| PUESTA AL DiA

Biomarcadores en la medicina cardiovascular

José L. Martin-Ventura?, Luis M. Blanco-Colio?, José Tuidn®, Begofia Muioz-Garcia?, Julio Madrigal-
Matute?, Juan A. Moreno?, Melina Vega de Céniga° y Jesus Egido?

3l aboratorio de Patologia Vascular. Fundacién Jiménez Diaz. Universidad Auténoma de Madrid. Madrid.

Espana.

bDepartamento de Cardiologia. Fundacion Jiménez Diaz. Universidad Auténoma de Madrid. Madrid.

Espana.

°Departmento de Angiologia y Cirugia Vascular. Hospital de Galdakao-Usansolo. Galdacano. Vizcaya.

Espafa.

Las enfermedades cardiovasculares son la primera
causa de muerte en el mundo occidental. El proceso pa-
toldégico que subyace a ellas es un engrosamiento de la
pared arterial debido a la formacion de placas ateroscle-
réticas, las cuales se complican frecuentemente con un
trombo y pueden dar lugar a sindrome coronario agudo
o accidente cerebrovascular. Uno de los mayores retos
de la medicina cardiovascular es encontrar la manera de
predecir el riesgo de un sujeto de sufrir un evento trom-
bético agudo.

En las ultimas décadas, hay un gran interés en la bus-
queda de biomarcadores diagnésticos y pronésticos que
puedan ser identificados en sangre. Entre ellos, la protei-
na C reactiva es la mas conocida. Otros, como el ligando
de CD40 soluble, pueden predecir eventos cardiovascu-
lares. En cambio, hasta el momento no hay un biomarca-
dor aceptado en la practica clinica. Actualmente, existen
diversas técnicas de alto rendimiento como la protedmi-
ca, que permite la deteccion de multiples biomarcadores
potenciales. Estas aproximaciones pueden identificar en
un futuro préximo nuevos biomarcadores que, junto con
las técnicas de imagen, pueden ayudar a mejorar la pre-
diccién de eventos vasculares agudos.

Palabras clave: Biomarcadores. Aterotrombosis. Proted-
mica.

Biomarkers in Cardiovascular Medicine

Cardiovascular disease is the principal cause of death in
developed countries. The underlying pathological process
is arterial wall thickening due to the formation of atheros-
clerotic plaque, which is frequently complicated by throm-
bus, thereby giving rise to the possibility of acute coronary
syndrome or stroke. One of the major challenges in car-
diovascular medicine is to find a way of predicting the risk
that an individual will suffer an acute thrombotic event.
During the last few decades, there has been considerable
interest in finding diagnostic and prognostic biomarkers
that can be detected in blood. Of these, C-reactive pro-
tein is the best known. Others, such as the soluble CD40
ligand, can be used to predict cardiovascular events.
However, to date, no biomarker has been generally ac-
cepted for use in clinical practice. At present, there are
a number of high-performance techniques, such as pro-
teomics, that have the ability to detect multiple potential
biomarkers. In the near future, these approaches may lead
to the discovery of new biomarkers that, when used with
imaging techniques, could help improve our ability to pre-
dict the occurrence of acute vascular events.
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INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares son la pri-
mera causa de muerte en el mundo occidental'. De
ellas, la aterosclerosis es el principal motivo de esta
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enorme morbimortalidad. El proceso patoldgico
que subyace a esta enfermedad es un engrosamiento
de la pared arterial debido a la formacion de placas
aterosclerdticas®. Aunque suelen progresar gradual-
mente, frecuentemente las placas ateroscleréticas se
complican con un trombo y ocasionan una obstruc-
cion brusca de la luz vascular. Segun su localiza-
cion, esta oclusion puede dar lugar a sindrome co-
ronario agudo (SCA) o accidente cerebrovascular
(ACYV), que pueden ocasionar muerte subita o dejar
graves secuelas a quienes lo sufren. Aunque se pro-
ducen grandes avances en el tratamiento de esta en-
fermedad, la medicina actual no es capaz de pre-
decir de manera adecuada quiénes tienen riesgo de
sufrir estos problemas. Por ello, uno de los mayores
retos de la medicina cardiovascular es encontrar la
manera de predecir el riesgo de un sujeto de sufrir
un evento trombotico agudo.
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Durante anos, se han utilizado los factores de
riesgo cardiovascular para predecir el riesgo de
eventos cardiovasculares en la poblacion general,
complementandolos con otros datos, como la frac-
cion de eyeccion. En el caso de pacientes con ateros-
clerosis sintomatica, como en la cardiopatia isqué-
mica, podian afadirse técnicas como la
coronariografia para conocer la extension de la enfer-
medad. Sin embargo, sigue habiendo una elevada in-
cidencia de eventos isquémicos agudos no esperados,
tanto en poblacidon con aterosclerosis conocida como
en sujetos clasificados como sanos en los que la enfer-
medad estaba cursando de modo subclinico. En este
sentido, uno de los campos de investigacion mas ac-
tivos en los ultimos afios es el uso de la resonancia
magnética (RM) y la tomografia computarizada (TC)
multicorte. Estas técnicas permiten diagnosticar de
modo no invasivo la existencia y la extension de la
aterosclerosis y prometen llegar a una adecuada ca-
racterizacion del tamano y la composicion de las le-
siones. Otro de los grandes campos de investigacion
en esta area, en el cual nos vamos a centrar, es la bus-
queda de biomarcadores diagnoésticos y prondsticos
que puedan ser identificados en sangre®. La pared
vascular libera al torrente sanguineo moléculas que
pueden reflejar los procesos patologicos que tienen
lugar en ella. Por otra parte, la propia sangre tiene
una participacion evidente en la formaciéon de
trombos. Asi, las concentraciones de moléculas que
participan en los diferentes procesos patologicos pre-
sentes en la aterosclerosis podrian ser biomarcadores
en teoria. Sin embargo, no todas estas moléculas son
validas para tal fin, sino que deben reunir ciertas con-
diciones. Las caracteristicas de un biomarcador ideal
se muestran en la tabla 1. Aunque la mayoria de los
biomarcadores estudiados hasta la actualidad se han
basado en la posibilidad de que sean utiles desde el
punto de vista diagndstico/prondstico, conviene re-
cordar que lo ideal seria ademas que constituyeran
una diana terapéutica. Por tultimo algunos, aunque
no tengan valor diagnoéstico y terapéutico, nos
pueden proporcionar informacién sobre la génesis y
la formacion de la placa ateromatosa (fig. 1).

