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La inhibicidn selectiva de la ciclooxigenasa-2 mejora la
disfuncién endotelial y disminuye el estado inflamatorio en

pacientes claudicantes

Aurora Florez, Joaquin de Haro, Esther Martinez, César Varela, Silvia Bleda y Francisco Acin

Servicio de Angiologia y Cirugia Vascular. Hospital Universitario de Getafe. Getafe. Madrid. Espana.

Introduccion y objetivos. En el origen de la arterios-
clerosis, actuian la disfuncion endotelial y un estado pro-
inflamatorio. En esta situacion, una expresion aumentada
de ciclooxigenasa-2 (COX-2) produce un incremento de
sustancias vasoconstrictoras y proinflamatorias. El obje-
tivo de este estudio es conocer la contribucién de la ac-
tividad de la COX-2 en la disfuncion endotelial existente
en la enfermedad arterial periférica (EAP).

Métodos. Estudiamos la dilatacion de la arteria bra-
quial mediada por flujo (DABMF), las concentraciones de
endotelina, proteina C reactiva ultrasensible (PCRus) y el
perfil lipidico de 40 pacientes claudicantes. Asignamos
aleatoriamente a 20 pacientes a un grupo en el que se
administrd el inhibidor selectivo de la COX-2 celecoxib
durante 1 semana (grupo 1), y otros 20 actuaron como
controles (grupo 2).

Resultados. En el grupo 1, la DABMF aumenté signifi-
cativamente 3 h después de la primera dosis de celeco-
xib (3,33% =+ 4,11% frente a 6,97% =+ 3,27%; p = 0,008)
y tras 1 semana (3,33% + 4,11 frente a 7,09% = 4,4%;
p = 0,001). Las concentraciones de endotelina disminu-
yeron significativamente en el grupo 1 (2,92 + 1,87 frente
a 1,93 + 1,07 pg/ml; p = 0,018), asi como los de PCRus
(4,78 + 2,73 frente a 2,95 + 2,11 mg/l; p = 0,023) y co-
lesterol de las lipoproteinas de baja densidad (106,38 +
18,89 frente a 90,8 + 28,58 mg/dl; p = 0,019). Ninguno
de estos parametros cambié significativamente en el gru-
po 2.

Conclusiones. Los productos de la COX-2 contribu-
yen a la disfuncion endotelial y el estado inflamatorio de
la EAP. Los resultados de este estudio confirman la im-
plicacién de estos fendmenos en el origen de la arterios-
clerosis. Esto puede suponer una nueva via de estudio
de posibles alternativas terapéuticas para los estadios
incipientes de la enfermedad.

Palabras clave: Arteriosclerosis. Endotelio. Endotelina.
Inflamacion. Enfermedad vascular periférica.
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Selective Cyclooxygenase-2 Inhibition
Reduces Endothelial Dysfunction and
Improves Inflammatory Status in Patients With
Intermittent Claudication

Introduction and objectives. Both endothelial
dysfunction and a proinflammatory state are present
during the early stages of atherosclerosis. In this context,
increased expression of cyclooxygenase-2 (COX-2) results
in higher levels of vasoconstrictive and proinflammatory
substances. The aim of this study was to investigate the
influence of COX-2 activity on endothelial dysfunction
associated with peripheral arterial disease (PAD).

Methods. Brachial artery flow-mediated dilatation
(BAFMD), endothelin and high-sensitivity C-reactive
protein (hsCRP) levels, and the lipid profile were assessed
in 40 patients with intermittent claudication. Of these, 20
were randomly assigned to a group in which they received
the selective COX-2 inhibitor celecoxib for 1 week (Group
1), while the other 20 served as controls (Group 2).

Results. In Group 1, BAFMD increased significantly
both 3 hours after the first dose of celecoxib (3.33x£4.11
vs. 6.97+3.27%; P=.008) and 1 week after (3.33+4.11 vs.
7.09+4.40%; P=.001). The endothelin level decreased
significantly in Group 1 (2.92+1.87 vs. 1.93+1.07 pg/
ml; P=.018), as did the levels of hsCRP (4.78+£2.73 vs.
2.95+2.11 mg/l; P=.023) and low-density lipoprotein
cholesterol (106.38+18.89 vs. 90.8+28.58 mg/dl;
P=.019). In Group 2, none of these parameters changed
significantly.

