAA la fision se encuentra
aumentada y la mitofagia disminuida con actimulo de mitocondrias disfuncionantes con
respecto a la aorta no aneurismatica. El uso de rivaroxaban consigui6 revertir in vitro estas

funciones mitocondriales hasta niveles similares a los de las aortas sanas.

Estos resultados sugieren la importancia de la homeostasis y funcionalidad mitocondrial
en la patogenia del AAA. En nuestro conocimiento, no se habia descrito previamente en la
literatura el papel de la mitofagia en el AAA. Ademads, muestran por primera vez el posible
papel del FXa endogeno en la expresion de proteinas asociadas con la homeostasis y la
funcionalidad mitocondrial en el AAA, siendo el rivaroxaban una posible opcidn terapéutica

en el AAA. Se precisan de estudios clinicos prospectivos para confirmar estos hallazgos.

-20-



Efecto de la homeostasis y funcionalidad mitocondrial en el aneurisma de aorta abdominal y su
modificacion mediante la inhibicion del factor Xa por rivaroxaban.

2. RESUMEN EN INGLES (SUMMARY).
Effect in mitochondrial homeostasis and functionality in abdominal aortic aneurysms

and its modification through Factor Xa inhibition by Rivaroxaban.

INTRODUCTION:
Abdominal aortic aneurysm (AAA) is a the fifteenth most common cause of death in
western countries. However, no effective pharmacological treatment is currently available to

prevent AAA development or progression.

A deep understanding of the pathogenesis of the disease is needed in order to develop
new therapeutic targets. This pathogenesis of the AAA involves proteolytic degradation of
extracellular matrix, vascular smooth muscle cells apoptosis, infiltration of chronic
inflammatory cells and oxidative stress. Nevertheless, the specific cellular and molecular
mechanisms involved in the formation, progression, and rupture of AAA are not fully

understood yet.

Mitochondria have a critical role in cellular energy metabolism and they are an important
source of oxidative stress. Mitochondrial function has recently been associated to

cardiovascular disease, including AAA, in different studies.

Factor Xa (FXa) has pro-inflammatory and proteolytic effects on the vascular wall which
are independent from prothrombin activation. Moreover, FXa can modify the expression of
proteins involved in oxidative stress and energy metabolism. This activity could be mediated,

at least partially, by mitochondrial dysfunction.
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The presence of intraluminal thrombus (ILT) has been associated with aneurysmal
growth and rupture. Increased levels of FXa have been observed in ILT, due to platelet
activation and coagulation / fibrinolysis. This implies a chronic exposure of the vascular wall
to this factor. Recent studies have shown the potential role of FXa in the development and
progression of AAA. A reduction of inflammation, oxidative stress, anaerobic metabolism and
proteolysis through selective FXa inhibition by rivaroxaban has also been reported in human

AAA in vitro studies.

OBJETIVE:

To assess the potential role of mitochondrial function and mitochondrial homeostasis
in the pathogenesis of AAA and to study if FXa inhibition by rivaroxaban can modulate
mitochondrial functionality and expression of proteins associated with mitochondrial dynamic

and mitophagy in human AAA.

MATERIAL AND METHODS:

AAA samples were obtained from patients undergoing elective open repair of AAA
(n = 6). Control samples were collected from organ donors who died due to traumatic brain
injury (n = 6). Samples were incubated in RPMI medium after washing them to remove blood,

fat and thrombus.

Enzymatic activity of citrate synthase (biomarker of mitochondrial density) and

cytochrome C oxidase (biomarker of mitochondrial respiratory chain functionality) was

determined using colorimetric kits based on its function. Expression of the Drpl protein
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(biomarker of mitochondrial fission) were assessed by Western Blot analysis. Expression of
parkin and PINK1-parkin interaction in the mitochondria (biomarkers of mitophagy) were
analyzed by dot-blot. FXa effect was analyzed through in vitro incubation of AAA samples in

presence of 50 nmol / L of rivaroxaban.

RESULTS:

The enzymatic activity of citrate synthase and cytochrome C oxidase were
significantly reduced in the AAA sites in comparison to healthy aorta (citrate synthase activity
in mU/min/mg protein: control: 3.51 + 0.22 vs. AAA: 0.37 + 0.15; P < 0.01; cytochrome C
oxidase activity in mOD/min/mg protein: control: 8.05 £ 1.57 vs. AAA: 3.29+ 1.05; P <0.05).
A negative correlation was observed between aortic diameter and citrate synthase activity

(Rho coefficient: 0.9; P <0.001).

Mitochondrial expression of the Drpl protein was higher in AAA sites (1126 + 174

UA) than in the control samples (663 + 85 UA; P < 0.05).

Mitochondrial parkin expression, and mitochondrial PINK1-Parkin interaction were
significantly reduced in the AAA sites (parkin: 355.625 £ 74.96 UA; PINKI-parkin
interaction: 974 + 92.16 UA; P < 0.05), with respect to control aortas (parkin: 805.833 +

115.32 UA; PINK1-parkin interaction: 2082.2 + 387.13 UA; P <0.05).

Rivaroxaban incubation of AAA samples modified significantly all these parameters

to levels similar to those of the healthy aorta controls.
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CONCLUSIONS:

In the AAA there is a reduction of mitochondrial function with respect to the healthy
aorta controls, greater to bigger aneurysm diameter. Furthermore, fission is increased and
mitophagy decreased with accumulation of dysfunctional mitochondria in AAA compared
with healthy aorta controls. The use of rivaroxaban was able to reverse these mitochondrial

functions in vitro to levels similar to those of healthy aorta controls.

These results support the recent evidence of the importance of mitochondrial
homeostasis and functionality in the pathogenesis of AAA. To our knowledge, the role of
mitophagy in AAA had not been previously described. Furthermore, it shows for the first time
the possible role of endogenous FXa on the mitochondria in the human AAA site. Rivaroxaban
improved mitochondrial function, mitochondrial dynamics and mitophagy in AAA, being a
possible therapeutic option in AAA. Prospective clinical studies are needed to confirm these

findings.
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IV. INTRODUCCION.

1.ANEURISMAS DE AORTA ABDOMINAL.
1.1. Definicion y clasificacion.

El término aneurisma deriva de la palabra griega avevpvopa (aneurusma) que significa
ensanchamiento y se refiere a una dilatacion permanente e irreversible de un vaso sanguineo
(Figura 1) (1). No existe claro consenso sobre la definicién de aneurisma de aorta abdominal
(AAA). En 1991, la Sociedad de Cirugia Vascular y la Sociedad Internacional de Cirugia
Cardiovascular (SVS / ISCVS) (1) propusieron el criterio de dilatacion que supere 1.5 veces
el diametro esperado como normal. No obstante, este didmetro normal es variable en funcion
de la edad, el sexo y el peso corporal (2). Por ese motivo, la definicion mas adoptada en la
practica clinica es la aportada por McGregor et al. (3) que se refiere a un AAA cuando existe
una dilatacion del diametro adrtico de al menos 30 mm, lo que supone un incremento mayor
de dos desviaciones estandar sobre el didmetro medio considerado como normal (4). La
debilidad parietal de los aneurismas afecta a las tres capas de la pared vascular, lo que los

diferencia de los pseudoaneurismas (Figura 2).

Figura 1. Reconstruccion tridimensional de un aneurisma de aorta abdominal.
Fuente: produccion propia. Reconstruccion realizada de angioTC con programa OsiriX®.




INTRODUCCION

Una de las clasificaciones mas empleada es la propuesta por la SVS / ISCVS (1) que
organiza los aneurismas en funcion de su etiologia en congénitos, mecanicos, traumaticos,
inflamatorios, infecciosos, anastomoticos y, el mas frecuente, el degenerativo, antiguamente
denominado aterosclerdtico. Segtn su localizacion, la clasificacion depende de la relacion con
las arterias renales existiendo aneurismas suprarrenales, pararrenales, yuxtarrenales e
infrarrenales. En funcion de su forma, como saculares o fusiformes, dependiendo de si la
dilatacion engloba parte o toda la circunferencia aortica respectivamente (Figura 2). En la
presente tesis doctoral se valoraran AAA infrarrenales fusiformes de etiologia degenerativa,

que son con mucho los més frecuentes.

Figura 2. Clasificacion de los aneurismas: aneurismas verdaderos, cuya dilatacion afecta a las tres capas de la
pared aortica y pseudoaneurismas. Dentro de los aneurismas verdaderos encontramos los saculares y
fusiformes. Se observan las 3 capas que conforman la pared aortica: intima, media y adventicia. Fuente:
adaptado de Sakalihasan N, et al. Abdominal aortic aneurysms. Nat Rev Dis Primers. 2018 Oct 18;4(1):34.

Aneurismas verdaderos

Sacular Fusiforme Pseudoaneurisma

Adventicia —
Media ——

Intima ——

1.2. Prevalencia.

Los estudios de necropsias arrojaron los primeros datos de prevalencia del AAA, con
un 4.7% en varones y un 1.2% en mujeres con edades comprendidas entre 65 y 74 afios en
Suecia (2). Actualmente, los estudios de cribado aportan la mejor estimacion, no obstante, las

cifras dependeran del sexo, la edad, el area geografica y la definicion de AAA adoptada (5).
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Seglin el meta-analisis realizado en 2013 por Li X et al. (5) la prevalencia en la poblacion
general se estima en un 4.8% siendo mayor en varones (6%) que en mujeres (1.6%). En
Europa, la prevalencia ha disminuido considerablemente en las Gltimas décadas, sobre todo en
varones, situandose en torno al 2.3 - 2.5%, asociado presumiblemente al menor consumo de

tabaco (5-7).

1.3. Factores de riesgo.

El tabaquismo es el factor ambiental de riesgo mas importante para el desarrollo y
progresion de un AAA, estimandose que el 90% de pacientes con AAA han sido fumadores
en algin momento de su vida. El riesgo es dosis dependiente, aumentando con los afios de
consumo y el numero de paquetes, existiendo una odds ratio (OR) entre 2.6 y 12.1 en funciéon

de los paquetes / afio (8,9).

La historia familiar aumenta considerablemente el riesgo (OR: 3.80); tanto es asi que
se estima que los pacientes con un familiar de primer grado afectado tienen un riesgo de entre
un 15 y un 20% de desarrollar un AAA, frente al 1 - 3% del resto (10—14). Otros factores
relacionados con los AAA son: la edad, con una OR de hasta 28.4 en pacientes entre 80 y 84
afios; el sexo masculino (OR: 5.7); la presencia de aterosclerosis en otro territorio (OR: 1.18
— 1.72); la hipertension arterial (HTA) (OR: 1.25); la hipercolesterolemia (OR: 1.34) y el

sobrepeso (OR: 1.20) (9,15).

De forma llamativa, los pacientes diabéticos poseen menor riesgo de desarrollar un

AAA (OR: 0.75). También parece disminuir levemente el riesgo la realizacion de ejercicio

fisico y la ingesta de frutas, verduras y nueces (OR: 0.86 — 0.91) (16—18).
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1.4. Historia natural.

La evolucion natural del AAA es el crecimiento subclinico del mismo hasta su
potencial rotura. La tasa de crecimiento es variable, entre 1 y 6 mm al afio, sin diferencias
entre géneros. El crecimiento es lento en los AAA de pequeno tamafio, dispardndose la tasa
de expansion exponencialmente con el aumento del didmetro adrtico (Tabla 1). Este hecho
justifica que se deba llevar a cabo un seguimiento mas estrecho en los AAA de mayor tamafo.
Este crecimiento también puede verse influenciado por el tabaquismo, que aumenta la tasa de
crecimiento en torno a un 16%. Se ha observado que, paraddjicamente, los pacientes diabéticos
presentan una tasa de crecimiento mas lenta (hasta un 25% menor), lo que podria estar en
relacion con la toma de metformina o con la resistencia que pudiera producir la glicacion a la

proteolisis (19-21).

Tabla 1. Tasas estimadas de crecimiento y rotura del aneurisma de aorta abdominal (AAA) en varones y
mujeres con aneurismas de pequeiio tamaio. Fuente: recuperado de Lahoz C, et al. SEA-SEACV 2015:
Guia para el diagnostico y tratamiento del aneurisma de aorta abdominal. 2016,28(Supl 1).1-49.

Diametro del AAA (mm)
30 35 40 45 50
Hombres Tasa de crecimiento (mm/afno) 1,28 1,86 2,44 3,02 3,61
T° rango quirdrgico (afios) 7,4 5 3,2 1,8 0,7
T° riesgo rotura de 1% (afos) 8,5 5,5 3,5 2,2 1,4
Mujeres Tasa de crecimiento (mm/afno) 1,46 1,98 2,51 3,06 3,62
T° rango quirdrgico (afios) 6,9 4,8 3,1 1,8 0,7
T° riesgo rotura de 1% (afos) 3,5 2,1 1,4 0,9 0,7

A pesar de los programas de cribado y de las mejoras en el tratamiento, la rotura de un
AAA continua asociando una muy alta mortalidad que se sitia entre el 65 y 85% (22). El
riesgo de rotura aumenta de forma exponencial con el didmetro, asi en el ADAM trial el riesgo
de rotura se estimd en un 9% anual para diametros entre 55 y 59 mm, del 10% entre 60 y 69

mm y del 33% para los AAA a partir de 70 mm (23). Sin embargo, analisis mas recientes
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indican que el riesgo de rotura anual es menor actualmente, estimandose en un 5.3% para
didmetros entre 55 y 70 mm y en un 6.3% en pacientes con AAA > 70 mm, posiblemente

debido a la disminucion de pacientes fumadores con AAA (9).

No obstante, aunque el didmetro maximo es un factor de riesgo de crecimiento y rotura
y es un parametro bien establecido para la toma de decisiones, se consigue una mejor
prediccion basada en los factores biomecanicos. El estrés en la pared adrtica; la resistencia de
la misma, en la cual influyen la edad, el diametro y la presencia de trombo intraluminal (TIL);
y el indice entre ambos parecen ser mejores predictores de rotura que el didmetro méximo
(24-27). Asimismo, se estudia la utilidad de la tomografia computarizada por emision de
positrones (PET-TC) (28), del volumen de TIL por tomografia computarizada con contraste
(angioTC) (29) y de los modelos hemodindmicos como predictores de crecimiento y rotura
(30). Otros factores de riesgo asociados a la rotura son: el sexo femenino, el tabaquismo activo,
la HTA y la enfermedad pulmonar obstructiva cronica (31-35). Se sugiere que el uso de
fluoroquinolonas puede aumentar el riesgo de rotura del AAA, al actuar sobre el colageno de
la pared adrtica (36). El papel del TIL se estudiard en mayor detalle dentro del apartado de

patogenia.

1.5. Anatomia patoldgica de la aorta sana y aneurismatica.

1.5.1. Aorta sana.

La aorta sana posee tres capas, desde el interior de la luz del vaso encontramos: la capa

intima, la media y la adventicia (Figura 3).
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Figura 3. Esquema representativo de la estructura adértica normal: destaca la barrera intacta de células
endoteliales en la capa intima, asi como la perfecta estructuracion de matriz extracelular (representada por la
elastina) y células musculares lisas en lamelas. Fuente: Adaptado de Dale MA, et al. Inflammatory Cell
Phenotypes in abdominal aortic aneurysm. Arterioscler Thromb Vasc Biol.2015;35(8):1746-175

Aorta sana

I~ Adventicia
: Media
—3_ Intima

Células endoteliales
Fibroblastos

Células musculares lisas
Elastina

La capa intima esta compuesta por el endotelio, en contacto con la luz del vaso, la [damina
basal y la lamina eléstica interna, en contacto con la capa media. El endotelio estd formado
por una capa de células endoteliales planas, con un glucocéalix en contacto con el flujo
sanguineo. Se encuentran unidas entre ellas con zonas de unioén firme (uniones herméticas),
que proporcionan una barrera fisica, y zonas de uniones adherentes, que permiten el transporte
de oxigeno, iones, nutrientes y otros factores reguladores que permiten la comunicacion
intercelular (37). Ademas, gracias al glucocalix y a la formacién de prostaglandinas, 6xido
nitrico (NO) y ADPasa, ejercen una funciéon antitromboética impidiendo la agregacion
plaquetaria. De este modo, ejercen una accién reguladora sobre la permeabilidad, la
proliferacion celular, la hemostasia y el tono vasomotor (38). La lamina basal tiene la funcién
de dar soporte al endotelio. Consiste en una matriz extracelular (MEC) formada por células
musculares lisas (CML) y tejido conectivo rico en coladgeno IV (formado por las células
endoteliales) ademas de glicoproteinas, moléculas de adhesion y proteoglicanos. Cumplen

ademas una funcién importante en la permeabilidad vascular y en la regeneracién de las

-32-



Efecto de la homeostasis y funcionalidad mitocondrial en el aneurisma de aorta abdominal y su
modificacion mediante la inhibicion del factor Xa por rivaroxaban.

células endoteliales. Por ultimo, la ldmina eléstica interna estd formada principalmente por
elastina. Presenta fenestraciones para permitir la difusion de oxigeno, iones y nutrientes a las
capas mas internas de la pared del vaso pero ejerciendo una funcién barrera ante las

macromoléculas (37).

La capa media contiene CML en mayor cuantia, asi como MEC que incluye fibras
perfectamente ordenadas de elastina y colageno (tipo I y III), fibronectina, fibrilina,
proteoglicanos y glicosaminoglicanos. Se organiza en unidades funcionales, denominadas
lamelas, cuya composicion y distribucion es critica para la distensibilidad y resistencia de la
pared vascular; en concreto la elastina da resistencia frente a la dilatacion y el coldgeno frente
alarotura (39). Las CML poseen un importante papel en la fisiologia de la pared aortica siendo
responsables de la sintesis de los elementos de la MEC y del remodelado del vaso en respuesta
al estrés (40). Por tltimo, encontramos la ldmina elastica externa que separa la capa media de

la adventicia.

Finalmente, se encuentra la adventicia con fibroblastos, fibras de coldgeno intersticial,
fibras nerviosas, que regulan la funcion vasomotora de las CML (vasodilatacion mediante
receptores B-adrenérgicos y vasoconstriccion por los receptores a-adrenérgicos), y pequenios
vasos sanguineos, conocidos como vasa-vasorum, que se encargan de nutrir la regiéon mas

externa de la pared del vaso.

1.5.2. Aorta aneurismatica.

Cuando ocurre la degeneracion aneurismatica del vaso, existen cambios histologicos en

todas las capas promovidos, como se expondra mas adelante, por una excesiva proteoélisis, un
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elevado estrés oxidativo, un aumento de la apoptosis de las CML y una importante reaccion
inflamatoria crénica transmural, de predominio en la adventicia. En las figuras 4 y 5 se
muestran respectivamente una fotografia y un esquema de la estructura de la aorta

aneurismatica.

Figura 4. Anatomia patolégica del aneurisma de aorta abdominal (AAA): Tincion con hematoxilina-eosina
de un corte transversal de un AAA. Las dreas recuadradas se muestran a la derecha a mayor aumento. El panel
central muestra la ausencia de células musculares lisas en la capa media. A la derecha se observa la adventicia

con un importante infiltrado inflamatorio. Barras: 150 um. Fuente: Adaptado de Torres-Fonseca M, et al.
Pathophysiology of abdominal aortic aneurysm: biomarkers and novel therapeutic targets. Clin Investig
Arterioscler. 2019 Jul-Aug;31(4):166-177.

Las células endoteliales, por la producciéon de especies reactivas de oxigeno (ROS:
reactive oxygen species), pueden contribuir a la desestructuracion y disfuncion endotelial con
pérdida de sus propiedades antitrombdticas, lo que favorece la aparicion de TIL que engloba
eritrocitos y hemoglobina. La hemoglobina va a promover la activacion plaquetaria, la
activacion de la coagulacion y de la fibrinolisis, y con ello la formacion de plasmina que es
una de las moléculas capaces de activar las metaloproteasas (MMP). Asimismo, esta
activacion plaquetaria perdura la inflamacion de la pared del vaso. Por otro lado, la presencia

de TIL impide la difusion de oxigeno, generando un estado de hipoxia relativa (41,42).

En la capa media, esencial en la distensibilidad y resistencia de la pared y, por tanto,
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fundamental en la historia natural del AAA, la inflamacién provoca un aumento de la actividad
proteolitica y un indice apoptético elevado de las CML. Estas células se encargan en
condiciones normales de la produccion de la MEC, pero debido a su disminucidon en nimero,
no pueden llevar a cabo el remodelado. Ademas, se suma que las existentes se encuentran
alteradas, con mayor generacion de MMP. Ello va a generar la degradacion de la elastinay un
aumento relativo de la carga en colageno, favoreciendo la rigidez del vaso inicialmente y, en
segundo término, por pérdida de coldgeno funcional, se pone en riesgo la integridad estructural

de la pared vascular (39,43).

Por su parte, la inflamacion en la adventicia promueve una respuesta inmuno-
inflamatoria, fibrotica y neoangiogénica. No obstante, no se ha aclarado si esta
neovascularizacion es consecuencia de la inflamacion transmural o si pudiese ser uno de los

elementos etiopatogénicos iniciales que promuevan la degeneracion aneurismatica (43,44).

Figura 5. Esquema representativo de la estructura adrtica en un aneurisma de aorta abdominal. Se observa
una importante inflamacion de la pared, con predominio de células T pro-inflamatorias Thl y Th17; estando en
menor cuantia las de tipo T reguladoras anti-inflamatorias y las Th2. Dentro de los macrofagos, destacan los
subtipos pro-inflamatorios M1 frente a los anti-inflamatorios y reparadores M2, aunque ambos estan aumentados.
En las fases iniciales, ocurre un engrosamiento de la pared aortica a expensas de la adventicia, pero se acaba
produciendo la fragmentacion de elastina y la apoptosis de las células musculares lisas, lo que finalmente produce
el caracteristico adelgazamiento de la capa media. Asimismo, se observa una pérdida células endoteliales que
son sustituidas por trombo intraluminal (ILT). Fuente: Adaptado de Dale MA, et al. Inflammatory Cell
Phenotypes in abdominal aortic aneurysm. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2015;35(8):1746-1755.
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1.6. Diagnostico.

