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ACRONIMOS

AAA: aneurisma de aorta abdominal

AAAr: aneurisma de aorta abdominal roto

AnglI: Angiotensina II

APC: Proteina activada C

ApoE—/—: Raton con deficiencia en apolipoproteina E
ATC: Angiografia por tomografia computarizada
BCA: Acido biciconinico

BSA: Seroalbiimina bovina

CID: Coagulacion intravascular diseminada

DMSO: dimetil sulféxido

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ensayo de inmonoabsorcion ligado a
enzimas)

EVAR: Endovascular Aneurysm Repair (Reparacion endovascular de aneurismas)
FIIa: Factor Ila

FXa: Factor Xa

HRP: horseradish peroxidase (peroxidasa de rabano)
IC95%: Intervalo de confianza al 95%

IL: Inteleucina

IPC: Inhibidor de la proteina C

MCP: Proteina quimiotactica de monocitos

MMP: Metaloproteinasa de la matriz

mRNA: Acido ribonucleico mensajero

mSv: milisieverts

NADPH: nicotinamida adenina dinucleo6tido fosfato reducida



NO: Oxido nitrico

NOS/NOS2: Oxido nitrico sintasa/2

PAR: protease-activated receptor (receptor activado por proteasas)
PCI: Inhibidor de la proteina C

PET: Tomografia por emision de positrones

PVDF: polifluoruro de vinilideno

RMN: Resonancia magnética nuclear

ROS: Especies reactivas de oxigeno

RL: Radicales libres

SDS: Dodecilsulfato sédico

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sddico
TIMP: inhibidores tisulares de metaloproteinasas

TC: tomografia computarizada

UA: Unidades arbitrarias
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1. RESUMEN

Modificacion de mecanismos asociados a la patogénesis y evolucion de aneurismas

de aorta abdominal mediante inhibicion del Factor Xa con rivaroxaban.

Introduccion:

El aneurisma de aorta abdominal (AAA) sigue siendo una de las causas mas importantes
de mortalidad en el mundo occidental, llegando a ser la decimoquinta causa de muerte
global. Actualmente no existe ninguna terapia médica efectiva para la prevencion y
tratamiento de los AAA. Sin embargo, los mecanismos etiopatogénicos de la enfermedad
has sido ampliamente estudiados y se conoce el papel fundamental de la actividad
proteolitica, la inflamacién y el estrés oxidativo en la formacion, desarrollo y rotura de
los AAA.

El factor Xa (FXa) es uno de los componentes mas importantes de la cascada de la
coagulacidn, pero también presenta efectos directos sobre la pared vascular alterando el
metabolismo energético y aumentando el estrés oxidativo y la inflamacién a dicho nivel.
El rivaroxaban, un inhibidor del FXa, ha demostrado tener efectos antiinflamatorios y
antiestrés oxidativo en enfermedades que comparten factores etiopatogénicos con los
AAA, tales como la ateroesclerosis. No obstante, no se ha estudiado aun el efecto de este
farmaco en AAA humanos.

Objetivo:

El objetivo de este estudio es analizar in vitro si el rivaroxaban puede modificar la

expresion de proteinas implicadas en la patogénesis del AAA, tales como



metaloproteinasas (MMP) y marcadores relacionados con la inflamacién y el estrés
oxidativo en muestras de AAA humano.

Material y Métodos:

Se obtuvieron muestras de tejido aneurismatico con trombo mural intraluminal de seis
pacientes intervenidos de AAA de forma electiva. Asimismo, se tomaron controles de
aorta abdominal sana de seis donantes de organos. Las muestras de AAA fueron
incubadas en presencia y ausencia de 50 nmol/L de rivaroxaban. Se determinaron los
niveles de expresion de subunidades de la NADPH oxidasa citosolica y mitocondrial, de
la 6xido nitrico sintasa 2 (NOS2), el FXa y MMP-9 mediante Western Blot. La liberacion
de IL-6 e IL-10 de los explantes adrticos, asi como su contenido en trombina fueron
analizados en el sobrenadante mediante ELISA.

Resultados:

Los niveles de IL-6 liberada por el aneurisma (AAA 135,07 vs control 23,45 pg/ml por
mg de tejido, p=0,002) y los niveles de expresion proteica de NOS2 (AAA 3842 vs
control 1060 UA, p=0,009) y de las subunidades gp-67 (AAA 8002 vs control 2358,5
UA, p=0,009) y gp-91 phox (AAA 3971,5 vs control 1493 UA, p=0,002) de la NADPH
oxidasa fueron significativamente mayores en las muestras de AAA que en los controles,
no asi la subunidad gp-47.

La adiciéon de rivaroxaban a las muestras de AAA redujo la liberacion de IL-6
(rivaroxaban 51,61 vs AAA 135,07 pg/ml por mg de tejido, p=0,028) y la expresion de
NOS2 (rivaroxaban 2140,5 vs AAA 3842 UA, p=0,075) y de las subunidades gp-67
(rivaroxaban 2296,5 vs AAA 8002 UA, p=0,028) y gp-91 phox (rivaroxaban 2022,5 vs
AAA 3971,5 UA, p=0,028) de la NADPH oxidasa hasta niveles similares a los de los

controles de aorta sana.



Las muestras de AAA incubadas con rivaroxaban también presentaron un marcado
incremento de liberacion de IL-10 que fue significativamente mayor que en los controles
(rivaroxaban 116,87 vs control 18,29 pg/ml por mg de tejido, p=0,002) y que en las
muestras de AAA incubadas sin rivaroxaban (rivaroxaban 116,87 vs AAA 19,91 pg/ml
por mg de tejido, p=0,028). Por ello, la ratio proinflamatoria IL-6/IL-10 se redujo en las
muestras con rivaroxabdn en comparacion con las muestras incubadas sin el fairmaco
(rivaroxaban 0,52 vs AAA 7,2, p=0,028) e incluso respecto a los controles (rivaroxaban
0,52 vs control 1,51, p=0,015)

El contenido de MMP-9 fue también significativamente mayor en las muestras de AAA
que en los controles (AAA 6487,5 vs control 2581 UA, p=0,002) y sus niveles de
expresion se relacionaron directamente con los niveles de NOS2 (p=0,005), subunidad
gp91-phox de la NADPH oxidasa (p=0,003), IL-6 (p<0,001) y con la ratio IL-6/IL-10
(p=0,005). El rivaroxaban redujo significativamente la expresion de MMP-9 en los AAA
respecto a las muestras sin farmaco (rivaroxaban 3278 vs AAA 6487,5 UA, p=0,043)
hasta niveles similares a los encontrados en las aortas de control (rivaroxaban 3278 vs
control 2581 UA, p=0,662).

Conclusiones:

El rivaroxaban ha demostrado ser capaz de reducir in vitro la expresion de proteinas
implicadas en la patogénesis del AAA tales como metaloproteinasas y marcadores
relacionados con la inflamacién y el estrés oxidativo, asi como promover un estado
antioxidativo en muestras de AAA humano. Estos hallazgos sugieren la participacion del
FXa en estos mecanismos etiopatogénicos. Profundizar en el conocimiento de los posibles
efectos del FXa en AAA puede abrir nuevas dianas terapéuticas para el tratamiento

mediante inhibicion del mismo.



ABSTRACT

Changes in the mechanisms associated with the pathogenesis and evolution of

abdominal aortic aneurysms through Factor Xa inhibition by rivaroxaban.

Introduction:

Abdominal aortic aneurysms (AAA) remain one of the leading mortality causes in
western countries, being the fifteenth most common cause of death globally. No effective
medical therapy is currently available for the prevention and treatment of AAA. However,
the etiopathogenesis of this disease has been thoroughly studied and it is well known the
key role of proteolytic activity, inflammation and oxidative stress in the development,
growth and rupture of AAAs.

Factor Xa (FXa) is one of the most important components of the coagulation cascade, but
it also has a direct effect on the vascular wall, modifying the energetic metabolism and
increasing the oxidative stress and inflammation at that level.

Rivaroxaban, a FXa inhibitor, has proved to have anti-inflammatory and anti-oxidative
stress effects in diseases that share pathogenic mechanisms with AAAs, such as
atherosclerosis. However, the effect of this drug in human AAAs has not been assessed
yet.

Objective:

The aim was to analyze in vitro if rivaroxaban modifies the expression of proteins
implicated in the etiopathogenesis of AAA, such as metalloproteinases and markers

related to inflammation and oxidative stress in human AAA samples.



Materials and Methods:

Aneurysmal sites with intraluminal thrombus were obtained from six patients undergoing
elective AAA surgical repair. Control samples of healthy aorta were collected from six
organ donors. Each AAA explant was incubated in the presence and in the absence of 50
nmol/L of rivaroxaban.

Western blot analysis was carried out to assess the expression level of cytosolic and
mitochondrial NADPH oxidase subunits, nitric oxide synthase 2 (NOS2), FXa and MMP-
9. Release of IL-6 and IL-10 in the aortic explants, as well as the thrombin content were
determined in the supernatants of the aortic samples using ELISA Kkits.

Results:

IL-6 levels released by the aneurysm (AAA 135,07 vs control 23,45 pg/ml per mg tissue,
p=0,002) and expression level of NOS2 (AAA 3842 vs control 1060 AU, p=0,009), gp-
67 phox (AAA 8002 vs control 2358,5 AU, p=0,009) and gp-91 phox (AAA 3971,5 vs
control 1493 AU, p=0,002) NADPH oxidase subunits were found significantly increased
in the AAA samples compared to the controls, not so gp-47 phox.

Rivaroxaban incubation of AAA sites significantly reduced IL-6 release (rivaroxaban
51,61 vs AAA 135,07 pg/ml per mg tissue, p=0,028) and expression of NOS2
(rivaroxaban 2140,5 vs AAA 3842 AU, p=0,075), gp-67 phox (rivaroxaban 2296,5 vs
AAA 8002 AU, p=0,028) and gp-91 phox (rivaroxaban 2022,5 vs AAA 3971,5 AU,
p=0,028) NADPH oxidase subunits from AAA sites, reaching levels similar to those of

the healthy aorta controls.



Rivaroxaban-incubated AAA samples also showed a marked increase in IL-10 release,
which was significantly higher than in controls (rivaroxaban 116,87 vs control 18,29
pg/ml per mg tissue, p=0,002) and in AAA simples incubated without rivaroxaban
(rivaroxaban 116,87 vs AAA 19,91 pg/ml per mg tissue, p=0,028).

For this reason, pro-inflammatory index IL-6/IL-10 decreased in the samples with
rivaroxaban in comparison with those incubated without the drug (rivaroxaban 0,52 vs
AAA 7,2, p=0,028) and even with controls (rivaroxaban 0,52 vs control 1,51, p=0,015).

MMP-9 content was also significantly higher in AAA samples than in controls (AAA
6487,5 vs control 2581 AU, p=0,002) and its expression levels directly correlated with
the levels of NOS2 (p=0,005), gp91-phox subunit (p=0,003), IL-6 (p<0,001) and with IL-
6/IL-10 index (p=0,005). Rivaroxaban significantly reduced the expression of MMP-9 in
AAA in relation to samples without the drug (rivaroxaban 3278 vs AAA 6487,5 AU,
p=0,043), reaching similar levels as those found in control aortas (rivaroxaban 3278 vs
control 2581 AU, p=0,662).

Conclusions:

Rivaroxaban was able to reduce in vitro the expression of proteins involved in the
pathogenesis of AAA such as metalloproteinases and proteins related to inflammation
and oxidative stress, as well as to promote an anti-oxidant state in human AAA sites.
These findings suggest an involvement of FXa in such mechanisms. A deeper
understanding of the possible effects of FXa in AAA may open new clinical targets for

the medical treatment of AAA by FXa inhibition.
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2. INTRODUCCION

2.1. ANEURISMAS DE AORTA ABDOMINAL

2.1.1. Definicion

La palabra aneurisma, proviene de la palabra avebpucpa, que en griego antiguo significa
dilatacion o ensanchamiento. Los aneurismas arteriales son una dilatacion focal y
permanente de una arteria en cualquier parte del cuerpo que alcance un didmetro méximo
al menos un 50% mayor que el esperado para ese vaso a dicho nivel (1). La aorta
abdominal es la localizacion mas prevalente de esta patologia y este trabajo se centra en

el estudio de este tipo de aneurismas arteriales.

Figura 2.1: Reconstruccion 3D de un aneurisma de aorta abdominal.

Por consenso, se suele definir el aneurisma de aorta abdominal (AAA) como la dilatacion
de la aorta infrarrenal que supere los 3 centimetros de diametro, lo que se corresponde

con mas de dos desviaciones estandar del diametro medio de la aorta a este nivel en
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varones (2). Sin embargo, este umbral puede ser demasiado alto en mujeres y en pacientes
asiaticos (3, 4), por lo que se considera que un didmetro superior a 1,5 veces el didmetro
de la aorta suprarrenal o el didmetro esperado a nivel infrarrenal es una definicién mas

precisa al compensar las variaciones poblacionales (5).

2.1.2. Epidemiologia

La prevalencia del AAA antes de los 55-60 afios es insignificante y a partir de dicha edad,
aumenta de forma constante con el tiempo (6). Los estudios de cribado poblacional
aportan el mayor nivel de evidencia sobre la prevalencia de esta patologia, que
actualmente se encuentra entre el 0,5 y el 3,3% en varones mayores de 65 afios en Europa
occidental, segtn los resultados de los programas de cribado de Suecia (7), Gran Bretafia
(8) y Dinamarca (9) y del 5,1% en fumadores segin un estudio de cribado en Estados
Unidos (10). Estos estudios poblacionales también indican que la prevalencia de AAA es
mayor en Australia, Norte América y Europa Occidental respecto a Latinoamérica y Asia
central (6) y que la prevalencia en mujeres es cuatro veces inferior a la de los hombres,

siendo esta del 0,7% en mujeres mayores de 60 afios (11).

Sin embargo, durante los ultimos 20 afios la prevalencia y la incidencia de esta patologia
ha ido disminuyendo tanto en paises desarrollados como en aquellos en vias de desarrollo,
debido probablemente al descenso en el consumo de tabaco durante este periodo (7, 12).
Este descenso ha llevado asociado también una disminucion en la incidencia de rotura de
AAA de entre el 20 y el 50% en los tltimos 20-30 afios en Europa y Estados Unidos, a

pesar del envejecimiento de la poblacion en estos lugares (13-16).
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2.1.3. Factores de riesgo

Se conocen distintos factores de riesgo asociados al AAA tales como: edad avanzada,
raza caucasica, historia familiar de AAA, sexo masculino, tabaco, hipertension,
hipercolesterolemia, enfermedad arterial periférica y enfermedad coronaria (17). Sin
embargo, la diabetes (especialmente la tipo II) es un factor protector frente a AAA
disminuyendo el riesgo a la mitad (18, 19). Estudios con gemelos univitelinos han

demostrado que la heredabilidad del riesgo frente a AAA puede ser hasta del 70% (20).

De todos estos, el tabaquismo es el factor de riesgo mas importante, asociandose al AAA
con una odds ratio >3 (7, 21), presentando una correlaciéon aiin mayor en mujeres (22,

23) y aumentando progresivamente en funcion de los afios de consumo de tabaco.

2.1.4. Historia natural y morbimortalidad

En la mayoria de pacientes, la historia natural del AAA es el crecimiento progresivo del
mismo hasta la rotura. Este crecimiento es similar en hombres y mujeres con AAA entre
3y 5,5 cm de diametro, situdndose en torno a 2,2 mm/afio de media (24). Los factores de
riesgo y protectores para la aparicion de un AAA también se asocian a su crecimiento,
aumentando este de media 0.35 mm/afio (16%) en paciente fumadores y disminuyendo
de media 0,51 mm/afio (25%) en pacientes diabéticos (24). La tasa de crecimiento
aumenta también con el diametro maximo del aneurisma, siendo de media de 1,3 mm/afio
en AAA de 3 cm y de 3,6 mm/afio en AAA de 5 cm (24). Estas tasas se han mantenido

estables en las ultimas décadas (25).
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La influencia del tratamiento farmacoldgico en el crecimiento de AAA se discutira de

forma independiente en un apartado posterior.

Aunque se ha descrito morbilidad asociada a los AAA en relaciéon a inflamacion,
embolizacion, trombosis, diseccion e infeccion del mismo, la incidencia de estas
complicaciones es despreciable y la morbimortalidad derivada de esta patologia se debe
principalmente al riesgo de rotura del mismo. A pesar de los avances en el tratamiento
emergente, el AAA roto (AAAr) mantiene una mortalidad global del 75-80% debido a
que tres cuartas partes de estos pacientes fallecen antes de llegar a quiréfano (26) y que
la mortalidad entre los que reciben tratamiento alcanza el 50% con un 15% de muertes

intraoperatorias (27).

De este modo, el AAAr sigue siendo una de las causas mas importantes de mortalidad en
el mundo occidental, llegando a ser la decimoquinta causa de muerte global y la décima
en varones mayores de 55 afios en Estados Unidos, con una incidencia de 11,3 muertes
por 100000 habitantes en varones blancos mayores de 55 (28).

Por ello, el diagndstico precoz, la prevencion del crecimiento y rotura y el tratamiento
previo a la misma resultan esenciales para disminuir el impacto de esta patologia en

nuestros pacientes.

2.1.5. Diagnéstico
La mayoria de AAA intactos cursan de manera asintomatica, por lo que el diagndstico
suele ser casual. Los casos sintomaticos suelen cursar con dolor espontaneo o a la

palpacion, localizado en la region del aneurisma o irradiado hacia la zona lumbar o
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genital. Raramente pueden aparecer sintomas por compresion, como nauseas, vomitos o
sensacion de saciedad al comprimirse el duodeno, sintomas urinarios e hidronefrosis por
afectacion ureteral y sintomas venosos como edema de miembros inferiores o trombosis
venosa profunda por compresion iliocava. Mas infrecuentemente puede aparecer dolor
Oseo por erosion de vertebras adyacentes o sintomas derivados de complicaciones

isquémicas por embolizacion distal.

El AAAr, en cambio, suele tener un curso dramatico con clinica repentina de palidez,
colapso circulatorio, dolor intenso a nivel abdominal o lumbar, distensiéon abdominal e

incluso sintomas derivados de una fistula aortoentérica o arterio-venosa primaria.

2.1.5.1. Anamnesis y exploracion fisica

La anamnesis detallada puede darnos informacién sobre los factores de riesgo para AAA
ya enumerados y la exploracion fisica puede revelar una masa pulsatil en el mesogastrio
del paciente. Sin embargo, la sensibilidad de la palpacion abdominal para el diagndstico
de AAA es inferior al 50% (29) y alin menor en pacientes obesos con perimetro abdominal
superior a los 100 cm (30), por lo que el examen fisico no resulta una prueba fiable para

descartar la presencia de un AAA.