Conclusions. COX-2 products contribute to endothelial
dysfunction and an inflammatory state in PAD. This
study’s findings provide evidence that these phenomena
are implicated in the initiation of atherosclerosis and could
prove a new means of investigating alternative approaches
to the treatment of early-stage disease.

Key words: Atherosclerosis. Endothelium. Endothelin.
Inflammation. Peripheral arterial disease.
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INTRODUCCION

La arteriosclerosis es un proceso inflamatorio sis-
témico, en el que esta implicada una disfuncién de
las células endoteliales de la pared del vaso'.
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ABREVIATURAS

COX-2: ciclooxigenasa-2.

DABMEF: dilatacion de la arteria braquial
mediada por flujo.

PCRus: proteina C reactiva medida por
inmunoanalisis ultrasensible.

TG: triglicéridos.

Las prostaglandinas son una familia de media-
dores lipidicos fundamentales en la inflamacion®.
La ciclooxigenasa (COX) o prostaglandina H sin-
tetasa es la enzima que cataliza el primer paso en
la transformacién del acido araquidénico en los
distintos tipos de prostaglandinas®. Existen dos iso-
formas de COX, la COX-1 o constitutiva, que se
expresa constitutivamente en la mayoria de los te-
jidos, y la COX-2 o inducible, que se expresa en res-
puesta a distintos estimulos proinflamatorios*>.

Se ha demostrado la presencia de COX-2 en ar-
terias ateromatosas, pero no en vasos sanos, lo que
indica un papel de esta enzima en la formacién o
mantenimiento de las placas de ateroma®.

Existen farmacos antiinflamatorios que inhiben
selectivamente la COX-2, con diferentes perfiles de
efectos gastricos y cardiovasculares’™!°, En concreto,
con el inhibidor selectivo de la COX-2 celecoxib se
ha demostrado en estudios experimentales una re-
duccién de las lesiones arteriosclerdticas!! y en pa-
cientes hipertensos y con cardiopatia isquémica,
una mejoria de la funcion endotelial y una disminu-
cién de la respuesta inflamatoria sistémica'!3,

Segun esos hallazgos, nos planteamos realizar un
estudio con el objetivo de evaluar la accidon de un
farmaco antiinflamatorio sin accion antiagregante,
el inhibidor selectivo de la COX-2 celecoxib, en la
funcion endotelial (estimada por la dilatacion de la
arteria braquial mediada por flujo y la concentra-
cion de endotelina) y la inflamacion (estimada por
la concentracion de proteina C reactiva ultrasen-
sible [PCRus]) en pacientes con enfermedad arterial
periférica.

METODOS

Realizamos un estudio prospectivo experimental
con un grupo de 40 pacientes con isquemia cronica
en las extremidades inferiores con grados I1A y 1IB
de la Fontaine, reclutados en las consultas externas
de Angiologia y Cirugia Vascular del Hospital
Universitario de Getafe (Madrid, Espana).

Excluimos del estudio a los pacientes con hiper-
tension mal controlada, diabetes insulinodepen-
diente, insuficiencia renal avanzada o insuficiencia
cardiaca o en tratamiento crénico con nitratos o
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antiinflamatorios distintos del acido acetilsalicilico,
para evitar sesgos. Todos los pacientes estaban en
tratamiento con acido acetilsalicilico.

El Comité Etico del Hospital Universitario de
Getafe dio su aprobacion para la realizacion del
estudio.

En la primera visita, realizamos a todos los pa-
cientes una anamnesis detallada, un indice tobillo/
brazo y una analitica con determinacién de PCRus
y perfil lipidico, guardando una muestra de plasma
para la ulterior determinaciéon de endotelina.
También se midio6 el diametro de la arteria braquial
mediado por flujo (DABMF). En esa primera vi-
sita, se aleatorizd a los pacientes a dos grupos con
una técnica de aleatorizacion simple mediante tabla
de numeros aleatorios. Se cred un grupo experi-
mental y un grupo control (n = 20 en cada grupo),
y todos los pacientes firmaron previamente un con-
sentimiento informado. A los pacientes del grupo
experimental se les administré celecoxib 200 mg/12
h durante 1 semana (se utilizan las dosis descritas
en la literatura previa'>"® y los protocolos de segui-
miento descritos para observar cambios en la fun-
cion endotelial debidos al efecto del celecoxib). El
grupo control no recibid ningun tratamiento.