1.6.1. Presentacion clinica.

La mayoria de los AAA son asintomaticos y se descubren como hallazgo incidental en
una prueba de imagen realizada por otra patologia o dentro de programas de cribado. En raras
ocasiones pueden existir sintomas inespecificos de dolor abdominal vago o dolor lumbar
cronico como consecuencia de la compresion de estructuras vecinas. Excepcionalmente,
pueden diagnosticarse por presentarse una complicacion, como la embolizacién distal o la
trombosis. En la exploracion fisica, puede palparse una masa pulsatil abdominal, no obstante,
su sensibilidad es moderada, dependiendo principalmente del perimetro abdominal del

paciente, del tamafio del aneurisma y de la habilidad del explorador (45,46).

Los AAA rotos (AAAR) suelen tener una clinica mas florida con un inicio brusco de
dolor abdominal o lumbar, distension abdominal y/o shock hemorrdgico. Mas raramente,
pueden manifestarse como una fistula aorto-entérica o arterio-venosa cuando la rotura se

produce a otro 6rgano, como el duodeno, o la vena cava inferior respectivamente (47).

1.6.2. Diagndstico por imagen.

El diagnostico de certeza se establece con una prueba de imagen que ponga en

evidencia la presencia de dicha dilatacion.

1.6.2.1. Ecografia abdominal.
En pacientes asintomaticos, la ecografia abdominal detecta la presencia de un AAA
con una sensibilidad y especificidad cercana al 100% (Figura 6) (48). Es la prueba de eleccion

para el cribado y el seguimiento del AAA de pequefio tamafio por ser precisa, reproducible,
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barata e inocua (48,49). No obstante, presenta una serie de limitaciones: 1) existe una
importante variabilidad intra e inter-observador, sobre todo si no se presta especial atencion a
los estandares de medicion (50); 2) en un 1- 2% de pacientes no es posible valorar la aorta
abdominal por obesidad, presencia de gases o superposicion de asas (51) y 3) no permite

planificar el tratamiento endovascular del AAA.

Figura 6. Imagen ecogrifica abdominal en modo B de un aneurisma de aorta abdominal de pequefio
tamaiio. Se aprecia la presencia de trombo intraluminal posterior (*). Fuente: produccion propia. Tomada en
consulta de Cirugia Vascular del Hospital Clinico San Carlos.
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1.6.2.2. Tomografia computarizada con contraste (angioTC).

Actualmente es considerada por las guias clinicas la prueba gold standard para el
diagnostico del AAA (4,9,47). Tiene una sensibilidad cercana al 100%, siendo més exacto y
reproducible que la ecografia en la medicién de didmetros (52,53). Con mayor frecuencia, el
angioTC aporta didmetros mayores comparados con la ecografia y se ha observado que hasta
el 70% de AAA de entre 50 y 55 mm por ecografia tenian mediciones por encima de 55 mm

en el angioTC (50). El angioTC, aporta ademas informacidon anatomica de toda la longitud
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adrtica, de las arterias renales, del sector iliaco y de las estructuras circundantes. Ello resulta
muy util para la planificacion terapéutica, tanto endovascular como de cirugia abierta, sobre
todo con el procesado de las imagenes en estaciones de trabajo que permitan su reconstruccion
en 3 planos (Figura 7). Su principal inconveniente es la radiacion ionizante y la necesidad de

contrastes yodados nefrotoxicos.

Figura 7. Imagen de un aneurisma de aorta abdominal (AAA) por angioTC. A. Corte axial de AAA en el
que se observa un trombo intraluminal circunferencial. B. Reconstruccion tridimensional. C. Imagen
multiplanar en maxima intensidad de proyeccion. D. Reconstruccion por centro de flujo. Fuente: A. angioTC
recuperado de base de datos de Servicio de Cirugia Vascular del Hospital Clinico San Carlos. B, Cy D.
Produccion propia tras procesado de imdgenes en la estacion de trabajo OsiriX®.

Actualmente, el angioTC con software especializado en la reconstruccion
tridimensional es considerada también la prueba de imagen de eleccion para la toma de
decisiones, la planificacion quirirgica y el seguimiento postoperatorio del AAA. Asimismo,

es de eleccion para el diagndstico y manejo del AAAR (Figura 8) (4,9,47).
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Figura 8. Corte axial de un aneurisma de aorta abdominal roto por angioTC. Fuente. recuperado de base
de datos de Servicio de Cirugia Vascular del Hospital Clinico San Carlos.

1.6.2.3. Resonancia magnética nuclear.

La resonancia magnética nuclear (RMN) no requiere el uso de contrastes yodados ni
expone al paciente a radiacion ionizante, permitiendo ademas la obtencion de imégenes
dindmicas con la utilizacion de gadolinio (Figura 9). No obstante, su menor disponibilidad,
sus limitaciones en pacientes con claustrofobia o implantes metélicos y la escasez de estudios
que lo comparen con el gold standard, el angioTC, hace que su utilizacion actual sea limitada

(54).

Figura 9. Imagen de un aneurisma de aorta abdominal e iliacas comunes por angio-RMN (corte coronal).
Fuente: tomado de Moriux Ducaju G. Papel de la autoinmunidad en la génesis de los aneurismas de aorta
abdominal. Estudio inmunogenético [tesis]. Madrid: Universidad Complutense de Madrid; 2003.
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1.6.2.4. Tomografia computarizada por emision de positrones (PET-TC).

El PET-TC con fluoro-desoxiglucosa (Figura 10) localiza y cuantifica la actividad
metabdlica de las células, considerandose actualmente una prueba de imagen complementaria
en el diagnostico y seguimiento de los AAA inflamatorios, infecciosos y en las infecciones de
injertos o endoprotesis post-tratamiento. Se encuentra en estudio su utilidad para identificar

aquellos AAA inestables, con mayor riesgo de progresion y rotura.

Figura 10. Imagen de un aneurisma de aorta abdominal por PET-TC (corte axial). La flecha marca la
region aneurismatica con mayor captacion de contraste. Fuente: recuperado de base de datos de Servicio de
Cirugia Vascular del Hospital Clinico San Carlos.

1.6.3. Marcadores bioquimicos.

Se ha observado una asociacién entre la existencia de un AAA y los valores
plasmaticos elevados del complejo trombina — antitrombina III, fibrindgeno y dimero D. Estos
marcadores reflejan los ciclos de formacion de coagulo y fibrinolisis que se producen de
manera casi constante en el TIL del AAA (55,56). En el caso del dimero D, se ha objetivado
un aumento de sus cifras en relacion con el didmetro aneurismatico y una disminucion tras el
tratamiento del AAA (55,57). También se han visto elevados otros biomarcadores no

hemostaticos en los pacientes con AAA como la interleucina (IL) 6, la MMP-9, la elastasa
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neutrofilica, la proteina C reactiva y marcadores cardiacos como la troponina T y la porcién

N terminal del péptido natriurético cerebral (58,59).

Actualmente, ningin biomarcador o combinacion de ellos se considera lo
suficientemente sensible ni especifico para tener validez clinica en el diagndstico o pronostico

del AAA (4,9,60).

1.7. Cribado.

La evolucion silente del AAA hasta su rotura, la alta tasa de mortalidad en estos casos,
la existencia de una técnica diagnostica no invasiva, con alta sensibilidad y especificidad,
como es la ecografia abdominal, y los buenos resultados de su tratamiento electivo, convierten

al AAA en una patologia atractiva para el cribado.

La revision sistemdtica de Cosford PA et al. (61) mostr6 que la realizacion de
programas de screening entre los 65 y 79 afos reducia la mortalidad relacionada con el
aneurisma en varones (OR: 0.6 IC 95% 0.47 — 0.78), siendo la costo-efectividad aceptable en
este subgrupo. Ademas, en varios de los estudios randomizados incluidos (62,63) también se
observo una disminucién de la mortalidad por todas las causas en varones, lo que fue
confirmado posteriormente por un reciente estudio sueco (64). En base a estas evidencias, la
ultima guia europea recomienda el cribado en todo varén mayor de 65 afios. No obstante, en

las mujeres no existe suficiente evidencia para recomendar el cribado masivo.

En caso de historia familiar de primer grado con AAA, debido a que la rotura puede

ocurrir a menor edad y con menores diametros, el cribado se debe realizar en hombres y

-41 -



INTRODUCCION

mujeres a partir de los 50 afios y cada 10 afios. Por ultimo, dada la alta asociacion entre AAA
y aneurismas periféricos (popliteo, iliaco, femoral), se debe hacer cribado de AAA en estos

pacientes cada 5 - 10 afos (47).

1.8. Seguimiento del AAA de pequeiio tamario.

1.8.1. Intervalos de seguimiento.

Se consideran aneurismas de pequeiio tamafio aquellos que ain no se encuentran en
rango de ser intervenidos quirurgicamente. La prueba de imagen de eleccion es la ecografia
abdominal y los intervalos de revision van a variar en funcién del diametro maximo del AAA
(32,65). Entre los 30 y 39 mm cada 3 afios, entre 40 y 49 mm anuales y a partir de 50 mm el
seguimiento debe realizarse cada 3 - 6 meses (9,47). La figura 11 muestra de forma

esquematica estos datos.

Figura 11. Protocolo de seguimiento en pacientes con aneurisma de aorta abdominal (AAA) fusiformes
asintomaticos. En casos de rapido crecimiento (> 10 mm / aflo) o de historia familiar de AAA roto se debe
considerar cirugia electiva con menor diametro. Entre los 25 y 29 mm de diametro aortico (ectasia adrtica) se
debe considerar el seguimiento, sobre todo en pacientes jovenes. Fuente: Adaptado de Sakalihasan N, et al.
Abdominal aortic aneurysms. Nat Rev Dis Primers. 2018 Oct 18;4(1):34.
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1.8.2. Tratamiento médico para reducir el crecimiento del AAA.

Hasta la fecha, no se ha demostrado que ningtn farmaco tenga la suficiente efectividad
para disminuir la tasa de crecimiento o el riesgo de rotura de los AAA incluyendo las estatinas,
los inhibidores del sistema renina angiotensina, los betabloqueantes, la doxiciclina, el
pemirolast (farmaco estabilizador de mastocitos), la metformina y el ticagrelol. Pese a los
resultados alentadores de algunos de ellos en estudios animales, ninguno ha demostrado su
efectividad en la progresion del AAA humano (66—71). Asimismo, el ejercicio fisico tampoco
ha demostrado su eficacia (18). La tinica medida que ha demostrado frenar el riesgo de
crecimiento, en aproximadamente un 20%, y el riesgo de rotura, es el abandono del habito
tabaquico, por lo que se debe ofrecer ayuda al paciente con este objetivo (19,20,65). Pese a
que ningun antihipertensivo ha demostrado reducir la tasa de crecimiento del AAA, un
metaanalisis sugiere una pequefia reduccion en la tasa de rotura y en la necesidad de reparacion

en pacientes bajo tratamiento antihipertensivo para el control de su HTA (71).

1.8.3. Tratamiento médico para reducir el riesgo cardiovascular.

Los pacientes portadores de AAA asocian una mortalidad de causa cardiovascular del
3% anual, por lo que es imperativo un control estricto de los factores de riesgo cardiovascular.
Un estudio de Reino Unido que incluyd 12485 pacientes mostré una mejoria en la
supervivencia a 5 afios en los pacientes bajo tratamiento con estatinas (68% vs 42%),
antiagregantes (64% vs 40%) y antihipertensivos (62% vs 39%) (72). De esta forma, se debe
considerar el tratamiento de la HTA y el uso de estatinas y antiagregantes en todos los

pacientes con AAA (47).
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1.9. Tratamiento.

1.9.1. La decision de tratar quirGrgicamente.

Como se ha presentado anteriormente, no existe en la actualidad ninguna alternativa
farmacoldgica para el tratamiento de los AAA, siendo la cirugia la Gnica opcion terapéutica.
Las indicaciones de tratamiento quirrgico van encaminadas a la prevencion de su eventual
rotura y dependerédn del riesgo estimado de rotura, del riesgo quirurgico del paciente y de su

esperanza de vida.

Son cuatros los estudios randomizados que han estudiado el tratamiento precoz de los
AAA fusiformes de entre 40 y 55 mm de didmetro maximo, tanto con cirugia abierta (UKSAT
y ADAM) como con técnicas endovasculares (CAESAR y PIVOTAL). Los datos obtenidos
se resumen en la revision de la Cochrane concluyendo que en varones con AAA menores de
55 mm, es seguro y costo - efectivo el manejo conservador (73). De esta forma, existe consenso
entre la guia Americana y Europea en que en varones sanos el tratamiento quirtrgico electivo
debe plantearse en aquellos AAA con un didmetro > 55 mm (9,47). En mujeres el riesgo de
rotura es mayor, existiendo un riesgo similar con diametros de 45 mm en mujeres que de 55
mm en hombres (20,32,34). No obstante, en ellas la mortalidad peri-operatoria es mayor que
en hombres, tanto en tratamiento endovascular (EVAR del inglés: Endovascular Aneurysm
Repair) (2.3% vs 1.4% respectivamente, OR 1.67, IC 95% 1.38 — 2.04), como en cirugia
abierta (CA) (5.4% y 2.8% respectivamente, OR 1.76, IC 95% 1.35 —2.0) (74). Teniendo todo
ello en cuenta, y a pesar de carecer de buena evidencia, en mujeres se recomienda la
intervencion con didmetros de AAA cercanos a 50 mm, siempre que el riesgo quirtirgico sea
aceptable (Figura 11). En pacientes de edad avanzada o importante comorbilidad, el manejo

debe individualizarse. Se ha planteado, aunque con escasa evidencia, el tratamiento precoz de
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AAA con un répido crecimiento adrtico (> 10 mm / afio), siempre previa comprobacion de

mediciones (9,47).

Los AAAR suponen una emergencia quirirgica, independientemente de su didmetro.
El tiempo hasta la intervencion influye directamente en la morbimortalidad (75,76) por lo que
se recomienda que sea menor a 90 minutos desde la llegada del paciente al hospital (9). Existe
mayor controversia en los AAA sintomaticos no rotos ya que pese a su mayor riesgo de rotura,
el manejo urgente aumenta las complicaciones peri-operatorias, por lo que puede ser apropiado
retrasar el tratamiento unas horas para optimizar la situacion del paciente o para asegurar una
cirugia con caracteristicas electivas en cuanto a equipo habitual y a disponibilidad de
dispositivos (77,78). Durante el tiempo de demora se debe mantener una monitorizacion

estrecha del paciente hasta su intervencion (9,47).

1.9.2. Eleccion del tipo de tratamiento quirirgico.

La reparacion del AAA puede realizarse mediante CA o EVAR. La CA consistiria en
el clampaje aortico y la reseccion del aneurisma con interposicion de una protesis
anastomosada proximalmente cerca de las arterias renales y distalmente en aorta distal, iliacas

o femorales, segun la anatomia del paciente (Figura 12).

En el caso del EVAR, se implanta habitualmente por via femoral una endoproétesis con

anclaje proximal y distal en region no dilatada para excluir el aneurisma de la circulacion y

conseguir la trombosis del saco aneurismatico (Figura 13).
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Figura 12. Esquema de la reparacién quirdrgica de un aneurisma de aorta abdominal (AAA) mediante
cirugia abierta. a) muestra el clampaje proximal durante la excision del AAA, debe realizarse preferiblemente
infrarrenal (si la anatomia del AAA lo permite) con la anastomosis yuxta-renal. Distalmente, la anastomosis
varia en funcion de la anatomia. En este caso se muestra un bypass aorto-biiliaco con clampaje distal en iliacas
primitivas. b) una vez se realiza el bypass, la protesis se cubre con la pared aneurismatica para aislarlo del
intestino. c) fotografia de bypass aorto-aortico con protesis de Dacron, sobre las paredes del aneurisma abierto
de forma longitudinal. Fuente: a 'y b) Adaptado de Sakalihasan N, et al. Abdominal aortic aneurysms. Nat Rev
Dis Primers. 2018 Oct 18;4(1):34. c) Fuente recuperado de base de datos de Servicio de Cirugia Vascular del
Hospital Clinico San Carlos.
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Figura 13. Esquema de la reparacién endovascular de un aneurisma de aorta abdominal (AAA). a)
muestra la liberacion parcial de una endoprotesis adrtica de fijacion infrarrenal. La endoprotesis excluird el
AAA mediante un sellado proximal en el cuello del AAA (region de aorta no dilatada entre las arterias renales
y el inicio de la region dilatada) b) resultado final tras la exclusion del AAA mediante una endoprotesis aorto-
biiliaca en una reconstruccion tridimensional del angioTC. Fuente: a) Adaptado de Sakalihasan N, et al.
Abdominal aortic aneurysms. Nat Rev Dis Primers. 2018 Oct 18,;4(1):34. b) Fuente produccion propia,
reconstruccion realizada mediante la estacion de trabajo OsiriX®.
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Existen multiples estudios randomizados comparando ambas técnicas, el EVAR-1
(79), DREAM (80), OVER (81) y ACE (82). Sus datos son incluidos en un reciente meta-
andlisis que concluye que aunque el EVAR se asocia a una menor mortalidad precoz (en los
primeros 6 meses), sobre todo a expensas de la mortalidad peri-operatoria a 30 dias, este
beneficio se pierde a lo largo del seguimiento, no existiendo diferencias en supervivencia a
partir del afio y hasta los 5 afios de la intervencion. El EVAR se asoci6 a una mayor tasa de
reintervenciones, precoces y tardias, y no se observo beneficio frente a la CA en pacientes con
insuficiencia renal o antecedentes coronarios (83). No obstante, estos datos deben ser
interpretados con cautela ya que algunos estudios no incluyen ciertas reintervenciones tras la
CA (en el estudio OVER que si incluy6 las reintervenciones del tipo obstruccion intestinal,
hernias incisionales y otras complicaciones derivadas de la laparotomia se encontraron
diferencias mucho menos relevantes). Ademas, la mayoria de los dispositivos endovasculares
incluidos en los estudios EVAR, DREAM y OVER son de primera o segunda generacion, con
lo que la mejoria de las endoprotesis y la utilizacion actual de anestesia local o regional para

estos procedimientos puede mejorar los resultados del EVAR en futuros estudios.

Por lo tanto, y hasta contar con mayor evidencia, la eleccion del tratamiento debe ser
individualizada en funcién de si la anatomia aorto-iliaca es favorable para EVAR asi como de

la esperanza de vida, riesgo quirurgico y preferencias del paciente (47).

2.ETIOPATOGENIA DE LOS ANEURISMAS DE AORTA ABDOMINAL.
2.1. Teoria aterosclerdtica.
Hasta hace 40 afos, existia la creencia de que el AAA degenerativo era secundario a la

aterosclerosis, de forma que la placa aterosclerdtica era la responsable del crecimiento adrtico
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compensatorio (84). En la actualidad, pese a la presencia casi invariable de placas de ateroma
en los aneurismas, esa creencia etiologica esta superada por la evidencia aportada por estudios

epidemiologicos, histoldgicos y biologicos (85-87).

En los afios 80, en el articulo publicado por Tilson et al. (86), se cuestiond por primera
vez esta teoria por las diferencias poblacionales entre los pacientes con aneurismas y con
enfermedad oclusiva. Aunque poseen factores de riesgo compartidos, principalmente el
tabaquismo, la poblacion con enfermedad aneurismatica es una década mayor y con una
mucha mayor relacion hombre / mujer. A la exploracion fisica, los pulsos femorales estaban
presentes en 48 de los 50 pacientes con AAA y sélo 3 asociaban claudicacion. En cuanto a la
distribucion, la arteria iliaca externa, resistente a la dilatacion aneurismatica, es una de las
localizaciones preferentes de la enfermedad oclusiva. Posteriormente, se vio que la diabetes,
que tiene una fuerte relacion directa con la aterosclerosis, se asocia de forma inversa con la

enfermedad aneurismatica (88).

Otro rechazo a esta teoria se basa en el modelo experimental en ratones con deficiencia
en la apolipoproteina E (ApoE™) estimulados con angiotensina II (87). En ello, el desarrollo
de lesiones aterosclerdticas solo ocurre después del desarrollo del AAA. De esta forma, las
placas aterosclerdticas encontradas en los segmentos aneurismaticos parecen ser secundarias
a la dilatacion del vaso por alteracion del flujo laminar normal, lo que provoca la proliferacion

subintimal y la aparicion de la placa.

Ademas, la histologia de la aorta aneurismatica y aterosclerotica difiere. En ambas existe

un estado proinflamatorio de la pared, pero con diferencias resefiables. En la enfermedad
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aterosclerotica la inflamacion es de menor cuantia, se localiza predominantemente en la
intima, el infiltrado predominante (casi el 100%) es de linfocitos T con una relacion CD4/CD8
de 4/1 y los macrdfagos existentes se localizan en la propia placa. En los AAA el infiltrado es
mas abundante y transmural, aunque de localizacion preferente en la adventicia, siendo un 75
- 80% linfocitos T con una relacion CD4/CD8 de 7/1 y un 20 - 25% linfocitos B, con
macrofagos de localizacion en la capa media y adventicia. Asimismo, en la aterosclerosis
existe una proliferacion de CML, mientras que el AAA se caracteriza por una apoptosis de

dichas células (89,90).

2.2. Teoria mecanica.

Factores hemodinamicos (mecanicos) pueden contribuir al desarrollo de los AAA. Sobre
la pared de la aorta normal se ejercen 2 fuerzas biomecénicas, una circunferencial o tangencial,
como consecuencia de la presion arterial y sus oscilaciones durante el ciclo cardiaco, y otra
paralela a la luz del vaso, denominada fuerza de cizallamiento, por el arrastre del flujo
sanguineo sobre la superficie endotelial del vaso. El término “estrés” se refiere a la cantidad
de fuerza ejercida sobre la pared vascular, mientras que la “tension” se refiere a la deformacion

mural inducida por ese esfuerzo.