2.1.5.2. Ecografia abdominal

La ecografia abdominal es la prueba de eleccion para deteccion y seguimiento de AAA
de pequefio diametro, presentando una sensibilidad y especificidad proximas al 100%
(31). Esta exploracion, sin embargo, presenta limitaciones debido a la variacion de

diametro con el ciclo cardiaco y a las dificultades de la exploracion en pacientes obesos
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o con abundante gas intestinal y no permite visualizar correctamente la aorta suprarrenal
y tordcica. Ademas, presenta una importante variabilidad intraobservador e
interobservador (32), considerdndose aceptable la precision de la exploracion si se
consigue una diferencia media entre distintas mediciones inferior a 5 mm en el 95% de
los casos (33). Por otro lado, no resulta fiable para diagnosticar una rotura aortica (34) ni
planificar un tratamiento endovascular del AAA y tiende a infraestimar el didmetro del
aneurisma respecto a la tomografia computarizada (TC) en torno a 2 mm (35), llegando
a medir mas de 55 mm en la TC un 70% de los aneurismas clasificados como 50-55 mm

mediante ecografia (36).

Por ello, se recomienda mantener el seguimiento con ecografia solo en AAA de pequefio

calibre, pasando a la TC cuando el diametro se acerque al limite de indicacion quirtrgica.

AORT_ILIAC
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CD 60 dB
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Persist 3
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-
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Figura 2.2: Imagen ecografica axial de un aneurisma de aorta abdominal.
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2.1.5.3. Tomografia computarizada

La TC con contraste yodado o angiografia por tomografia computarizada (ATC) es la
prueba de eleccion para analizar la extension de la patologia aneurismatica, marcar la
indicacion de tratamiento, planificar dicho tratamiento y diagnosticar una rotura del

aneurisma, siendo también util en el seguimiento tras la reparacion del AAA.

La ATC comparte algunos de los problemas de la ecografia abdominal en cuanto a la
variacion de didmetro con el ciclo cardiaco y las diferencias en las mediciones axiales
respecto a las ortogonales en aortas anguladas. Mantiene una variabilidad intraobservador
inferior a 5 mm segun los criterios previamente indicados (37) y, aunque algunos estudios
indican que la variabilidad interobservador puede ser alta, influyendo en la seleccion de
pacientes con indicacidn para tratamiento (38), el uso de magnificacion, reconstrucciones

multiplanares y software de medicion semiautoméatico disminuyen estas diferencias (37).

La ATC presenta numerosas ventajas respecto a la ecografia abdominal para la
planificacion del tratamiento: aporta informacion sobre la aorta completa (incluyendo su
porcion tordcica), sus ramas arteriales y las estructuras adyacentes, permite
reconstrucciones perpendiculares y tridimensionales y mediciones precisas de didmetros
y longitudes para la planificacién de un tratamiento endovascular y, mas recientemente,
puede servir como ayuda intraoperatoria mediante técnicas de fusion de ATC y
angiografia que disminuyen el tiempo quirtrgico, la radiacion y el contraste utilizado (39,

40).
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Figura 2.3: Imagen sagital (arriba), axial (abajo) y reconstruccion 3D (derecha) de una

tomografia computarizada con contraste yodado de un AAA.

El aumento del uso de la ATC para diagnostico y seguimiento de AAA ha puesto de
relieve los dos riesgos mas importantes relacionados con esta: la utilizacion de contraste
yodado nefrotoxico y la radiacion recibida por el paciente. Por ello es importante evaluar
la funcién renal antes de la realizacion de una ATC asi como asegurar una hidratacion

adecuada, oral o intravenosa, para evitar episodios de nefropatia por contraste (41).

Por otro lado, la radiacion acumulada por las ATC repetidas pueden conllevar un riesgo
aumentado de cancer. La dosis acumulada media por paciente y afio es de 104 mSyv, lo
que conlleva un riesgo medio de 0.8% de muerte inducida por exposiciéon a dicha

radiacion ionizante (42) y aun mayor en pacientes jovenes (43). El seguimiento pre y
19



postoperatorio mediante ecografia, las técnicas de fusion Angiografia-ATC y otras
medidas de optimizacion de la dosis recibida resultan por tanto esenciales para disminuir

el riesgo de sufrir dichas complicaciones en pacientes con tratamiento endovascular de

AAA.

2.1.5.4. Resonancia magnética nuclear

La resonancia magnética nuclear (RMN) presenta algunas ventajas sobre la ATC como
la ausencia de radiacidn ionizante y de contraste yodado y la excelente diferenciacion de
partes blandas circundantes. Ademds, al anadir contraste intravenoso con gadolinio,
permite estudios dindmicos en el tiempo, analizando los movimientos de la pared vascular
y el flujo sanguineo. Sin embargo, la disponibilidad es mas limitada que en la ATC,
presenta contraindicaciones en pacientes con claustrofobia o implantes metdlicos, la
adquisicion de imagenes es mas lenta, presenta una menor resolucion espacial y existen
pocos datos acerca de la fiabilidad de la RMN respecto a la ATC para medicion de

aneurismas y seguimiento postoperatorio (44).

Figura 2.4: Imagen por resonancia magnética nuclear de un AAA.
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2.1.5.5. Tomografia por emision de positrones

La tomografia por emision de positrones (PET) cuantifica la actividad metabdlica de las
c¢lulas mediante la detecciéon de la distribucion en el cuerpo de un radiofdirmaco
(fluorodesoxiglucosa). Al poder cuantificar también esta actividad en células
inflamatorias, puede resultar de utilidad en el diagnostico y seguimiento de aneurismas
inflamatorios (45), aneurismas micoticos (46), e infecciones de protesis o endoprotesis
(47). Sin embargo, excluyendo estas indicaciones, su uso en el campo de los aneurismas

estd actualmente restringido a la investigacion.

Figura 2.5: Imagen de un AAA mediante tomografia por emision de positrones.
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2.1.6. Cribado e indicacion de tratamiento

Dada la citada escasez de sintomas de esta patologia y la sensibilidad y especificidad del
diagnostico mediante una prueba no invasiva como el ecodoppler abdominal, el cribado
poblacional de AAA se ha planteado como una opcidn para disminuir la morbimortalidad
asociada a los mismos. La evidencia a favor de esta medida se basa en cuatro ensayos
clinicos aleatorizados realizados en hombres (48-51) y uno en mujeres (52) caucasicos
mayores de 65 afios. Esta evidencia se recoge en una revision sistematica realizada por
Cosford et al. (53) en la que se concluye que el cribado de AAA en varones mayores de
65 afios disminuye la mortalidad relacionada con el aneurisma, con una odds ratio de 0,6
(IC95% 0,47-0,78). Estos resultados se han confirmado més recientemente en un estudio

poblacional sueco incluyendo cribado en varones mayores de 65 afios de todo el pais (54).

El descenso en mortalidad en estos estudios se explica por la disminucion drastica en el
nimero de cirugias urgentes por aneurisma roto. A pesar de que la frecuencia de
reparacion electiva de AAA fue del doble en los pacientes que acudieron al cribado (y
por tanto, aumentaron también las complicaciones asociadas a dichas intervenciones en
estos pacientes), la enorme diferencia en morbimortalidad entre la reparacion electiva de
un AAA intacto y la reparacion urgente de un AAAr compensa este aumento. De este
modo, el nimero necesario a cribar para prevenir una muerte prematura relacionada con
el AAA es 667 pacientes, mientras que el nimero necesario a tratar de forma electiva es

unicamente 1,5 pacientes (54).

Por otro lado, la detecciéon de un AAA conlleva siempre una evaluacion del riesgo

cardiovascular y consejos en cuanto a disminucidn del consumo de tabaco, control de la
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presion arterial y otros cambios en el estilo de vida, y tratamiento preventivo en estos

pacientes, que podrian tener un efecto beneficioso a largo plazo.

Actualmente la indicacion de tratamiento de AAA se basa en el didmetro maximo del
mismo. Esta decision tiene en cuenta el riesgo de rotura del AAA que, como se ha
indicado, tiene una mortalidad alrededor del 80% y la mortalidad asociada a la reparacion
electiva del AAA intacto. Por ello, se consideran subsidiarios de tratamiento quirdrgico
electivo aquellos aneurismas con un didmetro maximo superior a 5,5 cm. Este limite se
basa en los resultados de cuatro ensayos clinicos aleatorizados que han sido recogidos en
una revision sistematica (55) en la que se concluyd que el manejo conservador y
seguimiento en aneurismas con un didmetro inferior a 5,5 cm era seguro y coste-efectivo.
Asimismo, se considera indicado el tratamiento en pacientes con aneurismas sintomaticos
(56) y en aquellos con un crecimiento anual mayor a 1 cm, aunque la evidencia para
defender este ultimo criterio sigue siendo baja y dicho crecimiento agudo puede no
relacionarse con el crecimiento a largo plazo del AAA o deberse a fallos en la medicion

(57, 58).

A pesar de presentar una menor incidencia en mujeres, el riesgo de rotura de un AAA en
estas pacientes es de tres a cuatro veces superior al de los hombres (24, 59), presentando
un riesgo de rotura en aneurismas de 4,5 cm similar al riesgo en pacientes varones con
AAA de 5,5 cm (60). Sin embargo, la morbimortalidad asociada a la reparacion electiva
de AAA en mujeres también es superior a la de los hombres (61), por lo que se ha
consensuado que en mujeres resulta prudente el tratamiento electivo de AAA con un

diametro superior a 5 cm (2).
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2.1.7. Tratamiento

2.1.7.1. Tratamiento quirurgico

A pesar de los esfuerzos por encontrar una terapia médica eficaz para evitar el crecimiento
y rotura de AAA, actualmente el tratamiento quirirgico constituye la unica alternativa

terapéutica efectiva para esta patologia.

Existen dos opciones quirurgicas para el tratamiento de AAA: la cirugia abierta
convencional mediante clampaje adrtico, reseccion del saco aneurismatico e implantacion
de un injerto protésico a dicho nivel y el tratamiento endovascular o EVAR en sus siglas
en inglés (Endovascular Aneurysm Repair) en el que se introduce de forma endoluminal
una endoprodtesis con anclaje proximal y distal al aneurisma, excluyéndolo de la

circulacion y promoviendo la trombosis del saco aneurismatico.

Figura 2.6: Tratamiento quirurgico convencional mediante reseccion del aneurisma e

implantacion de injerto protésico.
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Desde la descripcion del tratamiento endovascular en 1986 por Volodos (62) y
posteriormente en 1991 por Parodi (63), esta opcion se ha convertido en la alternativa
terapéutica mas comun para el tratamiento electivo de AAA, siendo la opcion utilizada

en casi tres cuartas partes de los pacientes en la actualidad (64).

El tratamiento endovascular ha demostrado una menor morbimortalidad perioperatoria
con disminucion del tiempo quirtirgico y la estancia hospitalaria (65). Sin embargo, los
requerimientos anatomicos para estos procedimientos, las dudas sobre la durabilidad de
los mismos, la necesidad de seguimiento continuado y el aumento de intervenciones
secundarias respecto a la cirugia abierta convencional, hacen que el tratamiento de
eleccion siga siendo objeto de debate y la decision terapéutica se lleve a cabo de forma

individualizada para cada paciente.

Figura 2.7: Reconstruccion tridimensional de un AAA antes y después del tratamiento

endovascular.
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2.1.7.2. Tratamiento médico

La alta mortalidad asociada al AAAr y el problema clinico que supone el diagndstico y
tratamiento precoz de una patologia que cursa, en la mayor parte de los pacientes, de
manera asintomdtica ha impulsado numerosos estudios destinados a encontrar un

tratamiento médico que disminuya la formacion, crecimiento y rotura de los AAA.

Se han realizado numerosos ensayos clinicos aleatorizados con este objetivo estudiando
diferentes farmacos incluyendo doxiciclina, betabloqueantes, inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina y estatinas (66-68). Sin embargo, hasta la fecha, ninguno de
estos ensayos ha conseguido encontrar un tratamiento efectivo (69). Tampoco cambios
en el estilo de vida tales como el ejercicio fisico han demostrado influir en la tasa de
crecimiento y rotura de los AAA (70), siendo el abandono del héabito tabaquico el inico
factor de riesgo modificable con influencia en la evolucion de esta patologia,

disminuyendo en un 20% la tasa de crecimiento y rotura de los mismos (24).

Como ya se ha indicado, los pacientes diabéticos presentan una menor tasa de crecimiento
y rotura de AAA, lo que ha llevado a estudiar de forma intensiva en los tltimos afios la
influencia de los antidiabéticos orales, en especial la metformina, en este hecho (71). A
pesar de que algunos estudios observacionales sefalan un posible efecto protector de la
metformina en estos pacientes (72-76), otros no han encontrado asociaciéon con los
resultados clinicos (24, 77) ni con los mecanismos fisiopatologicos (78) y han sugerido
que esta diferencia se debe a factores de confusion en estas poblaciones.

Aunque actualmente la metformina es el fArmaco més prometedor en cuanto a la terapia

médica de los AAA, hasta que se publiquen resultados de los ensayos clinicos con esta
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molécula que ya estdn en marcha, no dispondremos de datos fiables sobre la influencia
de la misma en esta patologia.

Esta falta de terapia médica para la prevencion y tratamiento de los AAA es la que motivo
el presente trabajo. Las posibilidades de encontrar un farmaco eficaz en esta enfermedad

pasan por entender su etiopatogenia para poder contrarrestar sus causas.

2.1.8. Etiopatogenia de los aneurismas de aorta abdominal

A pesar de que los AAA siguen siendo una causa importante de morbilidad y mortalidad
(79), su patogenia sigue sin ser del todo conocida. Se sabe que el resultado de los
mecanismos en su formacién es un debilitamiento progresivo de los elementos
estructurales de la pared arterial en todos sus planos, que afecta a las tres capas del vaso
(intima, media y adventicia) y produce la dilatacion gradual y permanente de la arteria.
La determinacion de estas causas de debilitamiento de la pared resulta crucial para la
busqueda de dianas terapéuticas que puedan frenar o detener este proceso, evitando el

crecimiento y rotura del aneurisma.

2.1.8.1. Anatomia de la pared arterial sana

A pesar de que la patologia aneurismética presente una mayor incidencia en ciertas
localizaciones, la estructura basica de la pared arterial es similar en todo el arbol vascular,
modificandose Unicamente la proporcion de sus elementos en sus distintas regiones
anatomicas. De este modo, la pared arterial estd compuesta por una matriz de fibras y
diferentes células que se organizan en un tejido conectivo dispuesto en tres capas: capa

intima, media y adventicia.
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Figura 2.8: Corte histologico de una arteria mostrando la capa intima (1), media (2) y

adventicia (3). Fuente: Atlas de histologia. Universidad Estadual do Sudoeste da Bahia.

e Capa intima: Localizada en la porcion mas interna de la pared arterial, la capa
intima esta formada por leucocitos, musculo liso y fibras de tejido conectivo. La
matriz de esta capa se compone fundamentalmente de fibras elésticas, colageno y
proteoglicanos. Esta capa se encuentra localizada entre la luz del vaso sanguineo
y la capa media y a su vez se subdivide en tres porciones: Endotelio, lamina basal

y lamina elastica interna.
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Endotelio: Constituye la porcidon mas interna de la capa intima, directamente en
contacto con la sangre. Estd formada por una fina ldmina de células endoteliales
planas y participa en procesos fisiologicos y patologicos, reaccionando a estimulos
fisicos, quimicos e inmunoldgicos (80). El endotelio interacciona asi con los
componentes celulares y acelulares de su medio, siendo un importante regulador
del tono vasomotor, el equilibrio hemostatico, la permeabilidad y migracion celular,

y la inmunidad (81).

Su componente intraluminal se encuentra recubierto por el glicocalix, que le aporta
a la superficie endotelial sus propiedades antitromboticas (82). Este reduce el
rozamiento con el flujo sanguineo e impide la pérdida de fluidos a través de la pared
arterial. La rotura del mismo en procesos inflamatorios, facilita la adhesion de

leucocitos en la zona dafada y el inicio del proceso ateroesclerdtico (83).

Resulta también importante el tipo de union entre las células del endotelio,
existiendo zonas con una unién hermética entre las mismas (zona occludens) que
se opone al transporte entre las células y mantiene la polaridad de dicha capa y otras
zonas con uniones adherentes (zona adherens) que permiten el intercambio de

iones, metabolitos y factores de regulacion (82).

Por ultimo, estas células intervienen también en el balance pro/antitrombdtico,
dificultando la agregacion plaquetaria mediante su actividad ADPasa, la liberacion

de Oxido Nitrico (NO) y la produccién de prostaglandinas.
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Lamina basal: Esta capa rodea al endotelio y proporciona soporte al mismo,
participando en la regeneracion celular y union de la capa endotelial. Al igual que
la zona occludens del endotelio, supone una barrera para la migracion celular y
ademas participa en el inicio de la cascada de la coagulacion (84). Esta porcion
especializada de la matriz extracelular, conecta el endotelio con las células del

musculo liso y las capas adyacentes (85).

La lamina basal se divide a su vez en dos zonas, una region interna clara (l&mina
rara) compuesta por laminina y una region fibrilar densa (ldmina densa) compuesta
por células de colageno tipo IV. En su conjunto, esta capa proporciona una union
flexible a las células endoteliales que les permite adaptarse a los cambios que las
distintas fases del ciclo cardiaco y los movimientos de torsion y flexion producen

en ellas, fortaleciendo mecanicamente la pared vascular.

Lamina eléstica interna: Consiste en una lamina de fibras elésticas que separan la

capa intima subendotelial de la capa media. Presenta fenestraciones que permiten
el paso por difusion a través de la pared vascular y evita la acumulacion de
macromoléculas a dicho nivel en las arterias de gran calibre. De esta forma, lesiones
en la 1amina eléstica interna se han relacionado con hiperplasia intimal arterial (86)
y formacion de placas ateroesclerdticas, al favorecer la entrada de macromoléculas,

lipidos y leucocitos en la pared (87).

Capa media: Se encuentra localizada entre la lamina elastica interna y la

adventicia y, bajo condiciones fisiologicas de presion arterial, es la principal
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responsable de las propiedades mecanicas de la pared arterial aportandole
estabilidad a la misma, por lo que estd intimamente relacionada con la formacion
de aneurismas. Esta capa estd compuesta de fasciculos orientados de células
musculares lisas dentro de una red de fibras elasticas y fibras de coladgeno, asi
como otros elementos como laminina, heparansulfato, entactina o fibronectinas
que conforman su membrana basal (88). Las fibras de la membrana basal estan
dispuestas de manera que se ajustan a las células de musculo liso al ser sometidas
a presion, manteniendo los grupos de células unidos e impidiendo una dilatacion
excesiva. Este sistema altamente integrado evita que se pueda distender un
elemento de la misma sin que se distiendan los demas y su elasticidad es la que le

aporta la distensibilidad al vaso, atenuando su carga mecdnica durante la sistole

(89).

