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Los procedimientos quirdrgicos han aumentado considerablemente en los
ultimos afios gracias a las técnicas anestésicas de cuidados, monitorizacion y
tratamiento de los pacientes pre, intra y postoperatoriamente. Al mismo tiempo
la edad media de la poblacién se ha incrementado, y también la obesidad,
considerandose esta Ultima como una epidemia del mundo civilizado.

La obesidad es cada vez mas frecuente en los paises desarrollados, y adquiere
mayor relevancia si se tiene en cuenta que puede agravar numerosas
patologias, sobre todo de tipo cardiovascular. Sin embargo, no hay suficientes
estudios cientificos que expliquen cuales son las relaciones entre obesidad y
dafio cardiovascular. Aunque si existen evidencias en el sentido contrario,
cuando se produce una pérdida de peso, muchas de estas patologias mejoran
o desaparecen. Hay teorias que intentan explicar el porqué de la enfermedad
cardiovascular: el sobrepeso origina problemas mecanicos de todo tipo
incluido, producir una inflamacién subyacente. Esto es una evidencia, pero los
mecanismos que pueden estar implicados en este hecho no se conocen.
Tampoco existen marcadores suficientes facilmente medibles, por ejemplo en
sangre periférica, que ayuden al médico en la evaluacion del enfermo obeso
con patologias asociadas y en las posibles complicaciones que puedan ir
apareciendo a lo largo de la cirugia.

Por eso, cuando un paciente, susceptible de sufrir un tratamiento quirargico,
entra en la consulta de un médico anestesidlogo, si es obeso, el médico piensa
inmediatamente en una serie de problemas ademas, de los propios de la
cirugia. Y ante este tipo de pacientes, el anestesidlogo se plantea realizar
diferentes actos médicos especiales y adicionales a los habituales, que
ayudaran a que la cirugia y el postoperatorio transcurran con las menores
incidencias, e incluso se prepara para las posibles complicaciones que puedan
surgir.

Asi, el objetivo general de nuestro trabajo sera determinar si con muestras de
sangre periférica se puede pensar que el sujeto obeso ya tiene instaurada una
inflamacion croénica; muestras que ayudaran al médico clinico a tomar
decisiones y medidas para minimizar las posibles complicaciones; y a nosotros

a intentar explicar los mecanismos de esta inflamacion.
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Introduccién

1.- DEFINICION E INCIDENCIA DE LA OBESIDAD

En los ultimos afios la obesidad ha emergido como un serio problema de salud
publica. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha reconocido la obesidad
como una epidemia en el mundo desarrollado y en vias de desarrollo (1).
Después del habito de fumar es la segunda causa de muerte prematura y
prevenible en los Estados Unidos (2).

La definicion mas extendida de obesidad se basa en el indice de masa corporal
(IMC), que es el resultado de dividir el peso de una persona medido en
kilogramos entre el cuadrado de la altura medido en metros (3)

considerandose como obesidad un IMC = 30 kg/mz.
IMC=Kg/m?

Con estos criterios de IMC, se estima que el 65% de los norteamericanos son
obesos o tienen sobrepeso, estando predispuestos a sufrir enfermedades
cronicas y graves (4). Por ejemplo, se ha estimado por la Nacional Health and
Nutrition Examination Survey Il (NHANES Ill) que las mujeres entre 20 y 30
afios de edad y con un IMC = 45 kg/m2 pueden perder hasta 8 afios de su
esperanza de vida, y 13 afios, si se trata de hombres (5). Ademas, el
crecimiento de la poblaciéon de obesos ha sido mas evidente en los obesos
severos y en los superobesos (6). Entre 1986 y 2000, en nimero de sujetos
con un IMC > 30, 40 y 50 kg/m?® se ha doblado, cuadruplicado y quintuplicado,
respectivamente (7).

En la zona europea, una reciente estadistica del gobierno del Reino Unido
indicé que un 20 % de los adultos son obesos y un 1 % son obesos morbidos
(8).

En Espafia, la prevalencia de obesidad en la poblacion adulta entre 25 y 60
afios se estima en torno al 14,5 % (13,3 % en varones y 15,7 % en mujeres)
(9,10).

La importancia de la obesidad esta en que puede ser causa directa de muchas

enfermedades graves que producen invalidez e incluso la muerte (3,11).

-13 -
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Un IMC > 35 kg/m2 unido a enfermedades relacionadas con la obesidad, o un
IMC > 40 kg/m2 sin comorbilidad, se considera obesidad mérbida; IMC > 55
kg/m?® es sUper-obesidad mérbida (Tabla 1). Sin embargo, la mortalidad y la
morbilidad aumentan de forma considerable a partir de un IMC > 30 kg/mz,
particularmente en fumadores, y el riesgo es proporcional a la duracién de la
obesidad (12). Con un mismo IMC, los hombres tienen mayor riesgo de

complicaciones cardiovasculares que las mujeres.

Tabla 1: Definicién de obesidad en funcién

del indice de masa corporal (IMC)

IMC (Kg/m 2) Grados de obesidad
<25 Normal

25-30 Sobrepeso

> 30 Obeso

> 35 Obesidad morbida

>55 Super-obesidad mérbida

La obesidad se describia clasicamente conforme a la distribucion androide o
ginecoide de la grasa (manzanas y peras). El actual parametro de IMC y la
distribucion de la grasa corporal en un paciente concreto son dos
consideraciones importantes. La distribucidon ginecoide de la grasa implica
caracteristicamente la grasa acumulada en lugares periféricos (brazos, piernas
y nalgas). La distribucion androide implica grasa central (intraperitoneal,
incluyendo higado, y omento). Las definiciones de la distribucién de la grasa
corporal se han basado en el cociente cintura-cadera. Un valor del cociente
cintura-cadera > 0.8 en mujeres o de 1 en hombres es el tipico de una
distribucion androide. Aunque la distribucién androide predomina en los
hombres y se asocia a un mayor riesgo de morbilidad, esta distribucién de la

grasa corporal se puede dar en ambos géneros.
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Introduccién

2.- COMORBILIDAD ASOCIADA A LA OBESIDAD

La obesidad se asocia a hipertension, dislipemia, enfermedad isquémica
cardiaca, diabetes mellitus, osteoartritis, enfermedad hepatica y asma. El
sindrome de apnea obstructiva del suefio (SAOS) es un problema comudn en la
obesidad mérbida. Menos conocido es el sindrome de hipoventilacién de la
obesidad.

Los riesgos cardiorrespiratorios y otras comorbilidades aumentan con la
duracion de la obesidad (afios de obesidad). Sin embargo, la presencia y la
severidad de la comorbilidad estan marcadas por la vida sedentaria. La
verdadera importancia de las enfermedades asociadas a la obesidad puede
emerger solamente en el estudio preoperatorio o en el periodo peri-operatorio
(Tabla 2).

Tabla 2. Comorbilidad asociada a la obesidad mérbida

Cardiovascular Muerte subita, enfermedad coronaria,
hipertension  arterial,  linfedema, varices,
trombosis venosa profunda, trombo-embolismo
pulmonar.

Via aérea y pulmonar SAQOS, sindrome de hipoventilacion de la

obesidad, hipertension pulmonar.

Endocrino Insuficiencia renal, diabetes mellitus, dislipemia,
disfuncion hipofisaria/gonadal.

Enfermedades digestivas Esteatosis hepatica, colelitiasis, hernia hiatal.

Patologia osteoarticular Artrosis, enfermedad articular degenerativa.

Neoplasias Prostata, colon, vesicula biliar, endometrio,
ovario y mama.

Problemas Problemas de transporte, vivienda y vestido,

socioeconomicos rechazo social y aislamiento.

y psicosociales

-15 -
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2.1.- Obesidad como factor de riesgo de enfermedad  cardiovascular (ECV)

La obesidad es un factor de riesgo independiente para las enfermedades
cardiovasculares, y también aumenta la incidencia de otros factores de riesgo
como, diabetes, hipertension, enfermedad coronaria, artritis, dislipemia y
estados protromboticos (11,13). Ademas, la probabilidad de sufrir una
insuficiencia cardiaca isquémica en los obesos, es el doble que en la poblacion
normal. La obesidad se ha vinculado con una disfuncién miocardica en
pacientes sin enfermedad coronaria, y se ha descrito una disfuncion diastélica y
un deterioro sistolico en el contexto de enfermos con un excesivo IMC (14).

En la poblacion de obesos se ha demostrado una resistencia a la insulina, una
disfunciéon endotelial, y una inflamacion subclinica que puede contribuir a

aumentar su riesgo cardiovascular (15).

2.2.- Riesgo quirargico

Dado el incremento de la prevalencia de pacientes obesos severos, se han
establecido recomendaciones basadas en la evidencia respecto a la evaluacion
cardiovascular preoperatoria, el manejo cardiovascular intra y peri-operatorio, y
los cuidados postoperatorios de los sujetos obesos severos que se someten a

cirugia.

2.2.1. Problemas quirdrgicos respiratorios asociados a la obesidad.

Los obesos tienen un incremento del ndmero de respiraciones y del trabajo
respiratorio, una musculatura pulmonar ineficiente, una disminucion de la
capacidad funcional residual y del volumen respiratorio residual, y cierre de las
unidades pulmonares periféricas. Todo esto produce con frecuencia una
alteracién del cociente ventilacién-perfusion, especialmente en la posicién

supina.
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La obesidad es una causa clasica de hipoventilacion alveolar. Histéricamente,
el sindrome de hipoventilacion de la obesidad se conocia como el sindrome de
Pickwick. La hipoventilacién y la apnea obstructiva de la obesidad se
observaron por primera vez en pacientes con obesidad severa. En los
pacientes muy obesos estos sintomas son inespecificos, pero la identificacion
del cor pulmonale es extremadamente importante. En la evaluacidon de los
obesos severos en el preoperatorio, se debe considerar que padecen
trastornos de la respiracion en el suefio los sujetos que presenten: policitemia,
ronquidos, sofocos nocturnos, ahogo, episodios de apnea, y suefio diurno. Es
importante recordar que los signos clinicos y electrocardiograficos de cor
pulmonare aparecen mas tarde que si se determina la hipertension pulmonar
por un catéter en corazon derecho.

La hipertension pulmonar puede ser el resultado del fallo del ventriculo
izquierdo, la hipoxia de la apnea del suefio, émbolos pulmonares recurrentes, o

de la combinacidn de varias causas (3).

2.2.2 Problemas quirdrgicos cardiovasculares asociados a la obesidad

Las arritmias cardiacas severas y los trastornos de la conduccién debidos a la
obesidad son raros. Las arritmias en los obesos estan relacionadas con la
hipoxia de la apnea del suefio, aunque pueden desarrollar fibrilaciéon auricular
idiopética, flutter auricular y taquicardia ventricular, e igualmente algunas
bradiarritmias asociadas a la disfuncién del seno (3).

Los cambios en la hemodinamica cardiaca que se asocian a la obesidad
pueden alterar la estructura del ventriculo izquierdo, su funcion y por ultimo,
causar fallo cardiaco (3,16-18). Estas alteraciones pueden presentarse en
nifios y en adultos con grados 1 y 2 de obesidad, pero son mas pronunciados
en las personas severamente obesas (3,16). El riesgo de fallo cardiaco debido
a la obesidad severa (miocardiopatia de la obesidad) empieza a incrementarse
después de 10 afios de obesidad mantenida. La mayoria de los pacientes con
miocardiopatia de la obesidad tienen insuficiencia cardiaca diastolica, pero
algunos manifiestan disfuncion sistdlica y diastdlica juntas (3,19). Los sintomas

y signos de miocardiopatia se dan normalmente en sujetos con un IMC = 40
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kg/mz. La mayoria de la clinica y de las alteraciones estructurales y funcionales
cardiacas son reversibles con la pérdida de peso, debido en parte a las
condiciones favorables de carga (3,18). Se desconoce si hay un defecto

miocardico intrinseco en la miocardiopatia de la obesidad.
2.3.- Evaluacion cardiovascular preoperatoria

El reto de los clinicos es identificar a los pacientes con un riesgo cardiovascular
elevado, realizar una evaluacion preoperatoria complementaria y manejar el
riesgo perioperatorio. Se recomienda que todos los obesos severos en lista de
espera para cirugia, deben tener una historia clinica completa, un examen

fisico, y una bioquimica sanguinea (20) (Figura 1) .

Figura 1. Algoritmo cardiaco y pulmonar de cirugia programada no cardiaca en

pacientes obesos severos

Historia clinica, examen fisico, analisis de sangre
PASO 1 Paciente de bajo riesgo -——-- Si-—-- se procede con la cirugia
PASO 2 Un factor de riesgo de ECC o enfermedad cardiovascular estable
ECG de 12 denvaciones:
Si signos de hipertrofia de VD: hipertension pulmonar
Si bloqueo de rama izda: ECC oculta

Radiografia de torax--hipoventilacion u otras alteraciones—Gasometria arterial

PASO 3 Buena capacidad funcional-----Si------ se procede con la cirugia
----- No, o no tolera el ejercicio----

PASO 4 Técnicas de imagen para conocer la funcion cardiaca

PASO 5 Funcion sistélica del VI disminuida------ Miocardiopatia de la obesidad
Angiografia

Tomado de Standards Committee, American Society for Bariatric Surgery.
(27)
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Se debe realizar un electrocardiograma de 12 derivaciones en todos los sujetos
con un factor de riesgo de enfermedad coronaria o con poca tolerancia al
ejercicio, o con ambos. Los signos electrocardiograficos de hipertrofia
ventricular derecha incluyendo desviacién del eje hacia la derecha y bloqueo de
rama derecha sugieren hipertensiéon pulmonar. Por el contrario, el bloqueo de
rama izquierda es inusual en la obesidad e incrementa la posibilidad de
enfermedad coronaria cardiaca oculta.

En la valoracion clinica se deben considerar la edad, el sexo masculino, los
problemas cardiorrespiratorios, la alteracion de los electrolitos, y la insuficiencia
cardiaca congestiva como factores de riesgo independientes para la mortalidad
quirargica (20,21). Se ha visto que el aumento de mortalidad después de los
65 afios es exponencial (20). Un IMC = 50 kg/m® y fumar cigarrillos se ha
asociado a un mayor niamero de complicaciones quirargicas (22).

En un estudio multicéntrico realizado por DeMaria y cols. (23,24), se realizo
una valoracion del riesgo de mortalidad en pacientes obesos sometidos a

cirugia (Tabla 3).

Tabla 3. Factores de riesgo de muerte en la cirugia de la obesidad

-IMC 250 kg/m?®
-Sexo masculino
-Hipertensién
-Edad 245 afios
-Embolismo pulmonar definido como:
1. Trombosis venosa profunda
2. Tener un filtro en vena cava inferior
3. Historia de insuficiencia cardiaca derecha
4. Historia de hipertensién pulmonar
5. Historia o hallazgo de estasis venoso (ulceraciones, edema

maleolar).

Esquema tomado de DeMaria y cols (23,24)
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Cuando se identifiquen los sintomas de apnea obstructiva del suefio o
hipercapnia estd indicada una polisomnografia nocturna (PSGN) que
determinara el indice de apnea-hipopnea; esta ademas permite identificar un
subgrupo de estos pacientes quienes presentan el sindrome de hipoventilacion
asociada a la obesidad (pO, menor de 65 mmHg), (pCO, mayor de 45 mmHg),
en ausencia de enfermedad pulmonar (25).

La existencia de obesidad mérbida o de SAOS no implica la necesidad de
realizar pruebas de funcién pulmonar o gasometria arterial, y se considera
indicado realizar dichas pruebas solo si el paciente presenta un IMC = 60
Kg/mz, datos sugestivos de sindrome de hipoventilacién-obesidad y en las
patologias pulmonares asociadas (26).

La radiografia de térax (preferentemente postero-anterior y lateral) se debe
pedir en todos los pacientes obesos que necesitan operarse. Los pacientes
severamente obesos tienen problemas respiratorios en el postoperatorio y una
radiografia de base ayuda a evaluar estos problemas. Ademas una radiografia
de térax puede sugerir un fallo cardiaco no diagnosticado, un aumento de las
camaras cardiacas, o una vascularizacion pulmonar anormal sugestiva de

hipertension pulmonar, la cual justificara otros estudios cardiovasculares.
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3.- DANO CARDIOVASCULAR Y OBESIDAD

Los mecanismos precisos por los cuales la obesidad promueve la enfermedad
cardiovascular no se comprenden bien, pero es probable que incluya
respuestas metabdlicas e inflamatorias debidas a la mayor cantidad de grasa
almacenada. El endotelio desempefia un papel fundamental en el
mantenimiento de la salud vascular, siendo el deterioro de la funcién endotelial
un predictor independiente de enfermedad cardiovascular. La mayoria de los
estudios de la funcién vascular en personas obesas han demostrado deterioro
de la funcién endotelial (28). Esta alteracion de la funcion endotelial se hace
evidente desde el principio, mucho antes de que las anomalias vasculares se
vuelvan clinicamente relevantes y detectables.