Seglin la teoria mecdnica, la degeneracion aneurismatica y su posterior rotura son
secundarias al estrés que generan estas fuerzas mecanicas, principalmente a la ejercida por el
flujo pulsatil que es 10.000 veces mas importante. Este estrés provocaria cambios en la pared
vascular por redistribucion y variacion en la cantidad de MEC que puede alterar la integridad

de la pared y favorecer su dilatacion.
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Esta teoria es apoyada por la mayor presencia de aneurismas en la aorta abdominal que
en la aorta tordcica. En la aorta abdominal existe menor cantidad de vasa-vasorum que nutren
la pared, asi como menor nimero de ldmelas y una ratio mayor de colageno / elastina, por lo
que debe soportar una mayor tensiéon con una menor capacidad de respuesta ante el estrés.
Ademas, la aorta infrarrenal experimenta una mayor resistencia periférica, un aumento de la
presion de cizallamiento oscilatoria y un flujo reducido durante el reposo, lo que predispone a
las enfermedades arteriales degenerativas. De hecho, la expresion de MMP-9 en la aorta
infrarrenal murina es mayor que en la aorta toracica y, si llevamos a cabo la transposicion de

la aorta abdominal a la region toracica, esta expresion de MMP-9 se ve disminuida (91,92).

Asimismo, cuando un vaso se dilata, se genera un flujo turbulento y lento que, como
vimos anteriormente, favorece la formacion de TIL. Este, a su vez, provoca un estado de
hipoxia relativa de la pared, favorece la apoptosis de las CML, la elastolisis, por la activacion
de la plasmina y se perpetia la inflamacion por la activacion plaquetaria. Pese a que este
trombo puede reducir la tension pico de la pared y su significado es aun incierto, la mayoria
de estudios concluyen que favorece la progresion de la enfermedad y el riesgo de rotura de

AAA con diametro similar (42).
Estos factores fisicos sumados a la disminucidn de nutrientes pueden favorecer cambios
metabolicos que predispongan a la dilatacion de la pared; no obstante, deben existir otras

condiciones de la propia pared que jueguen un papel importante en su integridad.

2.3. Teoria actual.

En los ultimos afios ha existido un gran avance en el conocimiento de los mecanismos
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fisioldgicos que llevan al desarrollo y progresion de los AAA. No obstante, existen aun
muchas preguntas por resolver, no entendiéndose su patogenia de forma completa. Los datos
actuales se basan principalmente en estudios sobre modelos animales experimentales y en el
estudio histoldogico y molecular de muestras de AAA humanos obtenidas durante la
intervencion quirargica. Los resultados obtenidos en animales deben ser comparados con
cautela puesto que en su etiopatogenia no han intervenido los principales factores de riesgo
conocidos en humanos, como son la edad, la HTA o el tabaquismo (39). Asimismo, el estudio
de las muestras adrticas sometidas a cirugia incluye AAA de tamafio considerable, no estando

estudiadas las fases iniciales y medias de la enfermedad.

La degradacion de la MEC de la capa media, la apoptosis de las CML, la inflamacién y
el estrés oxidativo son los pilares fundamentales que se conocen en la patogenia del AAA.
Estos, junto con la agregacion plaquetaria y la activacion de la cascada de la coagulacion,
favorecen la formacion del TIL (89,93,94). No obstante, los detalles etiopatogénicos que
inician, perduran y relacionan estos procesos moleculares, llevando al debilitamiento y
dilatacion de la pared vascular, no estan totalmente claros. Probablemente la etiologia sea
multifactorial e incluya un sustrato genético (95) sobre el que inciden factores ambientales
como el tabaquismo (65,96), las fuerzas mecanicas ejercidas contra la pared (97), la

vascularizacion del vaso (91) y las propiedades inmunolédgicas parietales y sistémicas (98).

La figura 14 muestra de forma resumida un posible esquema sobre la relacion entre los

mecanismos implicados en el desarrollo y progresion del AAA.
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Figura 14. Esquema que ilustra la etiopatogenia del aneurisma de aorta abdominal (AAA) y las posibles
relaciones entre los mecanismos implicados. Probablemente el AAA sea una enfermedad multifactorial (I) en
la que estén involucrados una susceptibilidad genética, factores ambientales y un componente inmunologico.
Existe un reclutamiento de células inflamatorias de predominio en la adventicia (II); liberacion de citoquinas
proinflamatorias y especies reactivas de oxigeno (ROS) (III) que favorecen la apoptosis de células musculares
lisas (CML) (IV), que perdure la inflamacion y (V) la actividad proteolitica. Los productos de degradacion de
elastina, a su vez, favorecen la actividad inflamatoria y proteolitica y perpetuan el proceso. A esta elastolisis
inicial, se suma la degradacion de coldgeno y apoptosis de CML, principales formadoras de matriz extracelular
(MEC), asi como el desorden de la MEC sobrante y la menor capacidad funcional de las CML restantes, lo que
debilita ain mas la capa media. Este aumento de actividad proteolitica conduce a un ciclo perpetuo de
inflamacion y con ello mayor actividad proteolitica. Asimismo, (VI) algunas citoquinas promueven la
neoangiogénesis. Ademas (VII) los ROS y la inflamacion parietal van a alterar la funcion antitrombotica
endotelial con formacion de trombo intraluminal, lo que general un estado de hipoxia relativa que también
favorece la apoptosis de CML y la neoangiogénesis. En el trombo, la activacion plaquetaria promueve la
inflamacion y la protedlisis y activa la cascada de coagulacion. Fuente: produccion propia.
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2.3.1. Aumento de la protedlisis: degradacion de la matriz extracelular.

Una de las caracteristicas histologicas fundamentales de la degeneracion aneurismatica
es la pérdida de elastina de la capa media. Dada la estabilidad de esta molécula, con una
durabilidad cuantificada en décadas, su pérdida es principalmente debida a un exceso de
degradacion. Asi, en la pared vascular aneurismatica existe un aumento de protedlisis de la
MEC promovido por enzimas elastoliticas. Las familias de proteasas que juegan un papel

fundamental en la progresion del AAA son las MMP y las serinproteasas (39).

Las MMP son esenciales para procesos fisiologicos homeostaticos como la
cicatrizacion de heridas, la angiogénesis y la remodelacion tisular y 6sea. Estas moléculas son
liberadas como zimdgeno, pro-MMP, por las CML y los fibroblastos de la pared vascular y
por los neutréfilos y macrofagos del infiltrado inflamatorio. En condiciones normales existe
una regulacién multinivel, incluyendo la expresion genética y la activacion extracelular del
zimégeno. Los inhibidores tisulares de MMP (TIMP: ftisular inhibitor of MMP) frenan su
expresion y su activacion, mientras que proteasas extracelulares como la plasmina, el activador
del plasmindgeno y otras MMP provocan la activacion de las pro-MMP mediante un proceso

de escision enzimatica (99).

En los AAA existe un aumento de los niveles de MMP, tanto a nivel plasmatico, como
en la pared aortica, favoreciendo la degradacion de la MEC y la debilidad de la pared vascular.
Parece ser que tanto la MMP-2 (gelatinasa A) como la MMP-9 (gelatinasa B) deben estar
necesariamente presentes para el desarrollo de un AAA, de forma que ratones knock-out para
cualquiera de estas MMP no van a generar aneurismas (100). La MMP-2, liberada por las

CML y los fibroblastos, es capaz de degradar la elastina y el coldgeno tipo IV y es de gran
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importancia en la degeneracion aneurismatica inicial, por su mayor concentracion observada
en AAA de pequefio tamafio (94). Por su parte, la MMP-9, generada principalmente por los
macrofagos, pero también por las CML y los fibroblastos en condiciones pro-inflamatorias,
escinde la elastina, los colagenos I y IV y el fibrindgeno. Multiples estudios in vitro han
demostrado que la MMP-9 es la principal enzima proteolitica producida por los tejidos
aneurismaticos. Dentro de la busqueda de marcadores de rotura, se ha estudiado que los niveles
plasmaticos de MMP-9 no solo son mayores en pacientes con aneurismas, sino que se asocian
a su tamafio y a su tasa de expansion (43). Otras MMP como la MMP-12 (elastasa macrofagica
humana), enzima elastolitica mas potente, implicada en el enfisema secundario al humo de
tabaco, la MMP-1, la MMP-3, la MMP-8, la MMP-13 y la MMP-15 también parecen tener un
papel en el desarrollo del AAA al causar degeneracion de la MEC, favorecer la migracion

macrofagica y/o promover la angiogénesis (101,102).

Existen datos contradictorios en cuanto la expresion de TIMP en el AAA. En modelos
animales deficientes en este gen se ha observado una mayor degeneracién aneurismatica
(103,104). No obstante, tejidos adrticos obtenidos de AAA humanos muestran cifras elevadas
de TIMP con respecto a aortas controles, pudiendo tratarse de un aumento compensatorio. En
cualquier caso, existe un disbalance entre la actividad de las MMP y su inhibicion a favor de

la protedlisis, estando la relacion MMP / TIMP aumentada en el AAA (94,105,106).

Dentro de las serin-proteasas, destacan la urokinasa (u-PA) y el activador tisular de
plasmindgeno (t-PA) que catalizan el paso del plasminogeno a su forma activa, la plasmina,
otra serin-proteasa. También se incluye en este grupo la elastasa neutrofilica, con capacidad

de degradar la MEC. La plasmina tiene la capacidad de actuar sobre la MEC de forma directa,
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degradando las proteinas de adhesion de la MEC como son la fibronectina y fibrilina, o
indirecta por activacion de MMP; ademas, al igual que la elastasa neutrofilica, puede favorecer

la muerte de las CML de la pared aneurismatica (39,107,108).

Otras proteasas implicadas en la patogénesis del AAA, bien por destruccion directa de
la MEC o por activacion de MMP, son las cistein-proteasas, observdndose un aumento de
catepsinas y una disminucion de la cistatina C (inhibidor de las cistein-proteasas formado por

las CML) en las aortas aneurismaticas (109).

A su vez, los productos de degradacion de la elastina favorecen el estado proinflamatorio
por reclutamiento de células inflamatorias. Una vez producida la degradacion y la
fragmentacion de elastina de la capa media, el coldgeno es el mayor responsable de la

resistencia de la aorta, siendo, en ultimo término, su degradacion lo que lleva a la rotura (110).

Se ha estudiado la inhibicion de la protedlisis como diana terapéutica para frenar el
desarrollo del AAA. La doxiciclina, un antibiotico del subtipo de las tetraciclinas, es capaz de
inhibir varias MMP y ha demostrado una reduccion en la degradacion de elastina en modelos
murinos. Sin embargo, en humanos no se han encontrado diferencias significativas en el

crecimiento del AAA frente al grupo control (66—68).

2.3.2. Aumento de la apoptosis de células musculares lisas.

En la pared vascular aneurismatica existe un menor nimero de CML en la capa media
debido a un alto indice apoptotico, que se refleja por un exceso en la produccion de p53 (111).

No obstante, no se conoce con exactitud el desencadenante de la apoptosis, pudiendo
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relacionarse con el estrés oxidativo y con el estado pro-inflamatorio. También pueden ser

favorecidas por las serin-proteasas: plasmina y elastasa neutrofilica.

Por otra parte, como se comentd en la anatomia patologica del AAA, las CML se
encargan en condiciones normales del remodelado del vaso mediante la produccion de MEC
y la expresion controlada de MMP y TIMP. Por lo tanto, al aumento de degradacion de la
elastina se suma una disminucion en la formacioén de nueva MEC por encontrarse las CML en
menor nimero y con menor capacidad proliferativa. Ademas, las CML bajo estimulos pro-
inflamatorios son capaces de producir y liberar un exceso de MMP, ejerciendo un efecto

directo sobre la progresion del AAA (112).

2.3.3. Aumento del infiltrado inflamatorio.

Junto con la pérdida de elastina y de CML de la capa media adrtica, otro hecho central
es la apariciéon de un importante infiltrado inflamatorio transmural con predominio en la
adventicia (85,113). Se trata de un infiltrado multicelular con mayor cantidad de macrofagos
y linfocitos T, sobretodo CD4 (helper), y en menor medida linfocitos B (formando estructuras
similares a foliculos linfoides en la adventicia), linfocitos T CD8 +, polimorfonucleares
(PMN), mastocitos, células dendriticas y natural killer (NK), existiendo interacciones entre
ellas. Los macrofagos y PMN parecen tener un papel importante las fases iniciales (102).
Existe, por tanto, un infiltrado multinuclear, secrecion de inmunoglobulinas y produccion de
citoquinas, estando involucrado tanto el sistema inmune innato como el sistema inmune
adaptativo (102,114). La tabla 2 muestra los subtipos de células T y de macréfagos que se han
encontrado aumentados o disminuidos en los estudios con muestras de AAA humanos y en

animales experimentales.
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Tabla 2. Subtipos de linfocitos T CD4" y macréfagos observados en muestras de aneurismas de aorta
abdominal (AAA) humanos y en los tres tipos de modelos de animales experimentales. Las células Th1 son
proinflamatorias, aumentado el reclutamiento celular y la activacion de macrofagos. Las células Th2 se
consideran anti-inflamatorias y limitan la citotoxicidad macrofagica y las metaloproteasas, pero pueden favorecer
la apoptosis de las células musculares lisas. Aunque existen resultados contradictorios con respecto a las Th2
parecen estar aumentadas en el AAA y se sabe que juegan un papel en la degeneracion parietal. Las Th17 se
encargan de favorecer el reclutamiento de macréfagos y neutrofilos y favorecen el estrés oxidativo. Las células
Treg limitan la liberacién de citoquinas proinflamatorias por otros subtipos y por macréfagos y eliminan las
células T autoinmunes. En cuanto a los subtipos de macrofagos, la diferenciacion a M1 por interferon-y y
lipopolisacaridos generan citoquinas proinflamatorias promoviendo la dilatacion aortica y el remodelado de la
pared vascular. En cuanto al subtipo M2, se induce por citoquinas Th23 como IL-4 e IL-13 y van a regular el
reclutamiento de células inflamatorias, la angiogénesis y el deposito de colageno. Ambas se encuentran
aumentadas en el AAA, los M1 sobre todo al inicio y los M2 seglin avanza la enfermedad, posiblemente como
mecanismo compensatorio. Fuente: Adaptado de Dale MA, et al. Inflammatory Cell Phenotypes in Abdominal
Aortyc Aneurysm. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2015;35(8):1746-17535.

Th1l Th2 Th17 Treg
AAA humano Aumentado Contradictorio Aumentado Disminuido )
Modelo ApoE”~ Angll  Aumentado Aumentado Aumentado Disminuido 3,70
Modelo CaCl, Aumentado - - -
Modelo perf-elastasa - - Aumentado -
M1 M2

AAA humano Aumentado Aumentado

Modelo ApoE”~ Angll ~ Aumentado Aumentado

Modelo CaCl, Aumentado -

Modelo perf-elastasa Aumentado -

Estas células inflamatorias son capaces de perpetuar la respuesta inmune por liberacion
de citoquinas pro-inflamatorias (115), son una de las fuentes principales de ROS (que a su vez
favorecen el estado proinflamatorio (114)), y de MMP, favoreciendo la destruccion de la MEC
y la apoptosis y cambio morfologico de las CML. Ademas, el metabolismo de los fosfolipidos
y la hipoxia relativa causada por el TIL promueven la angiogénesis por la sobreexpresion del
factor de crecimiento endotelial (VEGF: vascular endotelial growth factor) y el transformador
del factor de crecimiento beta (TGF-B: transforming growth factor-beta) en macrofagos y

CML (39).
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Numerosos estudios han identificado multiples citoquinas pro y anti-inflamatorias que
se encuentran elevadas en los AAA, y que probablemente estén implicadas en la formacion
aneurismatica, pero aun no se conoce completamente la contribuciéon de cada una de ellas
(101). Los estudios moleculares a través de biopsias de AAA asi como el estudio de citoquinas
circulantes han mostrado resultados discordantes, en unos casos con un predominio de
citoquinas pro-inflamatorias (IL-6, TNF-a e IFN-y), mientras que en otros lo hacen las del

tipo Th2 (IL-4, IL-5 e IL-10) (115).

No obstante, no se conoce si los productos de degradacion de la elastina o los ROS son
los que inicialmente estimulan la llegada y activacion de estas células inflamatorias o si es la
propia reaccion inflamatoria el factor inicial desencadenante de la degeneracion parietal,
siendo el aneurisma similar a una enfermedad inflamatoria crénica. En este segundo supuesto,
el inicio inflamatorio puede deberse a una susceptibilidad genética del paciente, o bien a que
se trate de un fendmeno de autoinmunidad por alteracion de los mecanismos
inmunorreguladores o por mimetismo antigénico con un factor ambiental o un
microorganismo como Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Helicobacter
pylori, Citomegalovirus, virus herpes simple o Borrelia burgdorferi (14,116) que generaria
una respuesta inmune especifica contra la pared aodrtica. Si existe evidencia sobre la
implicacion de la autoinmunidad en la patogénesis del AAA, por la presencia de auto-
anticuerpos y linfocitos T oligoclonales en pacientes con AAA (113) y por existir una
reduccion en la tasa de expansion aneurismatica en modelos animales tratados con farmacos
inmunosupresores (117,118) (aunque no en humanos). La disminucion de los linfocitos Treg
observada en los AAA también puede influir en la formacioén de linfocitos T oligoclonales

autoreactivos (114,115). La susceptibilidad genética parece jugar un papel importante ya que
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se ha analizado la expresion génica en aortas sanas y con AAA y se ha observado una
diferencia en la expresion de 3000 genes, interpretdindose que factores ambientales y fuerzas
biomecénicas podrian modificar la expresion de algunos genes, entre otros los relacionados

con la respuesta inmune (119).

2.3.4. Papel del estrés oxidativo en el aneurisma de aorta abdominal.

Estudios clinicos e investigaciones experimentales sugieren la implicacion del estrés
oxidativo como pieza clave en la patogenia del AAA, existiendo una produccion de ROS y
radicales libres (RL) que excede la capacidad antioxidante de control celular (120). De esta
forma, existe un acumulo de ROS y RL por disbalance entre las fuentes enddgenas
productoras, como la NADPH oxidasa, la mieloperoxidasa, la xantina oxidasa de la cadena
respiratoria mitocondrial, la ciclooxigenasa, la lipooxigengenasa, la hemo-oxigenasa y la
6xido nitrico sintasa inducible (INOS), y las enzimas reductoras, como la glutation peroxidasa,
la glutation reductasa, la superoxido dismutasa, la tiorredoxina y la catalasa. Este acimulo de
ROS y RL desencadena una respuesta proinflamatoria y puede relacionarse con la apoptosis

celular.

La principal fuente de ROS en los AAA es la NADPH oxidasa, siendo otras fuentes
importantes las procedentes de los neutrofilos (NADPH oxidasa y mieloperoxidasa) y las

producidas por la reduccion del hierro contenido en los eritrocitos del TIL (121,122).

En estudios histologicos, los niveles de ROS en muestras de aorta aneurismatica se han

observado 2.5 veces superiores a las muestras de aorta adyacente no dilatada, encontrandose

también elevadas la expresion y la actividad de las subunidades de la NADPH oxidasa (121).
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En el reciente estudio de Moriux et al. (122), se observd un aumento de la expresion de las
subunidades gp67-phox de la NADPH oxidasa citosolica y de la gp91-phox de la NADPH
oxidasa mitocondrial. Asimismo, modelos experimentales de ratones con menor produccion
de ROS o en los que se elimina la subunidad p47 de la NADPH oxidasa tienen menor tendencia

a la degeneracion aneurismatica (101,120).

Los ROS son moléculas con una elevada reactividad que causan la degradacion de la
MEC por activacion de MMP, incluyendo la MMP-2 y la MMP-9, y promueven la apoptosis
de CML (por oxidacion de lipidos, proteinas, azicares y acidos nucleicos que causan dafio en
el ADN). Ademas, favorecen la disfunciéon mitocondrial y el reclutamiento de células
proinflamatorias (las cuales son a su vez una importante fuente de ROS). Por ultimo, las
proteinas oxidadas pueden funcionar como neoantigenos promoviendo una reaccion

autoinmune (39,123).

Intervenciones farmacologicas a este nivel, como la utilizacion de vitamina E, con efecto
anti-oxidante, o el bloqueo de la NADPH oxidasa o la iNOS, han demostrado beneficios en
estudios in vitro y sobre modelos animales, no obstante, no han demostrado actualmente

efectividad clinica en humanos (123,124).

2.3.5. Papel del trombo intraluminal en el aneurisma de aorta abdominal.

El flujo turbulento que se produce en las dilataciones aneurismaticas, junto a la
produccion de ROS por las células endoteliales con pérdida de las propiedades
antitromboticas, favorecen la aparicion de TIL, presente en el 75% de los AAA (43). El dafo

endotelial expone al torrente sanguineo el coldgeno subendotelial que, por unidn al factor de
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von Willebrand, permite la adhesion plaquetaria por union a sus glicoproteinas de membrana
y su activacidon. Asimismo, la exposicion del factor tisular (FT) activa la cascada de la

coagulacion con la formacion final de un trombo estable (125).

Pese a que algunos estudios han postulado que, segin andlisis geométricos ideales, el
TIL podria proteger de la progresion de la enfermedad por disminucion del estrés parietal, se
ha demostrado que el TIL influye en la debilidad de la pared, siendo la aorta subyacente a
regiones con TIL mas débil. Actualmente, se considera que el TIL es un factor de riesgo de
crecimiento y rotura del AAA (27,41,126-128). Confirmando estos hallazgos, el estudio
molecular muestra una relacion entre el volumen de trombo en los AAA y una mayor
concentracion de células inflamatorias, citoquinas, MMP, elastasa y plasmina, favoreciéndose
la protedlisis y funcionando como factor de riesgo de progresion (127). Ademas, el estudio
histologico de la pared de AAA con TIL muestra una disminucioén del grosor parietal, una
disminuciéon de la elastina, que se encuentra mas fragmentada, un aumento de células
inflamatorias y una disminucién de CML por aumento de apoptosis mediada por linfocitos T
CDS. Todo ello, pone en riesgo la integridad de la pared, siendo el TIL un factor de riesgo de
rotura (41). En esta linea, estudios clinicos también han reportado la correlacion existente entre
el grosor del TIL y el didmetro aneurismatico, los niveles de MMP, la degradacion de elastina

y la apoptosis de las CML (128).