BIOMARCADORES CARDIOVASCULARES

En este apartado se resumen los biomarcadores
mas estudiados en cuanto a los distintos meca-
nismos implicados en el desarrollo y la rotura de la
placa aterosclerotica, como la disfuncion endotelial,
la inflamacion, el estrés oxidativo, la proteolisis y la
trombosis (fig. 2).

Disfuncion endotelial

Entre las causas de disfuncién endotelial, se en-
cuentran los factores de riesgo cardiovascular y los
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TABLA 1. Caracteristicas de un biomarcador

Especifico Para una enfermedad en particular
Sensible Facilmente cuantificable
Predictivo Relevante para la progresion de la enfermedad

y/o el tratamiento
Solido Rapido, simple y con analisis econémicos

Estable Iguales concentraciones a cualquier hora del dia
No invasivo Fécil obtencion de muestras (sangre, orina, etc.)
Relevancia preclinica  Valido en modelos animales/celulares
y clinica y humanos
Diagnostico/
pronostico
Patogénico <> Terapéutico

Fig. 1. Tipos de biomarcadores de la enfermedad cardiovascular.

factores hemodinamicos, pues se sabe que el endo-
telio se dana en los lugares donde hay mas turbu-
lencia de la sangre. En particular destaca el papel
de los lipidos, ya que el aumento en su concentra-
cion plasmatica puede llevar a su acumulacion en el
espacio subendotelial donde, tras sufrir diversas
modificaciones, estimulan la expresion de moléculas
de adhesidn y se inicia el proceso inflamatorio.

Moleculas de adhesion

Las moléculas de adhesion son clave en el reclu-
tamiento celular hacia el interior de la pared vas-
cular. Dado que sus formas solubles pueden apa-
recer en el plasma, diversos trabajos han
relacionado sus concentraciones con el riesgo de
eventos cardiovasculares.

En poblaciones sanas, la molécula de adhesion
ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) muestra
mayores concentraciones en sujetos sanos que van
a tener un infarto agudo de miocardio (IAM),
mientras que con la VCAM-1 (vascular cell adhe-
sion molecule-1) no se obtuvieron datos similares*>.
En el estudio ARIC (Atherosclerosis in Risk
Communities), las concentraciones de ICAM-1 pre-
decian eventos coronarios y el desarrollo de ateros-
clerosis carotidea, y ademas, habia asociacion entre
ésta y las concentraciones de selectina E soluble®.
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Fig. 2. Marcadores circulantes relacionados con la
aterosclerosis. COX-2: ciclooxigenasa 2; HGF: fac-

. : : . Activacion TNFa
tor de crecimiento de hepatocitos; IL: interleucina; endotelial: IL-18, IL-10 Reactantes de
Lp-PLA2: fosfolipasa A2 asociada a lipoproteinas; VWF, sLFas, sICAM-1 fase aguda:
MCP-1: proteina quimiotactica de monocitos 1; SVCAM-1, 0ide A
SE-selectina amiloide

MMP: metaloproteinasas de matriz; NADPH oxi-
dasa: nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
oxidasa; ox-LDL: lipoproteinas de baja densidad
oxidadas; PAPP-A: proteina plasmatica A asociada
al embarazo; PCR: proteina C reactiva; PIGF: factor
de crecimiento placentario; PPAR: receptores de los
activadores de la proliferacion de peroxisomas; SE-
selectina: selectina E soluble; sLFas: ligando de Fas
soluble; sICAM-1: molécula de adhesion intercelular
1 soluble; sVCAM-1: molécula de adhesion a células
vasculares-1 soluble; TGFB: factor de crecimiento
transformador beta; TIMP: inhibidor de metalopro-
teinasas de matriz; TNFou: factor de necrosis tumoral
alfa; VEGF: factor de crecimiento del endotelio vas-
cular; vWF: factor de von Willebrand.

Estrés oxidativo:
0x-LDL, Lp-LPA,,
mieloperoxidasa,
NADPH oxidasa

Proteolisis:
MMP-1, -2, -9, -10
TIMP-1, -2
PAPP-A

Citocinas:
IL-6, MCP-1,

Crecimiento
angiogénico:
VEGF, PIGF, HGF

Aterotrombosis

Activacion
plaquetaria:
sCD40L, selectina P

Otros:
TGFB, (I:eucotrienos,

receptores PPAR

En cuanto a la selectina P, el Women’s Health
Study mostré que era predictora de eventos cardio-
vasculares’.