El equilibrio entre la lesion y la regeneracion del endotelio es fundamental para
el mantenimiento de la integridad del vaso. La exposicion a factores de riesgo
cardiovasculares (FRC) altera las funciones reguladoras del endotelio, que

progresa desde un estado de reposo, al de activacion, apoptosis y muerte.

3.1.-Microparticulas endoteliales

En los dltimos 10 afios, la identificacion de las microparticulas derivadas del
endotelio (EMP) en la circulacién ha suscitado interés al considerarlas como
marcadores no invasivos de la disfuncién vascular.

Las microparticulas circulantes (MPs) son vesiculas de membrana liberadas
por la célula en respuesta a diversos estimulos (Figura 2) (29-34). Las MPs se
describieron originalmente como unas estructuras excretadas por diferentes
células activadas (células inmunocompetentes, células endoteliales,
plaquetas...) que contenian y compartian proteinas de membrana de las células
originales (30-32).
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Figura 2: Esquema de produccién y liberacién de microparticulas celulares

Las MPs se han considerado como marcadores indicativos de activacion
celular, que si ademas expresan proteinas asociadas a apoptosis, reflejan un
dafio celular (33-35). Las microparticulas endoteliales (MPEs) son liberadas
directamente por la célula endotelial madura en respuesta a una activacién
celular o apoptosis (31-36) y transportan componentes citoplasmaticos y
antigenos de la superficie celular. En diferentes estudios se ha demostrado que
los niveles plasmaticos de MPE de activacion y/o apoptosis son indicadores de
una disfuncion/dafio endotelial y en consecuencia, pueden ser utilizados como
ayuda diagnéstica en el estudio de la enfermedad cardiovascular (ECV) (30-
35), asi como para valorar la eficacia de algunas terapias. Se caracterizan por
poseer receptores de membrana especificos de las células de las que
proceden, que en el caso de las MPE se corresponden con CD31 (PECAM) o
CD144 (VE-Cadherina). Ademas de expresar antigenos que aportan
informaciéon sobre su procedencia, también se pueden determinar en ellas
receptores que reflejan el estado funcional de las células que las emitieron; por
ejemplo, si la célula endotelial entra en apoptosis sus MP seran positivas para
Anexina V. En estudios recientes se ha demostrado que las MPEs apoptéticas
se encuentran relacionadas con la disfuncion endotelial presente en patologias
como el sindrome antifosfolipido, preclampsia, y sindrome agudo coronario (37-
39). En pacientes urémicos se ha visto un nimero elevado de estas MPEs
comparable al de las patologias citadas anteriormente, sugiriendo que la
excesiva vesiculacion de las células endoteliales puede actuar como un nuevo

marcador de disfuncién endotelial en la uremia (40). En estudios realizados en
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mujeres obesas se demostr0 que presentan un numero significativamente
mayor de MPE que las delgadas (41). En definitiva, los diferentes estudios
realizados demuestran que niveles elevados de MPE en plasma se pueden
considerar un indicador de dafio endotelial en situaciones patolégicas; ademas,
también se observan niveles bajos de MPE en el plasma de sujetos sin
patologia vascular. EI mecanismo, in vivo, por el que las células endoteliales
emiten las MPE no se conoce. Sin embargo, in vitro, una gran variedad de
estimulos, como TNF-a, producen vesiculacion de estas células (42). Estos
estimulos no son sélo proapoptoticos, sino que pueden ser pro-inflamatorios,

pro-trombaticos o tener un efecto oxidante (43).

3.2.- Células progenitoras endoteliales (EPCs)

El conocimiento de la respuesta a la lesion endotelial se ha ampliado por el
descubrimiento de un proceso de reparacion fisioldgica de gran alcance basado
en el reclutamiento de células progenitoras endoteliales circulantes (EPCs) de
la médula 6sea (44,45). Estudios recientes indican que la reduccion del nimero
de EPCs desempefia un papel critico en la progresién de las enfermedades
cardiovasculares (46). La capacidad de respuesta a la reparacion endotelial por
EPCs va a definir la "competencia vascular" de cada individuo.

La muerte de células endoteliales es un proceso relativamente frecuente en el
ser vivo (47-51). La situacién de barrera de la célula endotelial hace que ésta
se vea sometida constantemente a estimulos y agresiones por el torrente
circulatorio, por lo que un ndmero relativamente pequefio de estas células
mueren cada dia. Para mantener la homeostasis vascular, las células
endoteliales dafiadas son reemplazadas por células progenitoras endoteliales

(EPCs), que circulan en un bajo porcentaje en sangre periférica (48, 52, 53).
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Figura 3: Diferenciacion de células progenitores endoteliales (EPCs).

En los numerosos estudios realizados sobre estas células, no existe un
consenso en relacion a la definicion de EPCs. Existe una pluralidad de
opiniones en relacion a los marcadores de membrana que expresan y
funciones que realizan. Los métodos para determinarlas y aislarlas son también
muy diversos. Lo que si se puede afirmar, y es el punto donde la mayoria de
los autores esta de acuerdo, es que no se trata de una Unica poblacion celular
con un Unico origen la que muestra caracteristicas de precursor del endotelio,
es decir, que tenga capacidad angiogénica y pueda reendotelizar zonas
dafiadas del endotelio. En la gran mayoria de estudios se definen las EPCs en
funcion de su fenotipo por citometria de flujo. Diferentes autores han afirmado
que las EPCs, si tienen su origen en médula 6sea deben expresar moléculas
de superficie como CD34+/CD133+/VEGFR2+ (54) (Figura 3). El nimero de
estas células es muy pequefio en sangre periférica de sujetos sanos. Aunque la

posible participaciéon de las EPCs en el proceso de reendotelizacion en
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modelos in vivo no estd muy clara, debido a la dificultad para realizar estos
estudios, si que se ha demostrado que son potentes secretoras de factores
angiogénicos, por lo que se les confiere un importante papel promoviendo la
angiogénesis y la reparacién endotelial via estimulaciéon paracrina de las

células residentes en el endotelio.

3.3.- Equilibrio entre el dafio y la reparacion endo  telial

La teoria de una interrelacion entre dafio y reparacion endotelial exige que
haya una red de sefalizacién intercelular, exquisitamente regulada, que
permita mantener un equilibrio eficaz entre las células endoteliales (CE) y las
EPCs. Estudios realizados recientemente han demostrado que las MP
producidas por CE sirven de estimulo para la diferenciacién de EPCs (55,56).
Tanto en modelos animales (51), como en pacientes con dafio endotelial (36)
existe una correlacion entre los niveles plasmaticos de MPE y la actividad de
EPCs. De esta forma, al inducirse un dafio endotelial se observa un incremento
plasmatico de MPE. Paralelamente, aumenta el porcentaje de células EPCs en
sangre periférica. Tras la reparacion del endotelio vascular, se normalizan los
niveles de MPE y el nimero de EPCs desciende hasta niveles basales. Estos
resultados apoyan la hipotesis de que las MPE pueden actuar como

“mensajeros” entre células maduras y células reparadoras.

3.4.- Papel de las MPE y EPCs en el desarrollo de e nfermedad vascular

Los mecanismos exactos por los que EMP y EPCs participan en la generacion
del dafio vascular no se conocen, y son objeto de estudio por numerosos
grupos. Se han descrito varios factores que producen injuria del endotelio y a
su vez contribuyen potencialmente a elevar el nimero de MPE o disminuir el
ndmero de EPCs: inflamacion, aumento de la tension arterial, ciertas drogas,
infecciones, etc (33).

Las MPEs pueden también interaccionar con el endotelio actuando como un
factor paracrino que potencia la disfuncién endotelial, teniendo un efecto

negativo sobre las propiedades vasodilatadoras y mediando la progresion de la
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enfermedad vascular (33). Por otro lado, las moléculas PECAM (CD31) y VE-
cadherina (CD144) son moléculas constitutivas de células endoteliales y la
liberacion de MPEs que expresan estas moléculas refleja una profunda
desorganizacion de la arquitectura celular y de las uniones entre las células
(57,58).

Un bajo nimero de EPCs asociado con un estadio precoz de la patogénesis de
la enfermedad vascular, puede deberse a un agotamiento de las reservas de
células progenitoras, pero también puede producirse por mecanismos como
estrés oxidativo, inflamacién, u otros procesos fisiopatolégicos que conducen a
la inadecuada movilizacion de EPCs y como consecuencia, la falta de

reparacion del endotelio (59).
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4.- INFLAMACION Y OBESIDAD: CITOQUINAS Y ADIPOQUINA S

Actualmente se considera que la obesidad es un sindrome complejo en el que
una activacion anormal de las vias neuroendocrinas y pro-inflamatorias
conduce a una alteracién del control de la ingesta de alimentos, la expansién
de grasas y los cambios metabdlicos. El tejido adiposo puede diferenciarse
morfolégica y funcionalmente en tejido adiposo blanco (TAB) y tejido adiposo
pardo o marrén (TAM). En los individuos obesos se produce un notable
aumento del TAB debido a la hiperplasia e hipertrofia de los adipocitos. El TAB
se habia considerado tradicionalmente como un reservorio energético pasivo,
donde la energia se acumula en forma de triglicéridos durante periodos de
consumo alimentario excesivo o movilizada cuando el aporte calérico es
insuficiente (67). No obstante, en la Ultima década, se ha reconocido el TAB
como un 6rgano endocrino activo que produce de forma regulada muchas
citoquinas, chemoquinas, factores de crecimiento, proteinas del complemento y
hormonas llamadas adipoquinas (68) (72); desarrollando un papel importante
en el balance energético.

El TAB esta especializado en almacenar lipidos y suministrar energia al resto
del organismo para hacer frente a los requerimientos de cada momento,
regulando la movilizacion de acidos grasos en respuesta a estimulos
anabdlicos y catabdlicos. Ademas se ha sugerido que el tejido adiposo participa
en la regulacion el tono arterial y en la patogénesis de la arterioesclerosis (73).
El tejido adiposo se compone de diferentes tipos de células: adipocitos,
preadipocitos, células vasculares y del estroma y macréfagos (70). Cada una
de estas células presenta su propio perfil de secrecion y de regulacion (71).

La inflamacién crénica de bajo grado o microinflamacion que acompafia a la
obesidad difiere de la inflamacién clasica en que no presenta los signos
clasicos de calor, dolor y rubor, pero es similar en cuanto a que comparte las
alteraciones en los mediadores de inflamacion tipicos y las rutas de
sefializacion (63).

La inflamacion cronica en la obesidad se pone de manifiesto a nivel circulante
por un aumento de los marcadores clasicos de la inflamacién como la proteina

C-reactiva, el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) o el fibrinégeno (64-66). De
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hecho, se ha demostrado que los niveles séricos de proteina C-reactiva se
correlacionan de manera extraordinariamente significativa con el porcentaje de
grasa corporal (65). Ademas parece existir una relacion entre la expansion del
tejido adiposo y el incremento del estado pro-inflamatorio. A medida que
aumenta el tejido adiposo, se modifica la produccion de adipocinas y se
desencadenan una serie de procesos fisiopatoldgicos relacionados con la
inflamacion que van a conducir a un incremento del riesgo de sufrir enfermedad

cardiovascular, diabetes mellitus de tipo 2 y cancer, entre otras comorbilidades.

Leptina

IL-10, IL-8 l PAI-1

IL18, 11-6

Adiponectina

Figura 4: La respuesta inflamatoria y las adipoquinas asociadas a la
inflamacion. IL-6: interleucina 6; MCP-1: proteina quimioatrayente de
monocitos-1; SAA: amiloide sérico A; TNF-a: factor de necrosis tumoral q;

VEGF: Factor de crecimiento derivado del endotelio.

La activacion del tejido adiposo blanco aumenta la sintesis de citoquinas pro-
inflamatorias (Figura 4), como la IL-6, IL-1, IL-8, TNFa, IL-18, mientras que las
citoquinas reguladoras, como la IL-10, se reducen (60,61). Ademas produce
interferon-y (IFN-y), factor de crecimiento transformante-B (TGF-B), factor
inhibidor de leucemia (LIF), proteina quimioatrayente de monocitos (MCP-1) y

proteina inflamatoria de macréfagos (MIP-1). Las citoquinas pro-inflamatorias
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estimulan la sintesis de neuropéptidos, como la sustancia P y el factor de
crecimiento nervioso, que han demostrado ser cruciales en la regulacion tanto
del apetito como en la homeostasis del cartilago (62).

Las adipoquinas son citoquinas producidas por los adipocitos que ejercen
efectos multiples. Las adipoquinas son moléculas de sefializacion circulantes
gue median la comunicacion intercelular contribuyendo a la regulacién de la
inmunidad innata y adaptativa, la inflamacién y la funcion metabdlica. Estas
citoquinas ejercen su funcion a través de una compleja red de interacciones en
las cuales una citoquina puede influir tanto en la produccion como en la
respuesta de otras citoquinas.

La mayoria de estas adipoquinas juegan un papel importante en la patogénesis
de las enfermedades relacionadas con la obesidad, incluyendo Ila
arterioesclerosis acelerada, hipertension arterial y algunas glomerulopatias.
Como la disfuncién endotelial es una etapa temprana de la arterioesclerosis, es
razonable considerar que las sustancias secretadas por el tejido adiposo
pueden influir directa o indirectamente (por ejemplo induciendo
microinflamacién) en la funcion de las células endoteliales.

El estudio de estas moléculas ofrece una nueva perspectiva en el estudio de la
obesidad, y probablemente contribuya en el futuro a tipificar mejor el pronéstico
y el tratamiento del paciente obeso. De estas sustancias, la adiponectina es
una de las mas interesantes, por la creciente evidencia que la relaciona con el

metabolismo hidrocarbonado vy lipidico y con la aterogénesis.
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4.1 Leptina

Es una proteina producida principalmente por los adipocitos. Al principio se
crey6 que la leptina era la hormona de la saciedad y que regulaba el apetito
(74). La implicacion de la leptina en la homeostasis energética ha sido bien
estudiada (75). La leptina es una sefial de escasez. Asi, un descenso en la

concentracién de leptina conduce
e

a cambios neurohumorales que
intentan preservar las reservas de
energia para las funciones vitales.
Por ejemplo, durante un periodo

de ayuno, y tras una reduccién de

grasa corporal, hay un descenso
en los niveles de leptina que | L
conducen a una reduccion en el gasto total de energia para proporcionar
energia suficiente que garantice el funcionamiento de 6rganos vitales como el
cerebro, el corazon y el higado (76). Aunque estos efectos del descenso de
leptina estan destinados a mejorar las opciones de supervivencia bajo
condiciones de hambruna, la caida de los niveles de leptina puede conducir a
la inmunosupresion (77), ademas de otras alteraciones neuroendocrinas que
afectan a las funciones adrenal, tiroidea y sexual/reproductiva (78). Al menos
estas alteraciones observadas durante el ayuno ocurren en paralelo con el
descenso en los niveles circulantes de leptina. De hecho, tanto los ratones
ob/ob (a los que les falta la leptina), como los db/db (a los que les falta el
receptor de leptina), no s6lo son obesos sino que muestran las mismas
deficiencias inmunes y endocrinas del ayuno prolongado (77, 79, 80). Se ha
encontrado que los niveles de leptina se asocian con la respuesta inmunolégica
en nifios malnutridos (81). La modulacién del sistema inmune esta también

moderada por la regulacién de la hematopoyesis y la linfopoyesis.
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4.2 Adiponectina

4.2.1 Estructura, sintesis vy requlacién de la adiponectina

La adiponectina es una adipoquina especifica de adipocitos que esta implicada
en la regulacién del metabolismo de lipidos y carbohidratos, asi como de la
biologia vascular. En la actualidad, la adiponectina se considera como un
componente de la comunicacion entre el adipocito, los tejidos sensibles a la
insulina y la funcién vascular.

La adiponectina se ha caracterizado de forma independiente en diferentes
grupos Y, por ello, es conocida con distintos nombres seglin su origen sea
humano (apM1 y GPB28), o de ratén (Acrp30 y adipoQ).

La adiponectina es la adipoquina que presenta una mayor expresion en el
adipocito y, en condiciones fisiolégicas normales, se expresa exclusivamente
en éstos. La adiponectina es una proteina abundante en el plasma, pues se
encuentra presente en concentraciones de 5-30 pg/ml, lo que constituye
aproximadamente el 0,01% del total de las proteinas plasmaticas humanas (82,
83). Su concentracion en el plasma depende del sexo, ya que es menor en los
varones que en las mujeres, y también de la edad o la etnia (84-86).