La estructura del TIL no es homogénea, sino que se caracteriza por una morfologia
tricapa: la region luminal en contacto con el torrente sanguineo, la intermedia y la abluminal,
proxima a la pared adrtica. En la region luminal se recluta fibrindgeno, neutrofilos, plaquetas,

y eritrocitos lisados. En las capas intermedia y abluminal no existen componentes celulares y
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se encuentra muy activa la fibrinolisis.

La activacion plaquetaria perpetia la inflamacion y activa la formacion de plasmina, una
proteasa capaz de inducir la protedlisis de forma directa por destruccion de las moléculas de
adhesion de la MEC y de forma indirecta por activacion de las MMP. Esta proteasa, y las
liberadas por el resto de los componentes celulares del TIL (como la mieloperoxidasa y la
elastasa neutrofilica) van a favorecer la degradacion de la MEC. Este entorno proteolitico,
sumado al estrés oxidativo por la liberaciéon de hierro y mieloperoxidasa de eritrocitos y
leucocitos, hacen desaparecer las células endoteliales y la intima subyacente al TIL
(39,125,128). Ademas, los ROS generados también son capaces de activar las MMP y de
provocar apoptosis de las CML. Por otro lado, la presencia de TIL impide la difusion de
oxigeno a la capa media, generando un estado de hipoxia relativa (41,42) que favorece la
neovascularizacion y la llegada de células inflamatorias. Ademas, las células mesenquimales,
los macrdfagos y los fibroblastos, bajo condiciones de hipoxia, disminuyen la formacion de
MEC e inducen la elastolisis y la apoptosis de las CML. Incluso, se ha especulado que pueda
modificar las vias metabolicas energéticas de produccion de adenosin trifosfato (ATP) a favor
de vias anaerdbicas, frente al metabolismo aerobio predominante en la pared adrtica sana
(27,42,129). De esta forma, el TIL se considera biolégicamente activo ya que la sangre
circulante renueva de forma permanente los componentes de la region luminal y por actuar
como fuente de secrecidon de proteasas, de citoquinas proinflamatorias y de productos de
degradacion de la fibrina (125). En resumen, esta actividad proteolitica y oxidativa del TIL
favorecen la degradacion de la MEC, la apoptosis de CML y la activacion de la respuesta

inmune.
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3. HEMOSTASIA, FIBRINOLISIS, FACTOR XA Y RIVAROXABAN.
3.1. Hemostasia

El término hemostasia se define como la detencion de la hemorragia. Cuando se
produce un dafio sobre un vaso sanguineo existen 3 mecanismos fisioldgicos que se desarrollan
consecutivamente: 1) la vasoconstriccion refleja del vaso, 2) la formacion del tapon
plaquetario o hemostasia primaria y 3) la formacion del codgulo sanguineo o hemostasia

secundaria.

3.1.1. Vasoconstriccién refleja.

De forma inmediata, la lesion de un vaso provoca la contraccion transitoria de las fibras
musculares de la pared disminuyendo el didmetro del vaso con el fin de minimizar la pérdida
sanguinea. Esta contraccion se consigue por la activacion del sistema nervioso simpatico que
inerva las CML y por la liberacién de mediadores locales como la endotelina y el tromboxano
A2 (TxA2) por los tejidos traumatizados y las plaquetas. Este espasmo es mayor cuanto mayor

es el traumatismo y dura muchos minutos o incluso horas, mientras tiene lugar la hemostasia.

3.1.2. Hemostasia primaria.

Consiste en la formacion de un tapdn plaquetario. Las plaquetas, debido a las
glicoproteinas que presentan en su pared celular y a las propiedades anti-tromboticas del
endotelio, no se adhieren al endotelio intacto. Pero cuando el vaso se dana, el colageno
subendotelial queda expuesto y las plaquetas van a adherirse al mismo por unién de sus
glicoproteinas al factor de von Willebrand presente en el plasma. Esta unioén va a desencadenar
un cambio morfoldgico en las plaquetas conocido como activacion plaquetaria, pasando de ser

discos ovalados a tener una superficie irregular y con pseuddpodos que aumentan su
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superficie. Se activan sus proteinas contractiles para la liberacion de los granulos plaquetarios
que contienen varios factores de coagulacion, TxA2, ATP, serotonina, histamina y calcio,
entre otros. Estas sustancias van a facilitar la activacion de plaquetas cercanas y, por tanto, la
agregacion plaquetaria formando el llamado trombo primario, de plaquetas y coldgeno. En
caso de pequefios desgarros, este tapon es suficiente para detener la hemorragia; en caso

contrario, las propias plaquetas facilitan el inicio de la siguiente fase, la hemostasia secundaria.

3.1.3. Hemostasia secundaria.

La hemostasia secundaria se inicia entre 15y 120 segundos tras el dafio vascular siendo
activado por sustancias liberadas por el vaso lesionado y por las plaquetas activadas. Se trata
de un proceso enzimatico, resumido en la figura 15, que concluye en la formacién del codgulo
sanguineo o trombo secundario. La coagulacion tiene lugar en 3 etapas: 1) la formacion del
activador de la protrombina, 2) la conversion de protrombina en trombina y 3) el paso de

fibrin6geno a fibras de fibrina.

Figura 15. Esquema de la cascada de la coagulacion o hemostasia secundaria.
Fuente: http://www.sedatio.es/nuevos-anticoagulates-ii/cascada-coagulacion.
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El activador de la protrombina se considera que se forma por dos vias, la extrinseca y
la intrinseca, aunque interactian constantemente. En ellas intervienen diferentes factores de
coagulacion que son, en su mayoria, enzimas plasmadticas inactivas que se activan en
reacciones sucesivas formando la cascada de la coagulacion que converge en la formacion del
factor X activado (FXa). Este FXa junto con su cofactor, el factor V activado, calcio y
fosfolipidos constituyen el llamado complejo de activacion de la protrombina, siendo su

formacion el factor limitante de la coagulacion sanguinea.

El activador de la protrombina en presencia de suficiente calcio convierte la
protrombina o factor II (proteina plasmatica sintetizada en el higado requiriendo vitamina K)

en trombina (factor II activado).

Por ultimo, la trombina es una serin-proteasa que va a escindir el fibrinégeno circulante
en fibras insolubles de fibrina con capacidad automatica para polimerizar. Las uniones de estas
fibras son débiles precisando de la activacion del factor estabilizador de la fibrina o factor XIII
por la trombina para la formacion de los fuertes enlaces covalentes. Asi, el trombo secundario
o coagulo sanguineo se compone de una red de fibras de fibrina en todas las direcciones que

atrapan plaquetas, eritrocitos y plasma (130,131).

3.2. Fibrinolisis

La fibrinolisis es un sistema que se activa de forma paralela a la cascada de coagulacion
con el objetivo de limitar el tamafio del trombo, asi como para su disolucion y lisis una vez
resuelto el dafio vascular. Se trata de un proceso enzimatico por el que la fibrina se disuelve

en productos de degradacion de la fibrina por la serin-proteasa plasmina. La activacion del
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plasmindgeno en plasmina se lleva a cabo por los activadores de plasminogeno tipo tisular
(t-PA) y tipo uroquinasa (u-PA) (Figura 16). Estos se liberan por el endotelio en el momento
del dafio vascular, pero su efecto es mucho mas lento, para equilibrar la accion hemostatica.
El D-dimero se produce por la digestion de estas uniones de fibrina, siendo un indicador de
fibrinolisis con valor en el diagnostico de la enfermedad tromboembolica venosa y la

coagulopatia intravascular diseminada y con elevacion en pacientes con AAA (130,131).

Figura 16. Esquema de la fibrinolisis. Fuente.: produccion propia.
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3.3. Factor Xa y sus funciones en la pared vascular.

El factor X de la coagulacién o factor de Stuart-Prower es una serin-proteasa de sintesis
principalmente hepatica y dependiente de vitamina K. Circula como zimdgeno inactivo y, a
través de la via intrinseca o extrinseca, se convierte en su forma activa. Asimismo, también

puede ser activado por la catepsina G cuando se une al receptor MAC-1 de los monocitos.

Como se ha desarrollado anteriormente, el FXa juega un papel central en la formacion
del coagulo mediante la activacion de protrombina a trombina, siendo la mayor fuente
protrombdtica en el trombo (132). No obstante, ademas de su funcidon en la coagulacion,
diversos estudios han documentado otros efectos pro-inflamatorios y proteoliticos sobre la

pared vascular. Estos efectos se ha demostrado que son independientes a la activacion de la
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protrombina y que se encuentran mediados por los receptores de proteasas activadas (PAR),
concretamente la PAR-1 y PAR-2, presentes en células endoteliales, CML y fibroblastos
(132). De este modo, la activacion del FX durante la hemostasia, por dafios tisulares o

inflamacion, puede jugar un papel patogénico en el desarrollo de enfermedades vasculares.

En los diferentes estudios se ha objetivado que el FXa provoca un aumento de la
proliferacion linfocitica y una produccion aumentada de citoquinas proinflamatorias (IL-6, IL-
8 y proteina quimiotéactica de los monocitos) por las células endoteliales y de VEGF por
fibroblastos promoviendo la angiogénesis (132—-134). En este sentido, Hara et al. (135)
evidenciaron que la inhibicion del FXa en modelos murinos ejercia un efecto protector sobre
la progresion de la placa aterosclerdtica por reduccion de la activacion de macrofagos pro-
inflamatorios. Ha sido también demostrado que el FXa es capaz de modificar la expresion de
proteinas relacionadas con el estrés oxidativo en las CML de la pared de venas safenas (136).
Ademas, en arterias femorales de pacientes diabéticos, el FXa promueve cambios en la
expresion de enzimas relacionadas con el metabolismo energético, en concreto con la
glucolisis, lo que sugiere que el FXa puede alterar el metabolismo mitocondrial lo que se
acompafia con un aumento de la expresion de proteinas relacionadas con el estrés oxidativo

(137).

En cuanto a los AAA, también los estudios sugieren la colaboracion del FXa en su
patogenia. El reciente estudio de Monux G et al. (122) sugiere que el FXa contribuye en la
patogénesis de los AAA al crear un estado pro-inflamatorio y generar un exceso de estrés
oxidativo en la pared vascular por aumento de la expresion de la NADPH oxidasa citosélica y

mitocondrial, efectos que se ven revertidos con la inhibicion del FXa. En estudios
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experimentales sobre ratones Apo E”- infundidos con angiotensina, también se objetivo un

efecto protector sobre el desarrollo o severidad de los AAA si se inhibia el FXa (138).

3.4. Hemostasia, fibrinolisis y FXa en el aneurisma de aorta abdominal.

Como se ha expuesto en el apartado de patogenia, el TIL presente en la mayoria de
AAA se considera factor de riesgo en la progresion de la enfermedad aneurismatica por los
mecanismos descritos. En dicho TIL existen niveles aumentados de factores de la coagulacion.
Asimismo, la activacion plaquetaria que se produce en el TIL es una fuente importante de
FXa, por lo que las células de la pared vascular se encuentran expuestas de forma crénica a

concentraciones aumentadas de este factor (122,139,140).

3.5. Rivaroxaban

3.5.1. Descripcién y mecanismo de accion.

El rivaroxaban (BAY 59-7939) es un farmaco que se une de forma altamente selectiva
al FXa ejerciendo una inhibicion directa, competitiva y dosis dependiente del mismo. Su
inhibicion es ejercida sobre el FXa libre, el unido al complejo activador de protrombina e
incluso el que forma parte del codgulo. Se realiza por union directa con el FXa, sin ser mediado
por otros cofactores como la anti-trombina III, como si ocurre en el caso de las heparinas y el
fondaparinux. Ademas de su efecto anticoagulante, diversos estudios han mostrado un efecto
protector sobre la pared vascular que parece derivar de la modulaciéon de la inflamacion y el

estrés oxidativo (122,137,138).

3.5.2. Farmacocinética.

Presenta una buena biodisponibilidad oral (entre un 80 y un 100%), con un rapido
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inicio de accion, alcanzando concentraciones maximas a las 2 — 4 horas. En cuanto a su
distribucion, presenta una union a proteinas plasmaticas del 92 — 95%, principalmente a la
albumina sérica. Su vida media es de entre 5 y 9 horas, aunque puede ser mayor en pacientes
de edad avanzada. Dos tercios son metabolizados por la via del citocromo (CYP3A4 y
CYP2J2) y otras vias independientes y es excretado en forma de metabolitos inactivos por
orina y heces. El tercio restante (en torno a un 36%) es excretado sin cambios en orina,

predominantemente por secrecion tubular (141-143).

3.5.3. Indicaciones terapéuticas

Es un anticoagulante oral eficaz en la prevencion y tratamiento de las trombosis
venosas y arteriales. Actualmente las indicaciones aprobadas por la Agencia Europea del
Medicamento son las mostradas a continuacion (142):

e Tratamiento de la enfermedad tromboembolica venosa (ETEV), incluyendo la
trombosis venosa profunda y el tromboembolismo pulmonar, y prevencion de
recurrencias de la ETEV.

e Prevencion de la ETEV tras cirugia de ortopédica de protesis de cadera o rodilla.

e Prevencion de ictus de etiologia embolica y embolismos sistémicos en pacientes con
fibrilacion auricular no valvular y uno o mas factores de riesgo incluyendo
insuficiencia cardiaca, HTA, edad mayor o igual a 75 afios, diabetes o antecedentes de
ictus o ataque isquémico transitorio.

e Prevencion de eventos aterotromboticos tras un sindrome coronario agudo (asociado a
medicacion antiagregante).

e Prevencion de eventos aterotromboticos en pacientes con alto riesgo de eventos

isquémicos por enfermedad coronaria o isquemia periférica (asociado a antiagregante).
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4. BIOGENESIS, FUNCIONALIDAD Y DINAMICA MITOCONDRIAL.
4.1. La mitocondria como organela celular.

La mitocondria es una organela derivada de una a-protobacteria que fue fagocitada por
la célula eucariota produciéndose una simbiosis entre ambos tipos celulares (144). Su
estructura consiste en dos membranas bicapa lipidica-proteica formando la membrana externa
(OMM: outer mitocondrial membrane) y la interna (IMM: inner mitocondrial membrane) con
un espacio intermembrana entre ambas (IMS: intermembrane space). La IMM forma crestas
o invaginaciones hacia el interior en las que se disponen las enzimas oxidativas. En el interior
existe una matriz con grandes cantidades de enzimas. Posee su propio genoma circular con 37
genes que codifican 13 proteinas de la cadena respiratoria, asi como 22 tRNAs y 2 rRNAs
relacionados con la traduccion de su genoma (figura 17). Sin embargo, la gran mayoria de las
proteinas mitocondriales (> 1000) estan codificadas en el ADN nuclear y son sintetizadas en
ribosomas citosolicos e importadas a la organela por los transportadores de la membrana
externa e interna (TOM y TIM: translocase of outer and inner membrane). Se requiere una

exquisita coordinacion entre ambos genomas para una correcta funcién mitocondrial.

Figura 17. Esquema de la estructura mitocondrial.
Fuente: tomado de https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1636541018914285
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Su funciodn es esencial en las células eucariotas para la produccion energética mediante
la fosforilacion oxidativa, el metabolismo de nucledtidos, aminodacidos, lipidos y cofactores,

la homeostasis del calcio y la apoptosis celular (131,145).

La energia liberada por las reacciones oxidativas de la glucosa, los acidos grasos y los
aminodcidos se emplea fundamentalmente para sintetizar una sustancia de alta energia
denominada ATP, el cual se difundird por toda la célula para liberar su energia donde sea
necesaria. Su papel fundamental en la produccion energética expone a la mitocondria a altas
cantidades de ROS, generadas principalmente en el ciclo de Krebs, la cadena transportadora
de electrones y la B-oxidacion. Un exceso de ROS puede alterar la estructura de las proteinas
y causar mutaciones en el ADN mitocondrial (ADNmt). Este hecho y la necesidad de una
exquisita coordinacion entre ambos genomas, hace imprescindible la presencia de mecanismos
de control de calidad mitocondrial que permita eliminar mitocondrias disfuncionantes
mediante una forma de autofagia mitocondrial, denominada mitofagia; y el recambio
mitocondrial con eliminaciéon de componentes dafiados por un lado y adicion de nuevas
proteinas y/o lipidos en un proceso de biogénesis mitocondrial. Ambos procesos opuestos se
encuentran equilibrados en condiciones fisiologicas para mantener una masa mitocondrial

funcionante (144).

4.2. Mitofagia

La mitofagia se refiere al proceso de degradacion de las mitocondrias danadas en los
lisosomas y resulta esencial en el mantenimiento de la calidad mitocondrial para evitar un
acimulo de mitocondrias toxicas, con exceso de ROS, que puedan llevar a un estado pro-

inflamatorio y a la muerte celular.
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Es promovida por la via de PINK1-Parkin. La parkin es una proteina citosolica del tipo
E3 ubiquitina ligasa que en condiciones normales se encuentra en el citosol. La kinasa putativa
inducida por PTEN (PINKI1) es una serin-kinasa que, gracias al potencial transmembrana
mitocondrial es translocada por el complejo TOM/TIM a la IMM de la mitocondria donde es
degradada parcialmente por la peptidasa MPP y la proteasa PARL. El PINK1 inactivo restante

es liberado al citosol y degradado por el proteosoma.

En la disfunciéon mitocondrial, existe una pérdida del potencial de membrana
mitocondrial que impide la translocacion de PINK1 a la IMM, quedando expuesto en la
superficie mitocondrial unido a TOM. Alli, PINK1 dimeriza y se activa mediante
autofosforilacion. A continuacion, PINK1 activo fosforila la parkin y la ubiquitina. La parkin
P-Ser65 sufre un cambio conformacional y se une a la fosfo-ubiquitina, lo que activa su
funcion y permite su union a la mitocondria. En la OMM va a ubiquitinizar multiples proteinas
marcando la mitocondria como dafiada. Asimismo, PINKI1 fosforila estos residuos
ubiquitinizados atrayendo mas parkin, produciéndose una realimentacion que amplifica la
sefial (figura 18). Las proteinas receptoras de la autofagia se unen a los dominios fosfo-
ubiquitinados y la mitocondria es rodeada por una doble membrana formando el

autofagosoma, que sera degradado por lisosomas (145-149).
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Figura 18. Esquema de la mitofagia. Comportamiento de PINK1-Parkin en la mitocondria sana (a) y en la
disfuncionante (b) por disminucion del potencial transmembrana mitocondrial (AWm). Fuente: tomado de
Eiyama A. et al. PINK1/Parkin-mediated mitophagy in mammalian cells. CurrOpin Cell Biol. 2015 Apr;33:95-101.
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4.3. Biogénesis mitocondrial.

La antitesis de la mitofagia es la biogénesis mitocondrial. El tipo de tejido y su demanda
energética es el principal determinante del volumen mitocondrial (144). El aumento del
volumen mitocondrial va a requerir de una adecuada coordinacién de la red mitocondrial
existente y de la actuacion sincronizada entre el genoma nuclear y el mitocondrial. Se trata,
por tanto, de un proceso complejo y altamente regulado que incluye la transcripcion y
traduccion de ADNmt, la traduccion de transcritos derivados del nacleo, el reclutamiento de
proteinas y lipidos recién sintetizados, la importacion mitocondrial y el ensamblaje de
productos mitocondriales y derivados nucleares en un reticulo mitocondrial en expansion. La
regulacion espacio-temporal se logra mediante la activacion de varios factores de

transcripcion, en respuesta a diversos estimulos, como la disponibilidad de nutrientes,
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hormonas, factores de crecimiento y fluctuaciones de temperatura. Los principales factores de
transcripcion son: los factores respiratorios nucleares 1 y 2 (NRF1 Y NRF2), los receptores
relacionados con el estrégeno, el factor A de transcripcion mitocondrial (TFAM) y el
coactivador del receptor gamma activado por el proliferador de peroxisomas 1-alfa (PCGla).
EI NRF1 y NRF2 regulan la expresion de multiples proteinas mitocondriales codificadas en el
nucleo. El TFAM es una proteina sintetizada en el nucleo, requerida para la transcripcion de
proteinas mitocondriales nucleares y para la replicacion del ADNmt. Por su parte el PCGla
induce la biogénesis al estimular la expresion de NRF1 y NRF2 siendo su expresion un
indicador de funciéon mitocondrial (144). De hecho, un aumento en la expresion de PCGla
aumenta la expresion de genes mitocondriales relacionados con la fosforilacion oxidativa,
como la citocromo C oxidasa (COX) (150). Ademas, la biogénesis mitocondrial también es
regulada a nivel postraduccional. Recientemente, se encontré que el complejo TOM es
fosforilado por cinasas citosdlicas como la caseina quinasa 1 y 2 y la proteina quinasa A que

promueve o inhibe la importacion mitocondrial y afecta a la biogénesis mitocondrial.

4.4. Fusion y fision mitocondrial.

La mitocondria es una organela dindmica y el balance entre la fision (division de una
mitocondria en dos o mas organelas) y su proceso contrario, la fusion, regula la expansion y
morfologia de la red mitocondrial y sirve también para la reparacion de sus componentes.
Estos procesos son controlados por GTPasas, interviniendo las mitofusinas (Mfnl, Mfn2) y la
proteina relacionada con la atrofia optica 1 (OPA1) en la fusion, mientras que Drpl (Drpl:
Dynamin-related protein 1) es la proteina citosolica que se encarga de regular la fision por su
union a la proteina de la OMM Fisl. También participan en la fisién las proteinas MFF y

MiD49/51 (figura 19).
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Figura 19. Procesos de fision y fusiéon mitocondrial.
Fuente: http://www.cienciorama.unam.mx/a/pdf/555 _cienciorama.pdf
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La fusion se produce en dos fases, la union de la OMM es mediada por Mfnl y Mfn2;y
la de la IMM por OPA-1. Este ultimo paso requiere que se mantenga el potencial
transmembrana generado por la cadena transportadora de electrones, de forma que su pérdida

inhibiria la fusion.