Las fibras de elastina no paralelas, por su parte, son las que permiten cambiar el
diametro arterial en respuesta a estimulos neurohumorales, controlando la presion

arterial y el flujo del vaso sanguineo al modificar su calibre.

Las arterias se clasifican asi en eldsticas o musculares en funcion de la proporcion
de componentes celulares y fibrosos que posean en esta capa (90). Las arterias
elasticas son aquellas de gran calibre, proximas al corazon, con una lamela elastica
bien definida y menor proporcion de fibras de células y tejido conectivo, mientras
que las arterias musculares, predominantes en las ramas de las anteriores,

presentan una mayor proporcion de células de musculo liso.
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La lamina elastica externa constituye la porcién mas superficial de la capa media

y consiste en una lamina de fibras elasticas que la separan de la adventicia.

e Adventicia: Esta capa se localiza entre la ldmina eléstica externa y el tejido
conectivo perivascular. Presenta una baja proporcion de células,
predominantemente fibroblastos, y su grosor varia a lo largo del arbol vascular. A
este nivel se localizan las fibras nerviosas vasomotoras que contribuyen a la
regulacion funcional del musculo liso de la pared arterial produciendo
vasoconstriccion a través de receptores adrenérgicos y vasodilatacion mediante la
activacion de receptores . También se localizan a este nivel los vasa vasorum
que nutren la adventicia y la parte externa de la capa media de la pared vascular,
mientras que la intima y la porcidn interna de la capa media reciben los nutrientes

a través de difusion desde la luz del vaso.

2.1.8.2. Anatomia de la pared arterial aneurismatica
Las tres capas mencionadas previamente estan implicadas de alguna manera en la

degeneracion aneurismatica de la pared arterial.

e Intima: Como se ha indicado en el apartado anterior, el endotelio localizado en
la capa intima se trata de una estructura altamente especializada que regula la
interaccion entre células y proteinas circulantes en el flujo sanguineo y las
estructuras de la pared vascular de forma activa. Las células endoteliales
participan en la degeneracion de la pared mediante la sintesis de especies reactivas

de oxigeno (ROS en sus siglas en inglés) que, como se explicara mas adelante,
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estan implicadas en la formacién de AAA por aumento del estrés oxidativo. A su
vez, la desestructuracion de esta capa, puede conllevar la aparicion de trombo
intraluminal que se asocia al debilitamiento de la pared al producir una situacion

de hipoxia a dicho nivel (91) y promover la inflamacién y apoptosis celular (92).

Capa media: A este nivel se producen la mayor parte de las alteraciones de la
pared relacionadas con la formacidn, crecimiento y rotura de AAA. Durante la
degeneracion aneurismatica de la aorta, disminuye de forma dramatica la
presencia de fibras de elastina a este nivel alterando la fuerza tensional del vaso.
El coladgeno, por su parte, presenta menor elasticidad, pero mayor fuerza tensional,
anadiendo resistencia a la pared cuando la presion es elevada para impedir una
dilatacion excesiva. De este modo, la rotura de un AAA ocurre cuando las fibras
de coldgeno de la capa media y adventicia no son capaces de mantener la

integridad estructural de la pared.

Las células de musculo liso de esta capa, tienen también un papel central en la
patogénesis del aneurisma. En condiciones fisiologicas producen los componentes
de la matriz extracelular (incluyendo la elastina y el colageno ya mencionados),
adaptandose a las necesidades de la arteria mediante un proceso de
remodelamiento. En los AAA estas células se encuentran muy disminuidas vy,
ademas, existe una disfuncion de las células existentes que contribuyen a la
progresion del aneurisma mediante la produccion de proteasas que degradan la

matriz extracelular como las Matrix Metalloproteinase MMP-2 y MMP-9.
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e Adventicia: Esta capa responde a alteraciones externas mediante una repuesta
inflamatoria, fibrotica y angiogénica (93). Esta tltima ha sido objeto de debate en
cuanto a su relacion con la patogenia del aneurisma. A pesar de que no se ha
podido confirmar la hipdtesis de que una disminucion en la densidad de vasa
vasorum podria producir una degeneracidon aneurismatica, si se ha encontrado un
aumento de neovascularizacion de la adventicia mediada por inflamacion en AAA
y ain mayor en zonas de rotura (94). Sin embargo, ain se desconoce si esta
formacion neocapilar participa en la patogénesis del aneurisma o es una mera

consecuencia de la inflamacion de la pared arterial a dicho nivel.

2.1.8.3. Mecanismos etiopatogénicos implicados en la formacion de AAA.
Como ya se ha indicado, el AAA constituye la forma mas comuin de patologia
aneurismatica arterial en humanos, por lo que los esfuerzos para estudiar la fisiopatologia

de esta enfermedad se han centrado en su mayoria en la aorta abdominal.

Desde las primeras investigaciones que plantearon hace mas de 20 afios que el AAA podia
presentar un proceso fisiopatoldgico diferente al de la ateroesclerosis, se ha avanzado
mucho en la investigacion de las causas y mecanismos de la enfermedad. Sin embargo,

su etiopatogenia ain no ha sido del todo esclarecida.

Actualmente, se considera que existen distintos mecanismos que participan en la
formacion del AAA: actividad proteolitica en la pared arterial, cambios en las células
parenquimatosas, mecanismos inflamatorios e inmunitarios a dicho nivel y estrés

oxidativo.
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2.1.8.3.1. Actividad proteolitica en la pared arterial

La degradacion de la matriz extracelular en la pared adrtica es considerada uno de los
principales mecanismos implicados en el crecimiento de los AAA (95, 96). La
destruccion de la capa media en el AAA se caracteriza por eliminar casi por completo los
elementos estructurales normales a dicho nivel y en particular las fibras elasticas. Dado
que en condiciones normales la elastina es extremadamente resistente, la investigacion
sobre la fisiopatologia del AAA se ha centrado en el limitado nimero de procesos
enzimaticos capaces de producir elastolisis. Estas enzimas elastoliticas aumentadas en los
AAA incluyen la elastasa neutrofilica y diversos tipos de MMP. A pesar de haberse
identificado otras enzimas elastoliticas en el tejido aneurismatico, la accion de las MMP

ha sido bien caracterizado y se cree que tienen un papel central en su patogenia.

Las MMP son una familia de enzimas degradadoras de la matriz extracelular que resultan
esenciales en numerosos procesos homeostaticos fisioldgicos, incluyendo la cicatrizacion
de heridas, la angiogénesis, la remodelacion tisular o la resorcion 6sea. Los precursores
de estas enzimas, los pro-MMP, son producidos por neutréfilos, macréfagos, fibroblastos
y células de musculo liso. Estos precursores se activan mediante la accion de proteinasas
extracelulares como la plasmina, activadores del plasminogeno y otras MMP, mientras
que su actividad puede ser inhibida por la liberacién a nivel local de inhibidores
bioldgicos de su actividad como los TIMP (siglas en inglés de inhibidores tisulares de

metaloproteinasas).

Ademas de este control a nivel de activacion extracelular e inhibicidon local, su actividad

puede controlarse también a través de la induccion o supresion de la transcripcion de los
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genes implicados en su formacion. La delecion de genes que codifican la expresion de

TIMP conlleva un aumento del tamafio aneurismatico a nivel experimental, por lo que se

ha sugerido la posibilidad de que los AAA resulten de un desequilibrio local o sistémico

entre la produccion de MMP y TIMP (97). Sin embargo, en muestras de tejido de

pacientes con AAA se ha demostrado un aumento de la produccion de TIMP, por lo que

esta relacidon no es tan clara a nivel clinico.

Aunque se han descrito numerosas MMP implicadas en la formacion de AAA (cuyas

caracteristicas se resumen en la Tabla 2.1), hay dos MMP que tienen un papel principal

en esta patologia:

MMP-9 (Gelatinasa B o Gelatinasa 92 kDa): Esta enzima participa en la
degradacion de elastina, coldgeno tipo I y IV y fibrinégeno. La MMP-9 ha
suscitado un interés especial en la patogenia del AAA debido a que se trata de la
gelatinasa producida en mayor cantidad por el tejido aneurisméatico y con la mayor

diferencia de expresion entre tejido sano y muestras de AAA (98, 99).

La principal fuente de esta enzima son los macréfagos de la pared arterial, pero
también puede ser producida por las células de musculo liso de la capa media y

fibroblastos de la adventicia, especialmente en condiciones de inflamacion.

Los niveles de MMP-9 también se encuentran aumentados en el plasma de
pacientes con AAA y dicho aumento de expresion se correlaciona con la

progresion del AAA aun mas que su tamafio (100-102). Del mismo modo, se ha
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demostrado proteccion frente a la formacion de aneurismas en ratones knockout
para la MMP-9, en los que la lamina elastica se encuentra morfolégicamente

preservada (103).

MMP-2 (Gelatinasa A): Al igual que la MMP-9, puede degradar elastina y

colageno tipo IV y es producida por células de musculo liso y fibroblastos.

La expresion de MMP-2 se encuentra mas aumentada que la de MMP-9 en
aneurismas de pequefio tamafio (104), pero no en aortas sanas ni afectadas por
ateroesclerosis (105), por lo que se ha sugerido que pueda estar implicada en las
etapas iniciales del desarrollo del AAA. Al igual que en la MMP-9, se ha
demostrado proteccion frente al aneurisma en ratones con una produccion
deficiente de MMP-2 y existen datos experimentales que confirman que ambas
MMP deben estar presentes y activas para que progrese la formacion de AAA, por
lo que puede que exista una relacion sinérgica y codependiente de las mismas

(106).

Ademas de las MMP, se han identificado otros tipos de proteinasa implicados en la

formacion de AAA mediante destruccion directa de la matriz extracelular o mediante la

activacion de MMP. Las catepsinas, unas cistina-proteasas capaces de catalizar la

degradacion de elastina en modelos experimentales de aneurismas, se han encontrado

aumentadas en muestras de pared aodrtica aneurismatica tanto en relacion a aortas sanas

como en relacion a aortas ateroesclerdticas (107).
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Tabla 2.1: Metaloproteinasas de la matriz (MMP) implicadas en la patogénesis de los

aneurismas de aorta abdominal.

MMP i ' Funcion

MMP-1 Colagenasa

MMP-2 ________________________________________ Degradacion de Elastina y Colageno
tipo IV

MMP-3 o i Colagenasa y activacion de otras MMP _

MMP-8 ----- ---------------------------------------- Colagenasa

MMP-9 ________________________________________ Degradacion de Elastina, coldgeno tipo _
Iy IV y fibrindgeno

MMP-12 7777777777777777777777777777777777777777 Unio6n y degradacion de fibras de
elastina

MMP13 ---------------------------------------- i Colagenasa

Por otro lado, la Cistatina C, un inhibidor de cistina-proteasas, se encuentra disminuida
en el tejido aneurismatico y su delecion en modelos experimentales de aneurisma
incrementa el tamafio del aneurisma y su tasa de crecimiento (108). La cistein-proteasa
dipeptidilpeptidasa I, también aumenta la formacion de aneurismas a nivel experimental

mediante el reclutamiento de neutréfilos (109).
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Por ultimo, y en relacion con el objeto de este trabajo, algunas serin-proteasas,
particularmente las pertenecientes a la familia del activador del plasmindgeno (el
activador tisular del plasmindgeno y el activador del plasmindgeno tipo uroquinasa),
también se han relacionado con la formacion de AAA. Estas enzimas actian sobre el
plasminogeno formando plasmina, que es capaz de degradar de forma directa la matriz

extracelular, asi como de activar metaloproteinasas (110).

2.1.8.3.2. Cambios en las células parenquimatosas

Otra de las caracteristicas patoldgicas de la enfermedad aneurismatica avanzada es la
disminucion del nimero de células de musculo liso en la capa media de la arteria. En
muestras de pared aneurismdtica se ha demostrado un aumento de la apoptosis de dichas
células, asi como del gen supresor de tumores p53 que interviene en la via intrinseca de
activacion del proceso apoptdtico (111). Ademads, las células de musculo liso restante
presentan una capacidad proliferativa disminuida respecto a las aortas sanas y pueden
producir y secretar MMP en respuesta a estimulos inflamatorios, contribuyendo de forma
directa a la formacion del aneurisma (112). Esta participacion directa en el desarrollo del

AAA puede deberse al aumento de la capacidad de estas células de modificar la matriz.

Embrioldgicamente, estas células en la aorta distal, arterias iliacas comunes e iliacas
internas derivan de los mismos precursores durante el desarrollo gestacional, mientras
que las arterias iliacas externas se desarrollan més tardiamente a partir de un precursor
diferente, lo que podria explicar la resistencia de estas Ultimas frente a la formacion de

aneurismas en estos vasos.
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2.1.8.3.3. Inflamacion y respuesta inmune

Exceptuando la ya mencionada pérdida de elastina en la capa media, el elemento mas
caracteristico de la pared arterial aneurismatica es el infiltrado inflamatorio de su capa
media, por lo que se ha estudiado desde hace afios su papel en la génesis y progresion de

los AAA (113).

Aunque a dia de hoy se desconocen los desencadenantes que inician esta reaccion
inflamatoria en la pared de los AAA, algunos estudios han sugerido que estos pacientes
podrian presentar una susceptibilidad genética con una manifestacion autoinmune,
asociandose la enfermedad aneurismatica con ciertos haplotipos del complejo mayor de

histocompatibilidad humana (114).

Entre las células inflamatorias presentes en los AAA se encuentran linfocitos T y B,
macrdofagos, mastocitos, neutrofilos, células dendriticas y células plasmadticas. La
importancia exacta de cada una de estas células y sus interrelaciones son muy variadas y
complejas, pero en conjunto ejercen un papel en la patogenia del aneurisma por los dos
mecanismos ya explicados: las células inflamatorias capaces de producir MMP y
citoquinas (IL-1, IL-6, factor de necrosis tumoral, etc.) producen destruccion directa de
la matriz extracelular (115, 116) y, por otro lado, la induccion de apoptosis celular en

células de musculo liso impide la regeneracion de la matriz por las mismas (117).

El reclutamiento y proliferacion de estas células inflamatorias se debe seguramente a la
produccion de varias citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias que han sido

implicadas en estos mecanismos, incluyendo la IL-6, IL-8, proteina inflamatoria de
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macrofagos la y la proteina quimiotactica de monocitos 1 (118-120). Ademas, se ha
demostrado experimentalmente que los productos de degradacion de la elastina y los
péptidos hidrofilicos liberados por procesos elastoliticos estimulan y perpetian el
reclutamiento y activacion de células mononucleares en la pared aortica (121). Estos
productos se acoplan a las proteinas de union de la elastina de la superficie celular
estimulando la quimiotaxis, activacion y fagocitosis de las células mononucleares. Se han
encontrado también concentraciones séricas elevadas de estos productos de degradacion
de la elastina en pacientes con AAA y sus niveles se relacionan con el riesgo de progresion

de la enfermedad (122).

Las prostaglandinas también podrian jugar un papel en la patogenia del AAA al estimular
en los macrofagos la produccion de la citoquina proinflamatoria IL-6 mediante la
activacion de su receptor de superficie EP4. Aunque la inhibicién de la produccion de
prostaglandinas mediante indometacina ha demostrado disminuir la produccion de
ciclooxigenasa-2, prostaglandina-E2 y MMP-9, limitando el crecimiento en AAA

experimentales, estudios posteriores han cuestionado la importancia de esta via (123).

Finalmente, también se han encontrado niveles aumentados de citoquinas
antinflamatorias tales como IL-4, IL-5 e IL-10 en los AAA, sugiriendo que existe una
respuesta enddgena frente a los estimulos previos que intenta contrarrestar esta situacion
proinflamatoria (124). Por lo tanto, el equilibrio entre esta situacién pro- y
antiinflamatoria, podria jugar un papel clave en la evolucién del AAA, explicando en
parte las diferencias inter- e intraindividuales en las tasas de crecimiento y rotura del

mismo.
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2.1.8.3.4. Estrés oxidativo

Numerosos estudios han identificado el estrés oxidativo como un mecanismo relacionado
con la formacion de AAA (125). Este se produce como consecuencia de un desequilibrio
entre las especies reactivas de oxigeno (ROS) y los radicales libres (RL) generados de
forma endogena en procesos fisiologicos, y la actividad antioxidante que se opone a estos

(126).

Los RL son especies quimicas que poseen uno o mas electrones desapareados. Se forman
a partir de la rotura homolitica de una molécula y son altamente inestables y reactivos,
presentando una vida media corta. Las ROS son especies quimicas reactivas que
presentan oxigeno en su estructura, pudiendo tener o no tener electrones desapareados.
La alta reactividad de ambos, hace que tanto las ROS como los RL puedan iniciar
reacciones en cadena al adquirir un electrén para estabilizarse, convirtiendo a su vez en
RL a las moléculas de las que toman dicho electron y pudiendo reaccionar éstas con otras

estructuras como proteinas, lipidos o DNA (127).

RL y ROS pueden producirse por situaciones patologicas tales como la inflamacion, pero
en condiciones fisiologicas se generan pequefias cantidades de ROS como el anidén
superoxido, radicales hidroxilo o peréxido de hidrégeno a partir del metabolismo aerobio
en respuesta a estimulos internos y externos. Al usar oxigeno como aceptor de electrones
en los ultimos pasos de la cadena respiratoria dentro de la mitocondria, se genera un 97-
98% de agua y un 2-3% de ROS. Estas pequefias cantidades de ROS resultan
imprescindibles en numerosos procesos relacionados con la proliferacion o apoptosis

celular, con la inmunidad o con la sefhalizacion intracelular (128).
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Ademas de estos elementos de la cadena respiratoria mitocondrial, otras fuentes
productoras de ROS en nuestro organismo son la xantina oxidasa, la ciclooxigenasa, la
lipooxigenasa, la hemo oxigenasa, la NADH/NADPH oxidasa y la 6xido nitrico sintasa

(NOS).

El desequilibrio entre produccion y destruccion de ROS genera una situacion de estrés
oxidativo produciendo el dafio tisular. Este desequilibrio puede ocasionarse tanto por la
produccion aumentada de ROS, como por la disminucion de los mecanismos que
inactivan estas especies mediante antioxidantes celulares y enzimas endogenas (glutation

peroxidasa, glutation reductasa, superdxido dismutasa).

El estrés oxidativo, a su vez, induce un proceso de sefializacion proinflamatoria que
desencadena dafio celular y apoptosis, como ya hemos visto en los apartados anteriores.
Algunas de estas ROS, como el anion superdxido o el peroxido de hidrogeno, producidas
en fibroblastos, leucocitos infiltrados en la pared y células de musculo liso, originan a su
vez un reclutamiento de otras células inflamatorias e inhiben el PAI-1 (Inhibidor de la

activacion del plasmindgeno 1), una enzima que limita la activacion de MMP.