La sintesis y secrecion de adiponectina se regula por diferentes mecanismos
(tabla 4). Se ha demostrado que la insulina y el factor de crecimiento de la
insulina (IGF-1) estimulan su expresion génica y la secrecién en adipocitos
cultivados in vitro (82). Si bien se desconoce el proceso catabdlico que sigue la
adiponectina plasmatica, se ha sugerido que el rifién estaria implicado en éste,
pues los pacientes con insuficiencia renal grave presentan un notable aumento

de esta proteina en el plasma.
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Tabla 4. Factores que afectan a la concentracion plasmatica de adiponectina

en humanos

Factor Concentracion de adiponectina
Obesidad l

Sexo | varones, 1 mujeres

Edad l

Etnia 1 caucasicos, | indoasiaticos
Ritmo cardiaco | noche

Pérdida de peso por:
Dieta

Bypass gastrico

Tamario de los adipocitos
Resistencia a la insulina
Diabetes tipo 2
Enfermedad coronaria arterial
Diabetes gestacional
Tratamiento con TZD
TNF-q, IL-6
Catecolaminas

e T i s R SR S Y

Glucocorticoides

TZD: tiazolidinedionas; TNF-a: factor de necrosis tumoral; IL-6: interleucina 6
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4.2.2 Adiponectina y obesidad

Una de las caracteristicas mas importantes de la adiponectina es que, a
diferencia de otras adipoquinas, se expresa en el tejido adiposo y su
concentracién plasmatica se reduce en individuos con sobrepeso y obesidad
(82, 85, 87). Esto también se ha observado en diferentes modelos de obesidad
animal, como por ejemplo en ratones deficientes en leptina (ob/ob), ratones
resistentes a leptina (db/db), ratones alimentados con dietas ricas en grasas
(82,88) y monos que desarrollan espontaneamente obesidad y con frecuencia
resistencia a la insulina y diabetes tipo 2 (89). EI mecanismo por el que la
secrecion de adiponectina estd reducida en los individuos obesos no es
conocido. Dado que la adiponectina se estimula por la insulina y se inhibe por
el TNF-a, la resistencia a la insulina y el incremento en la expresion de TNF-a
podrian contribuir a este efecto (82). Por el contrario, la reduccion del peso
corporal mediante dietas hipocaléricas o el tratamiento quirargico de la
obesidad marbida provocan una elevacion de la adiponectina en el plasma (82,
87). La pérdida de peso corporal en ratones obesos también supone un
incremento de la expresidn de adiponectina, aunque éste sélo se produce en la
adiposidad visceral, no en la subcutanea (87). La misma asociacién entre la
adiponectina y la grasa visceral, pero no subcutanea, se ha observado en una
poblacién japonesa con diabetes tipo 2 (90).

La concentracion de adiponectina en el plasma, ademas de correlacionarse
negativamente con el IMC y el porcentaje de grasa corporal (87), lo hace
también negativamente con la concentracion de triglicéridos (91) vy
apolipoproteina B (92) en el plasma, mientras que es proporcional al colesterol
ligado a lipoproteinas de alta densidad (cHDL) (82, 93). Asimismo, se ha
demostrado que la adiponectina reduce los valores plasmaticos de acidos
grasos libres y triglicéridos en modelos animales de obesidad e hiperlipemia
(82). Este efecto se produce por un aumento en el catabolismo lipidico derivado
de una estimulacion de la expresion de enzimas implicadas en el transporte y el
metabolismo de los acidos grasos en el musculo esquelético y el higado, como

por ejemplo la acil-CoA oxidasa y la 5’-AMP cinasa (AMPK) (94).
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Los estudios realizados con ratones Agouti Yellow Ay/a han demostrado que la
administracion de adiponectina no modifica la ingestién de alimentos en estos
animales (95). Puesto que la regulacion de la ingesta requiere la intervencioén
del sistema nervioso central, Masaki y cols. sugirieron que la adiponectina no
podria traspasar la barrera hematoencefalica debido a su elevado peso
molecular y, por tanto, no podia ejercer ninguna accién sobre la ingesta (95).
No obstante, recientemente Qi y cols., (96) han demostrado que la
adiponectina si traspasa la barrera hematoencefélica y actGa en el cerebro para
reducir el peso corporal (97).

El tratamiento de ratones obesos Agouti Yellow Ay/a con adiponectina produce
un aumento de glucosa, insulina y triglicéridos, reduce el peso del TAB y
aumenta la actividad simpatica (95). Ademas, la pérdida de peso corporal seria
consecuencia de una reduccion en la adiposidad visceral, en contraposicién a

la subcutanea (95).

4.3 Citoquinas y obesidad

El TNF-a es una citoquina producida principalmente por monocitos, linfocitos,
tejido adiposo y musculo. EI TNF-a sefializa a través de dos receptores de
membrana bien conocidos (TNFR): TNFR1 (p60) y TNFR2 (p80) (98-103). El
tejido adiposo humano tiene unos niveles de mMRNA y expresion proteica de
TNF-a bajos y en un estudio basado en las diferencias arterio-venosas en lecho
adiposo subcutaneo se demostré que éste no contribuye de forma significativa
a las concentraciones circulantes de TNF-a (104). Sin embargo, el tejido
adiposo si contribuye en la concentracion circulante de las fracciones solubles
de TNFR (105). De hecho, el mMRNA del TNFR2 se halla sobreexpresado en
tejido adiposo de sujetos obesos y esta expresion esta correlacionada con el
IMC y el indice cintura cadera (ICC) (106,107).

El TNF-a se ha implicado como un regulador importante de la sensibilidad a la
insulina. Estudios in vivo han demostrado que el tejido adiposo de roedores
obesos con resistencia a la insulina (RI) (108) y de humanos obesos (109,110)

produce significativamente mayor cantidad de TNF-a y la neutralizacion de éste
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en roedores con RI produce un aumento de la captacién de glucosa en
respuesta a la insulina (108). Los sujetos obesos al perder peso presentan una
disminucién de los niveles de TNF-a (110, 111). Sin embargo, no parecen
existir diferencias entre los niveles de TNF-a entre los pacientes con y sin RI,
cuando se corrige por el IMC (112).

Por otro lado, también se ha visto que en la obesidad se halla aumentado el
TNF-a asociado a la membrana, por un defecto en el procesamiento a su forma
soluble (113). El TNF-a transmembrana parece que es capaz de generar RI
local y asi alterar de forma autocrina la biologia del adipocito (114). Un dato
interesante es que los ratones transgénicos que soélo expresan la forma
transmembrana tienen menor masa grasa que los controles, es decir, la
produccion de TNF-a por el adipocito y la generacion de RI podria
corresponder a un mecanismo de defensa del propio tejido adiposo para no
seguir aumentando de tamafio (114).

El TNF-a parece jugar un papel en la fisiopatologia de la hipertension (HTA)
asociada a la obesidad. El TNF-a estimula la produccion de endotelina 1 (115)
y de angiotensindgeno (116) in vitro. En el modelo de rata espontaneamente
hipertensa, la sintesis y secrecién de TNF-a en respuesta al lipopolisacarido
bacteriano (LPS) se halla significativamente aumentada en relacién al control
no hipertenso (117). También se ha encontrado una asociacién entre la
concentracién circulante de TNF-a y la tension arterial sistélica en sujetos con

un rango de adiposidad corporal amplio (118).

La IL-1B, junto con TNF-a se considera como el prototipo de citoquinas
proinflamatorias. Fain y cols., (72) demostraron que la liberacion total de IL-

1B por tejido adiposo in vitro fue un 50% mayor en individuos obesos.

La IL-6 es una citoquina multifuncional producida por diferentes tipos celulares,
incluyendo células del sistema inmune, células endoteliales, fibroblastos,
miocitos y tejido adiposo, mediando en la respuesta inflamatoria. Dado que la
concentracion plasmatica de IL-6 es proporcional a la masa de grasa (119) el
tejido graso puede ser una fuente muy importante de esta citoquina. Se ha

calculado que la tercera parte de la concentracion circulante de IL-6 proviene
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del tejido adiposo (103). La produccion y concentracion circulante de IL-6 se
asocia significativamente con el IMC y otras medidas de adiposidad corporal en
varones y mujeres post-menopausicas (120-122). Se ha otorgado a la IL-6 un
papel preponderante en la aparicion de dislipemia en sujetos con el sindrome
metabdlico (SM) (123). De hecho, la concentracién de IL-6 se asocia a la de
marcadores de respuesta de fase aguda, incluyendo la PCR, en paralelo a la
dislipemia (aumento de TG y HDL-colesterol diminuido) (123). La concentracién
de TG totales, de la fraccién VLDL y la de acidos grasos libres (AGL) post-
prandial también se asocian positivamente a la concentracién de IL-6 (124).

Por tanto la IL-6 como el TNF-a podria tener un papel importante en la
regulacion de la captacion de acidos grasos libres (AGL) por el tejido adiposo
(125). Es posible que el TNF-a producido por el adipocito y cuya expresion
aumenta en la obesidad induzca la expresién de IL-6 en tejido adiposo y no
adiposo. De hecho el TNF-a en modelos de cultivo de adipocitos diferenciados
in vitro induce un aumento muy importante de IL-6 (126). Se ha demostrado el
tejido adiposo omental, libera de 2-3 veces mas IL-6 que el tejido adiposo
abdominal subcutdneo. De acuerdo con observaciones recientes, la
concentracion circulante de IL-6 se relaciona con la accion de la insulina en el
hombre (127-129); e incluso tiene capacidad predictiva del desarrollo de DM 2
(130).

También existen datos de la relacién entre IL-6 e HTA. En estudios recientes,
la concentracion circulante de IL-6 se asocidé de forma significativa a la tension
arterial de mujeres aparentemente sanas (121,122), de la misma forma un
polimorfismo del promotor de la IL-6 también se ha relacionado con la HTA
(131). Sin embargo, no todos los estudios muestran estos datos (132). De
hecho la IL-6 estimula el sistema nervioso central y simpatico, pudiendo abocar
a la HTA (133,134). La IL-6 también podria contribuir a un aumento del
colageno de la pared vascular (135), asi como a la induccién de la sintesis de
fibrinbgeno, un determinante mayor de la viscosidad sanguinea (136). Otro
mecanismo mediante el que la IL-6 puede inducir HTA es mediante el aumento
de la concentracion de angiotensindgeno (119), que posteriormente dara lugar

a angiotensina I, molécula con gran poder vasoconstrictor.
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La IL-10 es principalmente una citoquina anti-inflamatoria cuya liberacion
parece coordinarse con la de citoquinas proinflamatorias (137). Los niveles
séricos de IL-10 se encuentran elevados en personas obesas (138). Sin
embargo, Manigrasso y cols. (139) encontraron que una pérdida de 8 kg de
peso en mujeres obesas no tenia efecto en los niveles circulantes de IL-10. La
liberacion total de la IL-10 por el tejido adiposo de los personas con un IMC de
45 fue de 2.5 veces mayor que la liberada por el tejido adiposo de individuos
con un IMC de 32. Parece aceptado que la liberacion de IL-10 por células del
tejido adiposo es mayor en la obesidad, y que la IL-10 puede funcionar como

un inhibidor de la retroalimentacién del efecto de las citoquinas inflamatorias.

La IL-8 es producida por monocitos, macréfagos, queratinocitos, fibroblastos y
células endoteliales; su funcién es atraer a neutréfilos y linfocitos, asi como
movilizar, activar y provocar la desgranulacion de neutréfilos. También estimula
la angiogénesis. Se ha demostrado que la IL-8 se encuentra elevada en la
obesidad (140-142). En estudios in vitro, se ha demostrado que la IL-8 se
produce vy libera de forma regulada a partir de adipocitos humanos aislados
(143). Ademéas de su asociaciébn con un numero de diversos procesos
inflamatorios, la IL-8 también se ha implicado en la patogénesis de la
aterosclerosis (144,145) y la enfermedad coronaria (146). Ademas se han
encontrado niveles elevados de IL-8 en plasma de pacientes con diabetes tipo |
y Il en comparacion con sujetos sanos (147). Recientemente, Straczkowski y
cols. (142) han demostrado que los niveles plasméaticos de IL-8 en sujetos con
obesidad abdominal fueron mayores que en sujetos delgados, mientras que
Bruun y cols (143) observaron que la concentracidon plasmatica de IL-8 se
correlaciona las medidas de obesidad y la sensibilidad a la insulina. En
definitiva, existen suficientes evidencias para considerar una participacion de

IL-8 en algunas de las complicaciones de salud relacionadas con la obesidad.

La interleucina-12 (IL-12) es una citoquina pro-inflamatoria que participa de

forma activa en la diferenciacion de los linfocitos T helper 1, induciendo la
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produccion de interferén (IFN), y formando un vinculo entre la resistencia innata
y la inmunidad adaptativa. Se ha reportado su participacion en la respuesta a la
infeccion, donde las células presentadoras de antigeno como macréfagos y
monocitos producen IL-12 en respuesta a patégenos (148). Asimismo, la IL-12
participa de la defensa antitumoral (149). El papel de esta citocina en la
obesidad es poco conocido y si se ha estudiado su implicacion en el desarrollo
de la inflamacidn relacionada con el desarrollo de la enfermedad cardiovascular
asociada a aterosclerosis (150), asi como su participacion en el desarrollo de

diabetes autoinmune en modelos de raton (151).
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Objetivos

En este trabajo se estudid, en pacientes con diferente grado de obesidad
sometidos a cirugia, la relacién entre el dafio y la capacidad de reparacién del

endotelio a través de los siguientes objetivos:

1.- Ver si con una simple muestra de sangre periférica el dafio endotelial
vascular, precursor de posibles problemas cardiovasculares, en obesos que se

van a someter a cirugia.

2.- Cuantificar, en pacientes con diferente grado de obesidad, el dafio del
endotelio vascular, establecido por el nimero de microparticulas en sangre

periférica producidas por el endotelio.

3.- Determinar la capacidad en estos pacientes obesos para reparar el endotelio

cuantificando el porcentaje de células progenitoras (EPCs).

4.- Valorar si el posible disbalace dafio/reparacién endotelial esta determinado
por una alteracibn en parametros inflamatorios como adipocitoquinas o

produccion de citocinas.

5.- Ante una situacion de estrés quirdrgico, valorar la capacidad de respuesta del
endotelio para recuperar una situacion basal en relacion a los parametros de
EMP y EPCs.

6.- Relacionar si el procedimiento quirdrgico tiene efectos sobre parametros

inflamatorios como adipocitoquinas o citocinas.
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Material y métodos

1.- SUJETOS DE ESTUDIO

1.1.- Seleccion de pacientes

Este trabajo se realizdé en pacientes programados para cirugia de implantacion
de protesis total de rodilla (PTR), que supone un dafio quirdrgico homogéneo,
una duracién similar y una misma técnica anestésica. Ademas casi todos los
pacientes tienen sobrepeso o son obesos.

Se trata de en un estudio observacional prospectivo, donde se incluyeron todos
los pacientes de PTR que acudieron a la Consulta de Preanestesia y que no

presentaron los siguientes criterios de exclusién:

neoplasias,

infeccion activa,

anemia grave,

criterios de insuficiencia cardiaca,

enfermedades inflamatorias, enfermedades autoinmunes

S e o

rechazo del procedimiento

Ademas, los pacientes que eran susceptibles de recibir anestesia loco-regional,
con bloqueo intradural mas sedacion.

El tamafio de la muestra se ha calculé utilizando el software:
home.clara.net/sisa/sampshlp.htm

Los pacientes objeto del estudio fueron debidamente informados de su
participacion en el mismo y solo se incluyeron cuando firmaron el consentimiento

informado (Ver anexo 1).
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1.2.- Disefio del estudio y obtencion de muestras

Para valorar el estrés quirdrgico se tomaron muestras de sangre periférica; las
muestras de sangre se obtuvieron antes, inmediatamente después, y a las 72

horas de la intervencion quirdrgica (Figura 5).

Tiempo 1: Preoperatorio:
Ingreso del paciente
consulta preanestesia Obtencion de

Plasma:

. B 2 conservar
Tiempo 2: ﬁ
I \

Postoperatorio inmediato — Obtencidn de
celulas:

j— cuantificar antes
de las 8 horas
siguientes
Tiempo 3: - .g

Postoperatorio 3 4 dias: alta

Figura 5: Disefio del estudio

Cada muestra consta de 10 ml de sangre periférica. 5 ml se depositaron en un
tubo con anticoagulante para obtener plasma que se separo, alicuoté y conservo
a -40,00°C hasta su posterior procesamiento. Los otros 5 ml se utilizaron de
forma inmediata para el estudio de elementos celulares tras eliminar los

eritrocitos mediante lisis por choque osmoético.
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1.3.- Parametros clinicos:

1.3.1 Historia clinica

En la consulta se recogieron los siguientes datos:

- Antecedentes

Antecedentes cardiovasculares: historia de hipertension, insuficiencia cardiaca,
valvulopatias, crisis de angor, insuficiencia venosa, mala circulacién periférica
Antecedentes pulmonares: asma, enfermedad obstructiva crénica (EPOC),
enfisema, silicosis, ex fumador, hipertension pulmonar.

Antecedentes endocrinos: diabetes, hipo, hipertiroidismo, enfermedad
suprarrenal, etc.

Antecedentes neurologicos: accidente isquémico transitorio (AIT), accidente

cerebrovascular agudo (ACVA), trombosis, hemorragias, hemiplejia...