A las 3 h de la aleatorizacion se midio en todos
los pacientes el DABMF, y 1 semana después se re-
pitieron el DABMF y las mismas determinaciones
analiticas que en la primera visita (PCRus, perfil li-
pidico y endotelina).

Para medir el DABMF utilizamos la siguiente
técnica: se visualiza mediante eco-Doppler la ar-
teria braquial por encima del pliegue del codo en
una seccion longitudinal y se realizan tres medi-
ciones del diametro entre las interfases intima y
media. Se hincha un manguito de presién a 250
mmHg durante 5 min, y 70 s después de liberar la
presién se realizan otras tres mediciones del dia-
metro. Para calcular la DABMF se utiliza la si-
guiente formula: la media de los didmetros postis-
quémicos menos la media de los diametros basales
dividido entre la media de los diametros basales,
expresado en porcentaje'*. Las mediciones de la
DABMF y las demas determinaciones analiticas
fueron cegadas para el médico examinador, que no
conocia si el paciente estaba incluido en el grupo
experimental o en el control.

La PCRus se determind con un inmunoanalisis
ultrasensible!® automatizado (Roche Diagnostics)
con un limite inferior de deteccién de 0,2 mg/l y un
coeficiente de variacion del 4,2% en 4 mg/ly el 6,3%
en 1 mg/l.

Las concentraciones de colesterol total, coles-
terol de las lipoproteinas de alta densidad (cHDL)
y triglicéridos (TG) se midieron por espectrome-
tria de absorcion molecular (Roche Diagnostics);
el de las lipoproteinas de baja densidad (cLDL) se
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TABLA 1. Comparacion de las caracteristicas basales de ambos grupos

Experimental (n = 20) Control (n =20) p

Mujeres, n 2 2 1

Varones, n 18 18 1

Hipertension, n 14 16 0,46
Diabetes, n 9 7 0,51
Dislipemia, n 10 11 0,75
Tabaco, n 11 8 0,62
Cardiopatia isquémica, n 2 5 0,21
EPOC, n 1 2 0,54
ACVA/AIT, n 2 3 0,63
Grado IIA, n 14 17 0,25
Grado IIB, n 6 3 0,25
Edad (afos) 64,5 + 9,33 61,2 = 11,41 0,25
DABMF (%) 3,33 £ 4,11 5,19 + 2,68 0,10
cLDL (mg/dl) 106,38 + 18,89 114,75 + 36,18 0,36
PCRus (mg/l) 478 2,73 3,31 £ 2,51 0,11
Endotelina (pg/ml) 2,92 +1,78 2,70 +1,72 0,69
ITB 0,61+0,14 0,65 = 0,11 0,25

ACVA/AIT: accidente cerebrovascular agudo/accidente isquémico transitorio; cLDL: colesterol de las lipoproteinas de baja densidad; DABMF: dilatacion de la arteria braquial
mediada por flujo; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; IRC: insuficiencia renal crénica; ITB: indice tobillo-brazo; PCRus: proteina C reactiva ultrasensible.

estimé mediante la siguiente formula: colesterol
total - cHDL — TG / 5 = cLDL (siendo TG / 5 el
colesterol de las lipoproteinas de muy baja densidad
[cVLDLY)).

La concentracién de endotelina se determiné a
partir de muestras de sangre venosa, que se guar-
daron en hielo inmediatamente después de su ex-
traccion y se centrifugaron en el mismo dia en todos
los casos. Se congelo el plasma obtenido a —20 °C
hasta el momento de la determinacion, para la que
ese utilizd un ELISA (Endothelin assay kit IBL)
con dos anticuerpos de alta especificidad. El test
tiene un limite inferior de deteccion de 0,36 pg/ml y
un coeficiente de variacion del 3,1% en 27,15 pg/ml
yel 7,1% en 3,08 pg/ml.