Todos estos marcadores de estrés oxidativo se han encontrado significativamente
elevados en muestras de AAA con respecto a tejido adrtico sano (125) y se han
identificado diversas fuentes de ROS en este tejido, incluyendo reacciones del
metabolismo lipidico por la ciclooxigenasa o la alteracion de la produccion de NO en el
endotelio. Sin embargo, la principal fuente de ROS en el tejido aneurismatico es la

NADPH oxidasa, cuya actividad se ve aumentada por la accidon de citoquinas secretadas
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por macrofagos, linfocitos y células de musculo liso, asi como por otros reguladores como
la angiotensina II, los leucotrienos o las lipoproteinas de baja densidad oxidadas. Estudios
en modelos murinos de AAA han confirmado que las NADPH oxidasas e incluso el

isotipo 2 de la NOS son fuentes importantes de produccion de RL en aneurismas aorticos.

La deplecion de estas enzimas en ratones (129) al igual que la deplecion de la NOS (123)
consiguen atenuar el desarrollo de AAA en condiciones experimentales, preservandose
la estructura de la pared aortica. También se ha conseguido inhibir la progresion
aneurismatica a nivel experimental mediante el aumento de enzimas antioxidantes como
la hemo-oxigenasa 1 o la adicion de vitamina E, aunque estos efectos no se hayan
mantenido en ensayos clinicos con administracion de antioxidantes a los pacientes.

Mediante todos estos mecanismos descritos, el estrés oxidativo colabora con la activacion
de proteasas y la inflamacion en la pared aneurismética contribuyendo a la degradacion

de proteinas estructurales y debilitando asi la pared de la aorta abdominal (130, 131).

2.2. HEMOSTASIA Y COAGULACION

Los procesos de coagulacion y fibrinolisis representan el principal mecanismo de defensa
del sistema vascular. Las fuerzas opuestas de formacion del trombo de fibrina y la
disolucion del mismo mantienen la hemostasia y preservan la funcién vascular y su
integridad. Los eventos procoagulantes que culminan en la generacion del trombo
protegen a los vasos frente a las lesiones perforantes y la pérdida sanguinea, mientras que
la fibrinolisis elimina dicho trombo e inicia mecanismos relacionados con la reparacion

y regeneracion del tejido.
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En este proceso juegan un papel fundamental células endoteliales y circulantes, asi como
sus proteinas de membrana y tejido perivascular. Estos tres compartimentos producen una
respuesta integrada y han de mantener un equilibrio entre sus funciones procoagulantes,
anticoagulantes y fibrinoliticas para prevenir un sangrado o una formacion excesiva de

trombo.

2.2.1. Hemostasia
La hemostasia es un proceso activo propio del sistema vascular destinado a detener la
hemorragia. Se desarrolla en tres fases: vasoconstriccion refleja, hemostasia primaria o

agregacion plaquetaria y hemostasia secundaria o coagulacion.

2.2.1.1. Vasoconstriccion refleja

Se trata de una respuesta inmediata y pasajera tras producirse el dafio vascular que genera
una disminucion del area del vaso y el flujo a dicho nivel mediante una contraccion de
las fibras musculares de la pared, disminuyendo las pérdidas sanguineas.

Esta respuesta estd controlada por mecanismos reflejos mediados por el sistema nervioso
simpatico y mediadores de accion local como la endotelina y el tromboxano A2 (132,
133). Esta vasoconstriccion, ademads, favorece la acumulacion de células sanguineas cerca
de la region del vaso lesionada, facilitando la interaccion entre las plaquetas y la pared

vascular e iniciandose asi la siguiente fase de la hemostasia.

2.2.1.2. Hemostasia primaria
Proceso por el cual se produce el tapon plaquetario a través de la adhesion, activacion,

secrecion y agregacion plaquetaria. Como se ha visto anteriormente, distintos
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mecanismos de la pared vascular sana impiden la adhesion de las plaquetas al endotelio
vascular. Sin embargo, al producirse una lesion, queda expuesto el coldgeno subendotelial
y esto permite que se adhieran las plaquetas a dicho nivel. Las plaquetas se unen al vaso
a través de receptores de membrana especificos como la glicoproteina Ib/IX/V, que se
une al factor de von Willebrand del tejido subendotelial, o la glicoproteina IIb/Illa que
sirve para unir plaquetas entre si mismas y a la pared vascular. Otros receptores de
colageno como la glicoproteina la/Ila promueven la activacion y agregacion plaquetaria
(134).

Estas plaquetas activadas cambian de forma y segregan diferentes sustancias contenidas
en sus granulos a y 8 como tromboxano A2, factor V, ATP, calcio, serotonina, factor
plaquetario 4, factor de crecimiento derivado de plaquetas y fibrindgeno. Todas estas
sustancias favorecen el reclutamiento y agregacion de otras plaquetas, y la union del
fibrindgeno plasmatico a la glicoproteina IIb-I1la activada estimula la formacién de una

red de coldgeno y plaquetas que constituyen este trombo primario.

2.2.1.3. Hemostasia secundaria

La hemostasia secundaria o coagulacion consiste en una serie de procesos con diferentes
reacciones enzimaticas que llevan a la conversion del fibrindgeno en fibrina. Esta fibrina
es capaz de polimerizar y atrapar otras plaquetas, células circulantes y plasma, formando
asi el coagulo secundario, que es estable e insoluble a diferencia del primario mencionado
previamente (135). En la Figura 2.9 se puede observar que, tanto la via intrinseca o de
contacto iniciada sobre el coldgeno subendotelial como la via extrinseca, iniciada por el
factor tisular, convergen en la transformacion del factor X a factor X activado (factor Xa

o FXa), que cataliza la conversion de protrombina a trombina activa.
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Figura 2.9: Vias intrinseca y extrinseca de la coagulacion. Fuente:

https://commons.wikimedia.org/wiki/File: Coagulation full svg

2.2.2. Factor Xa y efectos pleiotropicos del factor Xa
Como ya se ha indicado, el factor X de la coagulacion, también conocido por su epdnimo
“factor de Stuart-Prower”, es una serin-proteasa que cataliza la conversion proteolitica de

protrombina a trombina activa.

Su sintesis a nivel del higado depende de la vitamina K, siendo un factor muy estable en
condiciones fisiologicas a 37°C y pH entre 6 y 9, degradandose e inactivandose al salir

de estos valores.
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Figura 2.10: Estructura tridimensional del FXa. Fuente:

https://commons.wikimedia.org/wiki/File: Protein_F10 PDB_Ic5m.png

Aungque es conocido el papel del FXa en la coagulacion, diferentes estudios han sugerido
también efectos directos adicionales de dicho factor en la pared vascular (136, 137). Los
primeros estudios a este respecto, encontraron una respuesta hipotensiva al FXa en ratas
que era mediada por una liberacién aumentada de NO asi como aumento de expresion
génica de citoquinas proinflamatorias (138). Esta relajacion arterial producida por el FXa
y mediada por la liberacién de NO por el endotelio ha sido confirmada en estudios in vitro

(139).

Muchos estudios han analizado también los efectos mitogénicos del FXa y su aumento de
la expresion de citoquinas implicados en la remodelacion tisular y la fibrosis, que
participan en la reparacion de tejidos dafiados tras activarse el mismo durante la
hemostasia (140, 141). Esta accion mitégena del FXa se ha demostrado en células de

musculo liso de aorta en ratas (142) asi como en otras células endoteliales (143, 144).
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En relacion con los mecanismos patogénicos de los AAA, se ha demostrado que el FXa
aumenta el estrés oxidativo en células de musculo liso vascular humanas de la vena safena
(145, 146) y aumenta la liberacion de factores proinflamatorios como la IL-6 en células
de musculo liso de arteria coronaria (136) y la IL-6, IL-8 y la proteina quimiotactica de

monocitos 1 (MCP-1) en células endoteliales (147, 148).

Ademas, en arteria femoral de pacientes diabéticos, el FXa modifica el nivel de expresion
de proteinas asociadas con estrés oxidativo y metabolismo energético, un efecto que es
evitado por el rivaroxaban (149). Por tltimo, la inhibicién de los factores Xa/Ila mediante
infusion de enoxaparina y fondaparinux (150) o del FXa mediante rivaroxaban (151) han
conseguido disminuir la severidad o incluso prevenir las lesiones ateroesclerdticas y
aneurismaticas en modelos experimentales de aneurisma con ratones con deficiencia en

apolipoproteina E (ApoE—/—) infundidos con angiotensina II (Angll).

Sin embargo, no hemos encontrado en la literatura hasta la fecha ningin estudio que
examine los posibles efectos del FXa enddgeno en proteinas asociadas con inflamacion o

estrés oxidativo en AAA humanos.

2.2.3. Coagulacion y aneurismas

Otro fenémeno importante asociado con los aneurismas y su riesgo de rotura es la
presencia de trombo mural en la luz de los mismos (152), el cual estd presente en
alrededor del 75% de los AAA (91). A este respecto, se han encontrado niveles
aumentados de ciertos factores relacionados con la coagulacion en pacientes con AAA

(153).
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Estas proteinas asociadas clasicamente con la trombosis y la regulacion de la cascada de
la coagulacion, pueden participar también en la patogenia de los AAA: los pacientes con
AAA presentan una concentracion tres veces mayor de proteina activada C (APC) y su
inhibidor (PCI), relacionadas con la producciéon aumentada de trombina, respecto a
controles sanos y los niveles de estas sustancias se correlacionan con el didmetro

aneurismatico (154).

Las plaquetas activadas son una fuente de FXa (155), por lo que las plaquetas contenidas
en el trombo adrtico pueden contribuir al aumento de concentraciones locales de este

factor en el sitio aneurismatico (156).

Por otro lado, las autopsias realizadas en pacientes que murieron por aneurismas rotos
han demostrado que la mayoria de roturas se localizaban debajo de trombo intraluminal,
sugiriendo que el trombo participa en el crecimiento y debilitacion de la pared arterial
(157). Ademas, el trombo y la coagulacion se han asociado al remodelamiento destructivo

de la aorta, al disminuir la fuerza y elasticidad de la pared vascular (92, 158).

Por ultimo, la presencia de trombo abundante podria conllevar cambios en las rutas
metabodlicas utilizadas para obtener ATP en la pared adrtica, al atenuar dicho trombo la
difusion de oxigeno a la pared del AAA produciendo hipoxia localizada en el lugar de

interaccion del trombo con el aneurisma (91, 159).
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2.3. RIVAROXABAN
2.3.1. Descripcion del farmaco, farmacocinética y farmacodinamica
El rivaroxaban es un inhibidor directo del FXa altamente selectivo, con elevada

biodisponibilidad oral (160). Este farmaco es un derivado oxazolidinona optimizado para

unirse con el FXa (161).
OYO H
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Figura 2.11: Estructura quimica del rivaroxaban. Fuente:

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Rivaroxaban2DCSD.svg

La inhibicion del FXa interrumpe las vias intrinseca y extrinseca de la cascada de la
coagulacion de la sangre, inhibiendo la formacion de trombina y evitando asi la formacion
de trombos (162). En humanos, la inhibicion de la actividad del FXa es competitiva y
dosis dependiente, correlacionandose estrechamente la concentracion plasmatica con la
modificacion del tiempo de protrombina (constante de inhibicion [Ki], 0,4 nmol / L)
(163), por lo que no se recomienda monitorizacion de la actividad inhibitoria del FXa en

pacientes tratados con este farmaco.
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La absorcion oral de rivaroxaban es casi completa, presentando una biodisponibilidad
oral de entre el 80% y el 100%, independientemente de las condiciones de ayuno o ingesta
de alimentos. Esta absorcion oral se realiza en un corto periodo de tiempo, alcanzandose
concentraciones maximas entre las 2 y las 4 horas tras la ingesta y presentando un rapido

inicio de accion (162).

Tabla 2.2: Ficha rivaroxaban.

Rivaroxaban
Férmula molecular | C1oH18CIN305S
Peso molecular ~ 143588132¢g/mol |
Codigo ATC: | BOIAFOL ]

Titular de la autorizacién | Bayer Pharma AG D-13342. Berlin Alemania

de comercializacion

Numeros de autorizacion ' EU/1/08/472/025-035, EU/1/08/472/041, EU/1/08/472/046-

de comercializacion 1047

Patentes | 7592339; 7585860; 7157456

La unidn del farmaco al sitio activo del FXa se realiza de forma directa, sin necesidad de
cofactores (a diferencia del fondaparinux o la heparina) e inhibe dicho factor con una

selectividad mucho mayor que otras serinas como la tripsina, la plasmina, la uroquinasa,
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el factor VIla, el factor [Xa o la proteina C activada (164). El rivaroxaban no inhibe la

trombina (factor II activado) y no se han demostrado efectos sobre las plaquetas.

La union del farmaco a proteinas plasmaticas es del 92-95% en humanos, principalmente
a la albumina sérica. Su volumen de distribucion es moderado, en torno a los 50 litros en

sujetos sanos (165).

Dos terceras partes de la dosis administrada del farmaco se metaboliza por el CYP3A4,
el CYP2J2 y otros mecanismos independientes de CYP, eliminandose después un 50%
por via renal y el otro 50% por via fecal. El tercio restante es excretado por la orina como
principio activo sin metabolizarse previamente mediante secrecion renal activa. El
aclaramiento sistémico es bajo (10 1/h), siendo la semivida de eliminacién de unas 4,5
horas tras administracion intravenosa de una dosis de 1 mg. Tras la administracion oral
esta eliminacion se ve alterada por la tasa de absorcion, siendo la semivida de unas 5-9

horas en personas jovenes y 11-13 horas en personas de edad avanzada (162).

2.3.2. Indicaciones terapéuticas
El rivaroxabén ha sido aprobado tanto por la Agencia Europea del Medicamento en la
Unién Europea como por la FDA (Food and Drug Administration) en Estados Unidos

para las siguientes indicaciones (162, 165):

- Prevencion de ictus cardioembolico en pacientes con fibrilacion auricular no valvular.
- Prevencion de enfermedad tromboembolica venosa en pacientes sometidos a cirugia

traumatologica de sustitucion articular con protesis de cadera o rodilla.
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- Tratamiento de trombosis venosa profunda o tromboembolismo pulmonar de cualquier
causa, asi como prevencion de enfermedad tromboembolica venosa recurrente.

- Profilaxis de episodios aterotrombdticos en pacientes con cardiopatia isquémica o
enfermedad arterial periférica sintomadtica con alto riesgo de episodio isquémico.

- Profilaxis de episodios aterotromboticos tras sindrome coronario agudo en pacientes con

marcadores cardiacos elevados en combinacion con antiagregantes plaquetarios.

2.4. PROTEOMICA

La protedmica es la rama de la ciencia que se dedica al estudio a gran escala de las
proteinas, particularmente, la funcion y estructura de las mismas. Este campo de estudio
incluye diversas técnicas que permiten identificar, separar y cuantificar las proteinas
presentes en una muestra biologica, asi como monitorizar los cambios de expresion de
varias proteinas que forman parte de un proceso metabdlico en una muestra y analizar las

interacciones entre ellas.

El conjunto de proteinas producido o modificado por un organismo o sistema constituyen
su proteoma que, a diferencia del genoma funcional complementario de éste, es distinto
en cada célula o sistema y varia con el tiempo. Esta caracteristica hace que el proteoma
refleje el estado funcional de la célula pudiendo mostrar cambios radpidos y especificos en

respuesta a diferentes estimulos o procesos.

Al comportarse de forma dindmica, el conjunto de proteinas presentes en una célula,
tejido u organismo representa un subconjunto de todos los posibles productos del genoma

en dicho momento.
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El splicing o empalme alternativo en la transcripcion del ARN a partir del ADN produce
isoformas diferentes de una proteina que, a su vez, pueden sufrir modificaciones
postraduccionales que alteran la estructura, comportamiento y funcioén de la misma. Esto
posibilita la formacion de diferentes proteinas a partir de un mismo gen, por lo que el
proteoma no puede ser inducido directamente por la informacion estatica que aporta el
genoma de la célula o el organismo y precisa de técnicas especificas para su

determinacion (166, 167).

Entre estas técnicas, se incluye la electroforesis mono y bidimensional, la cromatografia
liquida, la espectrometria de masas, la deteccion de proteinas mediante anticuerpos
(inmunoensayos), analisis de imagen, degradacion de Edman, secuenciacion de

aminoacidos y analisis bioinformaticos (168).

Estas técnicas aportan informacion cuantitativa al determinar tanto la presencia o
ausencia de una determinada proteina como la cantidad de la misma y cambios en la
expresion producidos por estimulos fisioldgicos o patologicos al comparar los resultados
experimentales con los de la muestra basal. Ademas de estos datos cuantitativos, la
evolucién de técnicas como la espectrometria de masas ha permitido el andlisis cualitativo
mediante la deteccion de distintas isoformas de una misma proteina. Esta informacion ha
ayudado a profundizar en el estudio de diferentes patologias, debido a los cambios en el
comportamiento y funcion de la proteina que pueden ocasionar tanto las alteraciones en

la transcripcidon como las modificaciones postraduccionales.
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De este modo, la protedmica permite obtener informacion sobre la expresion,
localizacion, estructura, actividad, mecanismo de actuacion e interacciones con el medio
de las proteinas y aporta datos fundamentales para comprender estados fisiologicos y

patologicos de nuestro organismo y desarrollar dianas terapéuticas para los mismos.

2.4.1. Aplicacion de la protedmica en los AAA

Uno de los usos mas prometedores de la protedmica en medicina es el estudio de espectros
proteicos diferenciales entre pacientes con una determinada enfermedad y controles
sanos, de forma que se puedan hallar marcadores diagndsticos o pronosticos de dicha
enfermedad analizando las proteinas presentes en una muestra bioldgica. Esta aplicacion
de la protedmica ha conseguido encontrar marcadores bioldgicos en orina y suero, con
potenciales aplicaciones en enfermedades renales, oncoldgicas, reumatologicas e incluso

en ateroesclerosis (169-171).

Como ya se ha indicado, los AAA suelen cursar de manera asintomatica, su evolucion
sigue siendo poco predecible y la rotura de los mismos resulta letal en la mayoria de los
casos, por lo que el hallazgo de un marcador diagnostico o prondstico de esta enfermedad
seria de gran utilidad para disminuir la morbimortalidad asociada a esta patologia. Por
ello, diferentes estudios han tratado de encontrar marcadores bioldgicos que ayuden a
predecir la formacion, crecimiento y rotura de AAA. Sin embargo, ninguno de ellos ha

sido validado hasta la fecha y no se encuentran disponibles en la practica clinica diaria

(172).
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Algunos de estos marcadores propuestos han sido la apolipoproteina C1 y la MMP-9, que
han sido estudiados en modelos con ratones ApoE-/- (173) como marcadores diagnosticos
de AAA. No obstante, en este estudio no se analiz6 la influencia en la progresion y rotura
de los mismos. Otros estudios han identificado algunas proteinas de matriz extracelular y
la IL-6 como marcadores pronosticos de progresion acelerada y rotura (174).