Otras enfermedades

Habitos, adicciones (drogas, tabaco, alcohol)

- Exploracién fisica:

Se recogieron los parametros antropométricos de peso y altura que nos sirvid
para calcular el indice de masa corporal, ademas de los parametros
hemodinamicos, con la tensién arterial y frecuencia cardiaca, y los aspectos
anatomicos particulares de cada enfermo que podian modificar nuestra actitud

terapéutica (escoliosis, edemas, apertura bucal, disnea, fiebre... ).
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- Calculo del IMC

Los métodos de investigacion para cuantificar la grasa corporal son demasiado
complejos para ser utilizados en clinica, por lo que utilizamos un modelo
antropométrico que relaciona el peso del individuo con la altura elevada al
cuadrado: el indice de masa corporal (IMC) o indice de Quetelet:

IMC=peso en kg/tallaen m 2

En adultos, el IMC guarda una buena correlacion con el contenido de grasa
corporal calculado por los métodos experimentales y no requiere el empleo de
tablas. Segun el consenso establecido por la SEEDO (Sociedad Espafiola para
el Estudio de la Obesidad), un IMC<18.5 se considera como de bajo peso. Un
IMC=18.5-24.9 es un peso normal. Un IMC=25-29.9 es sobrepeso. La obesidad
se define como un indice de masa corporal mayor de 30. Un IMC=30-34.9 es
obesidad clase 1. Un IMC=35-39.9 es obesidad clase 2. Y un IMC>40 obesidad
clase 3 u obesidad extrema (152, 153).

Otros parametros antropométricos, son el cociente entre la cintura (a nivel del
ombligo) y la cadera (a nivel de la mayor circunferencia) (CCC), o la
circunferencia de la cintura o la circunferencia de la cadera, que nosotros no

utilizaremos al ser de mayor complejidad en nuestra practica clinica habitual.

Por lo tanto empleamos el IMC para clasificar nuestro grupo de enfermos, pero
resultd que, los sujetos seleccionados no se distribuian homogéneamente en los
escalones de obesidad propuestos por la Sociedad Espafola y Americana de
Obesidad, sobre todo, a penas contdbamos con pacientes de peso normal; asi
gue creamos nuestros propios grupos de pacientes: tercil 1, tercil 2 y tercil 3 con
igual nimero de enfermos.

Tercil 1: entre 17,7 a 30,5 de IMC

Tercil 2: entre 30,6 a 34,5 de IMC

Tercil 3: entre 34,6 a 43,7 de IMC
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1.3.2. Pruebas complementarias

Se extraen muestras y se solicitan al laboratorio de analisis clinicos del hospital

las siguientes determinaciones

« Hematimetria, formula leucocitaria, recuento plaquetario

e Bioquimica con electrolitos, funcion renal, enzimas hepaticas,
proteinas totales, colesterol, HDL, LDL, triglicéridos

e Estudio de coagulacién con actividad de protrombina, tiempo de

tromboplastina parcial activado, INR.

Se realiza un electrocardiograma (ECG) de 12 derivaciones. Los signos
electrocardiogréaficos de hipertrofia ventricular derecha, incluyendo desviacién
del eje hacia la derecha y bloqueo de rama derecha, sugieren hipertension
pulmonar. Por el contrario, el bloqueo de rama izquierda incrementa la

posibilidad de enfermedad coronaria oculta.

Radiografia de torax preferentemente pdstero-anterior y lateral. Esta radiografia
sirve de base en un postoperatorio con problemas; ademas, puede sugerir un
fallo cardiaco no diagnosticado, un aumento de las camaras cardiacas, 0 una

vascularizacién pulmonar anormal sugestiva de hipertensién pulmonar.

Otras pruebas como gasometria arterial y espirometria. Estan indicadas en
obesidades extremas (IMCZGOkg/mZ), ante la sospecha del sindrome de

hipoventilacion-obesidad y en las patologias pulmonares asociadas.
La ecocardiografia y el cateterismo solo se llevarian a cabo en pacientes con
sintomas de insuficiencia cardiaca, hipertensién pulmonar u otros problemas

cardiovasculares.

Todos los datos se registraron en una base de datos informatizada.
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2.- METODOS

2.1. Aparatos, materiales de laboratorio y reactivo s

e Centrifugadora Megafuge 1.0 R (Heraeus, Sepatech).

*  Microscopio invertido Zeiss (Captair®).

e Citometros de flujo:

0 FACSCalibur de Becton-Dickinson, San José California,
USA,
0 FC-500 de Beckman Coulter, Marsella, Francia.

»  Espectrofotometro Power Wave XS microplate reader (Biotek, VT,
USA)

e Placa de contaje celular de Neubauer. Cristales cubreobijetos.

* Tubos FACS para citometria (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ.
USA

»  Thermomixer 5436 (Eppendorf, Netheler, Alemania).

e Congelador — 80°C modelo U-410 (New Brunswick)

* Tubos de vacio estériles EDTA K3, tubos de vacio de 5ml con EDTA
K3 (15%): 0,054 ml, 0,34M (Vacutainer).

e Tubos Eppendorf de 1,5ml.

» Guantes estériles, tubos universales estériles de 10ml, jeringas de 2,
5, 10 y 20 ml, agujas, pipetas Pasteur de 3ml, pipetas automaticas de
0,5-5, 5-50, 50-200 y 1000ul, gradillas.

e Solucién salina tamponada con fosfato (PBS, GIBCO BRL. Life
Technologies ®).

» Agua destilada apirégena Vitulia.

e Kit de BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Human Inflammation Kit
(Pharmingen, San Diego, CA)

* Kit de Quantikine-Human Adiponectin/Acrp30 Immunoassay (R&D
Systems Minneapolis, MN, USA).
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e Anticuerpos monoclonales conjugados con fluorocromos: anti-CD31
(MHCD3104- Phycoerythrin [PE] Caltag lab., Burlingame, California,
USA), anti-VEGFR2 humano (KDR-PE, R&D System, Minneapolis,
MN USA). CD133-FITC (SEROTEC, Kidlington, UK), y CD34 Tricolor
(TC) (Caltag, Invitrogen, San Diego, CA, USA). Como controles
intraexperimentales se utilizaron los correspondientes anticuerpos anti
isotipo conjugados con fluorocromos.

« Kit de anexina V conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC),
(Bender MedSystem, Viena, Austria).

¢ Flow Count Calibrator beads (Beckman Coulter, Marsella, Francia).

* Facs Lysing (Pharmingen, San Diego, CA).

2.2. Protocolos

2.2.1 Determinacion de citoquinas proinflamatorias solubles. Método de
“Cytometric Bead Array Immunoassay” (CBA).

* -
La citometria de flujo es una herramienta de analisis que
permite la discriminacién de diferentes particulas en -

funcion del tamafio y el color. EI método de CBA utiliza la *‘p +

sensibilidad de la deteccion por fluorescencia amplificada

por citometria de flujo para medir pardmetros solubles por -

-
m + =% c-EA.
—

Figura 6

una técnica basada en un inmunoensayo.

En este trabajo se utilizé el kit de BD™ Cytometric Bead

Array (CBA) Human Inflammation Kit para cuantificar

citocinas proinflamatorias. El método de CBA se basa en

la uniéon de microbolas marcadas con anticuerpos con

diferentes intensidades de fluorescencia (Figura 6).
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La longitud de onda maxima de emision de la fluorescencia es de alrededor de

650 nm (canal de fluorescencia-3, FL-3). Las bolas estan unidas por un enlace

covalente a un anticuerpo frente a las diferentes citoquinas: Interleukin-8 (IL-8),
Interleukin-1f (IL-1B), Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-10 (IL-10), Tumor Necrosis
Factor (TNF), e Interleukin-12p70 (IL-12p70) (figura 7). El rendimiento del

andlisis de citoquinas por este método es similar al obtenido mediante el método

convencional de Ensayo de inmunodeteccién ligado a enzima (ELISA), con la

ventaja de necesitar una menor cantidad de muestra y un ahorro de tiempo en el

montaje del kit.

Figura 7 : Ejemplo de deteccion de citocinas proinflamatorias de forma

individual por citometria de flujo
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En el procedimiento se llevan a cabo tres procesos de forma paralela:
a.- Elaboracion de la Curva Estandar,
b.- Procesamiento de las muestras

c.- Preparacién de las bolas de calibracion para el citdmetro.

a.- Elaboracién de la Curva Estandar

Se preparan 10 tubos Facs para hacer las mezclas (los rotulamos con Top S, 1,
2, 3, 4,...) y 10 tubos Facs adicionales para la curva estandar. Una vez hecho
esto, se reconstituye el Top Estandar afiadiendo 300ul de diluyente del ensayo
en el vial de citoquinas estandar, y en cada tubo rotulado. A continuacién se
afiaden 100yl del vial de Top Standard, mezclando y equilibrando durante 15
minutos antes de pasar a hacer las diluciones. Realizar una diluciéon seriada
afiadiendo a los tubos siguientes 300 pl del vial anterior, mezclando

enérgicamente (Figura 8).

100, 300 4 300 41 300, 300,01 300 41 300, 300 41 0,0
/“\ 2V TaVavTaYavava'
vl vi vl vl vl vl vl vl v . ) -z
i £9 2 5 F3 £3 3 =3 3 = Figura 8: Preparacion de las

diluciones de los standard

para el kit de citocinas

__J ' ' . ' inflamatorias

12 14 15 115 122 164 1120 1215

b.- Procesamiento de las muestras: En un tubo Facs, se prepara la mezcla con

las bolas capturadoras vertiendo 10ul de cada tipo por muestra mas una
pequefia cantidad por error de pipeteo. Las bolas capturadoras son seis, una
para cada citocina que se va a determinar. Se afiaden 50pl de esta mezcla en
cada tubo de la muestra y de la curva. A continuaciéon se afiaden 50ul de suero,
previamente homogeneizado. Se incuban durante hora y media. Posteriormente
se aflade 1 ml de Wash Buffer en cada tubo de la muestra y de la curva. Se

centrifuga a 1500 r.p.m. durante 5 minutos y se decanta el sobrenadante por
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aspiracion dejando una pequefia cantidad. Se afiaden 50ul de Phycoeritrina en
cada tubo de la muestra y de la curva, agitdndose con una pipeta e incubar
durante hora y media en oscuridad. Se afiade 1 ml de Wash Buffer en cada tubo
de la muestra y de la curva. Se centrifuga a 1500 r.p.m. durante 5 minutos
decantandose posteriormente el sobrenadante. Se afade 300ul de Buffer de
lavado. Se adquieren las muestras en el citdbmetro de flujo (Figura 9).

Figura 9: Secuencia y tiempos del protocolo de determinacién de

citoquinas por CBA

1. Reconstituirlos standard del ensayo (15 minutos)
2, Diluirlos standards por diludones seradas usando diluente
del ensayo

3. MWezclar 10l /test de la suspensidn bolas de captura . Agitar,
4. Trasferir 50 pl de mezcla de bolas de captura a cada tubo

|

5. Afadir las diluciones standard v las muestras a los tubos da
adguisican ;50 pl/ tubo

Incubar 1,5 horas | Tambiente protegido delaluz

6. Lavarlas muestras con1ml de tampan de lavado, entrifugar,
Diejar 100wl de volurmen residual después dela aspiracion .,
7. Afadir el reactivo de detecdon con PE, 50 pl/test

Incubar 1,5 horas | Tambiente protegido delaluz

8. Lawvarlas muestras con 1l ml de tampon de lavado, centrifugar,

|

9, Afadir 300 W de tampon de lavado a cada tubo del ensayo y
analizar las muestras
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c.- Preparacion de las bolas de calibracion para el citbmetro. Durante las

incubaciones preparamos las bolitas de calibracion para el citbmetro, que
consiste en preparar tres tubos Facs (A, B, C). Afiadir a cada tubo 50ul de las
bolas del citometro: Tubo A, nada. Tubo B, 50ul de primer color (FITC). Tubo C,
50ul de segundo color (PE). Se incuba 30 minutos protegido de la luz. Se afiade
al Tubo A, 450ul, al Tubo B, 400ul y al Tubo C, 400ul de tampon de lavado. El
citbmetro se calibra con estos reactivos antes de comenzar a adquirir las

muestras.

2.2.2.- Determinacion de adiponectina por el método de Enzimoensayo
(ELISA)

La técnica de ELISA es un ensayo inmunoenzimatico ampliamente empleado en
el area médica para la cuantificacion de moléculas, especialmente de aquellas
que experimentan cambios en diferentes estados como pueden ser infecciones
por bacterias, virus, hongos o parasitos o fases activas de enfermedades
autoinmunes. Por este método se pueden determinar hormonas,
autoanticuerpos, inmunoglobulinas frente a antigenos de patdgenos, toxinas,
antigenos, entre otras aplicaciones. En este estudio se ha utilizado el kit de
Quantikine-Human Adiponectin/Acrp30 Immunoassay disefiado para cuantificar
concentraciones de adiponectina humana en sobrenadantes de cultivo, suero y
plasma. El inmunoensayo Quantikine de adiponectina es un ELISA en fase
sélida disefiado para medir adiponectina humana total (bajo, medio y alto peso
molecular).

Este ensayo emplea la técnica de inmunoensayo enzimatico cuantitativo. Utiliza
un anticuerpo monoclonal especifico para el dominio globular de la adiponectina

con el que se ha pre-recubierto una microplaca.
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El procedimiento del ensayo consta de dos fases:

a. Preparacion de la curva estandar (Figura 10) y dilucion de muestras y
controles, necesario para incluirlas en el rango de sensibilidad del kit.

b. Realizacion del protocolo, siguiendo las instrucciones del fabricante.
Basicamente, los controles y las muestras se pipetean en los pocillos uniéndose
la adiponectina al anticuerpo inmovilizado. Después de lavar, se afiade a los
pocillos una enzima ligada al anticuerpo monoclonal especifico para el dominio
globular de la adiponectina. Después de un lavado para eliminar los anticuerpos
no unidos a la enzima, se afiade la solucién de sustrato y se desarrolla el color
gue va a estar en proporcién con la cantidad de adiponectina unida en el paso
inicial. El desarrollo del color se detiene y la intensidad del color se mide
cuantificando la densidad 6ptica (OD) en un espectrofotometro Power Wave XS
microplate reader a 450 nm. Un esquema del protocolo se incluye en la figura
11.

200l 200l 200uL 200l 200 pL

250 125 62.5 31.2 15.6 7.8 3.9
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL

\

Figura 10: Preparacion de las diluciones de los standard para el kit de

adiponectina por ELISA
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Figura 11: Procedimiento para determinacién de adiponectina por ELISA

1. Preparar reactivos, muestras v standars siguiende las instrucciones

4.

2. Afiadir 100 xlde diluente del ensayo ED1TW a cada pocillo

4.

3. Afiadw 50 gl de estandar, control o muestra a cada pocillo.
Incubar 2 horas a T2 ambiente

4.

4. Aspirar v lavar 4 veces

=

4.

5. Afiadir 200 ul de conjugade a cada pocille.
Incubar 2 horas a T2 ambiente

4.

6. Aspirar v lavar 4 veces

=

P

7. Afladir 200 pl de solucidn sustrate a cada pocille
Proteger de la luz. Incubar 20 minutos a T2 ambiente

-

8. Afiadir 50 pl de solucidn stop a cada pocilleo
Leer a 450 nm antes de 30 minutos

Correccidn A 540 o 570 nm
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2.2.3.- Microparticulas endoteliales (EMP):

Las EMP se cuantificaron siguiendo un protocolo desarrollado por Werner y cols
2006 (154). Basicamente consiste en, inmediatamente recogida la sangre total
anticoagulada se centrifuga a 13000 g durante 5 min a fin de producir plasma
pobre en plaquetas. Se extrae el plasma y se congela a una temperatura de -
80°C hasta su utilizacion. El plasma pobre en plaquetas se incub6 con el
anticuerpo monoclonal anti-CD31 PE, seguido de incubaciéon con anexina V
FITC de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El control negativo (valor
cero) se obtuvo utilizando los anticuerpos anti-isotipo. Junto con la adquisicion
de las muestras se realizé una calibracion del citémetro de flujo con el reactivo
Flow Count Calibrator Beads (Beckman Coulter, Marseille, France), que permite
realizar de forma automatica un recuento del nimero de microparticulas. El
andlisis se realizé en un citdbmetro de 500 Coulter Cytomic FC flujo, utilizando el
software de CXP. Cada resultado (un valor Unico) fue la media de tres
determinaciones independientes de la misma muestra. En la figura 12 se detalla

el protocolo técnico para la determinaciéon de EMP.
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Figura 12: Procedimiento para determinacién de EMP

1. Se utilizan 100 pl de plasma para el control negativo de |a técnica
y otros 100 pl para el marcaje de las ERMP

e

2. 5e afiade al tubo positivo el anticuerpo CO31 en FITC para marcar
las EMP endoteliales y su contral isotipo al tubo negativao,

4.

3. Seincuba 20 minutos a temperatura ambiente en oscuridad

@

4, Ze afaden 2 ml de PBZ. Ze centrifugan las muestras a 1500 EPII
durante 5 minutes ¥ decantar,

e

5. Ze afade 195 pulde tempodn de Anexina V a los dos tubos v Sul de
Anexina WV al tubo positive.

-

6. Incubar 15 minutos atemperatura ambiente en oscuridad.

o

7. Zeafaden 2 ml de PBZ. Ze centrifugan las muestras a 1500 EPhI

durante 5 minutes ¥ decantar.