En poblaciones con enfermedad coronaria, el es-
tudio Atherogene mostré que las concentraciones
de selectina E, ICAM-1 y VCAM-1 eran mayores
en los pacientes que sufrieron eventos cardiovascu-
lares®. Mulvihill et al’® determinaron que la
VCAM-1, junto con la proteina C reactiva (PCR),
era predictora de eventos cardiovasculares futuros
en pacientes con SCA, mientras que ICAM-1 y las
selectinas E y P no mostraban ninguna correlacion.

Por ultimo, los resultados obtenidos por Malik et
al'® en el British Regional Heart Study son poco
alentadores en cuanto al valor pronostico de las
moléculas de adhesion. De los 5.661 varones del es-
tudio, se analizaron muestras de 643 que desarro-
llaron enfermedad coronaria y 1.278 que permane-
cieron estables. Basalmente habia evidencia de
enfermedad coronaria en el 36% de los que tuvieron
eventos y el 20% de los que permanecieron estables.
Las concentraciones de ICAM-1, VCAM-1 vy selec-
tinas E y P no afiadieron valor pronéstico al que
proporcionaban los factores de riesgo clasicos.

Los datos obtenidos hasta la actualidad acerca
del efecto del tratamiento con farmacos hipolipe-
miantes sobre la concentracién plasmatica de dife-
rentes moléculas de adhesion son variados. Asi, el
tratamiento con fluvastatina (80 mg/dia) disminuyo
las concentraciones plasmaticas de ICAM-1 y selec-
tina P en 26 pacientes hiperlipémicos'!. Sin em-
bargo, otros estudios no han confirmado estos re-
sultados. Jilma et al'? analizaron las concentraciones
circulantes de ICAM-1, VCAM-1 vy selectina E en
75 pacientes con hipercolesterolemia tratados con
tres estatinas diferentes durante 3 meses, y no ob-
servaron cambios en las concentraciones plasma-

ticas de las proteinas analizadas. Cabe destacar que
esos estudios se realizaron en poblaciones pequefias;
recientemente se han publicado los resultados del
estudio AIM (Atorvastatin on Inflammatory
Markers)'?, en el que se analizaron las concentra-
ciones plasmaticas de ICAM-1 en 1.078 sujetos con
alto riesgo cardiovascular. En ese estudio se ob-
servo que el tratamiento durante 3 meses con todas
las dosis disponibles de atorvastatina (10-80 mg/
dia) disminuy¢ las concentraciones de ICAM-1.

Inflamacion

Quimiocinas

Una vez que los leucocitos se han adherido a la
pared vascular, su entrada al interior esta contro-
lada por quimiocinas. Las dos mas numerosas son
las quimiocinas alfa y beta. Las primeras son qui-
miotacticas para neutrdfilos o linfocitos y entre
ellas estan las interleucinas (IL). Las quimiocinas
beta atraen monocitos y linfocitos, ademas de baso-
filos y eosinofilos, aunque no neutrofilos. A esta fa-
milia pertenece el MCP-1 (monocyte chemoattrac-
tant protein-1).

Interleucina 6

El valor de la IL-6 como predictor de riesgo fue
evaluado en el estudio prospectivo de cohortes
ABC'. En sujetos sin enfermedad vascular, los va-
lores de IL-6 circulante eran predictivos de enfer-
medad coronaria, insuficiencia cardiaca e ictus. En
la angina inestable, Biasucci et al'> demostraron que
los pacientes que presentaron muerte, [AM o an-
gina refractaria durante la hospitalizacion tenian al
ingreso concentraciones de IL-6 mas elevadas que
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los sujetos que permanecieron estables. En otro es-
tudio de angina inestable, ya con 263 pacientes, las
concentraciones de 1L-6, junto con las de PCR, pre-
decian la posibilidad de muerte coronaria durante
un seguimiento de 17 meses y eran aditivos al valor
que proporcionaban los marcadores de dano mio-
cardico'®. En el estudio FRISC II (Fragmin and
Fast Revascularisation During Instability in
Coronary Artery Disease II trial)!’, 3.269 pacientes
con SCA fueron aleatorizados al ingreso a trata-
miento invasivo o estrategia conservadora. Los va-
lores de IL-6 eran predictores independientes de
mortalidad tras un seguimiento de 12 meses.
Ademas, los pacientes que tenian IL-6 elevada eran
los que mostraban beneficio al ser asignados a tra-
tamiento agresivo, por lo que la IL-6 podria servir
para guiar el tratamiento a emplear en esta pobla-
cion.

MCP-1

Esta quimiocina es la principal encargada del re-
clutamiento de monocitos a los tejidos en que hay
respuesta inflamatoria activa, como es la lesion ate-
rosclerotica. El valor diagnéstico y prondstico de
MCP-1 soluble se ha puesto de manifiesto en dife-
rentes estudios. Las concentraciones plasmaticas de
MCP-1 se han asociado con diferentes factores de
riesgo cardiovascular, asi como con un mayor
riesgo de sufrir un evento cardiovascular en el
futuro'®®. Asi en el estudio OPUS-TIMI 16 se ana-
lizé su capacidad pronodstica en 2.270 pacientes con
SCA sin elevacion del segmento ST (SCASEST), y
se observd que las concentraciones de MCP-1 pre-
decian el riesgo de muerte o IAM a 10 meses.