No obstante, la sensibilidad y especificidad de estos marcadores descritos sigue siendo

baja, por lo que no presentan hasta ahora una utilidad clinica relevante (175).

El primer andlisis protedmico a gran escala en muestras de pared aértica humana, mostro
diferencias significativas en el proteoma de las muestras aneurismaticas respecto a las de
pacientes con arterias sanas o ateroesclerdticas (176). En este andlisis se obtuvieron mas
de cien proteinas diferentes en los AAA respecto a los controles, pudiendo identificarse
25 de ellas, con una probable implicacion de la mayoria de estas en la patogénesis del

aneurisma.

Aunque la relevancia clinica de estos marcadores en el diagndstico y pronodstico de los
AAA sigue siendo muy limitada, los datos obtenidos de estos estudios han ayudado a
entender mejor la patogenia de la enfermedad y a dia de hoy continua la busqueda de
nuevos marcadores dado el papel fundamental que pueden tener en esta enfermedad en el

futuro (177).
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3. JUSTIFICACION E HIPOTESIS

Los AAA siguen siendo una de las causas mas importantes de morbilidad y mortalidad
en nuestro medio, llegando a ser la decimoquinta causa de muerte global en occidente. A
dia de hoy no existe ningtn tratamiento médico que sea capaz de prevenir la aparicion de

AAA o evitar su crecimiento y rotura de forma efectiva.

Los mecanismos implicados en el desarrollo de esta enfermedad han sido ampliamente
estudiados y se ha demostrado el papel fundamental que tienen la degradacion de la matriz
extracelular por metaloproteinasas, la inflamacion, el estrés oxidativo y las alteraciones

producidas por el trombo mural en estos.

El FXa, ademas de presentar un papel fundamental en la coagulacion y hemostasia, ejerce
acciones directas sobre la pared vascular alterando el metabolismo energético y
aumentando el estrés oxidativo y la inflamacién a dicho nivel. Este factor podria estar
aumentado en AAA debido a la presencia de trombo mural y, por tanto, estar implicado

en los mecanismos patogénicos de formacion y crecimiento de los mismos.

Si esto fuera asi, el FXa podria ser una nueva diana terapéutica para la prevencion y
tratamiento médico de AAA. No obstante, a dia de hoy no existe ningun estudio que haya
analizado esta posible relacion del FXa endogeno con los mecanismos implicados en la

patogenia de AAA humanos.
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El rivaroxabén, un inhibidor del FXa, ha demostrado tener efectos antiinflamatorios y
antiestrés oxidativo en enfermedades que comparten factores etiopatogénicos con los
AAA, tales como la ateroesclerosis. No obstante, no se ha estudiado aun el efecto de este

farmaco en AAA humanos.

Por lo tanto, la hipdtesis de este trabajo es que el FXa podria estar implicado en los
mecanismos patogénicos de formacion y crecimiento de AAA. Si se pudiera revertir esta
accion mediante la inhibicién del mismo con rivaroxaban, se abriria una puerta a un
posible tratamiento médico de esta enfermedad que actuara mediante la inhibicion de sus

mecanismos etiopatogénicos.
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4. OBJETIVOS

Los objetivos de la presente tesis son:

1. Analizar el nivel de expresion del FXa en la pared arterial de AAA humanos y

compararlo con los niveles presentes en explantes adrticos de controles sanos.

2. Evaluar el nivel de expresion de biomoléculas relacionadas con la inflamacion
(IL-6, IL-10 y forma inducible de la NOS) en muestras de AAA y analizar si

existen diferencias en relacion con la pared aortica sana.

3. Evaluar in vitro si el rivaroxaban puede modificar el nivel de expresion de estas

proteinas asociadas con la inflamacién en AAA.
4. Evaluar el nivel de expresion de biomoléculas relacionadas con el estrés oxidativo
(subunidades de la NADPH oxidasa) en muestras de AAA y analizar si existen

diferencias en relacion con la pared aortica sana.

5. Evaluar in vitro si el rivaroxaban puede modificar el nivel de expresion de estas

proteinas asociadas con el estrés oxidativo en AAA.

6. Analizar los niveles de MMP-9 presentes en muestras de AAA y compararlos con

los niveles existentes en la aorta de controles sanos.
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Estudiar la asociacion de los niveles de MMP-9 con la expresion de proteinas

relacionadas con la inflamacién y el estrés oxidativo en los explantes aorticos.

Determinar el posible efecto del rivaroxaban en la expresion de MMP-9 en los

aneurismas.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. RECOLECCION DE MUESTRAS DE AORTA

Se incluyeron en el estudio muestras de pared adrtica aneurismatica de seis pacientes en
los que se realiz6 cirugia abierta electiva de reparacion de AAA mediante reseccion del
aneurisma e interposicion de una protesis vascular en el servicio de cirugia vascular del
Hospital Clinico San Carlos de Madrid (Espana). Las muestras se tomaron de la porcion

mas dilatada de la aorta infrarrenal (>5cm).

Para ser incluidos en el estudio, los pacientes no debian haber estado bajo tratamiento con
anticoagulantes durante los doce dias previos a la cirugia. Se excluyeron también los
pacientes con sindrome de Marfan, aneurismas inflamatorios, sintomaticos o rotos,
enfermedad sistémica de caracter inflamatorio, infeccioso u oncoldgico y/o aquellos
pacientes con antecedentes de cualquier otra intervencion quirrgica en los seis meses

previos a la cirugia.

La presencia de trombo intraluminal en el AAA fue evaluada mediante tomografia
computarizada (TC), que fue utilizada también para descartar la presencia de dilatacion
aneurismatica en la aorta tordcica y determinar el didmetro de la aorta abdominal y las

caracteristicas anatomicas del aneurisma.

Las muestras de control de aorta abdominal no aneurismatica se tomaron durante la
extraccion de organos de seis donantes fallecidos por traumatismo craneoencefalico.

Estos injertos de control fueron tomados durante el explante del bloque renal (rifion y
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pediculo) recogiendo una muestra a nivel inmediatamente infrarrenal. El didmetro adrtico
fue determinado antes de la extraccion de la arteria mediante un calibre quirtrgico.

Ninguno de los controles de aorta abdominal sana presentaba trombo intraluminal.

Este estudio fue realizado segtin los principios establecidos en la Declaracion de Helsinki
y el protocolo fue aprobado por el comité de ética institucional del Hospital Clinico San
Carlos de Madrid con el codigo C.1.14/509-E. Todos los pacientes firmaron un
consentimiento informado. En el caso de los donantes de érganos, las muestras aorticas

para los controles fueron obtenidas con consentimiento de sus familiares.

5.2. PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE AORTA

Las muestras de aorta fueron lavadas cuidadosamente con suero salino isotonico
inmediatamente tras la extraccion. Se retird el trombo de las muestras y se limpi6 la
sangre, grasa y tejidos adyacentes presentes en las mismas, cortdndolas en porciones de
aproximadamente 5 mm cada una. Cada uno de los fragmentos de aorta aneurismatica fue
incubado en presencia y ausencia de 50 nmol/L de rivaroxaban (Bay 59-7939, diluido en
dimetil sulfoxido [DMSQOY], con una concentracion final del 1%) en medio RPMI (Roswell
Park Memorial Institute) durante 24 horas a 37°C con 5% COz. Para ello se utilizé el
medio RPMI 1640 Gibco® (Invitrogen Corporation, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad,
CA, USA) sin rojo fenol (n° catal.11835-063) para evitar alteraciones en el analisis
posterior mediante métodos colorimétricos. Este medio se suplement6 con 1% de suero
fetal bovino, 5 mmol/L de glutamina, 0,01 mmol/L de L-arginina, 2 x 10° pg/L de

estreptomicina y 2 x 10 U/L de penicilina.
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Para determinar la concentracion de rivaroxaban a utilizar para los experimentos in vitro,
se realizO una curva de concentracion-respuesta, estudiando si concentraciones
incrementales de rivaroxaban eran capaces de inhibir el contenido en trombina del AAA.
La misma cantidad de DMSO en la que fue diluido el rivaroxaban fue afiadida a las

muestras de control y a los segmentos de aorta incubados en ausencia del farmaco.

Todos los procedimientos fueron realizados en condiciones estériles. Al final del periodo
de incubacidn, se recuperaron de forma separada los explantes aodrticos y el sobrenadante.
Los explantes fueron congelados inmediatamente a -80°C hasta que se realizaron las
determinaciones moleculares. El sobrenadante fue centrifugado a 12000 rpm, a 4°C y el
sobrenadante resultante se congeld también a -80°C hasta que se realizaron las

determinaciones de citoquinas.

5.3. ANALISIS POR WESTERN BLOT
Las muestras se analizaron mediante Western Blot utilizando el sistema de Laemmli (178)
para determinar los niveles de expresion de subunidades de la NADPH oxidasa citosolica

y mitocondrial, de la 6xido nitrico sintasa 2 (NOS2), el FXa y MMP-9.

Esta técnica analitica, conocida también como inmunoblot, es capaz de detectar proteinas
especificas en una muestra bioldgica, normalmente en muestras complejas con distintas
proteinas, como un extracto tisular. Para ello, se separan las proteinas de dicha muestra
mediante electroforesis en geles desnaturalizantes, que hacen que pierdan su

conformacion tridimensional, obteniéndose un fraccionamiento que obedece a un criterio
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concreto: su peso molecular, su tamafio (longitud de la cadena), su forma o estructura,

hidrofobicidad, etc.
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Figura 5.1: Esquema representativo de los diferentes pasos para la realizacion de un
Western Blot. Fuente: https://es.slideshare.net/tratamiento 1/fundamento-y-

procedimiento-de-las-pruebas-de-western-blot

En un segundo tiempo, para que los anticuerpos puedan acceder a dichas proteinas, éstas

se transfieren desde el gel desnaturalizante a una membrana adsorbente de nitrocelulosa

o polifluoruro de vinilideno (PVDF) por vacio, difusion o electrotransferencia.
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Posteriormente se bloquean los lugares de uniéon de la membrana (uniones inespecificas
a proteinas) que se encuentran libres tras la transferencia, para evitar que los anticuerpos

afiadidos se unan a los mismos y se produzcan falsos positivos.

Tras el bloqueo, se impregna la membrana con anticuerpos especificos para las proteinas
que queremos detectar y dichos complejos antigeno-anticuerpo formados son detectados
mediante diferentes métodos (fluorescencia, radioactividad, actividad enzimatica...). De
este modo se puede analizar la presencia de una proteina especifica en la muestra y

cuantificar la expresion de cada una de ellas respecto a las otras proteinas del extracto.

5.3.1. Material empleado

Muestras arteriales homogeneizadas de aorta aneurismatica y controles de aorta
sana.

e Tampodn de homogenizacion

e Tampon de desnaturalizacion Laemmli.

e Tampodn de transferencia

¢ Gel de poliacrilamida desnaturalizante SDS-PAGE al 10%.
e Seroalbumina bovina (BSA) al 5%

e PBS (Phosphate-buffered saline) para lavado

e Kit Pierce® BCA Protein Assay

e Membrana de nitrocelulosa (Inmobilion-P®)

e Papel de filtro.

e Tampon de bloqueo TBS-T (7ris-Buffered Saline Tween 20).
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e Anticuerpos primarios monoclonales:

0]

Subunidad gp-47 phox de la NADPH oxidasa citosolica (Sc-140135, Santa
Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA).

Subunidad gp-67 phox de la NADPH oxidasa citosoélica (Sc-7663, Santa
Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA).

Subunidad gp-91 phox de la NADPH oxidasa mitocondrial (Sc-5827,
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA).

Oxido nitrico sintasa 2 (Sc-8310, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa
Cruz, CA, USA).

Anticuerpo anti-f-actina (4-5441, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

como control de carga.

e Anticuerpos primarios policlonales:

o

o

FXa (12255-05021, AssayPro, St Charles, MO, USA)

MMP-9 (Sc-6840, Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, USA).

e Anticuerpos secundarios:

0]

Anti-Ig G de conejo (General Electric Healthcare, Chicago, IL; USA)
conjugado con peroxidasa de rabano (HRP, horseradish peroxidase) para
la gp47-phox y el FXa

Anti-Ig G de cabra (Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, USA) conjugado
con HRP para las subunidades gp91-phox y gp67-phox de la NADPH
oxidasa y MMP-9.

Anti-Ig G de raton (Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, USA) conjugado

con HRP para la -actina.
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e Kit ECL plus (Amersham Biosciencies, Upp, Sweden. cod. RPN 2132)

e Marcadores de peso molecular (Sigma®-Aldrich, St Louis, MI, USA)

5.3.2. Preparacion de las muestras

5.3.2.1. Homogeneizacion de las muestras

Los explantes aorticos fueron homogeneizados mediante una unidad de dispersion de alto
rendimiento Ultra-Turrax T8® (IKA-Werke; GmbH & Co, Staufen, Alemania) en un
tampon que contenia 8 mol/L de urea, 2% de CHAPS w/v y 40 mmol/L de ditiotreitol
(159). Tras esto, las muestras adrticas homogeneizadas se centrifugaron a 12.000

revoluciones por minuto durante 10 minutos, recogiendo el sobrenadante.

5.3.2.2. Cuantificacion de proteinas

Para poder comparar la expresion de una determinada proteina entre muestras diferentes
mediante Western Blot, es imprescindible que la cantidad total de proteina a estudiar en
cada una de ellas sea idéntica. Por ello se necesita conocer previamente la concentracion

de proteinas presente en cada muestra.

Para realizar esta estimacion de la concentracion de proteinas en las muestras, se utilizo
el kit Piercee BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA). Este
kit utiliza el acido biciconinico (BCA) para la deteccion colorimétrica y cuantificacion de
proteinas totales. Esta cuantificacion se lleva a cabo analizando la reduccién de Cu®* por
las proteinas, ya que el BCA se une al Cu’ formando un complejo de color azul parpura

que puede ser detectado por colorimetria. La concentracién proteica de la muestra se
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determina en comparacion a una proteina de referencia estandar, que en este caso es la

seroalbumina bovina.

5.3.3. Desnaturalizacion de proteinas y electroforesis en gel
Tras la homogeneizacion de la muestra y la cuantificacion proteica, éstas se solubilizaron
en el tampon Laemmli. La formulacion de este tampon esta disefiada para la electroforesis

de muestras en geles de poliacrilamida, presenta un pH de 6,8 y su composicion es la

siguiente:
®  GCETOL...ciiiiiiieee e 20%
e 2-mercaptoetanol ..........ccoceviriiniiiiiiee 10%
e SDS (Dodecilsulfato s6dico) ........ccceeveeviniinernicnieneenens 4%
o Azul de bromofenol ........cccovvvivveiiiiiiiiiiiieeee, 0,004%
® M Tris-HCI oo 125 mM

El glicerol aporta densidad a la muestra, de modo que las proteinas se disponen en el

fondo del pocillo tras la carga y se minimiza asi su pérdida durante el proceso.

El 2-mercaptoetanol ayuda a separar las proteinas y a desnaturalizarlas al reducir los

enlaces disulfuro existentes entre las mismas y dentro de la propia proteina.

El SDS hace que todas las proteinas adquieran la misma carga negativa y las
desnaturaliza, por lo que la migracion proteica en la electroforesis no se ve influida por
la carga eléctrica o la estructura tridimensional de las mismas, realizdndose la separacion

unicamente en funcion de su peso molecular.
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La zona que mas avanza durante la electroforesis en el gel, se tifie con el azul de
bromofenol, para poder conocer la posicion de las proteinas y determinar el momento de

detencion de la electroforesis.

Por ultimo, el M Tris-HCl, abreviatura de tris(hidroximetil)aminometano
(HOCH2)3CNHpz, se utiliza para mantener el pH en un rango que simule las condiciones

fisiologicas humanas.

La electroforesis de proteinas se realiz6 anadiendo una cantidad igual de proteinas (40
pg/carril) de cada explante aodrtico en gel de poliacrilamida desnaturalizante con
dodecilsulfato sdédico SDS-PAGE 10% (w/v). Para tener una referencia del peso
molecular, se cargaron en uno de los pocillos marcadores de peso molecular (Sigma®-

Aldrich, St. Louis, MI, USA)

5.3.4. Transferencia de proteinas y bloqueo
Tras realizar la electroforesis, las proteinas separadas en los geles SDS-PAGE fueron
transferidas a membranas de nitrocelulosa (Inmobilion-P®)aplicando un campo eléctrico

perpendicular al gel mediante un método de electrotransferencia semihtimeda.

La transferencia o blotting inmoviliza las proteinas en esta membrana sintética mediante
aplicacion directa, electroforesis, presion o aspiracion. Esta membrana presenta ventajas
para el procesamiento respecto al gel: consigue una mayor velocidad de tincion y lavado,

concentra las proteinas en superficie facilitando la identificacion de cantidades menores
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de las mismas al no repartirse en todo el espesor del gel y resulta mas sencilla de manejar,

permitiendo la incubacién con anticuerpos.

La membrana Inmobilion-P® utilizada tiene una estructura de poro abierto y presenta una
gran adsorcion de proteinas, facilitando el acceso a las proteinas unidas y evitando la

pérdida de las mismas durante la transferencia.

Para realizar este proceso, se posicion6 el gel sobre dicha membrana, colocando estos
entre papel de filtro en el 7Trans-blot semiseco. Posteriormente, se anadi6 el tampon de

transferencia con la siguiente composicion:

®  TTIS ceee e 25 mM
@ GLICING oo 250 mM
o Metanol 15% .ooceeeiiiiiiiiie 75 mL
®  HoO.ooiii hasta completar 500 mL

Se aplicé una corriente de 20 V perpendicular a la membrana y al gel durante 45-60
minutos, dependiendo del peso molecular de la proteina estudiada. A continuacion, fueron

lavadas con metanol y PBS (tampo6n neutro) y se depositaron sobre papel de filtro.

La membrana de nitrocelulosa presenta una unién inespecifica a proteinas, por lo que se
han de eliminar todos los lugares de union que han quedado libres tras la transferencia
mediante saturacion de los mismos, evitando asi que los anticuerpos se unan a la

membrana y obtengamos falsos positivos. Este proceso de bloqueo se realiza incubando
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la membrana a 4°C durante toda una noche con 5% (w/v) de seroalbumina bovina disuelta

al 5% en el tampdn de bloqueo (TBS-T: Tris-Buffered Saline Tween-20).

El TBS-T utilizado presenta la siguiente composicion:

o Tris-HCI(pH 5.2)cnvviiii e, 20 mmol/l
® NaCl....ooii 137 mmol/l
o Tween-20......ccciiiiiiii 0,1%

Como se ha indicado previamente, el Tris mantiene el pH en el rango deseado. En este

caso, al anadirle el 4cido clorhidrico, se ajusta dicho pH a 5.2.