P

8. Ze afade 200l de cell-fix v 100 pl de Flow-Count a los dos
tubos,

4.

8. Adouisicidn en el citdmetre de flujo
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2.2.4.- Células precursoras del endotelio (EPC) (VE GFR2+/CD133+/CD34+)

Las EPC se caracterizan por la expresién de tres moléculas de superficie: CD34,
CD133, y VEGFR2 (155). Para realizar el triple marcaje por fluorescencia,
inmediatamente después de la extraccién de sangre, se eliminan los glébulos
rojos utilizando el método de sangre total. Con este procedimiento se consigue
obtener todos los leucocitos de sangre periférica, eliminando la posibilidad de
perder algunas células por el uso alternativo de otros métodos que utilizan
gradientes de densidad para la separacién de células. Paralelamente se realiza
el triple marcaje utilizando concentraciones saturadas de anticuerpos
monoclonales conjugados con fluorocromos especificos frente a las moléculas
gue definen el fenotipo de EPCs: CD34, CD133, y VEGFR2. El detalle del
protocolo se resume en la figura 13.

El analisis cuantitativo se realizd en un citometro de flujo FACSCalibur,
adquiriendo 200.000 eventos por muestra. Los datos fueron analizados
utilizando el software CellQuest (Becton Dickinson). El nimero de CPE se define
como eventos de triple positivo para CD34, CD133, y VEGFR2. El control
negativo (valor cero) es el valor obtenido con los anticuerpos anti-isotipo y
representa la fluorescencia no especifica. Cada resultado (un valor Unico) fue la
media de tres determinaciones independientes de la misma muestra. Una
representacion esquematica del andlisis de la fluorescencia triple se representa

en la Figura 14.
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Figura 13 : Procedimiento para el marcaje de EPC

1. Se cogen 100 pl de sangre anticoagulada para el tubo control
negativo de la téchnica y 100 ul para el marcaje positivo.

P

2. 5e afiaden los Acho anti WYEGFR2-FITC, CD133-PE y CD34-TC en el
tubo positivo v sus correspondientes antiisotipos en el negativo.

o

3. Seincuba 30 minutos a temperatura am biente en oscuridad

-

4. Se afiade 2 ml de Facs Lysing v se incuba 10 minutos,

4.

5. Se afiaden 2 ml de PBE. Se centrifugan las muestras a 1200 EPI

durante 5 minutos v decantar.

a

. Se afiade 2 ml de PBS v se repite el paso &.

o

7. Ze afiade S00u] de cell-fix

4.

8. Adquisicidn en el citdmetro de flujo
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Figura 14: Figura representativa del analisis por citometria de flujo de EPCs.

A) Histograma biparamétrico que integra la complejidad (FSC) vy el tamafio
(SSC) de células blancas de sangre periférica. Se hace una ventana eliminando
los restos de células.

B) Histograma simple que representa la expresién de VEGFR2 en leucocitos.

C) Expresién de las moléculas CD133 y CD34 en leucocitos VEGFR2 positivos.
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3.- ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados se expresan en el texto como media (M) * Desviacion
Estandar (DE). La comparacion entre dos grupos se ha realizado mediante t de
Student (comprobando siempre que las muestras tuvieran una distribucion
normal y la varianza fuera similar). La diferencia estadistica entre mas de dos
grupos ha sido determinada mediante ANOVA. Las diferencias estadisticas entre
las medias de los diferentes grupos se han considerado significativas cuando el
valor de P ha sido inferior a 0.05. El analisis estadistico se ha realizado con el
paquete informatico NCSS.
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Resultados

1.Caracteristicas clinicas de los sujetos del estu  dio

Los pacientes incluidos en el estudio se seleccionaron en la consulta de
preanestesia entre los programados para el acto quirtrgico de prétesis total de
rodilla (PTR). Una vez aplicados los criterios de exclusion, se reclutaron un total
de 74 pacientes.

Los sujetos del estudio se dividieron en terciles segin su indice de masa
corporal (IMC) (tabla 5): El tercil 1 comprende los sujetos con un IMC entre 17,7
y 30,5 Kg/mz, el tercil 2 incluye sujetos con IMC entre 30,6 y 34,5 Kg/m2 y el
tercil 3 son los pacientes de mayor peso, con un IMC entre 34,6 y 43,7 Kg/mz.
En cada uno de los terciles también predominé el sexo femenino, suponiendo un
66.66 % en el tercil 1, el 84% en el tercil 2, y un 84 % en los pacientes del tercil
3.

En la tabla 5 se muestran las caracteristicas clinicas y demogréficas de los
pacientes: eventos cardiovasculares (cardiopatia isquémica, fibrilacion auricular
(FA), valvulopatias, crisis de angor...), tension arterial elevada (HTA), problemas
respiratorios (enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), sindrome de
apnea obstructiva del suefio (SAOS)...), enfermedades endocrinas (diabetes
mellitus no insulinodependiente) (DMNID), patologias osteoarticulares (artrosis,
artritis...), historial de neoplasias, hipercolesterolemia, hiperuricemia,
hipotiroidismo, depresion, mareos, enfermedades autoinmunes (vitiligo, colitis
ulcerosa).

El andlisis de los datos demograficos demostré un predominio del sexo femenino
(78%) sobre el masculino (22%). La edad de los tres grupos de enfermos fue
similar: 72 afios de media aritmética en los tres terciles.

Nuestros resultados identifican la asociacion entre de hipertensién arterial y
aumento de IMC (tabla 5). El 92% de los pacientes incluidos en el tercil 3
estaban en tratamiento con antihipertensivos, frente a un 72% entre los

pacientes del tercil 2 y un 50% de los pacientes del tercil 1 (p<0.01).
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No se han encontrado otras asociaciones significativas en relaciéon al resto de

los parametros recogidos en la historia clinica y en el preoperatorio.

Tabla 5. Caracteristicas clinicas basales de los pacientes i  ncluidos en el
estudio
Total Tercil 1, Tercil 2, Tercil 3, Valor de
Parédmetro
n=74 n=24 n=25 n=25 P
Edad (afios) 74 72,71 £5,77 72,16 £ 4,54 72 +5,99
Media + DE / rango (62-81) (65-80) (61-83)
Sexo 16 H 8 H (33,33%) 4 H (16%) 4 H (16%)
n® H/M /% vs total 58 M 16 M (66,66%) 21 M (84%) | 21 M (84%)
IMC* (Kg/m?) 74 (17,7- 30,5) (30,6- 34,5) (34,6-43,7)
Media + DE)/rango 27,62 +2,94 32,44 +£1,26 | 37,89+3,04
53 12 HTA 18 HTA 23 HTA P<0,01
Hipertension (50%) (72%) * (92%)*
n° / % vs total 21 12 no HTA 7 no HTA 2 no HTA
(50%) (28%) (8%)
Eventos CV 7
4 (16,66%) 2 (8%) 1 (4%)
n° / % vs total
Enf. respiratoria 10
2 (8,3%) 4 (16%) 4(16%)
n°® / % vs total
. 15 3 DMNID 8 DMNID 4 DMNID
Enf. endocrinas
(12,5%) (32%) (16%)
n° / % vs total
Pat. 19
osteoarticular 7 (29%) 9 (36%) 3 (12%)
n°® / % vs total
) 2 1 céncer de 1 n6dulo
Neoplasias (n°) o
mama tiroideo
Colesterol 14
6 (25%) 4 (16%) 4 (16%)
n°® / % vs total
Hiperuricemia (n°) 1 1 0 0
Depresion 12
5 (20,83%) 4 (16%) 3 (12%)
n°® / % vs total
Mareos 6
3 (12,5%) 1 (4%) 2 (8%)

n° / % vs total
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Hipotiroidismo 4
0 2 (8%) 2 (8%)
n°® / % vs total
2 o 1 Colitis
Otros (n°) 1 Vitiligo
ulcerosa

Tabla 5. Caracteristicas clinicas basales de los pacientes incl

uidos en el estudio  El

célculo de la media del IMC result6 ser de 27,62 + 2,94 Kg/m2 en los pacientes en el tercil
1, de 32,44 +1,26 Kg/m2 en los pacientes incluidos en el tercil 2 y de 37,89 + 3,04 Kg/m2

en los pacientes del tercil 3. Esté fue el pardmetro utilizado para distribuir los grupos en

terciles. La edad de los pacientes fue igual en los tres grupos, 72 afios. Predominé el

sexo femenino, suponiendo un 66.66 %, 84.0 % y 84.0 % de los pacientes incluidos en el

tercil 1, 2 y 3 respectivamente. No se han encontrado diferencias en relacion a los

parametros recogidos en la historia clinica y en el preoperatorio, salvo en la hipertension

arterial y el aumento de IMC (p<0.01).
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2.

CD31+/Annexin V+

El nimero de microparticulas endoteliales (MPE) obtenidas de plasma pobre en
plaquetas de pacientes quirlrgicos de PTR, se cuantificé mediante citometria de
flujo utilizando un marcaje anexina V/CD31 (Figura 15).

10t e
Esferas de calibracidn
107 — \ @ 107 —
g :
2wy o
T 1
1 (a0
2 3
w
- T ELEEL T ™
w* "' w! "' w* 10’ w 0*
FSC - Height Anexina V - FITC
Figura 15: Histograma representativo del andlisis por citometria de flujo de

microparticulas endoteliales (MPE): A) Histograma biparamétrico que muestra el
tamafio de las MPE en el eje vertical (log Side Scatter, SSC) en relacién a la complejidad
de las mismas (eje horizontal) (log Forward Scatter, FSC). En el &ngulo superior derecho
del histograma se define una ventana que recoge las esferas utilizadas
experimentalmente para la calibracion del equipo, se recuentan automaticamente el
numero de MPE por ml de muestra. En la zona inferior se selecciona otra ventana que
recoge en aquellas MPE que son inferiores a 1.5 um de didmetro. Este calculo se realizd
mediante una calibracion adicional previa al ensayo para establecer una escala de
tamafio. B) El histograma de la derecha se corresponde con el andlisis del doble marcaje
de anexina V conjugada con isotiocianato de fluoresceina (Anexina V-FITC), versus la
molécula CD31 conjugada con ficoeritrina (CD31-PE), que define el origen endotelial de
estas MPE. El porcentaje de MPE dobles positivas se corresponde y cuantifica en el

cuadrante superior derecho.
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a. Determinacién de las microparticulas endoteliale s (MPE) en el

preoperatorio.

Previamente a la cirugia (Pre op), los pacientes con mayor IMC (tercil 3)
mostraron un nimero de MPE por ml de plasma (3.5 + 0.7 MPE/ml) mayor que
los del tercil 1 (1.9+0.6 MPE/mI, p<0,001) y tercil 2 (2.7£0,9 MPE/mI, p<0,001)
(Figura 16). Asimismo, en el Pre op, los pacientes incluidos en el tercil 2, tenian
un n° de MPE significativamente mayor que los pacientes en el tercil 1
(p<0,001). En definitiva, los pacientes con mayor IMC (tercil 3) tienen mas MPE
gue los otros grupos estudiados, y los tres terciles son diferentes entre si de

forma significativa.

Microparticulas Endoteliales (Pre op)

3 6
2l F-Ratio=27,3
5 7 P=0.0001
4
MPE .
" &
27 1 23
1 il 2 1,3
o 3 1,2
0 T T T
1 2 3
Indice Masa Corporal (tercil)
Figura 16: Cuantificacion de MPEs en pacientes distribuidos en terc iles de IMC. Se

muestra el nimero absoluto de MPE por ml de muestra, obtenido de plasma pobre en
plaguetas de los pacientes quirirgicos de protesis total de rodilla (PTR) agrupados en
terciles de peso corporal (IMC). Los resultados se representan en diagrama de cajas. Los
bordes inferior y superior de las cajas representan los percentiles 25 y 75 de los
resultados para cada tercil; la linea horizontal dentro de las cajas representa la mediana;

los extremos de las barras verticales por debajo y por encima de las cajas sefialan los
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valores minimos y maximos, respectivamente. Los valores atipicos estan marcados con el
simbolo (0). Las diferencias entre los terciles 1, 2 y 3, fueron analizadas usando ANOVA 'y
resultaron ser estadisticamente significativas (p=0,0001). En la tabla adjunta de la
derecha se muestran las diferencias con significacion estadistica de los diferentes grupos
de enfermos entre si.

b. Cuantificacion de MPE con el procedimiento qui  rdrgico

A lo largo de los periodos del estudio se observd que, en los tres terciles de
pacientes, independientemente de su IMC, el n°® de MPE se increment6 de forma
significativa en el postoperatorio inmediato (Post op) (Figura 17) . Los pacientes
del primer tercil llegaron a tener un numero de MPE por ml de plasma de
3,01+0,6 MPE/ml; los del tercil 2: 3,7+0,7 MPE/mI; los mas obesos, el tercil 3,
4,440.5 MPE/ml (p<0,001). Las diferencia entre los terciles 1, 2 y 3 fueron

estadisticamente significativas (p=0,0001).

Microparticulas Endoteliales (Post op)

36
-l F-Ratio=31,04

5 1 pP=0.0001
47 T
MPE

3 ,
i
27 o 1 23
1- 2 13
0 3 12
1 2 3

Indice Masa Corporal (tercil)

Figura 17: Numero de MPE después del procedimiento quirdrgico en los pacientes

distribuidos por terciles de IMC.  En numero de MPE se incrementa en los tres terciles

-80 -



Resultados

de forma significativa. Las diferencias entre los terciles 1, 2 y 3, fueron estadisticamente

significativas (p=0,0001).

En el periodo final del estudio (Post op3d ) (Figura 18) los niveles de MPE estan
elevados, pero en cifras menores que en postoperatorio inmediato (Post op). En
los pacientes del primer tercil, el nimero de MPE por ml de plasma fue de
2,2+0,6; 3.1+0,7 MPE/ml y 4,0+0,7 MPE/ml en los del terciles 2 y 3
respectivamente. Todos los grupos de pacientes en este periodo del

experimento son diferentes entre si (p<0,001).

Microparticulas Endoteliales (Post op3d)

x103 6
| F-Ratio=41,2
S p=0.0001
4 4
MPE s T
),
2 ° 1 23
1 il J_ 2 1,3
3 1,2

0 : : :
1 2 3

Indice Masa Corporal (tercil)

Figura 18 : Namero de MPE tres dias después del procedimiento g  uirdrgico en
los pacientes distribuidos por terciles de IMC . Todos los grupos de pacientes en

este tiempo del experimento son diferentes entre si (p<0,001).
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En resumen, el nimero de MPE esta aumentado en funcién del IMC de los

pacientes y el estrés quirdrgico produce un aumento adicional de MPE.

Posteriormente analizamos el nimero de MPE en cada tercil a lo largo del
tiempo, para valorar el efecto de la cirugia sobre el nimero de las MPE y la
capacidad para recuperar cifras normales en un breve periodo de tiempo.

Después de la cirugia (post op ), los pacientes con peso mas bajo (tercil 1)
presentaron unos niveles de MPE elevados en relacion a momento previo a la
cirugia (3,01+0,6 MPE/ml vs pre op 1,9+0,6 MPE/mI; p<0,001) (Figura 19) . En el
tercer periodo del estudio (post op3d ), el nimero de MPE disminuyé en relacion
al post op inmediato (2,2+0,6 MPE/mI, p<0,001 vs post op 3,01+0,6 MPE/mI)

hasta niveles similares al periodo del preoperatorio.

Cambio en Microparticulas Endoteliales

(IMC-Tercil 1)
x103 6
| F-Ratio=20,26
51 p=0,0000
MPE 4-
) 2 o=
3 < T
\ Preop Postop
2 -J- Postop Preop and
J_ postop3d
1 Post op3d Post op
0 [ ]

Preop Postop Postop3d

Figura 19: Cambio en el n°® de MPE en el tercil 1.  En los pacientes de menor
peso, las MPE se incrementan con el estrés quirdrgico pero, a los tres dias (post op3d)
vuelven a niveles basales. Los valores Pre op y Post op3d no son diferentes de forma
estadisticamente significativa (p=0,0001).
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Los resultados obtenidos en pacientes del tercil 2 siguieron un paralelismo con
los obtenidos en el tercil 1 (figura 20) , donde a los 3 dias después de la cirugia
el n°® de MPE (n/ml) descendié a 3,1+0,7, siendo menor que el n° obtenido en el
post op inmediato (3,7£0,7 MPE/mI; p<0,001), pero no fue significativamente

diferente del nimero de MPE obtenido en el preoperatorio (2,7+0,9 MPE/mlI).

Cambio en Microparticulas Endoteliales

(IMC-Tercil 2)
6-
x103 F-Ratio= 10,05
51 P=0,0001
MPE 4- '
ee I
3 | Preop Postop
iy otop - Preapand
1 | Postop3d Postop
0

Preop Postop Postop3d

Figura 20: Cambios del n° de MPE en el tercil 2.  En el tercil 2 los niveles de MPE

suben con el estrés quirdrgico y se recuperan parcialmente a los tres dias de la cirugia, |

|/ - { Eliminado:
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En el grupo de pacientes méas obesos (tercil 3), las cifras basales de MPE
obtenidas en el pre op (3,5+0,7 MPE/mI) se incrementaron en el periodo
inmediato a la cirugia, post op inmediato (4,4+0,5, p<0,001 MPE/mIl). Tres dias
después de la cirugia (post op3d), las cifras de MPE no bajaron a los valores
basales. Esto contracta con lo observado en los pacientes del tercil 1y 2, siendo
los valores de MPE en el post op muy similares a los encontrados en el post
op3d (4,0£0,7 n/ml) (figura 21).