Nuestro grupo ha demostrado que el tratamiento
con atorvastatina sola o en combinaciéon con amlo-
dipino reduce las concentraciones de MCP-1 en pa-
cientes con aterosclerosis carotidea®®?'. Ademas, re-
cientemente hemos publicado los resultados del
estudio AIM, en los que se observaba que todas las
dosis disponibles de atorvastatina son capaces de
disminuir las concentraciones plasmaticas de
MCP-1 tras 3 meses de tratamiento en sujetos con
alto riesgo cardiovascular'3.

PCR

Sin duda alguna, es el marcador inflamatorio mas
conocido*?. En pacientes con angina inestable, las
concentraciones de PCR fueron predictoras de ines-
tabilidad cardiaca recurrente*. De forma similar, la
PCR parece ser util en el manejo diagnostico y pro-
noéstico de la enfermedad arterial periférica®. En
pacientes con enfermedad coronaria, la PCR se ha
asociado con el riesgo de recurrencia de eventos
cardiovasculares?*?’. Por otro lado, en algunos es-
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tudios en pacientes con IAM, las concentraciones
de PCR se correlacionan con el tamafio y la exten-
sion de la necrosis, asi como con el pronodstico®. En
prevencién primaria, diversos estudios han demos-
trado que las concentraciones basales de PCR son
capaces de predecir eventos vasculares®-3!,

Independientemente de la capacidad de la PCR
para predecir el riesgo en prevencidon primaria y se-
cundaria, el interés sobre la PCR ha aumentado de-
bido a que las estatinas son capaces de disminuir
sus concentraciones de forma independiente de su
efecto hipolipemiante®. En este sentido, en el es-
tudio PROVE IT-TIMI22 (Pravastatin or
Atorvastatin Evaluation and Infection Therapy-
Thrombolysis in Myocardial Infarction 22)®, las
concentraciones iniciales de PCR obtenidas tras el
tratamiento con estatinas tuvieron igual impor-
tancia que las de lipoproteinas de baja densidad
(LDL) para predecir eventos cardiovasculares.
Cabe destacar los resultados del estudio JUPITER,
en el cual se analizo el efecto del tratamiento con
rosuvastatina (20 mg/dia) en 17.802 sujetos aparen-
temente sanos que presentaban concentraciones de
cLDL < 130 mg/dl y PCR sérica > 2 mg/l, con un
seguimiento medio de 1,9 anos*. En ese estudio, la
rosuvastatina disminuy¢ significativamente la inci-
dencia de eventos cardiovasculares. Sin embargo, es
importante notar que el tratamiento con rosuvasta-
tina disminuy6 las concentraciones de cLDL por
debajo de 55 mg/dl y, por lo tanto, el efecto obser-
vado tras el tratamiento podria deberse a la dismi-
nucién tan drastica observada en la concentracion
de LDL. En todo caso, hay un gran debate sobre su
potencial uso en la practica clinica®-.

Estrés oxidativo

LP-PLA2

La fosfolipasa A2 asociada a lipoproteinas (LP-
PLA?2) es una lipasa independiente del calcio secre-
tada por leucocitos y esta asociada con las LDL cir-
culantes y los macrofagos en la placa ateromatosa.
Junto con la PCR, es el predictor de riesgo cardio-
vascular mas solidamente estudiado. Se han publi-
cado mas de 25 estudios epidemiologicos prospec-
tivos sobre la LP-PLA2 tanto en prevencion
primaria como en secundaria. Estos estudios cli-
nicos han demostrado generalmente correlaciones
solidas entre concentraciones de LP-PLA2 circu-
lante y el aumento del riesgo de eventos cardiovas-
culares, incluso después del ajuste multivariable
para los factores de riesgo tradicionales. Ademas la
LP-PLA2 es un factor de riesgo independiente y
complementario de la PCR3*. Esos estudios han
respaldado las recomendaciones de la American
Heart Association que indican que la LP-PLA2 po-



dria ser utilizada en la practica clinica para afinar la
prediccion de riesgo en sujetos con riesgo cardio-
vascular intermedio.

La LP-PLA2 ha suscitado también mucho interés
como diana terapéutica en la enfermedad coro-
naria. La LP-PLA2 se localiza en altas concentra-
ciones en el nucleo lipidico de las placas inflamato-
rias. La LP-PLA2 es secretada por las células
inflamatorias en la lesiéon o la transportan las parti-
culas de LDL. La LP-PLA2 actua sobre la fosfati-
dilcolina oxidada (localizada en la parte externa de
las LDL oxidadas) para generar lisofosfatidilcolina
y acidos grasos oxidados. Estos dos productos li-
pidos bioactivos inducen la expansion del nucleo li-
pidico y el adelgazamiento de la capa fibrosa. La
inhibicidn selectiva de la LP-PLA2, mediante el tra-
tamiento con darapladib, inhibe la progresién de
las lesiones ateroscleroticas coronarias avanzadas
en un modelo experimental®. En un estudio reali-
zado en 330 pacientes con enfermedad coronaria
documentada angiograficamente, la administracion
de darapladib durante 12 meses previno la expan-
sidén del nucleo necrético, un determinante clave de
la vulnerabilidad de la placa*. Aunque son precisos
estudios adicionales, estos datos indican que la in-
hibicion de la LP-PLA?2 puede ser un nuevo abor-
daje terapéutico.