Analisis estadistico

Se estim¢ el tamafio muestral requerido con base
en estudios piloto realizados previamente!>!?, donde
la distribucion y la dispersion de los valores de los
cambios porcentuales de la DABMF resultan su-
perponibles, para obtener un poder estadistico mi-
nimo del 80% para detectar un cambio de 0,1 mm y
2 puntos porcentuales de DABMF, con un valor de
o = 0,05.

Para el estudio de la distribucion de normalidad
de las variables utilizamos el test de Kolmogorov-
Smirnov. Comparamos las medias de las variables
paramétricas mediante el test de la t de Student
para muestras independientes o apareadas, segun
el caso. En la comparacion de medias de varia-
bles no paramétricas, aplicamos el test de la U de
Mann-Whitney, y para la comparacién de variables

dicotémicas usamos el de la 2. Los calculos se rea-
lizaron con el programa SPSS® version 15.0, y se
expresaron los datos como media * desviacion es-
tandar, considerando la significacién estadistica
para un valor de p < 0,05 en un analisis bilateral.

RESULTADOS

No hubo pérdidas de pacientes durante el es-
tudio, y el cumplimiento terapéutico fue del 100%.
El tinico efecto adverso que observamos fueron mo-
lestias gastrointestinales leves en 2 pacientes.

Comparamos las caracteristicas de los dos grupos
entre si, y observamos que eran homogéneos en
cuanto a los factores de riesgo cardiovascular, el
grado de isquemia cronica y las variables de estudio
en su determinacion basal. Destacamos que son pa-
cientes con enfermedad arterial periférica en fases
iniciales en su mayoria (tabla 1).

Al analizar los resultados de comparar las varia-
bles en los pacientes del grupo experimental, encon-
tramos que la DABMF aument¢ significativamente
3 h después de la primera dosis de celecoxib (3,33%
+ 4,11% frente a 6,97% * 3,27%; p = 0,008), y este
aumento se mantuvo a la semana de iniciar el tra-
tamiento (3,33% £ 4,11% frente a 7,09% £ 4,4%;
p =0,001) (fig. 1).

También obtuvimos una disminucidén signifi-
cativa de las cifras de PRCus a la semana en este
grupo experimental (4,78 + 2,73 frente a 2,95 *
2,11; p = 0,023), asi como una disminucion de la en-
dotelina (ET) plasmatica (2,92 + 1,78 frente a 1,93
+1,07; p = 0,018) y el cLDL (106,38 * 18,89 frente
a 90,8 £ 28,58; p=0,019).
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Fig. 1. Comparacion entre la dilatacion de la arteria braquial mediada
por flujo (DABMF) basal, a las 3 h y a la semana en el grupo experimen-
tal. La diferencia fue significativa en ambas comparaciones (p = 0,008 y
p = 0,001 entre basal y 3 h y entre basal y 1 semana respectivamente).

Sin embargo, al realizar estas comparaciones en
el grupo control, no se obtuvieron diferencias sig-
nificativas en estas variables entre la primera con-
sulta y 1 semana después de la inclusion en el es-
tudio (DABMF, 5,19 * 2,68 frente a 3,81 + 3,25;
p = 0,069; PCRus, 3,31 £ 2,51 frente a 4,38 *
3,28; p = 0,14; ET, 2,7 + 1,72 frente a 2,73 * 1,93;
p = 0,65; cLDL, 114,75 + 36,18 frente a 120,83 *
35,54; p = 0,206) (figs. 2-5).

También realizamos comparaciones entre ambos
grupos de las variaciones de las variables al final
del estudio (variables DABMF post-pre, PCRus
pre-post, ET pre-post y cLDL pre-post), y obtu-
vimos un aumento significativo de la DABMF en el
grupo experimental respecto al grupo control (3,76
* 4,25 frente a —1,40 + 2,96; p = 0,001), una dismi-
nucién de la PCRus en el grupo experimental (1,83
t+ 2,42 frente a —1,07 £ 2,89; p = 0,002) y un des-
censo de la ET (0,99 + 1,47 frente a 0,03 + 1,82;
p = 0,010) y cLDL (15,58 £ 23,73 frente a 6,1 %
35,86; p = 0,011) en el grupo experimental respecto
al control (figs. 6-9).