Cambio en Microparticulas Endoteliales

(IMC-Tercil 3)
x103 67
5 -
M PE 4 n Diferente
(n/mL) “-
3 Preop Postop and
Postop3d
2 4 ™Y Postop Preopan((ji
postop3
1- F-Ratio=12.34 Postop3d Preopand
P=0,0001 S
0

Preop Postop Postop3d

Figura 21. Cambio del n°® de MPE en el tercil 3.  En el grupo mas obeso, las MPE
permanecieron altas al tercer dia de la cirugia de forma estadisticamente

significativa.
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c. Efecto del procedimiento quirdrgico sobre el niUm ero de MPE

Para valorar si las diferencias en las MPE son significativas en relacién al
estrés quirdrgico y al peso, se calculd la ratio entre el n° de MPE producidas en
el Post op y el Post op3d versus el resultado basal (Figura 22) . La ratio Post
op/Pre op desciende con el aumento de IMC; los pacientes con IMC en el tercil
3 (1,3t0,3 MPE/mIl) tienen una capacidad de produccion de MPE
significativamente inferior a los enfermos en tercil 1 (1,7+1 MPE/ml), (p<0,05).
Sin embargo no se observaron diferencias significativas entre los pacientes del
tercil 3y 2 (1,4+0,3 MPE/ml).

Micro particulas Endoteliales
(Ratio Post op/Pre op)

2,5-
F-Ratio=3,15
P=0.049 °

2,0

Tercil Diferente
151 =
1 3
l 2

1,0 . . .
1 2 3

Indice Masa Corporal (tercil)

Figura 22. Microparticulas Endoteliales (Ratio Post op  /Pre op). La ratio MPE Post
op/Pre op es menor en pacientes del tercil 3 en comparacién con el tercil 1 (p<0,05). La
ratio Post op/Pre op del tercil 2 no llega a ser estadisticamente diferente al tercil 1 0 al 3.
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Sin embargo, la ratio Post op3d/Pre op fue similar en los tres terciles (tercil 3:
1,15+0,1 MPE/ml; tercil 2: 1,20+0,3 MPE/ml; tercil 1: 1,31+0,9 MPE/mI) (Ratio
Post op 3d/Pre op) (figura 23).

Microparticulas Endoteliales
(Ratio Post op3d/Pre op)

F-Ratio=0.5
P=0.61

2,5

2,0

5|
1

?

£
1,0 . ! !
1 2 3

Indice Masa Corporal (tercil)

Figura 23: Microparticulas Endoteliales (Ratio Post op3  d/Pre op). Los valores de la

ratio Post op3d/Pre op, no son estadisticamente diferentes entre los terciles 1, 2y 3
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d. Cambio del numero de MPE a lo largo del proceso  quirrgico

Con el objeto de valorar la modificacioén en el n°® de MPE entre los pacientes con
diferente grado de obesidad y a lo largo del estudio; se calculd el cambio que
ocurre en la produccion de MPE con la cirugia, respecto a los niveles basales,
en los tres grupos de pacientes. En el postoperatorio inmediato, el cambio de
MPE fue similar en los tres terciles. Los pacientes agrupados en los terciles 1y 2
el aumento del numero de MPE fue del0,5t4,5 MPE/ml y 9,9+4,9 MPE®/mI
respectivamente, y en el tercil 3 el aumento del n°® de MPE fue un poco menor

(8,9+5,7 MPE/mI), pero este cambio no fue significativo

Cambio en Microparticulas Endoteliales
(Post op)-(Pre op)

x 10 F-Ratio=0.6
P=0.54
MPE 5.
(n°/mL) "|_
1
0 ; ; .
1 2 3
Indice Masa Corporal (tercil)
Figura 24: Aumento de Microparticulas Endoteliales (MPE) después de la

intervencion (Post op)-(Pre op) . El aumento en el nimero de MPE inmediatamente

después de la cirugia (Post op) es similar en todos los terciles de IMC.
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Igualmente, la diferencia entre el nimero de MPE a los tres dias de la
intervencion (Post op3d) y el basal (Pre op) es similar en los tres terciles de IMC;
tercil 1 (2,7+4,8 MPE/mI), terciles 2 y 3 (45,1 MPE/ml y 53 MPE/ml). (Figura
25)

Cambio en Microparticulas Endoteliales
(Post op3d)-(Pre op)

x10° F-Ratio=1,74
P=0.18
MPE 5|
(n°/mL)
N _
0 . | .
1 2 3

Indice Masa Corporal (tercil)

Figura 25: Cambio en Microparticulas Endoteliales (Pos t op3d)-(Pre op). El
cambio en el nimero de MPE entre el post operatorio a los 3 dias y el preoperatorio

no es significativo
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3.Evaluacioén del porcentaje de EPCs:

a. Porcentaje de EPCs en el preoperatorio.

En el momento previo a la cirugia (Pre op), los pacientes con mayor IMC (tercil
3) mostraron un n° de EPCs significativamente inferior (25,3+4%), que los
sujetos con menor IMC, tercil 1(28,6+5%) y que los pacientes del tercil 2
(31,243,8%), (p<0,0002). Sin embargo no se encontraron diferencias

significativas en el porcentaje de EPC entre los pacientes de los terciles 1y 2.

Ceélulas Progenitoras Endoteliales (Pre op)

47 °
% de -‘7
Células 13 -
. Tereil Diferente
21 4L I
F-Ratio=9.76 1 3
P=0.0002 2 3
3 1,2
1 T ¥ T v
1 2 3

Indice Masa Corporal (tercil)

Figura 26: Células Progenitoras Endoteliales (Pre op). Antes de la cirugia, el
porcentaje de EPC es mayor en los sujetos de menor peso (tercil 1 y 2) versus los

de mayor peso, (tercil 3) (p=0,0002).
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b. Modulacién de las EPCs con el procedimiento quir  Urgico.

En el postoperatorio inmediato (Post op ), los niveles de EPCs disminuyeron
respecto a los obtenidos en el preoperatorio, en los tres grupos (tercil 1:
15,8+4%; tercil 2: 17,4+4,3% vy tercil 3: 13,0+3,8%), siendo el grupo del tercil 3,
los mas obesos, los que tienen menos EPCs de forma significativa respecto al
tercil 1y al tercil 2 (p<0,004).

Ceélulas Progenitoras Endoteliales (Post op)

. F-Ratio=6,37
P=0.004
% de
Células 13 -
-|_ Tercil Diferente
N j : o e
1 3
T 2 3
3 1,2
1 T ¥ T T
1 2 3

Indice Masa Corporal (tercil)

Figura 27: Células Progenitoras Endoteliales (P  ost op). En el postoperatorio
inmediato, el porcentaje de EPC disminuye en los tres terciles, y es mas bajo en los

mas obesos (p=0,004).

-90 -



Resultados

Tres dias después de la cirugia (Post op3d ), se observé una tendencia a
recuperar los niveles basales de EPCs en pacientes del tercil 1 y 2 (tercil 1:
20,945,2%), (tercil 2: 19,945,1%) pero en los pacientes del tercil 3 (12,6+4,3%) el
nimero de EPC permanecié bajo de manera estadisticamente significativa
(p<0,0001).

Células Progenitoras Endoteliales (Post op3d)

F-Ratio= 18,62
% de P=0.0001

Células 3 - _" -
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e
1 T v T T
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Indice Masa Corporal (tercil)

3 1,2

Figura 28: Células Progenitoras Endoteliales (Post op  3d). A los tres dias de la
cirugia (Post op3d), las EPCs aumentan, excepto en el tercil 3, donde permanecen
bajas de forma significativa, respecto al resto de los grupos (p=0.0001).
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Posteriormente analizamos el numero de EPCs en cada tercil a lo largo del
tiempo, para valorar el efecto del acto quirargico sobre el nUmero de las EPCs y
la capacidad para recuperar cifras normales en un breve periodo de tiempo.

Los pacientes de menor peso (Tercil 1) presentan unos niveles basales de

EPCs (28,615%) elevados, estos disminuyen con el estrés quirdrgico (15,8+4%)

de forma significativa (0<0,001), pero que tienden a recuperarse, aunque no

totalmente, a los tres dias de la cirugia (20,9+5%). Los tres grupos son

diferentes entre si de forma significativa.

Células Progenitoras Endoteliales
(IMC-Tercil 1)

5
%de 4 —l—
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Figura 29: Células Progenitoras Endoteliales (IMC-Terci

m

Preop

Postop

Post op3d

Postop and
postop 3d
Preopand
Postop 3d

Preop and
Postop

| 1). En los sujetos del

tercil 1, las EPCs disminuyen con el estrés quirdrgico y a los tres dias vuelven a

subir. Los tres grupos son diferentes entre si de forma significativa.
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Con los pacientes del Tercil 2 ocurre algo similar durante el experimento.
Preoperatoriamente los niveles de EPC son mayores (31,2+3,8%) que en el
postoperatorio inmediato (17,4+4,3%) y a los tres dias de la cirugia (19,9+5,1%)
con una p<0,001; pero la recuperacién de los niveles de EPC es menor. El
nuimero de EPCs en el post operatorio inmediato y en el post operatorio 3 dias
no son diferentes entre si.

Células Progenitoras Endoteliales
(IMC-Tercil 2)

%de 47 ®

3 |

Preop Postop and

A postop 3d

2 - Postop Pre op
Post Preop

1 F=54.62 op3d

P=0.0000
0 L) L] L] L]
Preop Postop Postopidd
Figura 30: Células Progenitoras Endoteliales (IMC-Terci | 2). Los niveles de EPC en el

tercil 2 bajan con la cirugia, pero no llegan a recuperar los niveles basales. (p<0.001).
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En los pacientes de mayor peso (Tercil 3) los niveles de EPCs (25,3+4%)
nunca se recuperan tras la agresion quirdrgica, quedandose practicamente
iguales en el post operatorio inmediato (13,0+3,8%) que cuando los
determinamos 3 dias después en el post operatorio (12,6+4,3%). Sin
embargo, el nuimero de EPCs en el preoperatorio es distinto
significativamente respecto al numero de EPCs en el post op y en el post 3d
(p<0,001). (Figura 31)

Células Progenitoras Endoteliales

(IMC-Tercil 3)
51 F=69.95
P=0.0000
%de 47
Células Souse | oirene
3 Preop Postop and
postop 3d
| Postop Preop
2 Post op3d Preop
1 ]
0

Pre‘op Post' op Post'op3d

Figura 31: Células Progenitoras Endoteliales (IMC-Tercil 3) Las EPCs del tercil 3
decrecen con la cirugia de forma significativa (p<0,001), pero permanecen bajas a los tres

dias del postoperatorio.
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c. Efecto del acto quirdrgico en las ratio de EPCs

Para valorar mejor el efecto de la cirugia, se calculé la ratio del n°® de EPCs
postquirargicas respecto al n° de EPCs pre-quirdrgicas, en los tres grupos de
terciles de peso.

En el postoperatorio inmediato (Ratio Post op/Pre op ) la ratio Post op/Pre op es
similar en los tres grupos de terciles, sin encontrar diferencias significativas
(tercil 1: 0,5610,1; tercil 2: 0,56+0,1; tercil 3: 0,53+0,2).

Células Progenitoras Endoteliales
(Ratio Post op/Pre op)
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Figura 32: Células Progenitoras Endoteliales (Ratio Pos t op/Pre op). El cociente
entre los niveles de EPCs post operatorios y preoperatorios es igual en los tres grupos de
IMC.
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Pero a los tres dias de la cirugia, en la ratio Post op3d/Pre op (Células
Progenitoras Endoteliales (Ratio Post op3d/Pre op) ), el grupo de enfermos
con mas IMC (tercil 3: 0,5240,2) tiene el numero de EPCs significativamente
mas bajo (p<0,0007), que los grupos de menor peso (tercil 1: 0,74+0,2, tercil 2:
0,64+0,2).

Ceélulas Progenitoras Endoteliales
(Ratio Post op3d/Pre op)

1,0
- °
- I
o 1 3
0,2 { F-Ratio=8,10 ——
P=0.0007 ) E——
1 2 3

Indice Masa Corporal (tercil)

Figura 33: Células Progenitoras Endoteliales (Ratio Pos t op3d/Pre op). El cociente
entre las EPCs a los tres dias de la cirugia y los niveles preoperatorios, si disminuye en

los sujetos mas obesos (tercil 3) de forma significativa (p=0,0007)
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d. Cambio en el porcentaje de EPCs a lo largo del p  roceso quirdrgico

Siguiendo con la valoracion del estrés quirtrgico, reflejamos la diferencia del
nimero de EPCs postoperatorias con las EPCs basales o preoperatorias en los
tres grupos de IMC.

En el postoperatorio inmediato (Cambio Células Progenitoras Endoteliales
(Post op)-(Pre op) ) hay menos EPCs en el tercil 3 (-12,246,1%) que en los
terciles 2 y 1 (-13,7+3,8% y -12,8+4,8%), pero estas diferencias no son

significativas (p<0,64).

Cambio Células Progenitoras Endoteliales
(Post op)-(Pre op)
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Figura 34: Cambio Células Progenitoras Endoteliales (Po st op)-(Pre op) . La
diferencia o cambio en el porcentaje de EPCs postoperatorias versus las

preoperatorias, no es significativa en ninguno de los grupos de IMC.
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Sin embargo, tres dias después de la cirugia (Cambio Células Progenitoras

Endoteliales (Post pos3d)-(Pre op) ) estas diferencias si son significativas y el

grupo del tercil 1 (-7,715,4%) es diferente respecto al tercil 2 (-11,245,3%) y al
tercil 3 (-12,6+6,4%) p<0,017.

Cambio Células Progenitoras Endoteliales

(Post op3d)-(Pre op)
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Figura 35: Cambio Células Progenitoras Endoteliales (P
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ost pos3d)-(Pre op). La

diferencia de EPC a los tres dias de la cirugia, respecto a los niveles basales, si es

diferente en el tercil de menor peso respecto a los dos otros grupos (tercil 2 y tercil

3). P=0,017.
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4. Concentracion de citoquinas proinflamatorias,

antiinflamatorias y adiponectina.

En la determinacion de IL-1B (figura 36) realizada previamente a la cirugia, se
observo que los pacientes con menor IMC (tercil 1: 3,4+1,1 pg/ml) tuvieron

menor concentracion de IL-1B que los pacientes en tercil 2 y tercil 3 (tercil 2:
17,2+7,8 pg/ml; tercil 3: 14,9+4,8 pg/ml); con una significacion estadistica de
p<0,00003. Tres dias después de la cirugia, la IL-1B se encuentra elevada en el
tercil 1 (10.4+2,4 pg/ml) en comparacion con el preoperatorio y con el
postoperatorio inmediato (p<0,0001). En el tercil 2 no hay un incremento
significativo de los valores de IL-1B (21,4+8,7 pg/ml) en relacién a los niveles
previos. Sin embargo, en el tercil 3 aument6 la IL-18 en el postoperatorio
inmediato (21,4+8,7 pg/ml) y a los tres dias del postoperatorio (23,9+6,6 pg/ml)

P<0.004.
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IL-1B
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Figura 36: IL-1 B. Representamos los niveles de IL-1B en los tres grupos de peso
(Tercil 1=amarillo, Tercil 2=azul y Tercil 3=rojo), y a lo largo del tiempo del
experimento. En el tercil 1, los niveles de IL-B se encuentran elevados a los tres
dias de la cirugia de forma significativa, aunque preoperatoriamente son los niveles
mas bajos. El tercil 2, sus cambios no son significativos. El tercil 3, el incremento es
significativo inmediatamente después de la cirugia.
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En relacibn a la concentracion de la citoquina TNF a (fig. 37), en el
preoperatorio no se encontraron diferencias significativas entre el tercil 1
(4,9+1,3 pg/ml) y el tercil 2 (4,6+1,6 pg/ml); sin embargo en el tercil 3 la
concentracién de TNFa fue mayor que en los otros dos grupos (6,4+1,5 pg/ml,
p<0.05). Tras la cirugia, los valores del TNFa no sufrieron cambios significativos
en el postoperatorio inmediato respecto del tercil 1 (4,8+1,1 pg/ml), tercil 2
(6,944,5 pg/ml) y tercil 3 (7,4+2,5 pg/ml).

A los tres dias de la cirugia, las concentraciones de TNFa se incrementan
significativamente respecto a los niveles basales y del postoperatorio inmediato
en los tres grupos: tercil 1 (12+2,7 pg/ml), p<0,00001 vs valores previos; tercil 2
(16,55 pg/ml), p<0,001; y tercil 3 (16,1+2,6 pg/ml), p<0,00001.