Proteolisis

El desequilibrio entre la sintesis y la degradacion
de la matriz extracelular es un fenémeno clave en el
debilitamiento y la rotura de las placas aterosclero-
ticas avanzadas. Mientras que la muerte por apop-
tosis de las células de musculo liso vascular
(CMLYV) parece ser el principal mecanismo involu-
crado en la disminucion de la sintesis de compo-
nentes de la matriz, el incremento de su degrada-
cion se ha asociado al aumento en las
concentraciones y la actividad de diversas enzimas
proteoliticas. De estas enzimas, las metaloprotei-
nasas (MMP) han sido las mas estudiadas.

Metaloproteinasas

La mayoria de los factores de riesgo de enfer-
medad aterosclerotica se han asociado a un au-
mento en las concentraciones de diversas MMP cir-
culantes, entre otras, la hipertension*? y la diabetes
mellitus®. Asimismo, las concentraciones de
MMP-9 y del inhibidor TIMP-1 estan significativa-
mente aumentadas en pacientes con aterosclerosis
carotidea®* y en pacientes con enfermedad coro-
naria*. También se ha detectado un aumento en las
concentraciones de ambos marcadores en pacientes
que han sufrido un SCA¥. En relacién con el po-
sible valor prondstico de las MMP, en prevencion
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primaria se ha observado que el aumento en la
MMP-9 circulante es capaz de predecir eventos car-
diovasculares en sujetos sanos*. Asimismo, di-
versos estudios en prevencion secundaria han rela-
cionado las concentraciones de MMP-9 elevadas en
pacientes con diversas afecciones cardiovasculares
con una mayor mortalidad cardiovascular®-®.
Entre las diferentes estrategias terapéuticas em-
pleadas en la aterosclerosis que son capaces de mo-
dular las concentraciones de MMP, cabe destacar
dos: los tromboliticos y las estatinas. Mientras que
los tromboliticos pueden estimular la expresion de
MMP y la degradacion del colageno’!, las estatinas
disminuyen las concentraciones de MMP-9%2.

Trombosis

La presencia de estos procesos inmuno-inflama-
torio-proteoliticos en la placa aterosclerotica con-
duce a la desestabilizacion, la rotura y la consi-
guiente formacién de trombo, que es la base de las
consecuencias clinicas mas severas de la ateroscle-
rosis. En el 70% de los enfermos que presentan un
SCA ocurre este proceso de rotura de placa.
Normalmente se trata de una placa que no estenosa
mucho el vaso, contiene grasa y, al producirse una
fisura en ella, pone en contacto el nucleo lipidico,
rico en factor tisular, con el torrente circulatorio, lo
que da lugar a la formacion de un trombo que im-
pide el flujo sanguineo.

CD40/CD40L

Dada la implicacion del sistema CD40/CD40L en
la aterotrombosis®™>*, también se ha intentado ana-
lizar si la determinacion de sus valores plasmaticos
podria proporcionar informaciéon pronostica. Un
aumento de CD40L soluble predice un mayor
riesgo de eventos cardiovasculares en mujeres
sanas®, Sin embargo, la mayor parte de la pobla-
cion que tuvo eventos tenia concentraciones simi-
lares a las de quienes permanecieron estables, y la
diferencia se debia a un pequefio subgrupo que si
tuvo valores de CD40L claramente mas elevados.
Por lo tanto, es posible que en mujeres sanas el
CD40L soluble pueda distinguir un grupo con espe-
cial riesgo de eventos vasculares, pero no a la ma-
yoria.

En pacientes con SCA se ha visto que las pla-
quetas muestran un incremento de la expresion de
CD40L%. En el estudio CAPTUREY, en ¢l que se
evaluaba el uso de abciximab frente a placebo, se
analizaron las concentraciones de CD40L en pa-
cientes con SCASEST que iban a ser sometidos a
angioplastia. En primer lugar, se observo que los
pacientes del grupo placebo con concentraciones de
CD40L elevadas tenian mas probabilidad de muerte
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o infarto no fatal durante los 6 meses siguientes. En
segundo lugar, el valor predictivo de CD40L era in-
dependiente de las concentraciones de troponina T,
ya que —incluso en los que se elevaba este mar-
cador— los valores de CD40L seguian teniendo
valor prondstico. Por tultimo, el abciximab reducia
el riesgo de eventos en los sujetos con concentra-
ciones de CD40L soluble elevadas hasta igualarlos
con el del grupo que tenia valores bajos, mientras
que éstos no se beneficiaban del uso de este blo-
queador de los receptores IIb/I11a. Estos hallazgos
podrian estar relacionados con que el CD40L so-
luble confiere una mayor estabilidad al trombo
cuando se une a los receptores plaquetarios IIb/
I1Ta%8, por lo que los pacientes con concentraciones
mayores se beneficiarian especialmente de los blo-
queadores IIb/Illa. Datos del estudio OPUS-
TIMI16 (Orbofiban in Patients with Unstable coro-
nary Syndromes-Thrombolysis In Myocardial
Infarction 16), también en SCASEST, confirman el
valor predictivo del CD40L independientemente de
las concentraciones de PCR y troponina I%.