El Tween-20 o monooleato de Polioxietileno Sorbitan, es un surfactante polisorbato muy
estable que se usa como detergente y emulsionante para evitar las uniones inespecificas

de anticuerpos.

5.3.5. Marcaje de las proteinas

Tras el bloqueo, las membranas de nitrocelulosa fueron incubadas durante 12 horas a 4°C
con anticuerpos monoclonales primarios contra las subunidades de NADPH oxidasa
citosolica, gp-47 phox (Sc-14015, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA;
dilucion 1:1500) y gp-67 phox (Sc-7663, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz,
CA, USA; dilucion 1:1500), la subunidad gp-91 phox de la NADPH oxidasa mitocondrial
(Sc-5827, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA; dilucién 1:1500) y la
oxido nitrico sintasa 2 (NOS2, Sc-8310, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA,

USA; dilucion 1:1000). También se utilizaron anticuerpos policlonales contra el FXa
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(12255-05021, AssayPro, St Charles, MO, USA; dilucién 1:1000) y MMP-9 (Sc-6840,
Santa Cruz Biotechnology Inc., CA; dilucién 1:1000). La nitrocelulosa se incub6 también
con un anticuerpo monoclonal anti-B-actina (A-5441, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA, dilucién 1:1500) utilizado como control de carga. Tras la incubacion, se procedio
a lavar las membranas con PBS al 5% (tres lavados de 5 minutos cada uno) a fin de
eliminar los anticuerpos primarios que no se hubieran unido a las proteinas de manera

especifica.

Posteriormente se incubaron las muestras durante una hora a temperatura ambiente con
anticuerpos secundarios que reconocian una region concreta de los primarios previamente
utilizados. Para ello se utilizd un anticuerpo anti-Ig G de conejo (General Electric
Healthcare, Chicago, IL; USA; dilucion 1:2500) conjugado con peroxidasa de rabano
(HRP) para la gp47-phox y el FXa, un anticuerpo anti-Ig G de cabra (Santa Cruz
Biotechnology, Inc., CA, USA, dilucién 1:2000) conjugado con HRP para las subunidades
gp91-phox y gp67-phox de la NADPH oxidasa y para MMP-9 y un anticuerpo anti-Ig G
de raton (Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, USA, dilucién 1:7500) conjugado con HRP

para la B-actina.

5.3.6. Analisis

Para obtener los niveles de expresion de cada proteina se revelaron las membranas de
nitrocelulosa utilizando reactivos quimioluminescentes con el kit ECL; (GE Healthcare,
Little Chalfont Buckinghamshire, UK). En este kit, la peroxidasa de rabano (HRP)
conjugada con los anticuerpos secundarios transforma el sustrato Lumigen PS-3 en un

éster de acridinio al ser incubadas las muestras con él. Esta reaccion en condiciones
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alcalinas emite una luz con una longitud de onda de 428 nm, alcanzandose un maximo de

intensidad de emision a los 15-20 minutos del inicio de la reaccion.

Esta senal fue detectada utilizando un transiluminador (Gel Logic 440 imaging system,
Kodak, USA) y la imagen obtenida se analizd por densitometria para determinar la
cantidad relativa de proteina. Para ello se utilizo el software Quantity One (Bio-Rad,
Hercules, CAL, USA) que cuantifica la densidad optica (expresada en unidades

arbitrarias) en la imagen obtenida.

5.4. ANALISIS POR ELISA

La liberacion de IL-6 e IL-10 de los explantes adrticos, asi como su contenido en trombina
fueron analizados en el sobrenadante mediante ELISA (siglas en inglés de Ensayo por
Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas). Se tomo el contenido en trombina en los explantes

aorticos como medida de la actividad del FXa.

Esta técnica inmunoquimica permite la deteccion de un ligando, normalmente una
proteina, en una muestra liquida utilizando anticuerpos dirigidos contra el mismo.

Para ello, se fijan los antigenos a la superficie de unos pocillos tratados que presentan
gran afinidad por las proteinas (union directa) o a través de anticuerpos especificos
dirigidos contra esos antigenos que previamente han sido fijados a su superficie (técnica

sandwich).

A continuacion, se agregan anticuerpos especificos para el ligando a estudiar, que se unen

firmemente al mismo. En el ensayo de ELISA directo, los anticuerpos estan conjugados
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con una enzima capaz de catalizar una reaccidon que genera una sefial detectable (en la

mayoria de los casos mediante espectrofotometria). En el ELISA indirecto, el anticuerpo

primario afadido no estad conjugado con la enzima, por lo que hay que anadir un

anticuerpo secundario conjugado con ésta, dirigido contra el anticuerpo primario. El

ELISA indirecto presenta una mayor sensibilidad que el directo, al poder amplificarse la

sefnal mediante la unién de mas de un anticuerpo secundario al anticuerpo primario.

Substrate

Substrate

Enzyme o,

Secondary
Antibody
Conjugate

Substrate

Enzyme e, .

Secondary
Antibody
Conjugate : \

Detection

Enzyme Antibody
Primary %
Antibody rimary
Con]ugate . Antibody \
\ - Capture
Antibody
Direct ELISA Indirect ELISA Sandwich ELISA

Figura 5.2: Esquema de los diferentes tipos de analisis por ELISA. Fuente:
https://'www.aatbio.com/catalog/enzyme-linked-immunosorbent-assay-elisa-direct-

indirect-and-sandwich-assays

5.4.1. Material utilizado
e Sobrenadante de muestras arteriales homogeneizadas de aorta aneurismatica y
controles de aorta sana.

e Kits comerciales de ELISA:
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0 Quantikine ELISA Human IL-6. D6050; (R and D systems, Abingdon,
UK): sensibilidad 0.70 pg/mL; coeficiente de variacion intraensayo 1,7-
4,4%; coeficiente de variacion interensayo 2,0-3,7%.

0 Quantikine ELISA Human IL-10. D1000B; (R and D systems, Abingdon,
UK): sensibilidad 3,9 pg/mL; coeficiente de variacién intraensayo 2,5-
6,6%:; coeficiente de variacion interensayo 5,6-7,6%.

0 Human thrombin ELISA kit [Factor II]. ab108909; (4bcam, Cambridge,
UK): sensibilidad 3 ng/mL; coeficiente de variacion intraensayo 4,7%;

coeficiente de variacion interensayo 7,2%.

5.4.2. Preparacion de las muestras y analisis

Tras homogeneizar las muestras segun la técnica explicada en el apartado 5.3.2.1
Homogeneizacion de las muestras, se realizo la determinacion de IL-6, IL-10 y
trombina mediante los kits comerciales de ELISA previamente descritos, segun las

instrucciones recomendadas por el fabricante.

Todas las muestras fueron analizadas con el mismo kit de ELISA y en todos los casos se
realiz6 una técnica de ELISA directo en sdindwich, de modo que el antigeno a estudiar se
fija a un anticuerpo especifico que se encuentra en los pocillos y el anticuerpo primario
afiadido tiene conjugada la enzima catalizadora, que en este estudio fue la peroxidasa de
rdbano. Esta enzima es capaz de catalizar el sustrato presente en el kit (la
tetrametilbenzidina, que presenta un color amarillo), transformandola en
tetrametilbenzidina dimina, que tifie el pocillo de color azul caracteristico. La cantidad de

tetrametilbenzidina transformada es directamente proporcional a la concentracion de
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antigeno presente en el pocillo. Tras finalizar la reaccidn, el pocillo recupera su color
amarillo previo. No obstante, la cantidad de tetrametilbenzidina que ha sido transformada,
puede ser cuantificada mediante espectrofotometria con una longitud de onda de 450 nm

que detecta la luz de color azul que ha sido emitida por el sustrato durante la reaccion.

5.5. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados en cuanto a caracteristicas clinicas y curva dosis-respuesta del rivaroxaban
se expresan como media + error estdndar de la media. Los valores de expresion proteica
no presentaron una distribucion normal por lo que se presentan como mediana y
percentiles 25y 75. Las concentraciones de distintas moléculas se expresaron en unidades

arbitrarias (UA) en el caso del Western Blot y en unidades del sistema internacional en

los test de ELISA.

La expresion proteica en AAA fue comparada con el control de aorta sana utilizando el
test no paramétrico de Mann-Whitney. El test de Wilcoxon fue utilizado para comparar
las muestras de AAA incubadas en presencia y en ausencia de rivaroxaban. Se utiliz6 el
analisis de correlacion de Rho-Spearman para valorar las asociaciones entre el nivel de
expresion de diferentes proteinas y la expresion de MMP-9 en las muestras

aneurismaticas.

El andlisis estadistico se llevd a cabo mediante el paquete informatico SPSS 22.0 para
Windows (SPSS, Chicago, IL, USA), tomando un valor de p<0,05 como estadisticamente

significativo.
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6. RESULTADOS

6.1. CARACTERISTICAS CLIiNICAS DE LOS PACIENTES INCLUIDOS

Se incluyeron en el estudio muestras de pared aortica aneurismatica de seis pacientes con
AAA, asi como muestras de control de seis donantes de oOrganos fallecidos por
traumatismo craneoencefalico. Los datos demograficos, comorbilidad, caracteristicas del
aneurisma y tratamiento concomitante de los pacientes y donantes incluidos se muestran
en la Tabla 6.1. Como era de esperar, los pacientes con AAA presentaron mayor edad y

diametro maximo de la aorta que los controles de donantes sanos.

Todos los AAA presentaron trombo intraluminal, que no existia en las muestras de los
donantes de 6rganos. Sin embargo, las muestras adrticas de estos pacientes fueron lavadas
exhaustivamente con suero salino durante la preparacion de las mismas para el analisis
subsecuente. De esta forma, el trombo fue completamente eliminado de dichas muestras

y no fue procesado en el estudio posterior.

Como ya hemos indicado, los pacientes de los que se tomaron las muestras de AAA, no
habian estado bajo tratamiento con anticoagulantes durante los doce dias previos a la
cirugia. Desgraciadamente, no fue posible analizar si alguno de los donantes de control
se encontraba bajo tratamiento farmacologico, debido a que el proceso de donacion es
completamente anénimo y todos los datos clinicos estan protegidos. No obstante, ha de
tenerse en cuenta, que los datos moleculares de las muestras aodrticas de los donantes se

utilizaron Unicamente como una aproximacion de los valores normales.
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Tabla 6.1: Datos demograficos, comorbilidad, caracteristicas del aneurisma y tratamiento

concomitante de los pacientes y donantes incluidos.

PARAMETROS | CONTROL (N=6) | AAA (N=6) P
Edad (Afios) 43,50 2,43 70,00 + 1,97 0,004
VareniMujer I T P
Didmetro de Ia aorta (mm) | 16834048 161004742 | 0.004

Presencia de trombo mural 0/6 6/6 -

FACTORES DE RIESGO

Tabaco - 2/6 -
‘Hipertension | ST el -
‘Hipercolesterolemia | - el -

Diabetes Mellitus P - 1 1/6 b -

TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

ARA-II - 3/6 -
ECA - e 0 -
‘Beta-bloqueantes | A -

Estatina - 5/6 -

Edad y diametro aortico presentados como media + error estandar de la media. ARA-II:
antagonistas de los receptores de la angiotensina Il. IECA: Inhibidores de la enzima

convertidora de angiotensina.
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6.2.NIVELES DE FXA EN LAS MUESTRAS E INHIBICION POR
RIVAROXABAN

En primer lugar, se analiz6 el nivel de FXa contenido en las muestras de AAA. Tal y

como muestra la Figura 6.1, el nivel de expresion del FXa en las muestras de AAA

(10038 UA) fue mucho mayor que en los explantes adrticos de los controles (522 UA).

AAA Control

<
=
] i
N 8000
L
c
.
]
@ 4000 -
Q
>
L
0 -
CONTROL

Figura 6.1: Western blot mostrando la expresion de FXa en dos controles y dos muestras
de aneurisma de aorta abdominal. La expresion de p-actina fue utilizada como control.

UA: Unidades Arbitrarias

Como se indico previamente, para determinar la concentracion de rivaroxaban a utilizar
para los experimentos in vitro, se realizd una curva de concentracion-respuesta,

estudiando si concentraciones incrementales de rivaroxaban eran capaces de inhibir el
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contenido en trombina del AAA. Tal y como se observa en la Figura 6.2, 5x107'° mol/L
de rivaroxaban redujeron significativamente el contenido en trombina del AAA, mientras
que 5x107® mol/L de rivaroxabéan inhibian completamente el contenido en trombina del
AAA. Esto resultados concuerdan con los de estudios previos en los que 50 nmol/L de
rivaroxaban también conseguian inhibir de forma completa la actividad del FXa (163),

por lo que esta concentracion fue utilizada en el resto de experimentos.

40
30
20

10

Contenido en trombina
(ng/ml por gramo de tejido)

0 5x10-10  5x10%8 5x10%  5x10°

[Rivaroxaban mol/L]

Figura 6.2: Curva dosis-respuesta del rivaroxaban en funcion del contenido en trombina.
Los resultados se presentan como media + error estandar de la media. *p <0,05 respecto

a AAA sin rivaroxaban.

6.3. BIOMARCADORES RELACIONADOS CON LA INFLAMACION

Como puede verse en la Figura 6.3, los niveles de la interleuquina proinflamatoria IL-6
hallados mediante ELISA en el sobrenadante de las muestras de AAA fueron
significativamente mayores que en el de los explantes aorticos de donantes de 6rganos

utilizados como control (mediana 135,07 vs 23,45 pg/ml por mg de tejido, p=0,002).
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Figura 6.3: Niveles de IL-6 en el sobrenadante de las muestras. *p<0,05 respecto al

control de aorta sana. # p<0,05 respecto a AAA sin rivaroxaban.

La incubacion con rivaroxaban de las muestras de AAA redujo significativamente la
liberacion de IL-6 de las mismas (mediana 51,61 vs 135,07 pg/ml por mg de tejido,
p=0,028), aunque se mantuvo leve pero significativamente mayor que en los controles

(mediana 51,61 vs 23,45 pg/ml por mg de tejido, p=0,041).
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Los niveles de la interleuquina antiinflamatoria IL-10 fueron similares en el sobrenadante
de las muestras de AAA y los controles (mediana 19,91 vs 18,29 pg/ml por mg de tejido,
p=0,394).

Sin embargo, como se puede ver en la Figura 6.4, las muestras de AAA incubadas con
rivaroxaban presentaron un marcado incremento de liberacion de IL-10 que fue
significativamente mayor que en los controles (mediana 116,87 vs 18,29 pg/ml por mg
de tejido, p=0,002) y que en las muestras de AAA incubadas sin rivaroxaban (mediana

116,87 vs 19,91 pg/ml por mg de tejido, p=0,028).
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Figura 6.4: Niveles de IL-10 en el sobrenadante de las muestras. *p<0,05 respecto al

control de aorta sana. # p<0,05 respecto a AAA sin rivaroxaban.
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Estos datos apuntan a un estado proinflamatorio de los AAA y a un efecto
antiinflamatorio del rivaroxaban, que pudo ser confirmado mediante la ratio
proinflamatoria IL-6/IL-10.

Esta ratio fue significativamente mayor en las muestras de AAA que en los controles
(mediana 7,2 vs 1,51, p=0,004). La incubacién de AAA en presencia de rivaroxaban
redujo significativamente la ratio IL-6/IL-10 con respecto a las muestras de AAA
incubadas sin el farmaco (mediana 0,52 vs 7,2, p=0,028) e incluso respecto a los controles

(mediana 0,52 vs 1,51, p=0,015) tal y como muestra la Figura 6.5.

10

Ratio IL-6/IL-10

; * #
= ——
I | |

Control AAA sin AAA con
Rivaroxaban Rivaroxaban

Figura 6.5: Ratio IL-6/IL-10 en el sobrenadante de las muestras. *p<0,05 respecto al

control de aorta sana. # p<0,05 respecto a AAA sin rivaroxaban.
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El nivel de expresion proteica de la forma inducible de NOS, la isoforma NOS2, también
fue analizado mediante Western Blot siguiendo la técnica explicada previamente en el
apartado de material y métodos. Tal y como se muestra en la Figura 6.6, la expresion de

NOS?2 fue significativamente mayor en las muestras de aneurisma que en los controles

(mediana 3842 vs 1060 UA, p=0,009).

AAA SIN AAA CON
CONTROL RIVAROXABAN RIVAROXABAN

L]
S w L T D

B

8000

6000
L

4000

Expresion de NOS2 (UA)

2000
1

— -

'
i
o

T T
Control AAA sin AAA con
Rivaroxaban Rivaroxaban

Figura 6.6: Western blot mostrando la expresion de NOS2. La expresion de [-actina fue
utilizada como control. UA: Unidades Arbitrarias. *p<0,05 respecto al control de aorta

sana.

97



Los niveles de expresion de NOS2 tendieron a disminuir en las muestras de AAA
incubadas con rivaroxaban en comparacién con aquellas muestras incubadas sin el
farmaco (mediana 2140,5 vs 3842 UA, p=0,075). De hecho, como se observa en la Figura
6.6, ¢l nivel de expresion de NOS2 en las muestras de aneurisma incubadas con
rivaroxaban fue similar al observado en las muestras de control (mediana 2140,5 vs 1060

UA, p=0,132).

6.4. EXPRESION DE LAS SUBUNIDADES DE LA NADPH OXIDASA

El andlisis por Western Blot mostr6 (Figuras 6.7 y 6.8) que el nivel de expresion de las
subunidades gp67-phox de la NADPH oxidasa citosolica y gp91-phox de la NADPH
oxidasa mitocondrial fue significativamente mayor en las muestras de AAA que en los
controles: mediana 8002 vs 2358,5 UA, p=0,009 para la gp67-phox y 3971,5 vs 1493 UA,

p=0,002 para la gp91-phox.

Como podemos observar en las mismas figuras, en las muestras de AAA, la incubacion
en presencia de rivaroxaban redujo significativamente los niveles de expresion tanto de
gp67-phox como de gp91-phox con respecto a las muestras sin el firmaco (mediana
2296,5 vs 8002 UA, p=0,028 para la gp67-phox y 2022,5 vs 3971,5 UA, p=0,028 para la
gp91-phox). De hecho, la expresion de estas subunidades de la NADPH oxidasa,
disminuyo hasta alcanzar incluso niveles similares a los que fueron observados en los
controles (mediana 2296,5 vs 2358,5 UA, p=1 para la gp67-phox y 2022,5 vs 1493 UA,

p=0,31 para la gp91-phox).
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Figura 6.7: Western blot mostrando la expresion de la subunidad gp91-phox de la
NADPH oxidasa mitocondrial. La expresion de [-actina fue utilizada como control. UA:
Unidades Arbitrarias. *p<0,05 respecto al control de aorta sana. # p<0,05 respecto a

AAA sin rivaroxaban.