TNF-a
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Figura 37: TNF- a. Los niveles de TNF-a en los tres grupos de peso o terciles, se
mantienen parecidos a los basales en el postoperatorio inmediato, siendo su incremento
no significativo; pero aumentan con alta significacion estadistica a los tres dias de la

cirugia en todos los terciles, p<0,001
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La interleuquina-6 (fig. 38) tiene un comportamiento similar al TNFa con el
estimulo quirdrgico, pero en su determinacion basal ya presenta diferencias
significativas entre los dos primeros terciles de peso (tercil 1: 3,8+0,9 pg/ml),
(tercil 2: 4,7£1,4 pg/ml), y el tercil 3 (11£3,7 pg/ml); p<0.00001.

En el grupo del tercil 1 la IL-6 aumenta con el estimulo quirdrgico, (preop:
3,8£0,9 pg/ml), (postop inmediato: 6,2+3,5 pg/ml) siendo significativo el
incremento a los tres dias de la cirugia (postop 3 dias: 19,847 pg/ml) p<0,00001.
En el tercil 2 se repite este patron de comportamiento, aumentando con una
p<0,0008, a los tres dias de la cirugia, la IL-6 de los pacientes (postop 3 dias:
32,5+15 pg/ml vs post inmediato: 7,5+4,6 pg/ml; preop: 4,7+1,4 pg/ml). De forma
similar, en el grupo del tercil 3, la IL-6 sube con el estimulo quirtrgico, siendo
significativo a los tres dias de la cirugia (IL-6: 49,5+50 pg/ml) respecto al tiempo
preoperatorio (11+3,7 pg/ml) y al postoperatorio inmediato (12,4+2,1 pg/ml),
p<0,005.
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IL-6
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Figura 38: Interleuquina 6. La IL-6 muestra niveles basales similares en los terciles 1y 2
pero en el tercil de mayor peso, tercil 3, esta incrementada de forma significativa,
p<0,00001. A los tres dias de la cirugia la IL-6 aumenta en los tres grupos de peso,

p<0,005.
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La Interleuquina- 12 (IL-12) (figura 39) se encuentra incrementada de forma
significativa en los pacientes mas obesos (tercil 1: 4,8+1,6 pg/ml), (tercil 2: 62,7
pg/ml), (tercil 3: 9,3+3,5 pg/ml) p<0,007.

Con la cirugia, los pacientes del tercil 1 muestran un aumento de IL-12 solo
significativo a los tres dias de la cirugia, p<0,00004 (preop: 4,8+1,6 pg/ml;
postop inmediato: 6,1+1,7 pg/ml; postop 3 dias: 11,6+3,6 pg/ml). En el tercil 2,
ocurre lo mismo, y en tiempo postop de 3 dias, el incremento de IL-12 es
significativo; p<0,00002 (preop: 62,7 pg/ml; postop inmediato: 7,9+1 pg/ml;
postop 3 dias: 15+1,8 pg/ml. Con el tercil 3, la IL-12 se incrementa entre el preop
(9,3+3,5 pg/ml) y el postop inmediato (12,9+4,5 pg/ml) casi 4 puntos, pero solo el

aumento a los tres dias (20+5 pg/ml) tiene significacién estadistica, p<0,00001.
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Figura 39: Interleuquina 12. La IL-12 muestra un comportamiento similar a las otras
citoquinas proinflamatorias, estando incrementada en los sujetos con mas peso (p<0,007)

y a los tres dias de la cirugia, en los tres grupos de peso (p<0,0001).

Resultados opuestos se obtuvieron cuando cuantificamos la concentracion de
IL10 (figura 40). Una disminucién significativa (p<0,005) de esta citoquina se
encontrd en los pacientes mas obesos, tercil 3 (1,6+1,8 pg/ml), en relacion a los
del tercil 1 (4,1+0,7 pg/ml) y tercil 2 (3,4+1,6 pg/ml). Cuando se sometieron a la
cirugia, los pacientes menos obesos, tercil 1, mantuvieron sus niveles de IL-10,
igual que los del tercil 2. Pero en los pacientes del tercil 3 se incremento la IL-10
de forma significativa, p<0,0001, a los tres dias de la cirugia (8,115,5 pg/ml)

respecto al preoperatorio (1,6+1,6 pg/ml) y postoperatorio inmediato (1,5+1,9

pg/ml).
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Figura 40: Interleuquina 10. Citoquina antiiflamatoria que se encuentra en menor
cantidad en sujetos mas obesos (tercil 3), pero que aumenta a los tres dias de la

cirugia en estos mismos sujetos del tercil 3, p<0,0001.

Igualmente, la concentraciéon de adiponectina (figura 41) est4 basalmente
disminuida en pacientes del tercil 3 con mas peso (1,5+0,5 pg/ml), en relacion al
tercil 2 (5,512 pg/ml) y al tercil 1 (9,5+1,1 pg/ml) con menos peso; siendo los tres
grupos diferentes entre si. (p<0,0001). En el grupo del tercil 1, la adiponectina
(preop: 9,5+1,1 pg/ml) se incrementa con el procedimiento quirdrgico (post:
11,1+1,6 pg/ml), siendo el postoperatorio a los tres dias (13,313 pg/ml) diferente
las anteriores determinaciones (p<0,005). Con el tercil 2, la adiponectina vuelve
a incrementarse con la intervencion quirdrgica (p<0,0003), pero el aumento es
mas significativo inmediatamente después de la operacion (preop: 5,512 pg/ml),
(post op inmediato: 9,4+0,5 pg/ml ), (post op 3 dias: 10,8+1,5 pg/ml). En el tercil
3, con més peso, el incremento es muy significativo (p<0,0001), siendo los tres
grupos diferentes entre si (preop: 1,5+0,5 pg/ml), (post op inmediato: 6,7+2,6
pa/ml), (post op 3 dias: 9,6+2,3 pg/ml).
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Adiponectina
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Figura 41: Adiponectina. Se encuentra elevada de forma significativa en los
sujetos de menor peso y disminuye con la obesidad (p<0,0001). Con la cirugia, la
adiponectina se incrementa de forma significativa en los tres grupos de peso, y en

los dos momentos de la cirugia, post inmediato y post de tres dias (p<0,0001).

-107 -




M2 Victoria Noci Sanchez Tesis Doctoral

-108 -



CONCLUSIONES






M2 Victoria Noci Sanchez Tesis Doctoral

CONCLUSIONES

1. Las microparticulas endoteliales (MPE), que se producen como
consecuencia de la activacién o dafio celular, estan elevadas en

los pacientes mas obesos respecto a los menos obesos.

2. El n° de MPE se incrementa a lo largo del procedimiento

guirdrgico en todos los grupos de pacientes.

3. Los pacientes mas obesos, tuvieron una capacidad relativa
inferior a los otros grupos para producir MPE en respuesta a un

estrés quirdrgico.

4. Después de tres dias del acto quirdrgico los pacientes
recuperaron las cifras basales de MPE, salvo el grupo con mayor

indice de masa corporal (IMC), donde permanecieron elevadas.

5. Las células progenitoras endoteliales (EPCs), que representan un
marcador de la capacidad de reparacion del endotelio, se

encuentran disminuidas en los pacientes mas obesos.

6. El procedimiento quirtrgico produce una disminucién significativa
de las EPCs.

7. A los tres dias de la intervencion quirargica, los niveles de EPCs

vuelven a subir salvo en los pacientes mas obesos.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Los sujetos con mas obesidad, tienen reducida su capacidad de

produccion de EPCs a pesar del estrés quirurgico.

Los pacientes con mayor IMC tienen mayor concentracion de
citoquinas proinflamatorias (IL-18, TNFa, IL-6, IL-12) en sangre

periférica.

Ante una situacién de estrés quirdrgico, se incrementa la
concentracién de citoquinas proinflamatorias, siendo mayor esta

concentracion después de 3 dias del procedimiento quirdrgico.

La IL-10, una citoquina antiinflamatoria, se encuentra disminuida

en los sujetos mas obesos.

Como consecuencia del acto quirdrgico, la IL-10 disminuye. En el
grupo de pacientes mas obesos la IL-10 aumenta a los 3 dias de

postoperatorio.

La adiponectina, una adipocitoquina que se encuetra decrecida
en la obesidad, se incrementdé como consecuencia del
procedimiento quirdrgico, alcanzando los niveles mayores

después de 3 dias de la intervencion quirurgica.

Los pacientes con mayor IMC tienen méas cantidad de citoquinas
proinflamatorias 'y menor concentracion de citoquinas

antiinflamatorias como IL 10 o adiponectina.

Ante una situacién de estrés quirdrgico, los pacientes mas

obesos tienen una respuesta diferente a los sujetos con menor
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IMC, sufriendo un retardo en el sistema de reparacién del

endotelio.

16. Los niveles de MPE y de EPC pueden utilizarse para valorar el
grado de dafio endoteliar en pacientes obesos, considerandose
factores independientes en la valoracion del paciente antes y

durante el procedimiento quirargico.
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En el presente estudio hemos observado que en los pacientes obesos los
niveles de microparticulas endoteliales (MPE) estan elevados respecto a
los pacientes con menor peso corporal. Cuando los pacientes se
someten a un procedimiento quirdrgico, el nimero de MPE se increment6
en pacientes con menor indice de masa corporal (IMC) (tercil 1), para
posteriormente recuperar niveles similares a los encontrados en la
situacion basal. Hemos encontrado que, en los pacientes con mayor IMC,
se produjo un mayor numero de MPE en el postoperatorio inmediato; sin
embargo, después de tres dias de la cirugia, las cifras basales de MPE
no se recuperaron, a diferencia de lo que se observd en pacientes con
menor IMC. En el analisis sobre los cambios relativos en el n° de MPE
entre los diferentes grupos, se observé que los terciles 1 y 2 (menos
obesos) desarrollan cambios en el n°® de MPE de forma similar. Sin
embargo, los pacientes obesos (tercil 3) mostraron una capacidad
relativa inferior a los otros dos grupos para producir MPE en respuesta a

un estrés quirurgico.

Uno de los primeros estadios de la enfermedad cardiovascular es la
alteracion morfolégica y funcional del endotelio. Diferentes estudios han
demostrado que las MPE se producen a partir de células activadas o que
sufren dafio y/o apoptosis de la célula endotelial. Existen numerosos
trabajos donde se ha demostrado que las MPE se encuentran elevadas
en condiciones de pérdida de células endoteliales, como consecuencia
de procesos inflamatorios, 0 en asociaciéon a traumatismo vascular (40,
157-159). Esta situacion de incremento de las MPE se ha relacionado
ademas con el desarrollo de aterogénesis (33, 37). Muchos de estos
estudios realizados previamente, coinciden en que uno de los

marcadores que pueden reflejar un dafio del endotelio vascular es el
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aumento del nimero de MPE en el plasma, aportando un valor afiadido a

los criterios clinicos y de laboratorio que actualmente se utilizan.

En nuestro estudio, hemos encontrado que los pacientes con mayor IMC
tuvieron un incremento significativo en el nimero de MPE. Existen pocos
trabajos en los que se relacione el numero de MPE con la obesidad.
Espdsito y cols., describieron en mujeres obesas (41) un aumento de
MPE que se correlaciona con la disfuncion endotelial. Otro estudio
realizado igualmente en mujeres obesas (>40 IMC) sin factores de riesgo
afadidos como diabetes, ha relacionado un incremento de
microparticulas (MP) con obesidad, aunque en este caso analizaron MP
con actividad procoagulante que, en principio, podrian no estar
originadas a partir de células endoteliales sino de plaquetas (160). En
otros estudios realizados en patologias asociadas con un peso elevado,
como el sindrome metabdlico, diabetes y la apnea obstructiva del suefio
(OSA), se ha encontrado también una elevacion de MPE (160-165); los
autores de estos trabajos incluyeron en su discusion que todos estos
cuadros se encontraban asociados a una gran diversidad de situaciones
de incremento de riesgo vascular. Ademdas, la reduccion en
microparticulas después de la cirugia bariatrica en pacientes obesos con
diabetes mellitus tipo 2 puede relacionarse con una atenuacion de la
inflamacién (189). Al igual que en estos estudios previos, en nuestro
trabajo la asociacion entre obesidad y nimero de MPE fue un hallazgo
independiente de evidencia clinica e instrumental de la enfermedad
cardiovascular. Existen algunas discrepancias en cuanto a los resultados
obtenidos por los diferentes autores, que pueden deberse simplemente a
la diversidad técnica para identificar las MPE, ya que cada grupo incluye
moléculas diferentes para definirlas. Nosotros, como otros grupos (32,
160), utilizamos una muestra de MPE pobre en plaquetas en la que se

analiza la union de Anexina V a las moléculas de fosfatidilserina, lo cual
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gue demostraria el caracteristico cambio de polarizacion de las
membranas plasméticas. La técnica que utilizamos nosotros, incorpora
en las mismas células, la determinacién de la expresion de la molécula
CD31 para identificar el origen endotelial. En definitiva, la elaboracion de
protocolos estandarizados para la cuantificacion de las MPE es una
condicion necesaria para establecer de forma definitiva su interés como

marcadores clinicos y de prondstico.

En relacién a la valoracion de la obesidad, existen muchos criterios para
establecer los diferentes grados. Nosotros utilizamos el IMC como
parametro determinante de la obesidad, a diferencia de otros autores que
encontraron mayor asociacién entre el incremento de MPE con el
cociente cintura — cadera (ICC) elevado (41). Nuestra limitacion fue que
la mayor parte de nuestros pacientes tenia escasa movilidad,

imposibilitando la medicién de otros parametros antropométricos.

Una de las aportaciones mas interesantes de nuestro estudio es que,
ante un stress quirdrgico, el nimero de MPE se increment6 en el
momento de la cirugia, para posteriormente retornar a los niveles basales
en los pacientes menos obesos. Nuestros resultados son probablemente
el reflejo de una situacion de estrés agudo intrinseca al acto quirdrgico
que pone en marcha una activacion y/o apoptosis del endotelio vascular,
lo cual se traduce en un incremento en el n° de MPE. No hemos
encontrado estudios similares que analicen las MPE en pacientes
sometidos a cirugia. Otros autores han demostrado que las MPE se
incrementan ante un estrés agudo como es la isquemia reperfusion
(166). De acuerdo con estos autores, nosotros pensamos que el
incremento de MPE inmediatamente después de la cirugia, puede reflejar
el proceso agudo de dafo endotelial que origina una respuesta

inflamatoria sistémica, que en condiciones normales debe ser
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restablecida al cabo de poco tiempo. Sin embargo, en los pacientes con
mayor IMC, después de tres dias de la cirugia, no se recuperaron los
niveles de MPE de origen a diferencia de lo que ocurre con los pacientes
menos obesos (terciles 1 y 2); y resulta interesante profundizar en la
razén de esta observacion. En nuestra opinién, existiria una capacidad
limitada de las células endoteliales para liberar MPE, y si esta hipo6tesis
fuera cierta, estos resultados podrian estar reflejando la imposibilidad de
las células endoteliales de los pacientes obesos para responder ante la

agresién, en este caso concreto, debida al estrés quirdrgico.

Observamos que en realidad, el estrés quirdrgico tiene un efecto
reducido sobre la capacidad de produccion de MPE, y que existe una
respuesta proporcional o similar entre los diferentes grupos de pacientes
analizados. No es el caso de los pacientes muy obesos (tercil 3) que, de
forma paraddjica, tienen una capacidad relativa disminuida para producir
MPE si analizamos el ratio o la diferencia entre la situacion basal con el
postoperatorio inmediato. La explicacién a estas observaciones esta en
que se parte de un numero de MPE incrementado y la capacidad de
produccion de MPE esta relativamente mantenida en los enfermos
cuando se someten a estres quirdrgico.

Existe una gran controversia en cuanto al significado biologico de la
presencia de niveles elevados de MP en las diferentes enfermedades.
Por un lado, las MPE estan presentes en la sangre de pacientes con
diversas patologias, fortaleciendo la idea de que pueden desempefiar un
papel en el desarrollo de ciertas enfermedades. Diferentes teorias
explican este incremento de MPE en sangre periférica. En primer lugar,
podrian comportarse como efectores biolégicos causales de ciertas
enfermedades (167). Alternativamente, otros estudios indican que las
MPE son en realidad una consecuencia de la enfermedad en la que se

describen (168). En definitiva, y de manera independiente de la causa de
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la elevacion de las MPE en las diferentes enfermedades, actualmente se
estan desarrollando numerosas estrategias orientadas a utilizarlas como
dianas terapéuticas, valorando la capacidad de modulacién de estas
MPE con diferentes terapias (169-170). Adicionalmente a estas hipoétesis
sobre el papel fisiopatoldgico de las MPE, existen estudios que indican
gue las MP tienen un efecto protector sobre las células endoteliales, e
incluso se ha postulado que se podrian utilizar como un nuevo enfoque

terapéutico contra la disfuncion endotelial (171-172).