Diferentes trabajos han analizado el efecto del
tratamiento hipolipemiante con estatinas en las
concentraciones plasmaticas de CD40L. Asi, se ha
demostrado que el tratamiento con atorvastatina
durante 8 semanas disminuye la expresion de
CD40L en plaquetas procedentes de sujetos hiperli-
pémicos®. Ademas, en el estudio ASAP
(Atorvastatin versus Simvastatin on Atheroclerotic
Progression Study), el tratamiento con atorvasta-
tina (80 mg/dia) o simvastatina (40 mg/dia) dismi-
nuyo las concentraciones plasmaticas de CD40L in-
dependientemente de la reduccién que se observo
en las de colesterol®. En el estudio MIRACL
(Myocardial Ischemia Reduction with Aggressive
Cholesterol Lowering), que reclutdé a 2.352 pa-
cientes que habian sufrido un SCA, el tratamiento
con atorvastatina (80 mg/dia) durante 16 semanas
disminuy6 las concentraciones de CD40L y redujo
el riesgo de padecer un nuevo evento vascular en
sujetos que se encontraban en el percentil superior
(> 90%)%. Finalmente, en el estudio AIM, el trata-
miento con todas las dosis disponibles de atorvasta-
tina produjo una disminucion de las concentra-
ciones de CD40L circulante en los sujetos con alto
riesgo cardiovascular que se encontraban en el
cuartil superior®. Todos estos estudios indican que
el tratamiento hipolipemiante con estatinas es capaz
de disminuir las concentraciones de CD40L, proba-
blemente de manera independiente de su accion hi-
polipemiante.

NUEVOS BIOMARCADORES POTENCIALES

En la busqueda de nuevos biomarcadores hay
dos aproximaciones posibles. La primera es una
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aproximacion clasica basada en la seleccion de pro-
teinas implicadas en la fisiopatologia de la atero-
trombosis, como en los ejemplos revisados en la
primera parte de esta revisién. En la segunda, me-
diante el uso de técnicas de alto rendimiento como
la protedmica, no se necesita un conocimiento
previo de las proteinas ni de la funcién que pueden
desempenar en la enfermedad. Con esta aproxima-
cion podemos comparar fluidos o tejidos de un pa-
ciente con los de un sujeto sano y, a modo de ras-
treo, ver qué proteinas se expresan de modo
diferente en una y otra muestra. Se generan asi lis-
tados de proteinas potencialmente involucradas en
esta enfermedad, entre las cuales debemos selec-
cionar aquellas cuyas funcion y/o propiedades indi-
quen que tienen mas probabilidades de ser buenos
biomarcadores.

Aproximacion clasica

Un ejemplo de esta aproximacion es el estudio del
sistema Fas/ligando de Fas, perteneciente a la su-
perfamilia del receptor del factor de necrosis tu-
moral. Tanto Fas como ligando de Fas poseen
formas solubles y, mientras que Fas soluble (sFas)
se genera por splicing alternativo de un unico
gen®% el ligando de Fas soluble (sLFas) se genera
mediante la accion de una MMP%,

Las concentraciones de sLFas estan incremen-
tadas en pacientes con insuficiencia cardiaca, [AM
o0 angina inestable®”®, situaciones agudas en las que
las células inflamatorias estdn muy activadas y po-
drian aumentar la secrecion de esta proteina. Por el
contrario, en situaciones cronicas, se ha observado
que los pacientes con hiperlipemia familiar combi-
nada o con aterosclerosis carotidea presentan un
marcado descenso de las concentraciones de sLFas
circulante™. La unién de LFas a su receptor pro-
duce la activacion de la muerte celular programada
o apoptosis de la célula que expresa el receptor. Se
ha propuesto que la expresion de LFas en algunos
tejidos contribuye a un estado de privilegio inmuni-
tario que previene el infiltrado de células inflamato-
rias, ya que estas células expresan su receptor y, por
lo tanto, sufririan apoptosis cuando entran en con-
tacto con el tejido. En este sentido, se ha demos-
trado que LFas se produce en las células endote-
liales en circunstancias normales y su expresion
puede regular negativamente la extravasacion ce-
lular”. Estimulos proinflamatorios, como el factor
de necrosis tumoral alfa (TNFa), son capaces de
disminuir la expresion de LFas en células endote-
liales y facilitar la entrada de células inflamatorias
en los estadios tempranos del desarrollo de la lesion
aterosclerdtica. Nuestra hipotesis es que la disfun-
cion endotelial que tiene lugar en estos pacientes
podria ser el motivo de estos hallazgos, probable-
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Fig. 3. El ligando de Fas (LFas), un potencial
biomarcador de disfuncién endotelial. El LFas lo
producen y liberan las células endoteliales en
circunstancias normales y su expresion puede
regular negativamente la extravasacion celular
mediante la induccion de la apoptosis de leuco-
citos. Cuando el endotelio es disfuncional, dis-
tintos estimulos proinflamatorios son capaces de
disminuir la expresion y la liberacion de LFas por
células endoteliales, lo que facilita la entrada de
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mente debido a una menor sintesis endotelial y/o
una menor liberacion a la sangre (fig. 3). Para ello,
analizamos las concentraciones de sLFas en 110 pa-
cientes con enfermedad coronaria a los que se de-
terminaba la respuesta vasodilatadora a la hipe-
remia reactiva como un marcador de funcioén
endotelial. Observamos que hay una relacion lineal
entre concentraciones de sLFas ¢ hiperemia reac-
tiva, pero no con el flujo en respuesta a la nitrogli-
cerina (respuesta independiente de endotelio), lo
que indica que sLFas puede ser un marcador de
funcion endotelial en pacientes con enfermedad co-
ronaria’.