4,38

2,95
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M Basal [J1 semana

Fig. 3. Comparacion entre proteina C reactiva ultrasensible (PCRus) basal y
a la semana en ambos grupos. En el grupo experimental la diferencia fue
significativa (p = 0,023) y en el grupo control, no (p = 0,14).
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Fig. 4. Comparacion entre endotelina (ET) basal y a la semana en ambos
grupos. En el grupo experimental la diferencia fue significativa (p = 0,018)
y en el grupo control, no (p = 0,65).

114,7

120,8

7,09

5] 3,33

[ Basal
01 semana

5,19
3,81

Experimental

Control

140 106,3
120+ 90,8

Experimental

Control

M Basal

01 semana

Fig. 2. Comparacion entre dilatacion de la arteria braquial mediada por flujo
(DABMF) basal y a la semana en ambos grupo. En el grupo experimental la
diferencia fue significativa (p = 0,001) y en el grupo control, no (p = 0,069).
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Fig. 5. Comparacion entre el colesterol de las lipoproteinas de baja den-
sidad (cLDL) basal y a la semana en ambos grupos. En el grupo experi-
mental la diferencia fue significativa (p = 0,019) y en el grupo control, no
(p = 0,26).
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Fig. 6. Comparacion del diferencial del dilatacion de la arteria braquial me-
diada por flujo (DABMF post-pre) (p = 0,001).
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Fig. 8. Comparacion del diferencial de endotelina pre-post (p = 0,010).
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Fig. 7. Comparacion del diferencial de PCRus pre-post (p = 0,002).

DISCUSION

En estudios previos, se ha demostrado la implica-
cion de la inflamacion y la disfuncion endotelial en
la arteriosclerosis, y en concreto en la enfermedad
arterial periférica!®!.

Con este estudio pretendemos valorar como
influye la modulacién de la inflamacion en ella
misma y en la funcion endotelial durante las etapas
iniciales de la enfermedad arterial periférica. La
COX-2 esta implicada en estos procesos inflamato-
rios, y su inhibicidn selectiva nos permite calibrar el
efecto de la modulacion de la inflamacion, ya que el
celecoxib es un farmaco antiinflamatorio especifico
y sin actividad antiagregante.

Hasta donde conocemos, éste es el primer estudio
que investiga el efecto de los inhibidores selectivos
de la COX-2 en pacientes con enfermedad arterial
periférica. Los resultados que obtenemos refuerzan
los datos observados en pacientes hipertensos y con
enfermedad coronaria, donde se implica a la infla-
macion y la disfuncidon endotelial en la patogenia de
los procesos arterioscleroticos, abriendo una nueva

Fig. 9. Comparacion del diferencial de cLDL pre-post (p = 0,011).

via de estudio de posibilidades terapéuticas y de
prevencion.

En nuestros resultados, obtenemos una me-
jora de la dilatacion dependiente de endotelio en
los pacientes que tomaron celecoxib. Esto es con-
gruente con los resultados de estudios realizados
previamente en hipertensos, en los que se observa
un aumento significativo de la DABMF a las 3 h
y 1 semana de la primera dosis de celecoxib (7,9%
*+ 4,5%; 9,9% * 5,1%; 10,1% £ 6,1%; p = 0,005 y
p = 0,006)2, y pacientes con cardiopatia isqué-
mica'3, que no pueden explicarse por un efecto va-
sodilatador directo del farmaco®. El incremento
en la dilatacion dependiente de endotelio puede
explicarse porque las especies reactivas de oxigeno
generadas por la COX-2 disminuyen la actividad
biologica del 6xido nitrico directamente y por su
contribucion a la peroxidacion de lipidos?'?2. En
un estudio realizado en pacientes coronarios, se
demostré una mejora de la dilatacion mediada por
flujo tras el tratamiento con celecoxib durante 2 se-
manas comparado con placebo (3,3% % 0,4% frente
a 2% % 0,5%; p = 0,026), pero no hubo cambios en

Rev Esp Cardiol. 2009;62(8):851-7 855
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la dilatacion tras la administracion de glicerol tri-
nitrato, que es independiente del endotelio (9% *
1,6% frente a 9,5% *+ 1,3%; p = 0,75)"3.