99



AAA SIN AAA CON
CONTROL RIVAROXABAN RIVAROXABAN

Gp67-phox NADPH W) | - L

W o

*

15000
Il

10000
Il

Expresion de GP67-phox NADPH (UA)

o : #
Control AAA sin AAA con
Rivaroxaban Rivaroxaban

Figura 6.8: Western blot mostrando la expresion de la subunidad gp67-phox de la
NADPH oxidasa citosélica. La expresion de f-actina fue utilizada como control. UA:
Unidades Arbitrarias. *p<0,05 respecto al control de aorta sana. # p<0,05 respecto a

AAA sin rivaroxaban.

También se observaron diferentes niveles expresion de la subunidad gp47-phox de la
NADPH oxidasa citosolica entre los tres grupos experimentales en el mismo sentido que
en las otras dos subunidades (Figura 6.9). No obstante, estas diferencias no alcanzaron
significacion estadistica en nuestras muestras para esta subunidad (AAA sin rivaroxaban
vs control: mediana 3114 vs 1904 UA, p=0,329; AAA con rivaroxaban vs sin
rivaroxaban: mediana 2763,5 vs 3114 UA, p=0,893; AAA con rivaroxaban vs control:

mediana 2763,5 vs 1904 UA, p=0,485)
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Figura 6.9: Western blot mostrando la expresion de la subunidad gp47-phox de la
NADPH oxidasa citosdlica. La expresion de f-actina fue utilizada como control. UA:

Unidades Arbitrarias.

6.5.NIVELES DE MMP-9 Y SU ASOCIACION CON PROTEINAS

RELACIONADAS CON LA INFLAMACION Y EL ESTRES OXIDATIVO

Como se puede observar en la Figura 6.10, las muestras de AAA expresaron niveles mas
altos de MMP-9 que los controles de aorta abdominal sana (mediana 6487,5 vs 2581 UA,

£=0,002).
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Figura 6.10: Western blot mostrando la expresion de MMP-9. La expresion de p-actina
fue utilizada como control. UA: Unidades Arbitrarias. *p<0,05 respecto al control de

aorta sana. # p<0,05 respecto a AAA sin rivaroxaban.

La adicion del rivaroxaban al cultivo de AAA también redujo significativamente la
expresion de MMP-9 en los AAA respecto a las muestras sin farmaco (mediana 3278 vs

6487,5 UA, p=0,043) hasta niveles similares a los encontrados en las aortas de control

(mediana 3278 vs 2581 UA, p=0,662).
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El andlisis de correlacion de Spearman, revelo que los niveles de expresion de MMP-9 en
los explantes aorticos se relacionaron directamente con los niveles de expresion de NOS2,
y de la subunidad gp91-phox de la NADPH oxidasa (Tabla 6.2). Ademas, como se
observa en dicha tabla, los niveles de MMP-9 también se relacionaron directamente con
los niveles de IL-6 en el sobrenadante de los explantes aorticos y la ratio IL-6/IL-10.

La asociacion entre la subunidad gp67-phox de la NADPH oxidasa y MMP-9 no alcanz6
significacion estadistica en las muestras estudiadas, aunque si se observd la misma
tendencia que en la subunidad gp-91phox con un valor de p=0,061. No se encontrd
ninguna relacion entre los niveles de expresion de MMP-9 en las muestras y los niveles
de IL-10 en el sobrenadante o la expresion de la subunidad gp47-phox de la NADPH

oxidasa.

Tabla 6.2: Correlacion de Spearman entre la expresion de MMP-9 y pardmetros

inflamatorios y de estrés oxidativo.

Expresion de MMP-9
Variabless Coeficiente de Rho Spearman | P
Concentracién de IL-6 | 0794 1 <0001
Concentracionde IL-10 0049 | 0852
RatioIL-6/IL-10 & 0642 1 0,005
ExpresiondeNOs2 0,642 i 0,005
Expresion de Gp91-phox NADPH | 0679 0,003
‘Expresion de Gp67-phox N"Xi)'iiﬁ"'é """""""""" 0463 """"" 0,061

Expresién de Gp47-phox NADPH | 0,015 5 0,957
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7. DISCUSION

El presente estudio muestra por primera vez los posibles efectos del FXa enddgeno
presente en los AAA humanos en la expresion de proteinas relacionadas con la
inflamacion y el estrés oxidativo a dicho nivel, que se han visto implicados en la

formacion, crecimiento y rotura de los mismos.

Ademas, estos datos sugieren que el rivaroxaban, un inhibidor especifico de la actividad
del FXa, puede revertir estos efectos relacionados con su patogenia al reducir los niveles
de expresion de dos subunidades de la NADPH oxidasa y MMP-9, disminuir la liberacion
de la citoquina proinflamatoria IL-6 y la expresion de NOS2, y aumentar la liberaciéon de

la citoquina antiinflamatoria IL-10 en las muestras de AAA.
Asimismo, los niveles de algunas de estas proteinas en la pared aortica se relacionaron
directamente con el nivel de expresion de MMP-9, que esta directamente implicado en la

formacion y crecimiento de AAA (98, 100-102).

7.1. FXA Y COAGULACION EN AAA
En la mayoria de los pacientes con AAA, la pared del vaso se encuentra recubierta por

trombo intraluminal que no suele impedir el flujo sanguineo (91). Esto hace que en los

pacientes con AAA se observe un estado de coagulacion activada (179).
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A pesar de que el papel exacto del trombo intraluminal en la aorta aneurismatica aiin no
ha sido esclarecido, la presencia de éste se considera un factor de riesgo para la dilatacion

adrtica y el crecimiento y rotura de AAA (180, 181).

Este estado alterado de la coagulacion en los AAA se ha relacionado con otras
alteraciones cardiovasculares en estos pacientes (182, 183) y con una complicacion poco
frecuente pero conocida de la enfermedad aneurismatica, la coagulacion intravascular
diseminada (CID) inducida por aneurismas que, en ocasiones, incluso precede al
diagnoéstico del AAA (184) y puede revertir tras la reparacion quirargica del mismo (185).
La presencia de trombo intraluminal en los AAA ha demostrado ser un factor de riesgo
independiente para la aparicion de esta complicacion potencialmente devastadora (186).
La acumulacion focal de plaquetas radiomarcadas en las lesiones aneurismaticas en un
78% de pacientes, segun un estudio de Sakakibara et al. (187), apoya la idea de que el
AAA supone un foco de activacion local de factores de la coagulacion que puede estar
relacionado con su patogenia. Ademads, se han publicado distintos casos en los que el
tratamiento de esta patologia inhibiendo el FXa mediante rivaroxaban consiguié una
mejoria clinica en pacientes con CID que no estaban respondiendo a otros anticoagulantes
(188, 189), e incluso en terapia a largo plazo de la CID cronica (190). Esto podria sefialar
un papel importante del FXa en la aparicion y desarrollo de la misma en estos pacientes,

asi como en las alteraciones de la coagulacion a nivel local que presentan los AAA.

Los resultados de este estudio son congruentes con estas caracteristicas especificas de la

coagulacidn en pacientes con aneurismas, al evidenciarse una expresion muy aumentada
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de FXa en las muestras de AAA comparado con el nivel observado en explantes de aorta

sana de donantes utilizados como controles.

Las implicaciones de este aumento FXa en procesos de inflamacién y estrés oxidativo
han sido descritos en numerosos trabajos (145, 191-194), pero hasta ahora ningun estudio

ha analizado las implicaciones del mismo en aneurismas humanos.

En 2017, Moran et al. (150) estudiaron el efecto de la inhibiciéon de FXa/FIla mediante
enoxaparina y la inhibicion del FXa mediante fondaparinux en un modelo experimental
de aneurisma aortico usando ratones ApoE—/— infundidos con Angll. En este estudio, la
concentracion de FXa en la aorta suprarrenal se correlacion6 directamente con el didmetro
aortico a dicho nivel. La administracion parenteral de enoxaparina y fondaparinux durante
14 dias redujo la severidad de la enfermedad aneurismatica y las lesiones ateroesclerdticas
en estos ratones ApoE-/- infundidos con Angll, mientras que la administracion enteral de
dabigatran, un inhibidor del FIla, no tuvo un efecto significativo en los mismos,
apuntando a un papel fundamental del FXa en estos procesos. Ese estudio, a su vez,
intent6 analizar los mecanismos por los cuales el FXa se relacion6 con la aparicion y
progresion de aneurismas. La infusion de Angll en el modelo experimental aument6 la

expresion del protease-activated receptor-2 (PAR-2).

Estos hallazgos son consistentes con trabajos previos que demostraron un efecto celular
directo del FXa en la pared vascular mediado por PAR (195-198). Los PAR (protease-

activated receptor) son una familia de receptores acoplados a proteinas G, cuya activacion
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produce migracion de células de musculo liso, remodelacion vascular, angiogénesis e

inflamacion y que estan implicados en la patogenia de los AAA y la ateroesclerosis.

Tanto en el estudio de Moran como en un estudio previo de Borensztajn et al. (199) la
transduccion de sefial producida por el FXa pudo ser inhibida mediante agonistas de PAR-
2, pero no de PAR-1. Esto parece indicar que los efectos del FXa en cuanto a aparicion y
desarrollo de enfermedad aneurismatica y ateroesclerosis, son mediados por PAR-2
mediante un proceso de sefializacion Smad2/3 (grupo de proteinas que funcionan como
segundo mensajero propagando sefiales intracelulares). Un estudio previo de Jobi et al.
(145) también observé un efecto directo del FXa en la induccion de PAR-2 en células de
musculo liso vascular independiente del Flla, no encontrando relacion entre FXa y PAR-

1.

Aunque en el citado estudio de Moran ef al. se encontrd una disminucion en el infiltrado
de monocitos/macréfagos, en la degradacion de las fibras de elastina y en la expresion de
MMP en los ratones infundidos con fondaparinux, no se analizaron los factores
relacionados con la inflamacion y el estrés oxidativo en estas muestras, por lo que no se
pudo demostrar si el efecto del FXa en la génesis de la enfermedad aneurismética estaba

mediado por estos mecanismos.

Elunico estudio hasta la fecha que incluye la administracion de rivaroxaban en un modelo
experimental de aneurisma con ratones ApoE-/- e infusiéon de Angll fue publicado en
2019 por Allen-Redpath et al. (151). En éste, ademas de resaltar la importancia de los

fosfolipidos oxidados enzimdticamente procoagulantes en la formacion del AAA, se
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observé que entre los ratones ApoE-/- a los que se les administraba rivaroxaban de forma
oral, menos de un 20% desarrollaba un aneurisma adrtico tras la infusion de Angll, frente

a casi el 90% de los ratones sin rivaroxaban.

El efecto de la coagulacion sobre la formacion de aneurismas se puso también de
manifiesto en dicho estudio, al emular los efectos protectores del rivaroxaban mediante
la creacion de una coagulopatia de consumo inyectando fosfolipidos procoagulantes en
la circulacion. Este método ha demostrado previamente aumentar de forma aguda la
coagulacién in vivo (200), por lo que, al desviar factores de coagulacion de la pared del
vaso, podria disminuir también el desarrollo de AAA. Por ello es importante avanzar en
el conocimiento de los puntos de unidn y activacion de estos factores para entender su

papel en la aparicion de AAA.

7.2. BIOMARCADORES RELACIONADOS CON LA INFLAMACION EN
MUESTRAS DE AAA HUMANO Y EFECTO DEL RIVAROXABAN

SOBRE LOS MISMOS

Como se ha mencionado previamente, la inflamacion se ha asociado con la patogenia del
AAA (201-203). Alrededor de un 5-10% de los AAA se consideran “aneurismas
inflamatorios”, caracterizados por una respuesta inmune muy aumentada con infiltrado

perianeurismatico y fibrosis retroperitoneal (204).

Sin embargo, los mecanismos inflamatorios parecen estar implicados en la patogénesis

de todos los aneurismas. De hecho, numerosos trabajos han confirmado una elevada
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produccion de citoquinas proinflamatorias en los AAA (116, 205, 206) que inducen el
reclutamiento de células inmunes, promoviendo la destruccion de las células de la pared
vascular y debilitando la misma (117). Concretamente, la IL-6 ha sido implicada

especificamente en la patogénesis del aneurisma (118, 119).

Los resultados de este trabajo también refuerzan esta hipotesis al demostrarse que las
muestras de AAA en nuestra serie liberaron una mayor cantidad de IL-6 que los controles.
La proteina NOS2, una enzima cuya expresion ha sido asociada frecuentemente con
estados inflamatorios (207, 208), también presentaba una expresion aumentada en las
muestras de AAA en comparacion con los controles. Este hecho concuerda con los

hallazgos de Zhang et al., que ya describieron previamente este aumento de la expresion

de NOS2 en los AAA humanos (209).

A pesar de no conocerse ain exactamente la relacion de la activacion de la coagulacion
en los AAA con estos cambios inflamatorios relacionados con su patogenia, parece que
el FXa puede ser una pieza fundamental en la interconexion de estos dos sistemas (191,

210).

Se han descrito efectos proinflamatorios del FXa en diferentes tejidos humanos,
incluyendo fibroblastos, tejido auricular y cultivos de macrofagos (211-213). Como se ha
indicado en el apartado anterior, esta accion del FXa en distintos procesos celulares como
la inflamacidn, el estrés oxidativo, la fibrosis y el remodelado tisular parece llevarse a

cabo a través de la activacion de receptores PAR-2 (214).
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El inhibidor del FXa, rivaroxaban, disminuy6 la liberacion de IL-6 de las muestras
aneurismaticas de este estudio, asi como la expresion de NOS2. Este efecto del farmaco
ya habia sido demostrado con anterioridad en un estudio de Zhou ef al., en el que se
relaciono esta disminucion en la liberacion de IL-6 y otras citoquinas proinflamatorias
con el aumento de la estabilidad de la placa ateroesclerdtica producida por el farmaco

(215).

Distintos estudios han confirmado esta actividad antiinflamatoria del rivaroxaban en los
ultimos afios: la inhibicion del FXa mediante el firmaco ha conseguido atenuar el
remodelado cardiaco mediado por inflamacién en un modelo murino con hipoxia
intermitente (216), asi como el dafo renal por hipertension al inhibir la respuesta
inflamatoria asociada en ratones (217). Dittmeier et al. también han demostrado que el
tratamiento previo con este firmaco disminuye la severidad del ictus en ratas gracias a un
mecanismo dual antitrombotico y antiinflamatorio (218). Ademas, coincidiendo con los
resultados previos del grupo del Dr. Lopez-Farré (149), Hara et al. (219) y Posthuma et
al. (220) han descrito recientemente los efectos protectores del rivaroxaban frente a la
progresion y desestabilizacion de lesiones ateroescleroticas al inhibir la activacion

proinflamatoria de los macrdéfagos en las mismas.

Estos efectos antiinflamatorios han sido también confirmados en humanos, donde los

marcadores séricos de inflamacion disminuyeron en pacientes con fibrilacién auricular

tras 6 meses de tratamiento con rivaroxaban (221).
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Basandose en estos efectos adicionales a su actividad anticoagulante, se disefio en 2013
el ensayo clinico COMPASS (Cardiovascular QOutcomes for People Using
Anticoagulation Strategies) que demostré que en pacientes con enfermedad arterial
periférica o coronaria, la combinacion de una dosis baja de rivaroxaban con aspirina
resulté en una disminucion de eventos adversos cardiovasculares en comparaciéon con
aquellos pacientes tratados tinicamente con aspirina (222). Un estudio posterior dentro de
este ensayo en pacientes con enfermedad arterial periférica o carotidea confirmd estos
hallazgos y encontré también una disminucion de eventos isquémicos en miembros
inferiores en estos pacientes (223). Por ultimo, los beneficios del rivaroxaban han sido
demostrados también en infarto agudo de miocardio tanto en modelos murinos (224),

como en humanos en el ensayo ATLAS ACS 2-TIMI 51 (225).

Diversos autores han relacionado estos efectos adicionales del rivaroxaban con su
actividad antiinflamatoria y su accion sobre el endotelio y el estrés oxidativo (226, 227),
por lo que resulta l6gico pensar que pudiera tener efectos positivos también en otras

enfermedades que comparten dichos mecanismos fisiopatogénicos como el AAA.

Por ultimo, en este estudio no se ha encontrado una alteracion en la liberacioén de la
citoquina antiinflamatoria IL-10 en las muestras de AAA respecto a los controles sanos.
Esto puede sugerir una regulacion diferente de IL-6 e IL-10 en los AAA, de modo que un
incremento en la liberacion de la citoquina proinflamatoria IL-6 no parece acompafarse
de un aumento en la liberacion de IL-10 para contrarrestar el estado proinflamatorio en el

aneurisma.
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En relacidn con estos resultados, otros autores también han observado niveles diferentes
de expresion de IL-6 e IL-10 en patologias relacionadas con distintos estados
inflamatorios (228). Ademas, se ha demostrado una distinta sensibilidad de IL-6 e IL-10
frente a la contrarregulacion del SOCS3 (Suppressor of cytokine signaling 3) en
macrofagos humanos, sugiriendo la posibilidad de una distinta regulacion de estas
interleuquinas, pudiendo existir diferencias en su comportamiento frente a la respuesta

inflamatoria (229).

Una observacion paraddjica del presente estudio fue que el rivaroxaban incrementara la
liberacion de IL-10 en las muestras de AAA respecto a las muestras de aorta sana y a los
aneurismas incubados sin rivaroxaban. De este modo, la ratio IL-6/IL-10 fue
marcadamente mayor en los AAA sin rivaroxaban respecto a los controles y
marcadamente menor en los AAA incubados con rivaroxaban respecto a los controles y

a los AAA incubados sin el farmaco.

Este hallazgo ya habia sido descrito previamente por Laurent ef al. en un estudio en el
que se analizaron los efectos del rivaroxaban y el fondaparinux en la actividad de los
monocitos y la liberacién de citoquinas (230). En dicho estudio, el rivaroxabdn indujo
también un fuerte aumento en la liberacion de IL-10 (198% de la secrecion normal de las
células THP-1 activadas). Los autores relacionaron también este aumento en IL-10 con

el efecto protector del rivaroxabéan en ateroesclerosis.

El hecho de que en el sobrenadante de los explantes de AAA, la produccion de IL-10 no

se modificara respecto al control, pero si estuviera aumentada en los AAA incubados con
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rivaroxaban podria sugerir un efecto independiente del rivaroxaban respecto al FXa

endogeno.

En relacion a esto, previamente se ha descrito en un trabajo en arterias femorales de
pacientes diabéticos un posible efecto del rivaroxaban no relacionado con el FXa en la
expresion de transportadores mitocondriales de acidos grasos de cadena larga (149).
Como también se recoge en ese trabajo, se detectaron metabolitos derivados del
rivaroxaban que impiden descartar que algunos de los efectos aparentemente
independientes del FXa del rivaroxaban puedan deberse a dichos metabolitos (231). Sin
embargo, el analisis de esta hipotesis se sale de los objetivos de este trabajo, por lo que

son necesarios estudios especificos adicionales para poder demostrarlo.