Por otro lado, las concentraciones de sFas/sLFas
circulantes fueron evaluadas en la poblacion del es-
tudio AIM, el cual recluté a 1.087 sujetos con alto
riesgo cardiovascular. En ese estudio se observd
una disminucion en las concentraciones de sLFas y
un aumento en las de sFas en pacientes con alto

riesgo cardiovascular, lo que indicaria que ambas
proteinas pueden ser marcadores tempranos de
dano vascular. Desafortunadamente, el estudio no
se disefié para evaluar eventos cardiovasculares de-
bido al corto tiempo de seguimiento, por lo que el
valor predictivo de sFas y sLFas debe ser puesto a
prueba en estudios futuros’.

La naturaleza compleja del proceso aterotrombo-
tico exige el desarrollo de nuevas tecnologias que
permitan descubrir nuevos mediadores involu-
crados en dicha enfermedad. Aunque no se revisan
aqui por limitaciones de espacio, la gendémica y la
protedmica pueden ser herramientas clave para la
identificacion de genes y proteinas que confieran
una mayor predisposicion a los eventos cardiovas-
culares. Dentro de esta aproximacion, es impor-
tante definir cuestiones clinicas concretas para la
obtencion de biomarcadores especificos de la enfer-
medad en cuestion (fig. 4).
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Aproximacion proteémica a la buisqueda
de nuevos biomarcadores

A continuacién se muestran dos ejemplos de
nuevos biomarcadores potenciales obtenidos me-
diante la aplicacion de técnicas protedmicas.

Heat shock proteins (HSP)

Las HSP son una familia de proteinas que estan
presentes en la mayoria de las células. En el interior
celular, las HSP actuan como chaperonas facili-
tando el ensamblaje correcto de las proteinas, asi
como la translocacion de oligdémeros, pero también
favoreciendo la eliminacion de las proteinas que
estan dafniadas de forma irreversible. Por otro lado,
pueden ser secretadas y detectadas en plasma. En
distintas enfermedades cardiovasculares, se ha ob-
servado que su expresion puede modularse tanto en
la lesion como en el plasma’™7 . Varios estudios han
analizado las cantidades circulantes de distintas
HSP. Asi, la HSP60 puede ser un marcador de
aterosclerosis’®”’. Entre las hipotesis del incremento
de la HSP60 circulante en aterosclerosis, se ha pro-
puesto su potencial participacion en la inmunogeni-
cidad de ciertas bacterias™ o en el estrés”. Las con-
centraciones de HSP60 'y HSP70 estan
incrementadas en pacientes que han sufrido un
SCA, posiblemente en relacion con la necrosis del
miocardio®®. Por el contrario, las de HSP70 se en-
cuentran disminuidas en pacientes con ateroscle-
rosis*. Asi, un estudio previo analizd el posible
valor pronéstico de la HSP70 circulante en pa-
cientes hipertensos, y observo una correlacion in-
versa entre concentraciones de HSP70 y el grosor
intima-media carotideo®?. Esos autores propusieron
que las concentraciones de HSP70 elevadas podrian
reflejar un estado antiaterogénico en los vasos san-
guineos. Posteriormente, se ha observado que el au-
mento de las concentraciones de HSP70 se asocia
con un menor riesgo de enfermedad coronaria y un
menor nimero de vasos afectados®.

Mediante una aproximacién protedmica, se ha
identificado la HSP27 como una proteina que es se-
cretada en gran cantidad por arterias sanas y cuya
secrecion disminuye hasta concentraciones casi in-
detectables a medida que aumenta la complejidad
de la placa aterosclerética. Posteriormente, se ha
realizado un estudio en el que se evaluaron las con-
centraciones de HSP27 en un grupo de pacientes
con aterosclerosis carotidea y en sujetos sanos de
iguales edad y sexo. Las concentraciones de HSP27
circulante estaban significativamente disminuidas
en el grupo de pacientes respecto al grupo control®
(fig. 5). Aunque estos datos preliminares deben ser
validados en un grupo mas amplio de pacientes y en
diversos estadios de la enfermedad cardiovascular,
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Fig. 5. La HSP27, un potencial biomarcador diagndstico de aterosclerosis.
Concentraciones plasmaticas de HSP27 en pacientes con aterosclerosis ca-
rotidea (n = 28) y controles sanos (n = 12). Con permiso de Circulation®.

indican que las bajas concentraciones de HPS27 po-
drian servir como un marcador diagnostico de en-
fermedad aterosclerética avanzada. En cambio, su
posible valor prondstico sélo se ha probado en un
estudio en el que se compararon las concentraciones
basales de HSP27 de 225 mujeres del Women’s
Health Study que durante un seguimiento de 6 afios
sufrieron eventos cardiovasculares y 225 mujeres
que no los sufrieron. En ese estudio prospectivo, las
concentraciones basales de HSP27 no se asociaron
con la aparicion de eventos cardiovasculares®.