También obtenemos una disminucion en los
valores de PCRus, que es un marcador bien co-
nocido de inflamacidén cronica implicado en la
aterogénesis'®!"®. La disminucion de la PCRus tam-
bién puede contribuir a la mejora de la funcion
endotelial, ya que también se ha demostrado que
esta proteina reduce la biodisponibilidad del 6xido
nitrico, y esto y la respuesta inflamatoria sistémica
por si misma conllevan un deterioro de la funcién
endotelial?**,

Distintas citocinas proinflamatorias (interleucina
1, factor de necrosis tumoral alfa, LPS) y factores
de crecimiento (PDGF, EGF, FGF) inducen la ex-
presion de COX-2 en monocitos®, promoviendo su
paso a macrofagos activados. La COX-2 se expresa
ampliamente en monocitos, macrofagos, células
musculares lisas y células endoteliales de arterias
arteriosclerdticas, pero no en arterias sanas®, por
ello su inhibicidn selectiva nos permite estudiar los
efectos en los tejidos afectados por la enfermedad.
Los macréfagos que expresan COX-2 producen
distintas citocinas, unas con efectos beneficiosos
como la PGI, (prostaciclina) y otras proinflamato-
rias®. En cuanto a la PGI,, se sabe que al inhibir
la COX-2 aumenta la actividad de la COX-1 que,
aunque produce prostaciclina en menor cantidad,
aseguraria cantidades probablemente suficientes
para proteger el sistema cardiovascular?-, Al con-
trario que la PGI,, la PGE, induce la produccién de
otras citocinas proinflamatorias como la interleu-
cina 6, y estimula la liberacion y activacion de me-
taloproteinasas, que tienen un papel importante en
la migracion de los macrofagos. La quimiotaxis de
los monocitos estimulada por LDL también es de-
pendiente de la COX?.

Otras acciones proaterogénicas mediadas por la
produccion de prostaglandinas por la COX-2 son el
aumento de la permeabilidad vascular, la activacion
de la quimiotaxis, la migracion de células muscu-
lares lisas y la sintesis de matriz extracelular, entre
otras®.

Los macréfagos activados también inducen un
aumento en la produccién de colesterol y un es-
tado de inestabilidad de la placa y de disfuncion
endotelial.

Todas estas acciones respaldan la hipodtesis de
que la inhibicion de la COX-2 conlleva una dismi-
nucién de la aterogénesis, sobre todo en fases ini-
ciales de la enfermedad, ya que el aumento de las
LDL oxidadas produce una disminucién en la ex-
presion de COX-2, y en células espumosas maduras
ya no se expresa esta enzima?*-3,

La ET es una proteina producida por las células
endoteliales’ en respuesta a distintos estimulos
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como la hipoxia, el cLDL y distintos factores pro-
coagulantes. Se han encontrado valores de endote-
lina aumentados en pacientes con enfermedad coro-
naria y enfermedad arterial periférica, sobre todo en
estadios precoces’*. En este estudio encontramos
una disminucion de la ET en pacientes con claudi-
cacion intermitente, en su mayoria en etapas ini-
ciales (grados ITA), tras la inhibicién de la COX-2
con celecoxib. Esto podria deberse a la disminucion
del cLDL y del estado inflamatorio sistémico, y a
su vez nos ayuda a explicar la mejora en la dilata-
cion dependiente de endotelio, ya que la ET es un
marcador conocido de disfuncion endotelial.

No obstante, de momento no hay evidencia cli-
nica de que el tratamiento en las fases precoces de la
enfermedad, dirigido a disminuir la inflamacién y la
disfuncion endotelial, mejore realmente el pronds-
tico de estos pacientes. Se requiere de grandes estu-
dios prospectivos que arrojen luz a este respecto.

CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio confirman la impli-
cacion de la inflamacién y la disfuncidén endotelial
en la patogenia de la arteriosclerosis y su mejora
con un farmaco antiinflamatorio en pacientes con
enfermedad arterial periférica. Esto nos hace pensar
en una linea de estudio de farmacos moduladores
de la inflamaciéon como un arma mas que tener en
cuenta en el tratamiento etioldgico en fases iniciales
de la enfermedad.
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