La fisién o division mitocondrial se lleva a cabo previa reparticion de sus componentes.
Ademas, este proceso también se utiliza para apartar selectivamente contenido dafiado en una
mitocondria que ird a mitofagia y componentes sanos en la otra. Diferentes modificaciones
postraduccionales pueden modular la actividad de Drp1; en concreto la fosforilacion en Ser637
provoca una disminuciéon de su actividad GTPasa, manteniendo a Drpl en el citosol e
impidiendo la fision mitocondrial (149,151). La depolarizacion de la membrana mitocondrial

va a producir un aumento del calcio intracelular que activa la fosfatasa calcineurina

-75 -



INTRODUCCION

produciendo la defosforilacion de Drpl y su translocacion a la mitocondria favoreciendo la
fision. Asi, la quelacion del calcio intracelular o la inhibicion de la fosfatasa se ha demostrado

que bloquean la fision dependiente de Drpl (152,153).

4.5. Homeostasis mitocondrial.

El mantenimiento de la homeostasis mitocondrial, entendida como el balance entre
fision y fusién mitocondrial, la génesis de nuevas mitocondrias (biogénesis mitocondrial) y la
eliminacion de aquellas dafiadas (mitofagia), es esencial para el mantenimiento de la salud
tisular. La activacion de la biogénesis mitocondrial tiene efectos beneficiosos en las células y
organismos envejecidos. Por su parte, la mitofagia es un mecanismo de proteccion celular en
respuesta al estrés. No obstante, debe existir un perfecto equilibrio entre la sintesis de nuevas
mitocondrias y la desaparicion de las mitocondrias viejas o dafiadas para controlar la masa y
la calidad mitocondrial y permitir la adaptacion celular a las demandas energéticas y al estrés

celular.

Un disbalance entre estos procesos que aseguran la calidad mitocondrial, tiene como
consecuencia el acimulo de mitocondrias aberrantes, un aumento de consumo de oxigeno y la
generacion de ROS que, en exceso, llevan al estrés oxidativo y a la muerte celular. Ademas,
la acumulaciéon de mitocondrias disfuncionales se ha asociado con una reduccion de la

mitofagia, por lo que existiria un mayor acimulo de mitocondrias dafiadas (154).

4.6. Disfuncion mitocondrial en la enfermedad aneurismatica.

La funcionalidad de la mitocondria resulta critica para el mantenimiento de la integridad

y la supervivencia celular, de forma que su alteracion se ha visto implicada en numerosas
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enfermedades incluyendo enfermedades neurodegenerativas, sindrome metabdlico, miopatias,
diabetes y cancer (146,147). Las mitocondrias resultan esenciales para la formacion de ATP a
través de la cadena respiratoria del metabolismo aerobio. Alteraciones del metabolismo
mitocondrial conducen a la disfuncién mitocondrial implicada en el envejecimiento vascular
normal y en enfermedades cardiovasculares relacionadas con la edad, incluyendo la

aterosclerosis y los AAA (155,156).

Existe una evidencia creciente que relaciona el dafio en las funciones mitocondriales con
el desarrollo de AAA, tanto en modelos animales como en humanos. Estas alteraciones
incluyen el aumento en la produccion de ROS mitocondriales, modificaciones en la
homeostasis mitocondrial y un exceso de apoptosis de las CML de la pared adrtica dependiente

de las mitocondrias (157).

El estrés oxidativo puede promover a varios niveles la patogénesis del AAA, como se
ha expuesto en anteriores apartados. Pero, ademas, puede causar mayor dafio mitocondrial, al
favorecer las mutaciones en el ADNmt, lo que puede llevar a una disfuncion en la cadena
respiratoria con disminucion en la produccion de ATP. Esta caida de ATP mitocondrial,

principal fuente de energia celular, provoca un mayor estrés oxidativo.

Confirmando estos hallazgos, estudios en modelos experimentales y en muestras
obtenidas de AAA humanos muestran una disminucién en la expresion de genes (PGCla,
ATP sintasa y citrato sintasa) relacionados con la biogénesis, la funciéon mitocondrial, la
cadena transportadora de electrones y la fosforilacion oxidativa (155,158—161). Ademas, una

menor biogénesis mitocondrial con disminucién en la expresion de PCG1la disminuye también
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la expresion de genes mitocondriales relacionados con la fosforilacion oxidativa, como la
COX (150), por lo que existe una relacion entre ambos procesos. Esta relacion es mediada en
parte por la coactivacioén que ejerce PGCla sobre los receptores activados por el proliferador
de peroxisomas (PPAR) que, ademds de relacionarse con el metabolismo mitocondrial,
regulan la sintesis de anti-oxidantes, de forma que una actividad reducida de PGCla puede
aumentar aiin mas el estrés oxidativo. De hecho, la mejora de la funcién mitocondrial a través

de la activacion de PGCla ha mostrado un efecto beneficioso sobre el envejecimiento (162).

Desde el punto de vista metabolico, parece existir en los AAA un aumento de las vias
anaerdbicas y una disminucion de la glicolisis de la pared adrtica normal (129,159). Estos
datos apoyan la existencia de una alteracion de la funcién mitocondrial y del metabolismo

energético en los AAA lo que llevaria al aumento en la formaciéon de ROS (129,155,159).

Ademas, estudios recientes evidencian una posible relacion entre el mantenimiento de
la homeostasis mitocondrial y los procesos de envejecimiento y de desarrollo de AAA. La
homeostasis mitocondrial (incluyendo los mecanismos de dindmica mitocondrial y los de
control de calidad mitocondrial) resulta esencial para adaptarse a las necesidades energéticas,
mantener una masa mitocondrial funcionante y eliminar las mitocondrias dafiadas (157).
Cooper HA et al. han observado una posible relacion entre los procesos de fusion y fision
mitocondrial y el desarrollo de AAA (163). En cuanto a la mitofagia, se ha observado que ésta
disminuye con la edad (164,165). La acumulacion de mitocondrias dafiadas podria favorecer
una excesiva activacion de las sefiales inflamatorias, lo que aumenta la produccion de ROS y

causaria un circulo vicioso de mayor dafio en el ADNmt con mayor aumento de ROS hasta
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producirse la muerte celular. Ademas, la inflamacién y el exceso de ROS activan la caspasa

1, que a su vez activa alin mas el infiltrado inflamatorio e inhibe la mitofagia (157).
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V. JUSTIFICACION E HIPOTESIS.

Resulta de suma importancia conocer en profundidad el proceso molecular que
desencadena la degeneracion aneurismatica para desarrollar medidas preventivas y
tratamientos que eviten o frenen el avance de esta enfermedad que solo cuenta con opciones
quirurgicas para evitar su fatal rotura. Se encuentra ampliamente aceptado que en el AAA se
produce una degradacion de la MEC y una apoptosis de CML de la capa media, asi como un
exceso de inflamacion y estrés oxidativo. Sin embargo, aunque escasas, existen referencias
del papel de la mitocondria en el desarrollo del AAA, habiéndose relacionado con alteraciones
en el metabolismo, la funcion y la homeostasis mitocondrial, asi como con un exceso de ROS
mitocondriales. Nuestro estudio busca aportar nuevos conocimientos sobre la patogenia del

AAA centrandose en esta organela.

Con respecto al FXa, que encontramos en grandes cantidades en el TIL que presentan la
mayoria de los AAA, diversos estudios han documentado efectos proteoliticos y pro-
inflamatorios sobre la pared vascular. Asimismo, se ha observado que puede modificar la
expresion de proteinas relacionadas con el estrés oxidativo y el metabolismo energético, lo
que podria estar mediado, al menos en parte, por alteraciones del metabolismo mitocondrial.
De este modo, su activacion podria jugar un papel patogénico en el desarrollo del AAA, siendo

una posible diana terapéutica.

Por todo la anterior, la hipotesis del presente trabajo de investigacion doctoral es la
existencia de cambios en la funcién y homeostasis mitocondrial que podrian explicar parte de
la patogenia del AAA. Estas modificaciones pueden estar mediadas por el FXa. De ser asi, la
inhibicion selectiva de este FXa con rivaroxaban podria revertirlas y ser un posible tratamiento

médico que actlie sobre los mecanismos fisiopatogénicos de la enfermedad.
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VI. OBJETIVOS.

1. OBJETIVO GENERAL.
Determinar el papel de la funcion y homeostasis mitocondrial en la patogénesis del AAA
y analizar si la inhibicién del FXa endodgeno con rivaroxaban puede modular estas posibles

alteraciones.

Con la finalidad de alcanzar el objetivo principal, el trabajo se ha dividido en objetivos

especificos.

1. OBJETIVOS ESPECIFICOS.
1. Analizar si existen diferencias en la actividad enzimatica de proteinas relacionadas con
la funcion mitocondrial en el AAA y en muestras de aortas sanas tomadas como grupo

control.

2. Analizar la dinamica mitocondrial, en concreto la activacion de la fision, a través de la

proteina Drpl en el AAA y valorar las diferencias con respecto a la pared aortica sana.

3. Estudiar la activacion de la mitofagia por la via de PINK1-Parkin presente en la pared

de los AAA y evaluar si existen variaciones con respecto a la pared aortica sana.

4. Determinar in vitro si la inhibicion selectiva del FXa con rivaroxaban podria alterar la

expresion de proteinas relacionadas con la funcionalidad mitocondrial en muestras de

AAA.
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5. Determinar in vitro si la inhibicion selectiva del FXa con rivaroxaban podria tener
efecto sobre la fision mitocondrial en el AAA y ser causa de la modificacion de la

expresion de proteinas relacionadas con este proceso.

6. Determinar in vitro si la inhibicion selectiva del FXa con rivaroxaban podria tener

efecto sobre la mitofagia en el AAA y ser causa de la modificacion de la expresion de

proteinas relacionadas con este proceso.
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VII. MATERIAL Y METODOS.

En la presente tesis doctoral se ha realizado un estudio in vitro para observar las diferencias
en la expresion de proteinas relacionadas con la funcién mitocondrial, dindmica mitocondrial
y mitofagia en muestras de AAA humanos respecto a aortas sanas. Ademas, se analizaron
dichas determinaciones moleculares en segmentos de AAA incubados con rivaroxaban para

estudiar el posible efecto protector de este farmaco sobre la pared adrtica enferma.

1. SELECCION DE PACIENTES.
1.1. Pacientes con aneurisma de aorta abdominal.

Las muestras aneurismaticas fueron obtenidas de seis pacientes sometidos a cirugia
electiva para reparacion de su AAA en el Hospital Clinico San Carlos de Madrid (Espana).
Todos los pacientes contaban con un angioTC en el que se demostraba la presencia de un AAA
infrarrenal en rango quirargico (> 50 mm) con TIL y con ausencia de dilataciones a nivel de

aorta toracica.

Fueron excluidos aquellos pacientes con sindrome de Marfan, enfermedades inflamatorias
sistémicas, oncoldgicas o infecciosas y los que se hubiesen sometido a algiin procedimiento
quirdrgico en los seis meses previos. En todos los pacientes se retird cualquier tipo de
medicacion antiagregante o anticoagulante al menos doce dias antes de la intervencion

quirurgica.

1.2. Grupo control.
Las muestras control se recogieron durante la extraccion de 6rganos de seis donantes

fallecidos por traumatismo craneoencefalico en el Hospital Clinico San Carlos de Madrid
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(Espafia). Se realiz6 la medicion del didmetro adrtico con una pinza quirtrgica centimetrada

comprobando que se encontraba por debajo de los 2 cm en toda su longitud.

2. OBTENCION Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE AORTA.

En los pacientes con AAA, las muestras de pared adrtica se recogieron durante su cirugia
electiva, siendo seccionada la porcion de aorta infrarrenal mas dilatada. En el caso del grupo
control, las muestras se obtuvieron durante la extracciéon de o6rganos, selecciondndose un
segmento de pared aortica inmediatamente infrarrenal. Ninguna de las muestras de donantes

presentaba TIL asociado.

Todas las muestras aorticas obtenidas fueron lavadas con suero salino isotonico de forma
cuidadosa retirando los restos de grasa, sangre y trombo. Posteriormente fueron seccionadas
con bisturi en porciones de unos 5 mm aproximadamente cada una e incubadas en medio

Roswell Park Memorial Institute (RPMI).

3. INCUBACION DE LAS MUESTRAS Y DISENO EXPERIMENTAL.
3.1. Protocolo de incubacion y disefio experimental.

Se empled el medio RPMI 1640 Gibco® (Invitrogen Corporation, Thermo Fisher
Scientific, Carlsbad, CA, USA) sin rojo fenol (n° de catdlogo 11835-063), para evitar
interacciones en el analisis colorimétrico posterior, y suplementado tal y como se indica en la

tabla 3.
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Tabla 3. Composicién del medio RPMI de cultivo utilizado. Fuente: produccion propia.

Composiciéon medio RPMI 1640 Gibco® suplementado
e Suero fetal bOVINo.......ccccoeveevverienieininincnnns 1%
o Glutamina.......cccocevverervencnenicncnenenn 5 mmol/L
o  L-argining ......cceeevenienienienieniennn. 0,01 mmol/L
e  Estreptomicing ..........cccoceererererennnns 2x 10 UL
e Peniciling ...cooeveeeerereeeeieeeien 2x10™ UL

Los segmentos adrticos se incubaron en medio RPMI a 37°C en una atmosfera de 95% de
oxigeno y 5% de dioxido de carbono durante 24 horas. Cada fragmento de pared aortica
aneurismatica se incubo en ausencia y presencia de 50 nmol/L de rivaroxaban (Bay 59-7939)
diluido en dimetil sulfoxido (1%). La misma concentracion de dimetil sulféxido fue afiadida

a las muestras de pared adrtica control y de pared adrtica aneurismatica sin rivaroxaban.

Las concentraciones de rivaroxaban fueron calculadas segun investigaciones previas de
nuestro grupo de trabajo basadas en una curva de concentracion — respuesta donde se demostréd
que se precisan 50 nmol/L del fairmaco para inhibir toda la trombina contenida en el AAA
(122), este resultado también fue reportado por otros autores (166). Ademas, la concentracion
de 50 nmol/L es equivalente a 200 pg/L, que es la que alcanzan los pacientes tratados con una

dosis estandar de 20 mg diarios de rivaroxaban.

En la figura 20 se muestra un esquema del diseflo experimental.
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Figura 20. Resumen esquematico del disefio experimental. Existen 3 grupos: 1. control, 2. AAA y 3.
AAA + Rivaroxaban. AAA: aneurisma de aorta abdominal. CO2: didxido de carbono.
Fuente: produccion propia.

24 horas, 37°C, 5% CO2
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Una vez finalizado el periodo de incubacion, los explantes de pared adrtica sana (grupo
control), de AAA sin rivaroxaban (grupo AAA) y de AAA con rivaroxaban (AAA + Riva)
fueron congelados de forma inmediata a — 80°C hasta el momento de realizar las distintas
determinaciones moleculares, a excepcion de las muestras utilizadas para la medicion de la

actividad enzimatica que se procesaron de inmediato para no perder potencia.

Todos los procedimientos fueron llevados a cabo en condiciones de esterilidad. Es

importante remarcar que las muestras aorticas del grupo control se deben considerar solo como

una aproximacion de los valores normales.
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4. DESCRIPCION DETALLADA DE LAS DETERMINACIONES MOLECULARES

REALIZADAS.
4.1.Medicion del contenido en ADN.

El ADN se extrajo de todas las muestras utilizando el kit comercial PrepFiler™ (4pplied
Biosystem, Foster City, CA, EEUU) basado en la unién especifica del ADN a particulas
magnéticas. Su contenido fue medido mediante el kit de ensayo de alta sensibilidad de ADN
bicatenario Qubit™ (Invitrogen. Paisley, Reino Unido) que realiza una cuantificacion por
métodos fluorométricos. Se expresé como concentraciéon de ADN por miligramo de tejido
aortico. Esta medida indica la cantidad o densidad celular de los segmentos aérticos normales

y de los aneurismaticos en presencia y ausencia de rivaroxaban.

4.2. Determinaciones de actividad enzimatica de la citrato sintasa y la citocromo C
oxidasa.

4.2.1. Material empleado.

e Tampon Tris con detergente Triton X-100, NaCl, PMSF, EDTA y coctel inhibidor
de proteasas (Sigma™).

¢ Kit de 4cido bicinconinico (BCA) kit Pierce® BCA Protein Assay (Rockford, IL,
EEUU).

e BSA: albumina de suero bovino.

e Kit comercial para determinar la actividad enzimatica de la citrato sintasa (K 318 -
1000 Biovision, Milpital, CA, EEUU; ab39401, Abcam, Cambridge, Reino Unido)

e Kit comercial para determinar la actividad enzimatica de la citocromo C oxidasa
(109911, Abcam, Cambridge, Reino Unido).

e Espectrofotometro BioAquarius (CECIL®).
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4.2.2. Preparacion de las muestras.

La homogeneizacion de tejidos y células en laboratorio se realiza con el objetivo de

conseguir la fragmentacion celular para obtener su contenido.

Las muestras de pared aodrtica se homogeneizaron mediante incubacion con una solucion
de lisis celular, el tampoén tris-hidroximetil-aminometano (Tris), manteniendo el pH en 7.5,
con un agente detergente no ionico (Triton X-100) e inhibidores de proteasas como el fluoruro
de fenil metil sulfonil (PMSF), acido etilenodiaminatetraacético (EDTA) que, ademds de
quelante de iones bivalentes, es inhibidor de MPP y nucleasas. Las concentraciones de los

reactantes se detallan a continuacion:

o Triton X-100... ..ot 1%

@ NaCl .o 150 mmol/L.
L 1 4 T P 20 mmol/L.
®  PMSF 0.5 mmol/L.
@ BT A 0.5 mmol/L.
e (Coctel inhibidor de proteasas (Sigma™)......................... 0.5%.

Con el kit Pierce® BCA Protein Assay (Rockford, IL, EEUU) se realiz6 la deteccion y
cuantificacion colorimétrica de proteinas totales de cada muestra. El método se basa en la
reduccion del Cu® a Cu'” que genera un color purpura proporcional a la cantidad de proteina
presente en la muestra. Para correlacionar la intensidad del color plrpura y la concentracion

de proteina se utiliza una curva patrén de concentraciones conocidas de la proteina albimina

de suero bovino (BSA).
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4.2.3. Andlisis.

La citrato sintasa es una enzima que se encuentra en la matriz mitocondrial y que cataliza
el primer paso del ciclo de Krebs o ciclo del acido tricarboxilico realizando la conversion de

acetil-CoA y oxalacetato en citrato (figura 21).

Figura 21. Reaccién catalizada por la enzima citrato sintasa.
Fuente: https://es.slideshare.net/vemiguel/ciclo-krebs2010
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La COX o complejo IV es una proteina transmembrana esencial en la produccion de
energia celular. Se encuentra situada en la membrana mitocondrial interna y es una enzima
que forma parte de la cadena de transporte de electrones. La COX transfiere los electrones al
oxigeno que se reduce formando agua. Por cada 2 electrones que se transfieren al oxigeno, se
translocan 2 protones de la matriz al espacio intermembrana generando el gradiente
electroquimico transmembrana que permite a la enzima ATP sintasa formar las moléculas de

ATP (figura 22).
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Figura 22. Reaccién catalizada por la enzima citocromo C oxidasa o complejo I'V de la cadena
transportadora de electrones. Fuente: http://biomodel.uah.es/metab/mitoc/mitoE _clIV.htm
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La actividad de ambas enzimas se determind mediante kits colorimétricos comerciales
siguiendo las instrucciones del fabricante. La actividad de la citrato sintasa se cuantificd
colorimétricamente mediante la conversion de acetil-CoA y oxalacetato en citrato (K 318 -
1000 Biovision, Milpital, CA, EEUU; ab39401, Abcam, Cambridge, Reino Unido). En el caso
de la COX, su actividad se estima a través de los cambios colorimétricos asociados a la
oxidacion del citocromo C reducido (109911, Abcam, Cambridge, Reino Unido). Los cambios
colorimétricos se determinaron en espectrofotometro BioAquarius (CECIL®) durante un

periodo de 50 minutos para la citrato sintasa y de 30 minutos para la COX.

La actividad de ambas enzimas se considera marcador enzimatico cuantitativo de la masa

mitocondrial funcional.

Ademas, se estudio la correlacion entre la actividad de estas enzimas y el diametro del

aneurisma.
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4.3.Aislamiento de extractos mitocondriales y citosolicos.

Para la extraccion mitocondrial se utilizo un kit comercial (Mitochondria Isolation Kit for
Cultured Cells Ref.-89874 THERMOFISHER), basado en la rotura suave de las membranas
citoplasmaticas celulares y aislamiento mitocondrial. A continuacion, se describe de manera
abreviada los principales pasos:

1. Incubar secciones de 0,5 x 0,5 cm de los anillos aorticos sometidos con 800 pL de
Reactivo A (detergente moderado) con antiprotedsicos, durante 30 minutos a
temperatura ambiente

2. Afadir 10 pL de Reactivo B. Vortear a maxima potencia durante 15 segundos

3. Incubar en hielo 5 minutos, vorteando a maxima potencia cada minuto.

4. Anadir 800 uL de Reactivo C (detergente suave) con antiprotedsicos e invertir en rueda
giratoria durante 1 hora a temperatura ambiente.

5. Centrifugar a 700 G durante 10 minutos a 4°C.

6. Transferir sobrenadantes a eppendorfs de 2 ml nuevos y centrifugar a 12000 G durante
15 minutos a 4°C. (Conservar el pellet hasta comprobar que la extraccion mitocondrial
se ha hecho correctamente, mediante medida de proteina).

7. Transferir los sobrenadantes de esta segunda centrifugacion a eppendorfs nuevos.
Estos sobrenadantes seran los correspondientes a la fraccion citosolica.

8. Afadir 500 uL de Reactivo C con antiproteédsicos a cada muestra de pellet y centrifugar
a 12000 G durante 5 minutos. Descartar el sobrenadante. El pellet que queda en los

eppendorfs correspondera a la fraccion mitocondrial.
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4.4.Determinacion de las proteinas Drpl mediante Western Blot

El contenido de Drpl en las mitocondrias y de Drpl citosolico fosforilado en Ser637 se

determinaron mediante la técnica de Western-blot (figura 23). El Western-blot permite

determinar de forma semicuantitativa la expresion de una proteina especifica de un extracto

tisular mediante el reconocimiento anticuerpo - antigeno.