TWEAK

El factor de necrosis tumoral inductor débil de
apoptosis (tumor necrosis factor-like weak inducer of
apoptosis [TWEAK, Apo3L, TNFSF12]) pertenece
a la superfamilia del TNF®. Se considera que esta
superfamilia es una fuente de dianas terapéuticas
que pueden ser ttiles en el manejo de enfermedades
complejas. Estas citocinas estan implicadas en mul-
tiples respuestas bioldgicas como la inflamacion, la
respuesta inmunitaria y la reparacion tisular®’. Los
ligandos de esta familia se expresan como proteinas
transmembrana tipo II que, en muchos casos,
pueden ser procesadas en proteinas secretadas de
menor tamafio con actividad biologica®®**. Cada li-
gando se puede unir a uno o mas miembros de la
superfamilia del TNF, muchos de los cuales son
proteinas transmembrana tipo I o III¥¥, Una vez
que el ligando se une al receptor, se activan dife-
rentes cascadas de sefializaciébn que promueven
multiples respuestas bioldgicas.

TWEAK se expresa ampliamente en diferentes
tejidos como pancreas, intestino, corazdn, cerebro,
pulmoén, ovario y musculo esquelético, y en menor
medida en higado y rifion®*, Hay diferentes indi-
cios de que esta proteina puede estar implicada en
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Fig. 6. TWEAK, un biomarcador de aterosclerosis subclinica. Las concentraciones plasmaticas de tumor necrosis factor-like weak inducer of apoptosis
(TWEAK) estan disminuidas en pacientes con aterosclerosis (estenosis carotidea > 70%) (A) y se correlacionan negativamente con el grosor intima-media
carotideo en sujetos asintomaticos (n = 106) (B). Con permiso de Arterioscler Thromb Vase Biol'®.

la patogenia de diferentes enfermedades como ate-
rosclerosis, ictus, artritis reumatoide, dafio renal
autoinmunitario, dafio renal agudo y cancer®%%.
Dependiendo del tipo celular analizado, TWEAK
es capaz de estimular proliferacion®, supervi-
vencia®, migracion®, crecimiento celular®® y apop-
tosis®. Ademas, puede promover® o inhibir®’ la di-
ferenciacion celular. Finalmente, TWEAK es capaz
de inducir la expresion de multiples proteinas
proinflamatorias®®,

Usando la tecnologia de SELDI-TOF, se ha iden-
tificado TWEAK soluble (sTWEAK) como un po-
tencial marcador de aterosclerosis que es secretado
por arterias sanas en mayor medida que por placas
ateroscleroticas!®. La cuantificaciéon de sSTWEAK
en plasma mostré que sus concentraciones estan
disminuidas en pacientes con aterosclerosis caro-
tidea respecto a los sujetos sanos. Finalmente, el
STWEAK mostré una correlacion inversa con el
cociente intima-media en pacientes asintomaticos,
lo que indica que esta proteina puede ser un mar-
cador de aterosclerosis subclinica (fig. 6). Estos re-
sultados han sido confirmados posteriormente por
Kralisch et al'®!, quienes observaron que los sujetos
con enfermedad renal crénica o con diabetes me-
llitus tipo 2, dos cuadros relacionados con alto
riesgo de enfermedad cardiovascular, presentaban
concentraciones de STWEAK circulante reducidas.

Ademas, recientemente se ha demostrado que las
concentraciones plasmaticas de sSTWEAK predicen
mortalidad total y cardiovascular en sujetos some-
tidos a hemodialisis'®. Estos resultados fueron mas
evidentes cuando las concentraciones plasmaticas
de sSTWEAK se combinaban con un estado infla-
matorio del sujeto (aumento en la concentracion
plasmatica de IL-6). Todos estos resultados parecen
indicar que STWEAK puede ser un muevo biomar-
cador diagndstico y pronostico de aterosclerosis.

CONCLUSIONES

La prediccién del riesgo cardiovascular es uno de
los grandes desafios de la medicina moderna. Entre
los biomarcadores clasicos revisados, ademas de los
datos de la PCR, los mejores resultados corres-
ponden al ligando de CD40, tanto por su indepen-
dencia de otras variables como por tratarse de mo-
léculas que participan en la fisiopatologia de la
aterotrombosis. En este sentido, las concentraciones
de CD40L soluble parecen ser mas eficaces para va-
lorar el riesgo en situaciones agudas que en preven-
cion primaria. Sin embargo, aun falta estandariza-
cion en las determinaciones, y las concentraciones
varian claramente de unos estudios a otros. Este es
uno de los factores que hay que solucionar para
poder abordar el uso del CD40L como marcador de
riesgo en la practica clinica habitual.

La busqueda de nuevos biomarcadores mediante
técnicas protedomicas permitira conocer nuevas pro-
teinas que tengan un papel importante en el desa-
rrollo de la enfermedad. Esas proteinas deberan
tener poca variabilidad y se debe poder analizarlas
con técnicas estandar y con bajo coste econdémico y
de tiempo. Finalmente, el uso de un conjunto de
biomarcadores (multimarcador) dara mas informa-
cion del grado de afeccidon del individuo, asi como
de su pronostico y su respuesta a un tratamiento.
La utilizacion de estos multimarcadores, en combi-
nacion con técnicas de imagen no invasivas, podria
dar en el futuro la llave para prevenir las enferme-
dades cardiovasculares.
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