7.3. EXPRESION DE PROTEINAS ASOCIADAS AL ESTRES OXIDATIVO EN
MUESTRAS DE AAA HUMANO Y EFECTO DEL RIVAROXABAN

SOBRE LAS MISMAS

Numerosos estudios han identificado el estrés oxidativo como una de las principales

causas de progresion de los AAA (232, 233).

Tanto las células inflamatorias infiltradas como las propias células vasculares, son
capaces de formar ROS, particularmente anidén superoxido, en los AAA, habiéndose
demostrado una produccion local aumentada de dicho aniéon en aneurismas humanos
(125). Por otro lado, se ha sugerido que la mayor fuente de ROS libres proviene de la
actividad de las NADPH oxidasas (125, 234).
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En este estudio, la subunidad gp67-phox de la NADPH oxidasa citosoélica y la subunidad
gp91-phox de la NADPH oxidasa mitocondrial, se encontraron aumentadas en las

muestras de aneurisma.

Estos resultados ya habian sido descritos previamente por Guzik ef al., que sugirieron una
relacion estrecha entre los AAA y una actividad aumentada de la NADPH oxidasa, ya
que este aumento de produccion del anidon superoxido puede promover la activacion de
metaloproteasas implicadas en el desarrollo de los mismos. En ese estudio se observo
también que una mayor produccion de anion superoxido por el AAA se asociaba

directamente con un mayor riesgo de mortalidad (233).

Otros grupos de investigacion han conseguido evitar el desarrollo de aneurismas mediante
la diminucion de la produccion de ROS (235) y/o el aumento de la expresion de enzimas
antioxidantes en modelos experimentales (236), confirmando la importancia de éstos en
el crecimiento de los AAA. Por esta razon, diferentes autores han propuesto el estrés
oxidativo como una diana terapéutica para la prevencion de la enfermedad aneurismatica

(237-239).

Como se ha sefialado previamente, estudios en modelos experimentales de AAA han
confirmado que tanto las NADPH oxidasas como la NOS2 tienen un papel central en la
produccion de RL en AAA. La deplecion de NADPH en ratones (129) asi como la
deplecion de NOS (123) atentian el crecimiento aneurismatico en condiciones
experimentales, preservandose la estructura de la pared aortica. Por ello, varios grupos

sugieren la NADPH oxidasa como una molécula clave para la creacion de esta diana
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terapéutica (240, 241). No obstante, por ahora ninguno de los antioxidantes estudiados ha

conseguido resultados clinicos relevantes en ensayos in vivo (242, 243).

El FXa ha demostrado aumentar el estrés oxidativo en células de musculo liso vascular
humanas (145, 146), por lo que su inhibicién podria ser también una opcidon para

disminuir este mecanismo etiopatogénico.

En este estudio, el inhibidor del FXa rivaroxaban redujo significativamente el nivel de
expresion de las subunidades 67- y 91-phox de la de NADPH oxidasa en las muestras
aneurismaticas, confirmando la participacion del FXa en esa expresion aumentada. Este
efecto protector del farmaco frente al estrés oxidativo ya habia sido descrito previamente

en estudios con mitocondrias (244) y en animales.

El grupo del Dr. Lopez-Farré también obtuvo resultados similares en un trabajo previo en
el que se demostro que el rivaroxaban reducia la expresion de proteinas relacionadas con
estrés oxidativo (149) e Ishibashi et al. hallaron el mismo efecto en células tubulares

epiteliales de rifion humano (245).

En cuanto al potencial terapéutico de esta accion del farmaco, Imam et al. consiguieron,
en un estudio con ratas, evitar la cardiotoxicidad producida por sunitinib mediante
rivaroxaban, al disminuir los ROS en sus muestras e inhibir por tanto la inflamacién
mediada por el estrés oxidativo (246). Otros grupos han conseguido mediante este

mecanismo disminuir el dafio por isquemia/reperfusion periférica (194).
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Vilaseca et al. observaron también esta disminucion del estrés oxidativo en células
hepaticas de ratas (247) y otros inhibidores directos del FXa como el edoxaban han
presentado efectos similares en otros estudios (248). Esta accion sobre el estrés oxidativo
a través de la NADPH oxidasa se ha visto también implicada en la inhibicion de la
agregacion plaquetaria y la potenciacion del efecto de la aspirina (249), lo que ayuda a
explicar los resultados de los ensayos COMPASS y ATLAS mencionados previamente

(222, 225).

El hecho de que el nivel de expresion proteica de las subunidades 67- y 91-phox de la de
NADPH oxidasa se viera modificado por el rivaroxaban, pero los cambios en la
subunidad gp47-phox no alcanzaran significacion estadistica en este estudio puede
deberse a los mecanismos de regulacion de las diferentes subunidades de la NADPH

oxidasa.

Siu et al. estudiaron la activacion y accion de diferentes isoformas de la NADPH oxidasa
en modelos murinos de AAA y encontraron diferente regulacién e implicacion en la
formacion de AAA para las cuatro isoformas analizadas (250). Por otro lado, en el ya
citado articulo de Jobi ef al. que analiza la activacion de la via PAR-2 por el FXa en
células de endotelio vascular, se observd que dicha activacion estd regulada por el estrés
oxidativo modulado por este factor. En dicho estudio, el FXa aumento la isoforma NOX-
1 (homologo de gp91phox) tanto a nivel de mRNA como de expresion proteica. No

obstante, el FXa no tuvo ninglin efecto significativo sobre NOX-4 o gp47phox (145).
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Esta diferencia en la modulacion de la via de activacion podria explicar que, en el presente
estudio, la inhibicion del FXa por el rivaroxaban tuviera un efecto menor en la subunidad

gp47phox que en gp91phox.

Otro estudio de Park et al. demostrd también, en un modelo de arteria coronaria de ratones
diabéticos, que la regulacion entre PAR-2 y la NADPH oxidasa es bidireccional, de forma
que PAR-2 también regula la expresion de la subunidad gp91phox, sin presentar un efecto
significativo en gp67phox, gp47phox, o gp22phox (251). Aunque el articulo reconoce
que atn no se ha esclarecido del todo la interaccion entre PAR-2 y la NADPH oxidasa,
la subunidad gp91phox parece presentar un papel central en la disfunciéon endotelial

producida por el estrés oxidativo en arteria coronaria.

Por ultimo, se ha sugerido previamente que la NOS2, cuya expresion se redujo
significativamente por el rivaroxaban en las muestras aneurismaticas, puede ser el vinculo
entre la inflamacion y el estrés oxidativo en los aneurismas, ya que el NOS2 ha
demostrado ser también una fuente primaria de anidon superdxido en los mismos (233).

De este modo, aunque en este estudio se han analizado por separado los efectos del
rivaroxaban en la expresion de proteinas relacionadas con la inflamacion y el estrés
oxidativo, estos dos fendmenos estan intimamente relacionados entre si y el progreso en
la comprension de estos mecanismos de regulacion reciproca y sinergia probablemente
ayuden a avanzar en el desarrollo de fairmacos que puedan modular estos procesos y

prevenir la enfermedad aneurismatica.
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7.4. NIVELES DE MMP-9 EN MUESTRAS DE AAA HUMANO, ASOCIACION
CON PROTEINAS RELACIONADAS CON LA INFLAMACION Y EL
ESTRES OXIDATIVO Y EFECTO DEL RIVAROXABAN SOBRE LOS

MISMOS

Como se ha sefialado previamente, es ampliamente conocido que los AAA presentan
niveles aumentados de MMP. Su accion ha sido bien caracterizada y se ha demostrado su

papel central en la etiopatogenia de la enfermedad (100, 252-254).

De entre estas MMP, la MMP-9 es la que se produce en mayor cantidad por el tejido
aneurismatico y con la mayor diferencia de expresion entre tejido sano y muestras de
AAA (98) y es la mas importante en la patogénesis y progresion de aneurismas tanto en
humanos como en modelos animales (100-102). Estos hallazgos se han confirmado en el
presente estudio, en los que las muestras de AAA expresaron niveles mas altos de MMP-

9 que los controles de aorta abdominal sana.

Numerosos estudios han descrito efectos inhibitorios en la progresion de AAA
experimentales mediante inhibidores de las metaloproteasas (255, 256). Del mismo
modo, se ha demostrado proteccion frente a la formacion de aneurismas en ratones
knockout para la MMP-9, en los que la ldmina elastica se encuentra morfolégicamente
preservada (103). Por ello, MMP-9 se ha considerado como una de las dianas terapéuticas

con mayor potencial para el tratamiento médico del AAA.
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Sin embargo, ninguna de los inhibidores estudiados hasta la fecha ha presentado una

eficacia clinica relevante al trasladar estos estudios a ensayos con pacientes (68, 69, 256).

Los resultados de este trabajo muestran que los niveles de MMP-9 en la pared aortica se
correlacionan directamente con la expresion de NOS2 y la subunidad gp91-phox de la
NADPH oxidasa a dicho nivel. Ademas, tanto la liberacion de IL-6 como la ratio IL-6/1L-
10 se relacionaron también de forma directa con dichos niveles de MMP-9. Todos estos
datos sugieren y apoyan la hipotesis de que todos estos mecanismos estan intimamente

asociados con la progresion del AAA.

Numerosos estudios han confirmado que uno de los principales moduladores de la
actividad de MMP es el estrés oxidativo (232, 257). Se ha demostrado que las ROS
degradan la matriz extracelular mediante la activacion de MMP (258) y la sobreexpresion

de NADPH oxidasa aumenta la actividad de MMP en aneurismas humanos (259).

Algunos estudios experimentales han demostrado también que la disminucion de este
estrés oxidativo mediante la pérdida de NADPH oxidasas y NOS2 reduce la expresion de
MMP-9 en muestras de tejido aortico, previniendo la formacion de AAA (129, 260).

De forma similar, se ha demostrado ampliamente la implicaciéon de los procesos

inflamatorios en la regulacion de las MMP (261).

En patologia aneurismatica se ha observado que las citoquinas proinflamatorias aumentan
la producciéon de MMP-9 en las células de tejido vascular, contribuyendo al crecimiento

del AAA (262, 263) y que en esta regulacion influye también la accion de los linfocitos
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T en la expresion de las MMP (264). Esta relacion se ha confirmado en muestras de AAA
humano, en las que los infiltrados inflamatorios son una fuente importante de MMP en el

aneurisma (265).

De este modo podemos especular que la inhibicion del FXa por rivaroxaban, al reducir la
inflamacion y el estrés oxidativo en los AAA, podria también alterar los mecanismos
asociados a la progresion del AAA, como la expresion de MMP-9, disminuyendo los
mismos. Este hecho se ha visto confirmado en el presente estudio, en el que el rivaroxaban
redujo de forma importante los niveles de expresion de MMP-9 en las muestras

aneurismaticas.

Previamente se habia descrito ya en otras patologias la reduccion de MMP mediante
rivaroxaban: Gul Utku ef al. demostraron que este farmaco era incluso mas efectivo que
la metilprednisolona en cuanto a recuperacion de mucosa en modelos de colitis en ratas,
mediante la disminucién del estrés oxidativo y las MMP (266). Terry et al. observaron
también un descenso de marcadores inflamatorios y de MMP-9 en ratas con catéteres
venosos centrales tratados con rivaroxaban respecto a los controles (267) y estos
resultados se han confirmado también al usar rivaroxaban como pretratamiento en ratas a
las que se induce infarto cerebral (268) y en modelos de aterosclerosis en aorta de rata

(219).
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7.5. COMENTARIOS Y LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Este estudio presenta varias limitaciones. La mas importante probablemente sea el
pequefio tamafno muestral, no obstante, los resultados observados en todas las muestras
han sido muy consistentes. Por otro lado, inicamente se han incluido muestras de AAA
que presentaban trombo intraluminal, al estimarse que en estas condiciones el papel del
FXa podria ser més evidente y encontrarse este presente en tres cuartas partes de los
aneurismas (91). Sin embargo, se estidn realizando ya nuevos estudios comparativos en

muestras aneurismaticas sin trombo.

Otra limitacion ya mencionada es la imposibilidad de analizar el impacto del tratamiento
farmacoldgico previo en las diferencias observadas entre los controles y los AAA debido
al anonimato del proceso de donacion de oOrganos. No obstante, tal y como se ha
mencionado previamente, es importante resaltar que el objetivo principal del estudio es
analizar el papel del FXa enddgeno en AAA en la expresion de proteinas asociadas con
la inflamacion y el estrés oxidativo y los valores obtenidos en los donantes de drganos se

han usado Gnicamente como aproximacion de los valores normales en pacientes sanos.

La concentracion de rivaroxaban utilizada en el estudio, se encuentra dentro del rango de
concentracion en plasma del fdrmaco tras administracion de una dosis terapéutica del
mismo (269). De hecho, 50 nmol/L de rivaroxaban equivale a aproximadamente 200 pg/L

de rivaroxaban, concentracion que es alcanzada en pacientes tratados con 20 mg una vez

al dia (269).
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Por otro lado, es importante resaltar que los resultados de este estudio se refieren
unicamente al rivaroxaban, por lo que se necesitan nuevos estudios para analizar si otros
inhibidores del FXa o incluso otros fArmacos anticoagulantes con actividad sobre otros
factores de la cascada de la coagulacion podrian ejercer efectos similares a los del
rivaroxaban en la expresion de proteinas relacionadas con la inflamacion y el estrés

oxidativo en AAA.

Como también se ha indicado previamente, es posible que alguno de los efectos
observados, como la liberacion de IL-10, pueda deberse a un efecto independiente del
rivaroxaban respecto al FXa enddgeno o a la accion de alguno de sus metabolitos. Sin
embargo, este estudio no estaba disefiado para diferenciar estos mecanismos y el analisis

de esta teoria se sale de los objetivos del trabajo.

Finalmente, en este estudio, los efectos del rivaroxaban en la expresion de proteinas
relacionadas con la inflamacion y el estrés oxidativo se han tratado por separado. Sin
embargo, ambas estan intimamente relacionadas. De hecho, pueden considerarse parte de
un circulo vicioso donde cada una actiia como promotora de la otra. De este modo, aunque
los resultados obtenidos han mostrado claramente cambios en la expresion y liberacion
de diferentes biomarcadores o enzimas relacionadas con la respuesta inflamatoria y el
estrés oxidativo en muestras de AAA humanos incubadas con rivaroxaban, no se puede
saber si estos cambios se deben a efectos independientes del farmaco en cada uno de ellos
o0 a la accion preferencial de la inhibicion del FXa en uno de los dos, que pueda producir

cambios en el resto de los mecanismos asociados con los AAA estudiados aqui.
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7.6. FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

Nos encontramos ante una patologia, el AAA, con una morbimortalidad importante y
ningun tratamiento médico que haya resultado ser efectivo en la practica clinica para
evitar su aparicion, crecimiento y ruptura. Por ello, el potencial terapéutico de un farmaco
que pueda actuar sobre el aneurisma revirtiendo sus mecanismos etiopatogénicos es
enorme y deben continuarse los esfuerzos por encontrar esta alternativa farmacologica al

tratamiento quirurgico y endovascular.

Esta tesis ha puesto de relieve por primera vez la importancia del FXa en la etiopatogenia
de los aneurismas en humanos y la accioén de su inhibidor, el rivaroxabén, para prevenir
estas alteraciones en la pared aortica. Por ello, la investigacion futura para dilucidar el
papel que este farmaco puede tener en la patologia aneurismatica debe tener una doble

vertiente.

Por un lado, se ha de continuar esta via de investigacion preclinica para esclarecer
aquellas cuestiones que este estudio no ha podido contestar: el efecto del FXa y el
rivaroxaban en la formacion de AAA sin trombo intraluminal, los efectos directos del
farmaco sobre la arteria independientes del FXa y los posibles efectos de sus metabolitos.
Entendiendo mejor los mecanismos de actuacion de este farmaco sobre dicha patologia,
se podran disefiar nuevas moléculas mas eficaces dirigidas a los puntos claves del
desarrollo de esta enfermedad. Ademas, seria interesante estudiar el efecto de otros
inhibidores directos del FXa sobre los aneurismas humanos y comparar estos efectos y

sus mecanismos con los que se han encontrado en el rivaroxaban.
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Por otro lado, al tratarse el rivaroxaban de un farmaco aprobado y ampliamente utilizado
a nivel mundial para las indicaciones referidas previamente, pueden disenarse estudios
clinicos de cohortes para analizar el efecto que ha tenido esta medicacion en la incidencia,
desarrollo y morbimortalidad del aneurisma en pacientes tratados con rivaroxaban
durante los ultimos afios, comparandolo con pacientes sin tratamiento anticoagulante o

con otros anticoagulantes con diferente mecanismo de accion.

La confirmacion de la relevancia clinica de este farmaco para prevenir el AAA en estos
estudios retrospectivos in vivo aportaria la evidencia necesaria para disefiar ensayos
clinicos prospectivos que permitan hacer llegar a nuestros pacientes un farmaco efectivo

para su patologia.
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8. CONCLUSIONES

1. En el aneurisma de aorta abdominal existe un aumento de expresion del FXa

respecto a la pared vascular de la aorta sana.

2. El FXa contribuye a crear un estado inflamatorio en el aneurisma, con aumento
de la interleuquina proinflamatoria IL-6, la NOS2 y la ratio IL-6/IL-10 respecto a

la aorta sana.

3. El rivaroxaban revierte estos efectos inflamatorios in vitro, disminuyendo la
liberacion de IL-6 y NOS2, y aumentando de forma significativa la liberacion de
la interleuquina antiinflamatoria IL-10. De este modo, es capaz de generar un
estado antiinflamatorio con una disminuciéon de la ratio IL-6/IL-10 en
comparacion con los aneurismas incubados sin farmaco e incluso respecto a la

aorta sana.

4. El FXa contribuye también al estrés oxidativo en el aneurisma, con aumento de la
expresion de las subunidades gp67-phox de la NADPH oxidasa citosdlica y gp91-

phox de la NADPH oxidasa mitocondrial respecto a la aorta sana.

5. El rivaroxaban revierte estos efectos sobre el estrés oxidativo en el aneurisma,
disminuyendo la expresion de estas subunidades de la NADPH oxidasa hasta

niveles similares a las muestras de control.
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6. La metaloproteasa con mayor implicacion en la formacion de aneurismas, la

MMP-9, se encuentra aumentada en los aneurismas en relacion con la aorta sana.

7. Los niveles de expresion de la MMP-9 se relacionaron directamente con los
niveles de NOS2, de la subunidad gp91-phox de la NADPH oxidasa, de IL-6 y
con la ratio IL-6/IL-10. Esto confirma la regulacion que ejercen factores

inflamatorios y el estrés oxidativo en la expresion de MMP-9.

8. El rivaroxaban redujo la expresion de MMP-9 en los aneurismas hasta niveles

similares a los encontrados en las aortas de control.
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