Figura 23. Esquema de la técnica de Western-blot o inmunoblot. Fuente: modificado de
https://es.slideshare.net/tratamiento 1 /fundamento-y-procedimiento-de-las-pruebas-de-western-blot
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La técnica de Western blot, consta de tres etapas:

1. Electroforesis en gel para separar las proteinas en funcion del criterio que se desee: su
punto isoeléctrico, su peso molecular, su carga eléctrica, etc. La mas frecuentemente
usada es la SDS-PAGE que desnaturaliza las proteinas haciendo que pierdan la
estructura secundaria y terciaria y las separa por tamafio.

2. Transferencia (blotting) a un soporte solido, normalmente a una membrana de
nitrocelulosa o de polifluoruro de vinilideno (PVDF) por difusion, por vacio o por
accion de un campo magnético (electrotransferencia). Este paso se realiza porque los
geles no son un buen sustrato para la inmunodeteccion debido a su fragilidad.

3. Inmunodeteccion: deteccion de la proteina de interés. Para ello se emplea un anticuerpo
especifico para dicha proteina denominado anticuerpo primario. Tras lavar la
membrana para eliminar el anticuerpo no unido, se emplea un anticuerpo secundario,
que reconoce una region concreta del anticuerpo primario con el fin de amplificar la
sefial. Este anticuerpo secundario puede llevar unido una enzima que catalice una
reaccion colorimétrica o quimioluminiscente o bien encontrarse marcado con

fluorescencia, para cuantificar la expresion relativa de esa proteina.

4.4.1. Material empleado.

e Kit Piercewa BCA Protein Assay.

e Papel de filtro.

e Tampdn Laemmli.

e Gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 15%.

e Tincion Coomassi Brilliant Blue.

PBS (Phosphate-buffered saline) para lavado.

-101 -



MATERIAL Y METODOS

e Membrana de nitrocelulosa (Immobilion-P®).
e BSA: Albumina de suero bovino.
e Marcadores de peso molecular (Sigma®-Aldrich, St Louis, M1, EEUU).
e Tampodn de bloqueo TBS-T (7ris-Buffered Saline Tween 20)).
e Anticuerpos primarios
— Anticuerpo monoclonal contra Drpl (I: 1.000 ab56788; Abcam, Cambridge,
Reino Unido).
— Anticuerpo policlonal contra Drp1 fosforilado en Ser637 (1: 1.000 ab193216;
Abcam, Cambridge, Reino Unido).
— Anticuerpo anti- - actina (4-5441, Sigma-Aldrich, St Louis, MI, EE. UU)
e Anticuerpos secundarios
— IgG anti-conejo conjugado con peroxidasa (General Electric Healthcare,
Chicago, IL; USA) para Drpl fosforilado en Ser637.
— IgG anti-ratoén conjugado con peroxidasa (Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA,
USA) para Drpl y para la B-actina.
o Kit ECL plus (General Electric Healthcare, Chicago, IL; EEUU).
e Sistema de imagen iBright (Ibright FL100, Thermo Fisher Scientific, MA, EE.
Uv).

e Densitometro.

4.4.2. Preparacion de las muestras.

Una vez aislados y homogeneizados los extractos citosolicos y mitocondriales fueron
homogeneizados mediante Ultra-Turrax—T8® (IKA-Werke; GmbH & Co, Staufen, Alemania),

posteriormente fueron centrifugadas durante 10 minutos a 12000 rpm a 4° centigrados. Se
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cuantificaron 40 mg de proteina total citosdlica y mitocondrial de cada muestra de pared
adrtica mediante el kit Pierce® BCA Protein Assay para que su analisis fuese comparable

mediante la técnica Western-blot.

Posteriormente, a esos 40 mg de proteinas se le afiadié un volumen equivalente de
tampon Laemmli con un pH de 6.8 (tabla 4) que contiene 8 -mercaptoetanol y dodecilsulfato

sodico (SDS) para reducir y desnaturalizar las proteinas.

Tabla 4. Composicién del tampén Laemmli. Fuente: produccion propia.

Tampo6n Laemmli
e GLCErol...ccooeveeiciciceccceee 20%
e [B-mercaptoetanol ..........ccceceveririniennnn 10%
e SDS (Dodecilsulfato s6dico) ........c..c..c..... 4%
e Azul de bromofenol ............c............. 0,004%
o MTris-HCl ..o 125 mM

El B -mercaptoetanol es un agente reductor que rompe los enlaces disulfuro intra e
intermoleculares y el SDS dota a todas las proteinas de la misma carga negativa y también

contribuye a la pérdida de su estructura secundaria y terciaria, es decir, a desnaturalizarlas

(figura 24).

Figura 24. Esquema que muestra la desnaturalizacion de las proteinas. A. Proteina nativa. B. Estructura de
la proteina tras la incubacion con B -mercaptoetanol y dodecilsulfato sodico (SDS), con pérdida de su estructura
secundaria y terciaria (proteina desnaturalizada) y cargada negativamente.

Fuente: tomado de https://www.e-allscience.com/blogs/articulos/introduccion-a-western-blot.

Pe
-
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4.4.3. Electroforesis en gel de poliacrilamida vertical en condiciones desnaturalizantes.

La electroforesis en gel utilizada fue la SDS - PAGE consistente en un gel de
poliacrilamida y un tampdén con el detergente SDS. El porcentaje total de acrilamida

polimerizada fue del 15%.

Como se ha descrito en el apartado anterior, las proteinas se cargan en los pocillos del
gel en condiciones desnaturalizantes. Una vez cargado el gel, se somete a un campo eléctrico
que provoca la migracion de las proteinas al electrodo positivo con una velocidad inversa a su
tamano. De esta forma, las proteinas quedan separadas en funcion de su peso molecular (figura

25).

Figura 25. Electroforesis en gel en condiciones desnaturalizantes.
Fuente: modificado de https://www.e-allscience.com/blogs/articulos/introduccion-a-western-blot
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Para verificar que se cargaron cantidades iguales de proteinas mitocondriales en el gel,
se corrio un gel paralelo con muestras idénticas y se tiio con Coomassi Brilliant Blue. En el

caso de las proteinas del citosol, se utilizdo como control de carga la expresion de la proteina
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constitutiva B-actina. Para monitorizar la progresion de la electroforesis se utilizaron los
marcadores de peso molecular Sigma- Aldrich® (St. Louis, MI, EEUU), que contiene una

mezcla de proteinas purificadas de peso molecular conocido.

4.4.4. Transferencia (blotting) v bloqueo de las proteinas.

Los geles se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Immobilion-P®) mediante la
aplicacion de un campo magnético perpendicular al gel (electrotransferencia). A continuacion,

se lavaron las membranas con el tampon PBS (Phosphate-buffered saline).

La membrana es una superficie adherente para todas las proteinas, por lo que los
anticuerpos que se anadirdn en el siguiente paso podrian unirse de forma no especifica a los
huecos libres generando falsos positivos. Para evitarlo, se incubd la membrana con BSA al
5% (peso / volumen) a 4° C durante toda la noche y con agitacidon suave para garantizar la

adecuada distribucion.

4.4.5. Cuantificacidon de expresion de proteinas.

A continuacion, se incubaron las membranas de nitrocelulosa a 4° C durante 12 horas, con
agitacion suave, con un anticuerpo monoclonal especifico contra Drpl (ab56788; Abcam,
Cambridge, Reino Unido) y un anticuerpo policlonal contra Drpl fosforilado en Ser637
(ab193216; Abcam, Cambridge, Reino Unido) ambos con una dilucion de 1:1000. Asimismo,
se afadi6 un anticuerpo contra la B-actina utilizada como control de carga (4-5441, Sigma-

Aldrich, St Louis, M1, EE. UU) con una dilucion de 1:1500.
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Posteriormente, se lavaron de forma repetida las membranas con el tampon PBS (TBS-T:
Tris-Buffered Saline Tween-20) para retirar el exceso de anticuerpos no unido especificamente
a su correspondiente antigeno y se incubaron las membranas a temperatura ambiente durante
1 hora con los anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rabano (HRP) (figura
26).

e IgG anti-raton (Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, EEUU) en dilucion 1:2500
para Drpl.

e IgG anti-conejo (General Electric Healthcare, Chicago, IL; EEUU) en dilucién
1:2500 para Drp1 fosforilado en Ser637.

e IgG anti-raton (Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, EEUU) en diluciéon de 1: 7.500

para la deteccion de la B-actina.

Previo al andlisis de las membranas se realizaron 3 -5 nuevos lavados con TBS-T para

retirar el exceso de anticuerpos secundarios.

4.4.6. Andlisis densitométrico de expresion proteica.

Para el analisis de las membranas, éstas se incubaron con el kit ECL® (General Electric
Healthcare, Little Chalfont Buckinghamshire, Reino Unido) cuyo sustrato se une a la HRP
conjugada con los anticuerpos secundarios generando una sefial luminiscente que fue
detectada utilizando una camara CCD. Esta imagen se digitaliza mediante el sistema de
imagen 1Bright (Ibright FL100, Thermo Fisher Scientific, MA, EE. UU) y se analiza la
cantidad relativa de la mancha mediante densitometria optica cuantificandose la expresion de

las proteinas a estudio mediante unidades arbitrarias (UA) densitométricas.
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Figura 26. Esquema de la inmunodeteccién por métodos quimioluminiscentes.
Fuente: tomado de https://www.wikiwand.com/es/Western_blot
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4.5.Determinacion de la interaccion PINK1-Parkin mitocondrial por dot-blot.
La expresion de Parkin se midié por Western-Blot, pero debido al nivel relativamente bajo
de interaccion PINK1-Parkin mitocondrial se opt6 en este caso por un andlisis Dot-blot para

no perder sensibilidad con la técnica de Western-blot.

El Dot-blot es una técnica de biologia molecular similar a Western-blot pero con un
método simplificado. En este caso, las proteinas no son separadas por electroforesis, sino que
la muestra se aplica directamente sobre la membrana. Posteriormente, al igual que en el

Western-blot, se realizara la deteccion por anticuerpos primarios y secundarios.

4.5.1. Material empleado.

Kit Piercew BCA Protein Assay.

Tampon Laemmli.

PBS para lavado.

Membrana de nitrocelulosa (Immobilion-P®).
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e BSA.

Proteina A.

Anticuerpos primarios
o Anticuerpos policlonales anti-PINK1 (ab23707. Abcam. Cambridge, Reino
Unido)
o Anticuerpos policlonales anti-Parkin (ab15954, Abcam. Cambridge, Reino
Unido).
e Anticuerpos secundarios
o IgG anti-conejo conjugado con peroxidasa (General Electric Healthcare,
Chicago, IL; EEUU).
o Kit ECL plus (General Electric Healthcare, Chicago, IL; EEUU).
e Sistema de imagen iBright (Ibright FL100, Thermo Fisher Scientific, MA, EE. UU).

e Densitometro.

4.5.2. Preparacion de las muestras.

Las mitocondrias aisladas de las muestras control, las muestras de AAA y de AAA + Riva
fueron lisadas con la unidad de dispersion Ultra - Turrax - T8® (IKA-Werke; GmbH & Co,

Staufen, Alemania) y centrifugadas a 12 000 g durante 10 minutos.

Se recogieron 7,5 pg del total de proteinas del sobrenadante para que su andlisis fuese

comparable mediante la técnica Dot-blot.

4.5.3. Técnica de determinacion.

Las proteinas recogidas se incubaron con anticuerpos policlonales anti-PINK1
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(ab23707. Abcam. Cambridge, Reino Unido) en una dilucion de 1:25 durante toda la noche a
4° C. Posteriormente, se anadi6 a cada muestra la proteina A en una concentracion de 10
pg/mL continuando la incubacion durante otras 2 horas. La proteina A es un anticuerpo
secundario inespecifico que contiene agarosa cuyo peso hace que tras el centrifugado de la
muestra, los antigenos PINK1 unidos a su anticuerpo primario y a su vez a la proteina A,

queden en el fondo recogiéndose para los pasos posteriores.

Tras 3-5 lavados con PBS, se afiadi6 el tampon Laemmmli (tabla 4) y las muestras se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Immobilion-P®) para realizar el dot-blot

analisis.

A continuacion, éstas se incubaron con el anticuerpo primario policlonal anti-Parkin
(ab15954, Abcam. Cambridge, Reino Unido) en una dilucioén de 1:1000 y se bloquearon las
membranas de nitrocelulosa con BSA al 5% (peso / volumen) para ocupar los sitios vacios y
reducir el ruido de fondo y los falsos positivos. Posteriormente, se realizaron 3 -5 lavados con
PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario IgG anti-conejo conjugado con HRP
(General Electric Healthcare, Chicago, IL; EEUU). Previo al andlisis de las membranas se
realiz6 un nuevo lavado a fondo de estas 3-5 veces con PBS para retirar el exceso de

anticuerpos secundarios.

4.5.4.Analisis
De forma similar al Western-blot, las membranas se incubaron con los reactivos
quimioluminiscentes del kit ECL (General Electric Healthcare, Little Chalfont,

Buckinghamshire, Reino Unido) y se detectaron usando el sistema de imagen iBright (/bright
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FL100, Thermo Fisher Scientific, MA, EE. UU). La cuantificacion relativa de la expresion
relativa de la proteina Parkin y de la interaccion PINK1-Parkin se llevd a cabo mediante

densitometria Optica.

5. ANALISIS ESTADISTICO.
Los valores en cuanto a caracteristicas demograficas de la muestra, actividad enzimatica y
expresion proteica se expresan como media £ error estdndar de la media de las variables

cuantitativas continuas, mientras que las cualitativas se expresaron como frecuencia.

La expresion de proteinas en el grupo AAA se compard con el grupo control mediante la
prueba no paramétrica de Mann-Whitney (control vs AAA). El test no paramétrico de
Wilcoxon fue utilizado para la comparacion de las muestras de AAA incubadas en ausencia y
presencia de rivaroxaban (AAA vs AAA + Riva). El andlisis de correlacion entre las
actividades citrato sintasa y la citocromo C oxidasa y el didmetro aneurismatico se realizd

mediante la prueba Rho-Spearman.

Para el analisis estadistico se utilizo el software SPSS 22.0 (SPSS, Chicago, IL, EEUU).

Se considero estadisticamente significativo un valor de P < 0.05.

6. ASPECTOS ETICOS.

Las muestras utilizadas forman parte de una coleccion de muestras que han dado soporte
a diferentes proyectos de investigacion. No obstante, el proyecto es original y el estudio se ha
realizado siguiendo los principios recogidos en la Declaracion de Helsinki siendo aprobado

por el comité ético del Hospital Clinico San Carlos de Madrid (cédigo C.I. 14/509-E).
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Todos los pacientes incluidos en el estudio aceptaron voluntariamente su participacion y
firmaron el consentimiento informado. En el caso de los donantes de 6rganos las muestras

adrticas fueron obtenidas previa autorizacion expresa de los familiares.
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VIII. RESULTADOS.

1. CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS DE LA MUESTRA.

Se incluyeron muestras adrticas de 6 pacientes con AAA en rango quirtrgico y de 6
donantes de oOrganos fallecidos por traumatismo craneoencefidlico como controles. Las
caracteristicas epidemiologicas, de comorbilidad y de tratamientos adyuvantes de los

pacientes y controles incluidos se exponen en la tabla 5.

Tabla 5. Caracteristicas epidemiolégicas y clinicas de los pacientes (AAA) y donantes (control) incluidos.
La edad y el diametro aneurismatico se representan como media + error estandar de la media. IECA:
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina. ARA-II: antagonistas de los receptores de la
angiotensina II.

Parametros Control (n = 6) AAA (n=16) Valor P
Edad (afios) 43.50 £2.43 68.00 +3.07 0.004
Hombre / Mujer 6/0 6/0 —
Diametro de aorta (mm) 16.83 £0.48 60.67+9.16 0.004
Trombo intraluminal 0/6 6/6 —

Factores de riesgo

Historia de tabaquismo — 1/6 —
Hipertension — 5/6 —
Dislipemia — 6/6 —
Diabetes — 1/6 —

Tratamiento habitual

Acido acetil salicilico — 4/6 —
IECAS — 4/6 —
ARA-II — 1/6 —
Beta-bloqueantes — 3/6 —
Estatinas — 5/6 —

Como era esperado, los pacientes con AAA eran mayores que el grupo control y su
didmetro aortico era aneurismatico y en rango quirurgico. Todos los pacientes con AAA

incluidos en el estudio presentaban TIL en su pared aneurismatica, frente a ninguno en el grupo
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control; lo cual es importante remarcar por el rico contenido en FXa del TIL (122). No
obstante, las muestras aorticas de ambos grupos fueron sometidas a un lavado exhaustivo para
retirar todo resto de trombo, grasa y sangre previo a su incubacion. Por lo tanto, el TIL no fue

incluido en el tejido incubado en ningtn caso.

Tal y como se exponia en los criterios de seleccidn, los pacientes incluidos habian retirado
cualquier tipo de tratamiento anticoagulante o antiagregante al menos 12 dias antes de la
intervencion. Sin embargo, no fue posible conocer si alguno de los donantes incluidos se
encontraba bajo algun tratamiento anticoagulante o antiagregante, ni su comorbilidad, por
tratarse de un proceso completamente anéonimo y confidencial. Por lo tanto, como se comento
en el apartado anterior, los resultados moleculares obtenidos de estas muestras de aorta s6lo

deben considerarse como una aproximacion a los niveles normales.

2. CONTENIDO EN ADN.
El contenido de ADN en el AAA fue significativamente menor con respecto a las muestras

control (tabla 6), indicando una pérdida de la densidad celular en el AAA.

Tabla 6. Contenido en ADN en muestras de aneurismas de aorta abdominal (AAA) frente a controles.

Control (n = 6) AAA (n=16) Valor P

Contenido en ADN 1.25 £0.18 0.70 +0.38 <0.05
(ADN en ng / mg de tejido adrtico)

En las muestras aneurismaticas, la incubacién con rivaroxaban no modifico6 el contenido

de ADN si se compara con las muestras de AAA incubadas sin el farmaco (tabla 7). Por lo
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tanto, los resultados del andlisis comparativo entre estos grupos, que se presentan a

continuacion, no pueden atribuirse a un mayor nimero de células.

Tabla 7. Contenido en ADN en muestras de aneurismas de aorta abdominal (AAA) y de AAA +

Rivaroxabdn. NS: no significativo.

AAA (n=16) AAA + Riva (n=06) Valor P

Contenido en ADN 0.70 £0.38 0.74 £0.33 NS
(ADN en ng / mg de tejido adrtico)

3. ACTIVIDAD DE LA CITRATO SINTASA Y CITOCROMO C OXIDASA.
Se analizd la actividad enzimatica de las diferentes muestras (Control, AAA y AAA +

rivaroxaban) tanto para la citrato sintasa como para la COX.

Se observé que la actividad de la citrato sintasa era significativamente menor en el AAA
comparado con el grupo control, siendo a los 20 minutos de medicion de 0.24 + 0.11
uDO/min/10 pg tejido en el grupo AAA frente a 3.78 = 0.27 uDO/min/10 pg tejido en el grupo
control. A los 50 minutos, la actividad enzimatica en el grupo AAA fue de 1.01 + 0.21

uDO/min/10 pg tejido, frente a 2.37 £ 0.20 uDO/min/10 pg tejido del grupo control.

Las muestras de pared aneurismatica incubadas en presencia de rivaroxaban mostraron un
incremento en la actividad de esta enzima hasta niveles similares a los observados en las
muestras adrticas control (3.80 £ 0.10 uDO/min/10 pg tejido a los 20 minutos y 2.14 = 0.16

uDO/min/10 pg tejido a los 50 minutos) (figura 27).
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Figura 27. Actividad de la citrato sintasa en aortas sanas (control) (n = 6) y en muestras de aneurismas
de aorta abdominal (AAA) (n = 6) incubadas en presencia y ausencia de 50 nmol/L de rivaroxaban. Los
resultados se presentan como media + error estandar. *Valor P < 0.05 entre curvas.
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La actividad de la COX fue también significativamente menor en las muestras de AAA
con respecto a las aortas control, siendo tras los 30 minutos de medicion de 3.29 + 1.05
uDO/min/10 pg tejido en el grupo AAA frente a 8.05 = 1.72 uDO/min/10 pg tejido en el grupo
control. Igualmente, la incubacion con rivaroxaban mejor6 de forma significativa su actividad
enzimatica registrandose niveles superiores incluso a los de actividad enzimatica en el grupo
control durante toda la observacion (8.78 £ 1.27 uDO/min/10 pg tejido a los 30 minutos)

(figura 28).
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Figura 28. Actividad del citocromo C oxidasa mitocondrial en aortas sanas (n = 6) y en el aneurisma de
aorta abdominal (AAA) (n = 6) incubadas en presencia y ausencia de 50 nmol/L de rivaroxaban. Los
resultados se presentan como media + error estandar. *Valor P < 0.05 entre curvas.
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Como se puede observar en la figura 28, la actividad maxima de la COX se alcanzé a
los 30 min y fue similar entre el grupo control y en las muestras aneurismaticas incubadas
con rivaroxaban. Sin embargo, la diferente pendiente de ambas curvas sugiere que la
actividad de la COX permanecié parcialmente disminuida en las muestras de AAA
incubadas con rivaroxaban a partir del minuto 20, en otras palabras, el valor maximo se
alcanza en menor tiempo que en el grupo control y se estabiliza, mientras que en el grupo

control el aumento es mas progresivo.
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En un segundo tiempo se analizo si existia relacion entre la alteracion de la actividad
mitocondrial de estas enzimas y el diametro del aneurisma mediante un analisis de
correlacion. El andlisis de correlacion de Spearman demuestra una asociacion negativa
entre el didmetro adrtico y la actividad de la citrato sintasa, de forma que cuanto mayor es
el diametro adrtico, menor funcionamiento de la citrato sintasa mitocondrial (tabla 8 y
figura 29). No se encontr6 correlacion entre la actividad de la COX y el didmetro aortico

(tabla 8).

Tabla 8. Analisis de correlacion Rho-Spearman entre el diametro adrtico y la actividad enzimatica
observada de la citrato sintasa y de la citocromo C oxidasa. Los resultados se obtuvieron tras 30 minutos de
actividad enzimatica. AAA: aneurisma de aorta abdominal.

Diametro maximo del AAA.

Actividad enzimatica Coeficiente Rho Valor P
Citrato sintasa -0.900 <0.001
Citocromo C oxidasa -0.456 0.136
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Figura 29. Representacion grafica entre el diAmetro adrtico en el aneurisma de aorta abdominal (AAA) y
la actividad enzimética de la citrato sintasa. Los resultados se obtuvieron tras 30 minutos de actividad

enzimatica.
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4. EXPRESION DE DRPI.

El anélisis por Western-blot mostr6é una mayor expresion de Drpl mitocondrial, marcador
de fisidn, en las muestras de AAA (1126 + 174 UA) comparado con los controles sanos (663
+ 85 UA). Asimismo, la incubacion de las muestras de AAA junto con rivaroxaban, resulté en

una disminucion significativa en la expresion de Drpl (592 + 60 UA) (figura 30).

Por el contrario, el contenido citosolico de Drpl fosforilado en Ser637 fue
significativamente mayor en las aortas de control (1041 + 173 UA) que en las muestras de
AAA (593 +£102 UA). La expresion de Drpl citosolico fosforilado con Ser637 en las muestras

de AAA incubadas con rivaroxaban fue incluso mayor que en las aortas de control (1481 +

207 UA) (figura 30).
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Figura 30. Western blot representativo del contenido de Drp-1 mitocondrial (mDrp1) y Drp1 citosélico
fosforilado (cDRP1-P) en Ser637 en segmentos adrticos control (n = 6) y en muestras de aneurismas de
aorta abdominal (AAA) (n = 6) incubados en presencia y en ausencia de 50 nmol / L del inhibidor de
factor FXa, rivaroxaban (Riva). La expresion de b-actina se utilizé como control de carga de la expresion de
la proteina citosolica. Los graficos de barras muestran el analisis densitométrico del Western-blot representado
como unidades arbitrarias densitométricas (UA). Los valores densitométricos se representan como media +
error estandar de la media. *Valor P < 0.05 comparando los valores de AAA con las muestras control. **
Valor P <0.05 del analisis comparativo de muestras de AAA incubadas en ausencia y presencia de rivaroxaban.
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5. INTERACCION PINK1-PARKIN.
La expresion de Parkin mitocondrial y su interaccion PINKI1-Parkin fue analizada por

Western y Dot-blot respectivamente (figura 31).

El contenido mitocondrial de la proteina parkin se encontr6 significativamente disminuido
en las muestras de AAA (355.625 £ 74.96 UA) con respecto al grupo control (805.833 +
115.32 UA). La incubacién de las muestras de AAA con rivaroxaban demostré un aumento

significativo de expresion de la proteina parkin (723.75 + 122.46 UA).
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De forma paralela, la interaccion entre PINKI1 y parkin se observo reducida
significativamente en el AAA (974 + 92.16 UA) con respecto a las aortas control (2082.2 +
387.13 UA). Asimismo, la incubacion con rivaroxaban revirtid esos resultados hasta valores

similares a los obtenidos en el grupo control (2142.83 £269. 56 UA).

Figura 31. Western-blot representativo del contenido de parkin mitocondrial y Dot-blot de la interacciéon
parkin - PINKI1 en la fraccion mitocondrial de los segmentos adrticos del grupo eentrol (n =6) y en la
pared adrtica de aneurismas de aorta abdominal (AAA) (n = 6) incubados en presencia y ausencia de 50
nmol / L del inhibidor del factor de coagulacion Xa, rivaroxaban (Riva). Los graficos de barras muestran el
analisis densitométrico del Western-blot y del Dot-blot representado como unidades arbitrarias densitométricas
(UA). Los valores densitométricos se representan como media + error estandar de la media. *Valor P < 0.05
comparando los valores de AAA con las muestras control. ** Valor P <0.05 del analisis comparativo de
muestras de AAA incubadas con rivaroxaban y muestras de AAA incubadas aisladamente, sin el farmaco.
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IX. DISCUSION.

La presente tesis doctoral pone de manifiesto la importancia de la homeostasis y
funcionalidad mitocondrial en la patogenia del AAA; en concreto incorpora nuevas evidencias
sobre el papel de la mitofagia en el AAA humano, no observadas anteriormente. Ademas,
muestra por primera vez el posible papel del FXa endogeno en la expresion de proteinas
relacionadas con la dinamica y la funcionalidad mitocondrial en el AAA. También, nuestro
estudio sugiere que el inhibidor especifico del FXa, el rivaroxaban, puede revertir estas

modificaciones, siendo una posible diana terapéutica en el AAA humano.

1. ALTERACIONES MITOCONDRIALES EN EL ANEURISMA DE AORTA

ABDOMINAL.

Las mitocondrias resultan esenciales en el mantenimiento de la integridad celular,
principalmente por su papel central en el metabolismo energético con generacion de ATP.
Pero se trata, ademas, de una de las fuentes principales de ROS, al generarse como producto
de la cadena transportadora de electrones. La disfuncion mitocondrial se ha asociado al
envejecimiento celular normal de los vasos sanguineos y a enfermedades cardiovasculares,
incluyendo la aterosclerosis y el AAA (155). La respiracion mitocondrial y la integridad del

ADNmt se ven reducidas con la edad y con estas enfermedades (156).

El estudio gendmico comparativo entre muestras aneurismaticas y controles normales ha
revelado una diferente expresion de genes relacionados con la funcién mitocondrial, la cadena
transportadora de electrones y la fosforilacion oxidativa en pacientes con AAA (161).
Confirmando estos hallazgos, recientes lineas de investigacion sobre modelos experimentales

y muestras de AAA humanos evidencian el posible papel de la disfuncién mitocondrial en la
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patogenia del AAA, como se expone a continuaciéon y como hemos observado en nuestro
estudio. Estas alteraciones incluyen un exceso de produccion mitocondrial de ROS (167),
alteraciones en la funcion y biogénesis mitocondrial (10,168) y un exceso de apoptosis de

CML de la pared vascular mediada por las mitocondrias (169).

Con respecto a la excesiva produccion de ROS, los resultados del estudio de Mofiux et al.
(122) evidenciaron por primera vez que en las muestras aneurismaticas existia una produccion
significativamente mayor de la subunidad gp91-phox de la NADPH oxidasa mitocondrial,
demostrando una posible asociacion entre el crecimiento del AAA y cambios en la expresion
de proteinas relacionadas con el estrés oxidativo mitocondrial. Estos datos son apoyados por
estudios histologicos en los que también se ha observado una mayor expresion de la NADPH
oxidasa en aortas dilatadas, siendo una de las mayores fuentes de ROS en el AAA (121).
Recientemente, Navas-Madrofial et al. (170) evidenciaron también la existencia de un exceso

ROS mitocondriales en la pared de AAA humanos.

Otra posible implicacion de las mitocondrias en la patogenia del AAA, se observo en el
estudio de Modrego J et al. (129) que demostr6 que en la pared del AAA humano existia una
menor expresion de enzimas relacionadas con la glicdlisis (en concreto de la trifosfato
isomerasa, la gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa y la piruvato deshidrogenasa) y un
aumento del lactato. Concluyeron que en el AAA se encontraba favorecido el metabolismo
anaerobio sobre el metabolismo aerdbico mitocondrial, predominante en las aortas sanas. La
disminuciéon de la respiracion mitocondrial también fue objetivada en los modelos

experimentales murinos que desarrollaban aneurismas de aorta toracica (159). Estas
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observaciones concuerdan con el estado de hipoxia local que sufre la pared aneurismatica

subyacente al TIL descrito por Vorp et al. (42) y que favoreceria el metabolismo anaerobio.

En cuanto a la biogénesis mitocondrial, se ha observado que la restriccion caldrica en
ratones durante 12 semanas, conocido desencadenante de la biogénesis, promovia efectos
protectores frente a la formacion del AAA, existiendo una menor degradacion de elastina y
una disminucién de apoptosis de CML. Esto cambios parecen estar mediados por un aumento
de sirtuina 1 en las CML, lo que favoreceria la expresion de PGC-1a (implicado en la
biogénesis mitocondrial) y que podria también promover la mitofagia de mitocondrias dafiadas
(171). Acorde con dichas observaciones halladas en modelos experimentales, en muestras
adrticas de AAA humanos se ha objetivado que los niveles de expresion de PGC-1a., asi como

de NRF1, se encontraban muy reducidos con respecto a las muestras control (170).

Por ultimo, estudios en modelos experimentales han mostrado la existencia de apoptosis
dependiente de las mitocondrias en el AAA. Es bien conocido que en el aneurisma existe un
exceso de apoptosis de las CML. Esta apoptosis, que culmina en la destruccion del ADN
celular, se puede iniciar por la via extrinseca, ya demostrado en el AAA (89), de modo que
macrofagos o linfocitos se unen a la célula via Fas/Fas ligando desencadenando su muerte.
Pero también se ha observado que puede iniciarse por la via intrinseca, mediada por
mitocondrias e iniciada ante dafios en el ADN o estrés celular por aumento de ROS en la
mitocondria. El estudio de Sinha I et al. (169), en modelos murinos con AAA inducidos por
infusion de elastasa, sugirid por primera vez que la apoptosis mediada por las mitocondrias
podia ser un mecanismo relevante en la patogenia del AAA. Estos autores observaron un

exceso de apoptosis de CML y un aumento de caspasa 9, caspasa especifica iniciadora de la
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via intrinseca de la apoptosis. Esta via, mediada por las mitocondrias, puede explicar que el
estrés oxidativo induzca la apoptosis de las CML de la pared adrtica. Asimismo, Yan P et al.
(172) mostraron en su estudio con modelos murinos ApoE~- que aquellos knockout para UCP-
2 (UCP del inglés mitochondrial uncoupling proteins) presentaban una mayor incidencia de
AAA e, histologicamente, una mayor fragmentacion de la elastina y una pérdida de CML. Asi,
la deficiencia de esta proteina transmembrana mitocondrial, con efecto supresor sobre la
apoptosis y efecto protector frente al dafio por estrés oxidativo, incrementd la susceptibilidad

y severidad de los AAA por aumento de ROS y por mayor apoptosis de las CML.

Por lo tanto, y en base a la literatura reciente, cada vez existe una mayor evidencia de que
la mitocondria pueda estar alterada en el AAA, ejerciendo un papel importante en su
patogenia. Estas evidencias resultan congruentes con los resultados obtenidos en nuestro
estudio, en los que nos centramos en la funcion de la mitocondria y en los mecanismos de

homeostasis mitocondriales en el AAA.

1.1. Expresion de enzimas relacionadas con la funcionalidad mitocondrial en el
aneurisma de aorta abdominal.

La mitocondria es la principal fuente de produccion energética de la célula mediante la
sintesis de ATP. De esta forma, una alteracion en su funcidn principal puede poner en riesgo
la supervivencia celular. Con la edad y en las enfermedades asociadas a la edad, como es el
AAA, la capacidad de fosforilacion oxidativa de las mitocondrias se ve disminuida (157). De
hecho, se ha observado una diferente expresion de genes relacionados con la funcion

mitocondrial y la fosforilacion oxidativa en los AAA (161).
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La importancia del correcto funcionamiento mitocondrial se pone en evidencia al estudiar
las mutaciones acumuladas que se producen en el ADNmt, por errores replicativos o por
exceso de ROS. Numerosos estudios han correlacionado estas mutaciones con el
envejecimiento y las enfermedades cardiovasculares, incluido el AAA (173-176). Estas
mutaciones causan una alteracion en el correcto funcionamiento de la cadena respiratoria y en
la produccion energética, llevando a la disfuncién mitocondrial, a una mayor produccion de

ROS y, en ocasiones, a la muerte celular (177).

Para valorar la funcién mitocondrial en el AAA, estudiamos la actividad de dos enzimas.
Por un lado, la citrato sintasa, que se encuentra en la matriz mitocondrial y cataliza el paso de
acetil-CoA y oxalacetato en citrato, primer paso del ciclo de Krebs. Por otro lado, la COX,
proteina transmembrana que forma el complejo IV de la cadena transportadora de electrones.
La actividad enzimatica de ambas se encontrd significativamente reducida en las muestras de

AAA sugiriendo la existencia de una disfuncién mitocondrial en el AAA.

Nuestros resultados son apoyados por los obtenidos por Gabrielson M et al. (158) que
muestran una disminucién en la expresion de marcadores relacionados con la biogénesis y la
funcién mitocondrial, como el PGCla, la ATP sintasa y la citrato sintasa, tanto en modelos
experimentales como en muestras de AAA humanos. También en sintonia con nuestras
observaciones, Gao et al. (178) objetivaron que la induccién con angiotensina en ratones
ApoE” (lo que provoca la degeneracion aneurismatica), reducia de forma importante la
fosforilacion oxidativa y la funcidn de la cadena transportadora de electrones por dafo directo
en la biogénesis y en el ensamblaje de la cadena respiratoria mitocondrial. Sin embargo, la

restriccion caldrica (conocido inductor de la biogénesis mitocondrial) resultd protectora frente
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al desarrollo de AAA al promover la respiracion oxidativa y la correcta funciéon mitocondrial.
Asimismo, Navas-Madrofial et al. (170) también sugieren la implicacion de la biogénesis y
funcionalidad mitocondrial en la patogenia del AAA. Observaron, al igual que nosotros, una
menor expresion de la citocromo C oxidasa en las muestras de AAA humanos frente al grupo

control.

En nuestros experimentos, la caida en la actividad de la citrato sintasa se correlacion6 con
el didmetro maximo del AAA, pero esta correlacion no parecer existir en el caso de la COX.
Ello sugiere que estas enzimas cuentan con una regulacion molecular diferente de su actividad
enzimatica. Otros trabajos también han informado de diferentes cinéticas en las actividades de
la citrato sintasa y de la COX, existiendo una mayor relacion entre la citrato sintasa y la
densidad mitocondrial funcionante, sugiriéndose que pueda utilizarse ésta como marcador de
funcién mitocondrial (179,180). De esta forma, que la disfuncion mitocondrial observada se
haya visto correlacionada con el didmetro aneurismatico puede sugerir una implicacion directa

de la misma en la progresion del AAA.

En el AAA existiria, por tanto, una alteracion de la funcién mitocondrial y del
metabolismo energético con aumento en la formacion de ROS (129,155,159). Este estrés
oxidativo puede promover la patogénesis del AAA a varios niveles. Por un lado, puede generar
mutaciones en el ADNmt, lo que altera las funciones esenciales de esta organela, con menor
fosforilacion oxidativa, menor produccion de ATP y un aumento aiin mayor en la produccion
de ROS mitocondriales (157). Por otro lado, como se ha descrito en la introduccion, puede
promover la activacion de MMP, la apoptosis de CML y favorecer el reclutamiento de células

pro-inflamatorias. Ademas, las proteinas oxidadas pueden funcionar como neoantigenos
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promoviendo una reaccioén autoinmune (39,123).

1.2.Expresion de Drpl, como marcador de fision, en el aneurisma de aorta abdominal.
Las mitocondrias son organelas dindmicas que se someten a fision y fusion para mantener

la homeostasis mitocondrial y la correcta masa mitocondrial funcionante, que se adapte a las

necesidades energéticas de la célula. Con el envejecimiento, se ha demostrado que este balance

entre la fision y la fusion se ve alterado (164).

La unién de la GTPasa Drpl a la membrana mitocondrial externa media la fision o division
mitocondrial. Sin embargo, su fosforilacion en Ser637 provoca una disminucion de su
actividad GTPasa, manteniéndose Drpl fosforilada en Ser637 en el citosol impidiendo la
fision mitocondrial (149,151). La activacion de Drpl se ha encontrado implicada en la
disfuncion endotelial existente en diabéticos y que contribuye al desarrollo de la placa
aterosclerotica (181); en la activacion de la respuesta inflamatoria innata (182); y en la
senescencia celular inducida por el estrés oxidativo relacionada con el envejecimiento, las

enfermedades vasculares y la diabetes (183).

Los resultados obtenidos en nuestro estudio muestran que el contenido en Drpl es mayor
en las muestras aneurismaticas, indicando un exceso de fision en el AAA. En consonancia, el
contenido en Drpl fosforilada en Ser637 (citosdlica inactiva) en las muestras de AAA fue

menor con respecto a las aortas de control.

De acuerdo con nuestras observaciones, la implicacion de la dindmica mitocondrial en la

patogenia del AAA ha sido recientemente sugerida por Cooper HA et al. (163). Estudiaron la
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expresion de Drpl en modelos experimentales de ratones ApoE”" en los que se inducia la
formacién de AAA con angiotensina y la inmunohistoquimica de muestras de AAA humanos.
Observaron un exceso de expresion de Drpl en las muestras aneurismaticas humanas y en los
modelos animales que desarrollaron AAA con respecto a las aortas de control. Ademas,
examinaron el efecto del inhibidor de la fision, el mdivil (Del inglés, mitocondrial division
inhibitor 1), en los modelos experimentales y objetivaron que aquellos ratones que recibieron
tratamiento con mdivil desarrollaban un menor didmetro aneurismatico y una menor tasa de
rotura, a expensas de una disminucion del Drpl mitocondrial y de una menor fision.
Analizaron el posible mecanismo molecular por el que la fisiébn puede participar en el
desarrollo de los AAA y observaron que en los modelos tratados con mdivil se reducia el
envejecimiento de las CML de la pared vascular, la expresion de las MMP 2y 9 y la expresion
de la molécula de adhesion VCAM-1, responsable, en parte, de la respuesta inflamatoria
observada en el AAA. Estos autores sugieren que la fision mitocondrial, mediada por Drpl,
promueve un fenotipo pro-inflamatorio en las CML de la pared adrtica, aumenta el estrés

oxidativo y contribuye a la patogénesis del AAA.

El efecto protector de mdivil también ha sido reportado en la miocardiopatia hipertensiva
y en los aneurismas de aorta tordcica. Hasan P et al. (184) observaron una menor hipertrofia y
fibrosis cardiaca en modelos experimentales tratados con mdivil, sin encontrarse
modificaciones en el control tensional, siendo esos cambios atribuibles a la inhibicion de Drpl
y a una menor produccion de ROS. Asimismo, en modelos animales con aneurismas de aorta
toracica se ha objetivado que el aumento de la fision aumenta el consumo de oxigeno en las

CML, provocando a su vez un exceso de estrés oxidativo (185).
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La fision se encuentra también relacionada con la seleccion de las mitocondrias
disfuncionantes que seran degradadas en el proceso de mitofagia como control de calidad
mitocondrial. El hecho de que el contenido mitocondrial de Drp1 fuera mayor en el AAA que
en las aortas control, junto con una disminuciéon de PINK 1-parkin, apoya la existencia de un
aclaramiento mitocondrial independiente de Drp1 (149). Burman J et al. (186) obtuvieron unos
resultados acordes con esta observacion, concluyendo que Drpl, méas que promover la
mitofagia, mediante la fisidn mitocondrial, evitaba que las regiones mitocondriales sanas
activaran la interaccion PINK1-Parkin que conduce a la mitofagia. Por lo tanto, en el AAA'y
segun nuestros resultados, se encontraria aumentada la fision, objetivada por el aumento de

Drpl, y disminuida la mitofagia por disminucién de PINK 1-parkin.

1.3. Expresion de proteinas relacionadas con la mitofagia en el aneurisma de aorta
abdominal.

El sistema de control de calidad mitocondrial mediado por la mitofagia resulta
imprescindible para mantener una poblacidon de mitocondrias funcionales suficiente,
indispensable para el correcto funcionamiento celular (187). Como conocemos, su funcion es
esencial en la formacion de ATP a través de la cadena respiratoria del metabolismo aerobio
pero supone una importante fuente de ROS que, en exceso, puede llevar a mutaciones del
ADNmt. Con respecto al ADN nuclear, el ADNmt es mas sensible al estrés oxidativo por la
falta de histonas y por contar con menores mecanismos de reparacion (188). Estas mutaciones
pueden bloquear la formacion de ciertas proteinas esenciales o llevar a la sintesis de proteinas
anormales y pro-apoptoticas, conduciendo a la disfuncion de la mitocondria y/o a la muerte
celular. Por lo tanto, la mitofagia, proceso selectivo de eliminacién de mitocondrias

disfuncionales, debe funcionar correctamente para evitar una acumulacion excesiva de

-135-



DISCUSION

mitocondrias toxicas para la integridad celular (187). De hecho, se ha observado que la
mitofagia disminuye con el envejecimiento (165) y que el aumento de longevidad observado
en la restriccion caldrica es debido, al menos en parte, a que favorece la eliminacion de

mitocondrias dafiadas, con exceso de ROS o con mutaciones en su ADNmt (171).

La implicacién de la proteina citosélica parkin en la mitofagia fue estudiada en adipocitos
por Sarraf S et al. (189) y Lu X et al. (190). Estos autores estudiaron los cambios moleculares
que se producen en la grasa blanca cuando, por mayor necesidad de termogénesis, se precisa
su conversion a grasa parda. Esta conversiébn a grasa parda se produce por estimulo
adrenérgico, el cual va a favorecer: un aumento de la biogénesis mitocondrial, contando con
mayor capacidad oxidativa; y una disminucion de la mitofagia por bloqueo de la translocacion
de la parkin citosélica a la mitocondria. Cuando no se precisa de mayor termogénesis, el
estimulo adrenérgico desaparece y aumenta la expresion y la translocacion de parkin. Esto se
produce posiblemente por el dafio mitocondrial que causa la alta capacidad oxidativa, con
aumento de la mitofagia como mecanismo de control de calidad mitocondrial. Resultados
similares se han encontrado en el estudio de neuronas del hipocampo del adulto, en los que la

expresion de la proteina parkin se asocia con un aumento de la mitofagia (191).

En nuestro estudio, las muestras obtenidas de AAA contaban con un menor contenido en
parkin mitocondrial comparado con el grupo control, lo que sugiere la existencia de un menor
control de la calidad mitocondrial en el AAA a expensas de una disminucion de la mitofagia,
lo que puede llevar al exceso de ROS, a mutaciones en el ADNmt y a la pérdida de CML.
Varios estudios han evidenciado en otras enfermedades la asociacion entre la expresion de

parkin, la disfunciéon mitocondrial y, en ultimo término, la muerte celular. La forma
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autosodmica recesiva de la enfermedad de Parkinson juvenil, debida a mutaciones inactivantes
en el gen de la proteina parkin, genera una disfuncién mitocondrial que lleva a la degeneracion
de neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra. Asimismo, mutaciones que bloquean el gen
de parkin en modelos animales de Drosofila evidencian el papel de esta proteina en la muerte
celular, observandose que se altera el correcto funcionamiento mitocondrial y que ello lleva a

una pérdida de celularidad muscular y de la linea germinal (192).

Sin embargo, en algunos casos se ha observado que la proteina parkin también podria tener
un papel anti-apoptdtico, dependiendo de los estimulos a los que estuviese sometida la célula
(191). Es, por tanto, la translocacion selectiva de la proteina parkin citosolica a las
mitocondrias, mediante una interaccion fisica con PINKI1 expuesta en la membrana de
mitocondrias disfuncionantes, la que inicia el proceso de mitofagia. Por lo tanto, para
confirmar que la disminucion de parkin que observamos se asociaba realmente a una
disminucién de la mitofagia, estudiamos en nuestra serie su interaccion con PINKI en las
muestras de AAA y en el grupo control. Los resultados fueron acordes, encontrandose una
menor interaccion PINK1-parkin en el grupo de AAA frente al grupo control, lo que confirma
la existencia de una menor mitofagia en el AAA. Esto puede llevar al acimulo de mitocondrias
toxicas y disfuncionantes, con menor produccion de ATP, exceso de estrés oxidativo y una

eventual muerte celular.

En nuestro conocimiento, no se ha descrito previamente en la literatura el papel de la
mitofagia en la patogénesis del AAA. Si se ha estudiado en la enfermedad cardiovascular, de
forma que la capacidad de eliminar mitocondrias dafiadas o disfuncionantes se ha demostrado

protectora frente al estrés en los miocardiocitos. De hecho, se ha observado que la mitofagia
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es indispensable para la adaptacion de los miocardiocitos al ciclo cardiaco (193). Ademas, la
disminucién en la interaccion PINKI1-Parkin se ha visto relacionada con la disfuncion
miocardica (194). Modelos experimentales knockout para PINK1 desarrollaron disfuncion
ventricular temprana con hipertrofia compensadora (195). En humanos, los estudios de
pacientes con disfuncion miocardica avanzada han mostrado un exceso de estrés oxidativo y

una expresion disminuida de PINK1 (195).

Otro mecanismo por el que la mitofagia puede jugar un papel importante en el desarrollo
de AAA es el mediado por el exceso de inflamacion y de estrés oxidativo. Se ha observado
que un aclaramiento insuficiente de mitocondrias dafladas puede activar en exceso las sefiales
pro-inflamatorias (196,197). En este sentido, las mitocondrias disfuncionantes no eliminadas
causarian la activacion de la respuesta inmune y un exceso de ROS mitocondriales y ambas
activarian la caspasa-1, la cual, ademas de activar aun mas el proceso inflamatorio, inhibiria
la mitofagia, potenciando el problema. De esta forma, el correcto funcionamiento
mitocondrial, con la mitofagia como mecanismo regulador principal, tiene un papel crucial en
limitar la excesiva activacion del sistema inmune innato, el cual se ha relacionado con la
progresion del AAA (39). Ademas, el estrés oxidativo empeora los procesos inflamatorios por
induccion de citoquinas pro-inflamatorias, contribuyendo a la progresion de muchas
enfermedades asociadas a la edad (198). La elevacion de biomarcadores inflamatorios, como
la proteina C reactiva, en sangre de pacientes con AAA apoya el papel de la inflamacién en la

patogenia de los AAA (59).
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2. COAGULACION Y FACTOR XA EN EL ANEURISMA DE AORTA
ABDOMINAL. EFECTOS DEL RIVAROXABAN SOBRE LA PARED
ANEURISMATICA.

Como se ha expuesto con mayor detalle en la introduccion, el TIL presente en los AAA
incluidos en nuestro estudio, se ha demostrado que influye en la debilidad de la pared adrtica,

considerandose para la mayoria de autores un factor de riesgo de crecimiento y rotura

(41,127,128,199,200).

Los niveles elevados de factor tisular (FT), complejo trombina — antitrombina III,
fibrindgeno y dimero D encontrados en el plasma de pacientes con AAA con TIL sugieren la
existencia de una continua activacion de la cascada de la coagulacion y de la fibrinolisis en el
TIL (55,56). Ademas, se ha observado que este aumento puede estar presente hasta 10 - 20
afios antes del desarrollo del AAA, por lo que la regulacién de la hemostasia / fibrinolisis
podria estar implicada en los estadios iniciales de la enfermedad (128). Este continuo
remodelado del TIL, con depdsito y posterior degradacion de fibrina, va a promover la

inflamacion adrtica y el estado proteolitico presentes en el AAA.

En el estudio del TIL realizado anteriormente por nuestro grupo de trabajo se objetivd
una expresion muy aumentada de FXa en las muestras de AAA con respecto a la de aortas no
aneurismaticas obtenidas de donantes (122). Ello es debido a la activacion de la cascada de la
coagulacion pero, también, a la activacion plaquetaria que se produce en la region luminal del
TIL, fuente importante de FXa (139,140). En consecuencia, las células de la pared vascular se
encuentran expuestas de forma cronica a concentraciones elevadas de FXa. Apoyando la

posible implicacion del TIL y del FXa en el AAA, un estudio reciente ha objetivado que el
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porcentaje de TIL y los niveles plasméticos de FXa de pacientes con AAA tienen una

correlacion con el didmetro adrtico maximo y, por tanto, con la severidad del AAA (201).

Pese al importante papel de la activacion plaquetaria, y a pesar de la utilizacion de
antiagregantes en el AAA como estrategia de prevencion secundaria de enfermedades
cardiovasculares, los estudios clinicos retrospectivos realizados hasta la fecha no han
demostrado ningiin beneficio de estos farmacos en la historia natural del AAA humano (125).
Asimismo, no existe hasta el momento ninguna terapia médica que se haya demostrado eficaz

en modificar la historia natural del AAA.

Continuando con el estudio del FXa, la evidencia acumulada indica que, ademas de su
papel central en la formacion del coagulo, ejerce otras funciones sobre la pared vascular. Se
ha documentado que su activacion tiene efectos pro-inflamatorios, proteoliticos y sobre el
metabolismo energético mitocondrial y el estrés oxidativo. Estos efectos son independientes
de la coagulacion y parecen estar mediados por receptores de proteasas activadas (PAR-1 y
PAR-2) presentes en células endoteliales, CML y fibroblastos (132,136). De este modo, la
activacion del FX puede tener un efecto patogénico en el desarrollo de enfermedades

vasculares.

En esta linea, trabajos sobre venas safenas han demostrado que una inhibicion del FXa
puede modificar la expresion de proteinas relacionadas con el estrés oxidativo en las CML de
la pared vascular (136). En la aterosclerosis, Hara et al. (135) demostraron en modelos
experimentales murinos que la inhibicion del FXa con rivaroxaban frenaba la progresion de la

placa aterosclerdtica, al reducirse la activacion de macrofagos pro-inflamatorios. También, en
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arterias femorales de pacientes diabéticos, se ha observado que el FXa promueve cambios en
la expresion de enzimas relacionadas con el metabolismo energético, en concreto con la
glucolisis, lo que sugiere que el FXa puede alterar el metabolismo mitocondrial lo que se
acompafia con un aumento de la expresion de proteinas relacionadas con el estrés oxidativo
(137). Por lo tanto, estos datos apoyan un efecto del FXa sobre la pared vascular,
independiente de su actividad pro-coagulante, por interferir en el estrés oxidativo, la

inflamacion y el metabolismo mitocondrial.

Estos efectos, independientes de la coagulacion, también se han objetivado al estudiar
la inhibicion del FXa en otras estirpes celulares. Asi, la utilizacion de rivaroxaban en células
hepaticas de ratas conseguia reducir la inflamacién mediada por el estrés oxidativo (202) y
resultaba también eficaz en la prevencion de los efectos cardiotoxicos del sunitinib (203), en
modelos experimentales murinos. En humanos, se ha demostrado el efecto antioxidante del
edoxaban (inhibidor selectivo del FXa) en el estudio in vitro sobre células tubulares renales,
pudiendo frenar la inflamacion y la fibrosis que se produce en la progresion de la insuficiencia
renal (204). Asimismo, el tratamiento de la fibrilacion auricular con rivaroxaban o apixaban
(inhibidor selectivo del FXa) se asocia a una reduccioén de los marcadores sanguineos pro-

inflamatorios, de forma independiente a su indicaciéon como anticoagulante (205).

En el AAA también se ha objetivado un posible papel del FXa en su patogenia. Moran
CS et al. (138), en su estudio sobre modelos murinos Apo E -/- infundidos con angiotensina
para el desarrollo de AAA, objetivaron un efecto protector sobre la formacion o severidad de
los AAA en aquellos tratados durante 14 dias con enoxaparina (heparina de bajo peso

molecular que inhibe el FXa) o fondaparinux (inhibidor selectivo del FXa). La enoxaparina
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causo una reduccion en el didmetro adrtico comparado con el grupo control. El fondaparinux
redujo la expresion de PAR-2, de la MMP-2, la fragmentacion de elastina, la infiltracién
monocito / macrofagica de la pared adrtica y causé también una reduccion en el didmetro
aortico comparado con el grupo control. No obstante, este efecto protector no se encontro si
la inhibicion de la coagulacion se ejercia sobre el factor II activado mediante el tratamiento
con dabigatran, lo que puede indicar que el efecto observado se debe a la inhibicion del propio

FXa y no de la cascada de la coagulacion.

En muestras de AAA humanos, Moriux G et al. (122) demostraron por primera vez que
la inhibicion del FXa con rivaroxaban reducia la expresion de proteinas relacionadas con la
inflamacion y con el estrés oxidativo (actuando sobre subunidades de la NADPH oxidasa
citosdlica y mitocondrial) en la pared aneurismatica hasta valores similares a los objetivados
en los controles. De forma congruente, Ding Y et al. (201) han observado recientemente en
modelos animales y en el estudio in vitro de muestras de AAA humano que el efecto protector
del rivaroxaban sobre el AAA se debe, al menos en parte, a un bloqueo de las citoquinas
proinflamatorias y a la disminucion en la expresion de MMP-2 favorecidas por el FXa. Por lo
tanto, el rivaroxaban protegeria contra la progresion del AAA y su beneficio estaria asociado

a una inhibicion de la inflamacién de la pared adrtica y a un menor remodelado de la misma.

2.1.Efecto del rivaroxaban en la homeostasis y funcionalidad mitocondrial.

El efecto de la inhibicion del FXa con rivaroxaban sobre las mitocondrias fue estudiado
por Samiei F et al. (206) en células renales murinas, concluyendo que dosis altas de
rivaroxaban protegian frente al estrés oxidativo y frente a la toxicidad mitocondrial. Estas

observaciones resultan congruentes con nuestros resultados, en los que también se encontrd
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un efecto protector del rivaroxaban frente a la toxicidad mitocondrial.

En nuestro estudio, la incubacion in vitro de las muestras aneurismaticas con rivaroxaban
produjo un aumento significativo en la actividad enzimatica de la citrato sintasa y de la COX.
Estas observaciones sugieren que el FXa enddgeno puede encontrarse involucrado en la
disfuncién mitocondrial y en los cambios en el metabolismo energético que se han observado
en los AAA y que el rivaroxaban podria mejorar esta alteracion. Es importante remarcar que
la mejora en la actividad de estas enzimas mitocondriales con el rivaroxaban no se debe a
cambios en el nimero de células incluidas en cada muestra de pared adrtica, ya que el
contenido en ADN fue medido y las muestras aneurismaticas incubadas con y sin rivaroxaban

contaban con una densidad celular similar.

El contenido en Drpl, elevado en muestras de AAA, también se redujo tras la
incubacidn con rivaroxaban. Una observacion interesante fue que en el contenido citosdlico
de Drpl fosforilado en Ser637 era incluso mayor en las muestras de AAA incubadas con
rivaroxaban que en las aortas de control. Esta observacion puede sugerir un efecto del
rivaroxaban para mantener Drpl fosforilado en Ser637 independiente de su actividad como
inhibidor del FXa enddgeno, como ya se ha postulado en trabajos previos. Mofiux G et al.
(122) obtuvieron en las muestras de AAA cultivadas con rivaroxaban un aumento de IL-10 a
niveles incluso mas altos que en las aortas control no aneurismaticas. Asimismo, Lopez-Farré
Al etal. (137) observaron que, en arterias femorales superficiales de pacientes diabéticos, pese
a que el FXa no modifica la expresion de proteinas relacionadas con la oxidacion mitocondrial
de los acidos grasos, el rivaroxaban si aumentaba dicha expresion, lo que podria ser por un

efecto independiente a la inhibicion del FXa. Pese a que no se han encontrado metabolitos
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activos del rivaroxaban capaces de inhibir el FXa en humanos, si se han descrito metabolitos
del rivaroxaban secundarios a la degradacion oxidativa del resto morfolinilo y a la hidrolisis
de sus enlaces amida (143). Es necesario investigar si estos metabolitos pudieran tener efectos
biologicos independientemente de la inhibicion del FXa. Otra posibilidad es que en las aortas
control se produzca algunos niveles de FXa que podrian ser inhibidos por rivaroxaban. No
obstante, en los estudios previos de nuestro grupo de trabajo, el FXa no fue detectado en la

aorta no aneurismatica procedente de los donantes de 6rganos (122).

Por otro lado, la incubacion de las muestras aneurismaticas con rivaroxaban revirtidé de
forma significativa la disminucion en la expresion de parkin y en la interaccion PINK 1-parkin
observada en las muestras cultivadas sin farmaco. Estos resultados sugieren que el FXa
endogeno puede estar involucrado en la disminucion de la mitofagia observada en el AAA.
Por su parte, el rivaroxaban podria devolver a las células su capacidad de mitofagia, como
control de calidad mitocondrial, para evitar el acimulo de mitocondrias toxicas que puede

llevar al exceso de ROS y a la muerte celular.

3. LIMITACIONES, FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION Y COMENTARIOS

FINALES.

La primera limitacion de la presente tesis doctoral es su pequeno tamafio muestral. Esto es
debido principalmente a la dificultad en la obtencion de muestras de pared adrtica en donantes,
asi como al gran aporte de recursos que supone una muestra adicional en estudios in vitro. No
obstante, con la muestra obtenida nuestros resultados han sido consistentes y el analisis entre
grupos estadisticamente significativo. Por lo tanto, aunque debe considerarse como un analisis

piloto, abre nuevos conceptos inexplorados sobre el papel de FXa en el AAA.
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Es importante remarcar de nuevo que los valores obtenidos como control deben entenderse
como una aproximacion a los valores normales, fundamentalmente por el obligado anonimato
existente en las donaciones, lo cual no permite conocer datos relativos a la comorbilidad o a
la toma de medicacién habitual. Asimismo, con respecto a la edad, los donantes eran mas
jovenes que los pacientes del grupo de AAA, por lo que no es posible descartar que el factor
edad pueda influir en algunos cambios de los pardmetros mitocondriales estudiados. Sin
embargo, el estudio comparativo de las muestras de AAA incubadas en ausencia y presencia
de rivaroxabdn, al tratarse de la misma muestra, si permite analizar que el FXa enddgeno
podria estar involucrado en los cambios mitocondriales observados en el AAA. En cualquier
caso, se necesitan estudios especificos adicionales para analizar la influencia de la edad en la

biogénesis y dinamica mitocondrial de los AAA.

Otra de las limitaciones es que todas las muestras de AAA incluidos contaban con TIL
con lo que, aunque no se incluy6 el trombo en el analisis y s6lo fue incubada la pared adrtica,
existirian AAA no representados. La eleccion de los AAA con trombo se realiz6 por ser, con
mucho, los mas frecuentes, representando en torno al 75% del total. Con el proposito de
estudiar si estos hallazgos se encuentran presentes en todos los AAA, nuestro grupo de trabajo

esta llevando a cabo actualmente estudios comparativos con muestras de AAA sin TIL.

Ademas, no se determinaron los mecanismos moleculares por los cuales el rivaroxaban
modificé los pardmetros mitocondriales descritos. En estudios previos de nuestro grupo se ha
estudiado que el rivaroxaban disminuia la inflamacion y el estrés oxidativo en la pared
aneurismatica, pudiendo ser los desencadenantes de las modificaciones en la funcionalidad

mitocondrial o actuar por mecanismos independientes. Se precisan estudios futuros para
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aclarar en profundidad los mecanismos moleculares que hacen que la inhibicion del FXa pueda

proteger a la mitocondria frente al desarrollo de AAA.

Por ultimo, los resultados obtenidos se han realizado tnicamente con rivaroxaban y
con una concentracion fija de 50nmol/L, que equivale a la alcanzada en sangre en pacientes
con una dosis de 20mg de rivaroxaban diaria. Se precisaria de nuevos estudios, para conocer
si dosis menores de este farmaco o de otros inhibidores del FXa podrian tener efectos similares

en la patogenia del AAA.

En definitiva, hemos observado que en los AAA humanos, el mantenimiento de la
funcion y homeostasis mitocondrial podria ser una estrategia en el tratamiento del AAA. El
rivaroxaban mejord la funcionalidad mitocondrial probablemente por la mejoria en la
mitofagia, como mecanismo de control de la calidad mitocondrial. Por lo tanto, estas
observaciones ponen de manifiesto la existencia de posibles mecanismos de accion celular
inexplorados para FXa en el contexto del AAA humano y situan al rivaroxaban como un
farmaco prometedor para modificar su historia natural. No obstante, se precisan de mas

estudios preclinicos y de ensayos clinicos prospectivos para confirmar estas suposiciones.
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X. CONCLUSIONES.

1. Existe en el aneurisma de aorta abdominal una disfuncién mitocondrial, objetivada por
una menor actividad enzimatica de la citrato sintasa y de la citocromo C oxidasa en
relacién a las muestras de aorta sana. Ambas enzimas resultan esenciales para el
correcto funcionamiento mitocondrial. Ademas, la reduccion en la actividad de la

citrato sintasa se correlaciono de forma directa con el diametro aortico.

2. Existe en el aneurisma de aorta abdominal un exceso de fision mitocondrial con
respecto a la aorta sana, aumentando la expresion de Drpl mitocondrial y
disminuyendo el Drp1 citos6lico fosforilado en Ser637 (inactivo) en el aneurisma con

respecto a la pared adrtica sana.

3. La mitofagia se encuentra reducida en el aneurisma de aorta abdominal, con
disminucion en la expresion de parkin y en la interaccion PINK 1-parkin. Ello conduce
a un acumulo de mitocondrias dafiadas con respecto a las muestras control en las que
existe un correcto funcionamiento de este mecanismo de calidad mitocondrial con una

mayor expresion de parkin y mayor interaccion PINK1-parkin.

4. El rivaroxaban revirtio la disfuncidon mitocondrial observada en el aneurisma,
aumentando la actividad enzimatica de la citrato sintasa y de la citocromo C oxidasa

hasta niveles similares a los encontrados en las aortas no aneurismaticas.

5. El rivaroxaban redujo significativamente la expresion de Drpl mitocondrial,

disminuyendo el exceso de fision mitocondrial observado en el aneurisma de aorta
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abdominal hasta niveles similares a los obtenidos en las aortas control.

El rivaroxaban revirtio los efectos sobre la mitofagia observados en el aneurisma de

aorta abdominal, aumentando la expresion de parkin y la interaccion PINK1-parkin

hasta niveles similares a los de las aortas control.
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XII. ANEXOS

ANEXO 1: PUBLICACIONES.

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis doctoral han sido publicados en la

revista Annals of Vascular Surgery en el ano 2020.

Zamorano-Leon JJ, Serna-Soto M, Monux G, Freixer G, Zekri-Nechar K, Cabrero-
Fernandez M, Segura A, Gonzalez-Cantalapiedra A, Serrano J, Farré AL.
Factor Xa Inhibition by Rivaroxaban Modified Mitochondrial-Associated Proteins in
Human Abdominal Aortic Aneurysms.
Ann Vasc Surg. 2020 Aug;67:482-489.

doi: 10.1016/j.avsg.2020.02.005. Epub 2020 Mar 12. PMID: 32173474.
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ANEXO 2: PRESENTACION EN REUNIONES CIENTIFICAS.

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis doctoral han sido presentados en el
65 Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Angiologia y Cirugia Vascular celebrado

en Gran Canaria el 28 — 31 de mayo de 2019.

28-31 - MAYO - 2019
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Maspalomas, 31 de mayo de 2019

El Comité Cientifico del 65 Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Angiologia y
Cirugia Vascular 2019,
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La siguiente comunicacion:

PAPEL DE LA DISFUNCION MITOCONDRIAL EN LA PATOGENIA DEL ANEURISMA
DE AORTA ABDOMINAL. EFECTO PROTECTOR DEL RIVAROXABAN

Maday Cabrero Fernandez (1), Guillermo Mofiux Ducaju (1), José Javier Zamorano Ledn
(2), Mariano De La Serna Soto (3), Antonio José Lépez Farré (3), Francisco Javier
Serrano Hernando (1)

1. Hospital clinico San Carlos, Madrid, Espafia; 2. Departamento Salud Publica y Materno-
Infantil, Facultad de Medicina. Universidad Complutense de Madrid, Madrid, Espafia; 3.
Departamento Medicina, Facultad de Medicina. Universidad Complutense de Madrid,
Madrid, Espafia;
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