Una nueva funcion para las MP se ha definido mas recientemente, y es la
de transportar y transferir informacion genética entre células (190).
Efectivamente, se ha encontrado que tanto mMRNA como microRNA
(miRNA) pueden transportase dentro de exosomas o MP. Por tanto las
MP pueden ademas estar implicadas en sefales especificas
postrascripcionales encaminadas a determinadas funciones fisiolégicas

de las células.

Otro de los posibles mecanismos que pueden intervenir en el dafio del
endotelio es una ineficacia en el sistema de reparacion del mismo, que
normalmente es llevado a cabo por la accién de células progenitoras
reparadoras (EPCs) que se encuentran circulando en sangre periférica y
gue son capaces de diferenciarse hacia células endoteliales maduras
para restaurar la integridad vascular. Los niveles de EPCs fueron
menores en los pacientes mas obesos que en pacientes menos obesos.
En nuestro estudio, el numero de EPCs disminuyd en todos los pacientes
a lo largo del procedimiento quirdrgico, para posteriormente recuperar
niveles similares a los encontrados en la situacion basal. Esta
recuperacion de los niveles basales de EPCs después de tres dias de la

cirugia, no se observo en los pacientes mas obesos.
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Actualmente, se sabe que el endotelio esta continuamente siendo
reparado ante las continuas agresiones a las que estd sometido. De
hecho, las células EPCs cuyo reservorio estd mayoritariamente en la
médula 6sea, se movilizan frente a diversos estimulos en la circulacién
para contribuir al proceso neoangiogénico o para reparar el endotelio
dafiado. Nuestros resultados indican que los pacientes obesos (con
mayor IMC, tercil 3) presentan un nimero de EPCs significativamente
inferior a los pacientes con menor peso. Otros autores han mostrado que
los niveles de EPCs se relacionan inversamente con el IMC y con la
circunferencia de la cintura (173). En enfermedades frecuentes en
pacientes obesos, se ha observado que existe una relacién entre niveles
bajos de EPCs circulantes y la progresion de enfermedad
arteriosclerética (174-177). El grupo de Ciuceis (191) ademas de
documentar que el numero de EPC se encuentra reducido
significativamente en los pacientes obesos, encontraron que la pérdida
de peso pronunciada inducida por la cirugia bariatrica parece inducir una
mejora significativa del niumero de EPC. Ademds, recientemente se ha
demostrado que las EPCs en pacientes obesos tienen propiedades
funcionales disminuidas en relacion a sujetos con peso normal o bajo
peso (156,178). En otros procesos de tipo inflamatorio, nuestro grupo ha
sefialado igualmente no solo la importancia en el nimero de EPCs sino
en la alteracion de la funcién de las mismas en la alteracién de la

reparacion del endotelio (40).

Sin embargo, en personas obesas no se ha estudiado como se modifican
las EPCs como consecuencia de un procedimiento quirdrgico. En nuestro
estudio hemos observado que en el postoperatorio inmediato ocurre una
disminucion significativa de las EPCs que, salvo en el grupo con mayor
indice de masa corporal, va incrementandose tendiendo a una

recuperacion en los siguientes dias. En laparotomia quirdrgica por
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neoplasias o cirugia abdominal por otras causas, otros autores han
demostrado que tras el postoperatorio se produce un incremento de
EPCs (179); o después de cirugia cardiaca se ha encontrado un
incremento de la actividad funcional de EPCs (180). Como hemos
comentado, en personas obesas nuestros hallazgos son diferentes. De
hecho, en pacientes obesos moderados (tercil 2), después de tres dias
del postoperatorio, observamos cierta recuperacion de las cifras de
EPCs, pero sin regresar a la situacién basal. Sin embargo, en pacientes
obesos mabidos en el tercil 3 el nimero de EPCs disminuye pero no
recupera los porcentajes basales después de tres dias. Estos resultados
sugieren que los sujetos con mayor obesidad tienen reducida su
capacidad de produccibn de EPCs, y este hecho podria estar

contribuyendo a la mayor incidencia de complicaciones vasculares.

Parece bastante probable que el estado inflamatorio crénico mantenido
asociado con la obesidad sea el responsable del disbalance entre el
dafio y la reparaciéon del endotelio vascular, y que sea uno de los
mecanismos responsables de la desregulacién endotelial en obesos. De
hecho, existen numerosos trabajos en la literatura que sugieren que tanto
la liberacion de MPE como la capacidad para producir EPCs, estan
modulados tanto por factores angiogénicos como de tipo inflamatorio
(181). En modelos in vitro, las MPE son capaces de activar directamente
y estimular las células dendriticas para producir mediadores de la
inflamacién como citoquinas (182). En estudios en animales de
laboratorio (183), se ha demostrado que las EPCs se movilizan
rapidamente después de un trauma vascular en respuesta a los niveles
circulantes del factor de crecimiento derivado del endotelio (VEGF),
contribuyendo a la revascularizacion del tejido dafiado. Asi mismo, se ha
demostrado que citocinas proinflamatorias como interleuquina-1 (IL1)

participan en el reclutamiento de EPCs y en el mecanismo de atraccion al
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tejido isquémico (184,185). Ademas de las citocinas, existen otros
factores que pueden intervenir regulando la movilizacion de EPCs como
las moleculas de adhesion, como ICAM-1/CD18 vy las integrinas (186-
188). En resumen existen en la literatura evidencias claras sobre como
una respuesta inflamatoria transitoria restringida puede constituir un
estimulo para la movilizacién de EPC. Sin embargo, se conoce muy poco
sobre el efecto que pueda tener una situacion inflamatoria persistente o
excesiva, como es el caso de la obesidad, sobre el sistema de
reparacion vascular. Por ello hemos analizado en el suero de los
pacientes obesos sometidos a cirugia las concentraciones de citocinas y
adipocitocinas. Nuestros resultados mostraron que todas las citocinas
analizadas se modularon después del procedimiento quirdrgico. De forma
notable en respuesta a la cirugia, se encontré un incremento de TNFa en
pacientes del grupo del tercil 2. Ademas en los pacientes con mayor IMC,
se encontraron incrementadas las concentraciones de IL1B3, TNFa, IL12
y adiponectina. Es posible que esta concentracion elevada de citocinas
sea el reflejo de un estado inflamatorio que se encuentre relacionado con
las alteraciones que hemos observado en los niveles de MPE y de EPCs
y en la alteracion de la capacidad para recuperar el estado previo a la
cirugia. Por otro lado, después de tres dias de la cirugia, hemos
obsevado un incremento generalizado de todas las citocinas, incluyendo
la IL10 sdélo en el grupo de los mas obesos, lo cual podria estar
determinado por el estres quirargico. Nuestra opinién es que la obesidad
per sé esta provocando una situacion de inflamaciébn mantenida que
produce alteraciones en la regulacion del sistema de dafio / reparacion
del endotelio vascular. Ante una situacion de estrés, como es el caso de
la cirugia, la incidencia de sobrepeso puede tener consecuencias
nocivas. De hecho nuestros resultados pueden estar reflejando un
agotamiento de la reserva de células progenitoras disponibles en médula

0sea, y en consecuencia, no hay suficientes EPC funcionales para poder
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regenerar el endotelio lesionado. El resultado seria en este caso una
disminucién de EPC en la circulacién. Es por ello que, en nuestro estudio
lo que observamos es un incremento de citocinas, incluida la
adiponectina que intenta poner en marcha el sistema de reparacion pero
que como hemos observado en nuestros resultados no es posible de

lograr.

Se sabe que en sujetos sanos con peso normal el tejido adiposo
perivascular ejerce un efecto anticontractii en las pequefas arterias
adyacentes que se pierde en condiciones asociadas con la obesidad
tales como por ejemplo en el sindrome metabdlico y la diabetes tipo Il
donde hay evidencias de inflamacion y aumento de estrés oxidativo.
Recientemente se ha demostrado que la adiponectina secretada por los
adipocitos funciona como un modulador fisiologico del tono vascular local
aumentando la biodisponibilidad del 6xido nitrico (192). Esta capacidad
se pierde en la obesidad porque se desarrolla una hipertrofia de
adipocitos, que conlleva hipoxia, inflamacion y estrés oxidativo. En otro
estudio realizado por el mismo grupo de investigadores en sujetos
obesos sometidos a cirugia bariatrica (193) se comprobd como la
actividad anticontractil del tejido adiposo perivascular se encontré
disminuida en los pacientes obesos antes de la cirugia en comparacién
con los voluntarios sanos, restaurandose 6 meses después de la cirugia
bariatrica. Por tanto, existen suficentes evidencias de que la correcién de
la obesidad puede mejorar los parametros relacionados con la
inflamacién y el dafio endotelial que hemos cuantificado en nuestro

estudio.

En definitiva, en pacientes obesos existe un estado inflamatorio
mantenido que se manifiesta por un incremento de citocinas

proinflamatorias y disminucion de citocinas antiinflamatorias y
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adiponectina. Esta situacién puede estar induciendo un incremento del
dafo del endotelio y un fallo en el sistema de reparacion del mismo. Ante
una situacion de estrés quirargico, los pacientes con mayor IMC tienen
una respuesta diferente a los sujetos con menor peso, sufriendo un
retardo en el sistema de reparacién del endotelio.

En definitiva nuestros resultados, avalados por las publicaciones previas
de otros investigadores, confirman la importancia de mantener una
actitud activa y alerta frente al problema de la obesidad como causa de

incremento del riesgo cardiovascular previamente a un acto quirdrgico.
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Céntms del

Orden de 8 de julio de 2009 (BOJA n° 152 de fecha 6 de agosto) por la que se dictan instrucciones a los
Sistema Sanitario Publico de Andalucia, en relacién al procedimiento de Consentimiento Informado.

GENERAL, REGID

Este documento sirve para que usted, o quien lo represente, dé su consentimiento para esta intervencion. Eso significa que nos
autoriza a realizaria.

Puede usted retirar este consentimiento cuando lo desee. Firmarlo no le obliga a usted a hacerse la intervencion. De su rechazo
no se derivard ninguna consecuencia adversa respecto a la calidad del resto de la atencion recibida. Antes de firmar, es
importante que lea despacio la informacion siguiente.

Diganos si tiene alguna duda o necesita mas informacion. Le atenderemos con mucho gusto.

(*) Indicar el nombre del procedimientofintervencion a realizar; si es posible, ademas del nombre técnico que siempre debe
figurar, puede tratar de expresarlo con un nombre mas sencillo.

3

HTED DIFE

EN QUE CONSISTE. PARA QUE SIRVE:
Consiste en administrarle medicamentos para poder operarle sin sufrir dolor.

. En la anestesia general los medicamentos le dejan profundamente dormido, inconsciente.

. En la anestesia regional y local los medicamentos sélo le adormecen la zona donde se va a
intervenir.

COMO SE REALIZA:
Es muy importante que esté en ayunas antes de |a intervencion.

La anestesia general se administra por via intravenosa o por inhalacion a través de una mascarilla. Es
necesario ayudar a la respiracion mediante un aparato que introduce el gas dentro de los pulmones a través
de un tubo colocado en la garganta (ventilacion mecanica).

En la anestesia regional se inyecta el anestésico en los nervios que van a la zona que se va a intervenir.
Esto se puede hacer en su inicio o a lo largo de su trayecto. En |a anestesia local, el anestésico se inyecta
directamente en la zona que se va a intervenir. También puede administrarse mediante gotas en las
mucosas.

Tanto en la anestesia regional como en la local pueden darse ademas medicamentos para que usted esté
algo adormecido mientras esté en el quiréfano. Asi estard mas relajado y tranquilo. En todos los casos,
salvo en la anestesia general con mascarilla, es preciso pinchar en alguna zona del cuerpo. El lugar
depende del tipo de anestesia. Puede ser en las venas (anestesia general), en la espalda (anestesia
raquidea y epidural), en el brazo o la pierna (anestesia de troncos y plexos nerviosos) o en la zona a operar
(anestesia local).

A veces, es necesario pinchar alguna otra vena o arteria para control de sus constantes o la administracion
de medicacion, dependiendo de la agresividad de la intervencion quirdrgica y/o de sus circunstancias
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personales (patologia cardiovascular, neumoldgica, metabdlica, etc.), la canalizacion de mas de una vena,
un acceso venoso central y/o de una arteria (para el control continuo de su tension arterial), asi como la
colocacion de una sonda vesical y/o nasogastrica.

La intervencion quirdrgica puede ocasionar pérdidas sanguineas; si fuese necesario ellla anestesiologo/a
indicara una transfusion durante o después de la operacion. La sangre procede de donantes sanos, aunque
a veces puede utilizarse su propia sangre recogida por medio de aparatos recuperadores durante la
intervencion o en el postoperatorio inmediato. Recibiran la informacion clinica especifica sobre las técnicas
y los riesgos transfusionales si la transfusién estuviera indicada.

Debera mantener cualquier medicacion que esté tomando de manera habitual (por ejemplo, sus pastillas
para la tension), salvo que tras indicarle el tratamiento que usted sigue regularmente al/a la anestesiologo/a,
éste le recomiende otra cosa. El dia de la cirugia puede tomarlas con un sorbo de agua (unas dos horas
antes de la hora prevista de intervencion), sin romper la norma anterior. Solamente debe interrumpir, bajo
prescripcion médica, aquellos medicamentos que afectan a la coagulacion sanguinea u otro tipo de
medicamentos, que evidentemente el/la anestesiologo/a le habra indicado en la visita de preanestesia. Si es
usted fumador, deberia intentar interrumpir su habito cuanto mas tiempo mejor, previo a la cirugia, ya que
asi disminuye el riesgo de complicaciones respiratorias.

QUE EFECTOS LE PRODUCIRA:

’ La anestesia general le dejara dormido de forma que no sentira ni oira nada durante la operacion.
Una vez terminada la misma, se despertara gradualmente con cierta sensacion de ‘resaca”.
. La anestesia regional le hara perder la sensibilidad. Toda una parte de su cuerpo quedara

adormecida, por ejemplo un brazo, las dos piernas, etc. No podra mover la zona afectada ni sentira dolor.
Sin embargo le permitira estar despierto. Si lo desea pueden administrarle una sedacion. La recuperacion
de la sensibilidad y la movilidad puede tardar un tiempo variable después de la operacion.

. La anestesia local sdlo le hara perder la sensibilidad de la zona operada. La recuperara més tarde
de forma progresiva.

En algunas intervenciones puede ser aconsejable prolongar el estado anestésico unas horas en una unidad
de cuidados especiales.

En todos los casos se le administrara un tratamiento para controlar el dolor y las molestias del
postoperatorio, mediante analgésicos intravenosos o mediante técnicas especiales como la analgesia
epidural o los bloqueos nerviosos.

EN QUE LE BENEFICIARA:

La anestesia nos permite hacer la operacion sin que usted experimente dolor. Ademas, el/la médico
anestesidlogo/a controlara sus constantes vitales para asegurar que todo discurre con normalidad. Ello
facilitara que usted se recupere de la intervencion mas faciimente.




001530

JUNTR DE ANDRLUCIA CONSEJERIA DE SALUD

OTRAS ALTERNATIVAS DISPONIBLES EN SU CASO:
Cualquier intervencion quirdrgica precisa algun tipo de anestesia. Ellla anestesiélogo/a le informaréa cudles
son las alternativas en su caso particular. Usted podra manifestar sus preferencias.

En su caso:
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[ CENTRO SANITARIO [ SERVICIO DE
HOSPITAL U.REINA SOFIA | ANESTESIA
QUE RIESGOS TIENE:

Cualquier actuacion médica tiene riesgos. La mayor parte de las veces los riesgos no se materializan, y la intervencién no
produce dafios o efectos secundarios indeseables. Pero a veces no es asi. Por eso es importante que usted conozca los riesgos
que pueden aparecer en este proceso o intervencion.

Actualmente los riesgos de la anestesia son pocos, siendo una técnica bastante segura, con una
mortalidad muy baja.

Un riesgo comin aunque infrecuente a todas las técnicas es la reaccion alérgica a cualquier droga usada
durante la anestesia 0 a sustancias empleadas durante la intervencion, como el l4tex. Las pruebas de
alergia previas no estan exentas de riesgos y su resultado no descarta una reaccion alérgica
intraoperatoria.

o LOS MAS FRECUENTES:
Son trastornos habitualmente poco graves y pasajeros.

. En la anestesia general;
0 Nauseas y vomitos durante el postoperatorio. Es més frecuentes en mujeres y en determinadas
intervenciones.

0 Dificultad para orinar en el postoperatorio.

0 La necesidad de introducir un tubo en las vias aéreas puede dejar una sensacion de dolor,
sequedad y ronquera. Algun diente podria resultar dafiado.

0 Algunos/as pacientes pueden tener mayores dificultades para recuperar la respiracion después de
la anestesia general, como las personas abesas o los enfermos pulmonares

o Puede ocurrir el paso del contenido del estomago a las vias respiratorias en momentos puntuales
de la anestesia. Este riesgo es potencialmente mas grave. Ocurre mas en la cirugia urgente si no es
posible respetar los periodos de ayuno minimo de seguridad.

0 En muy raras ocasiones se pueden dar cuadros de depresion, pesadillas y neurosis
postanestésica.

0 Otras complicaciones muy poco frecuentes pueden ser lesiones oculares, nerviosas, quemaduras
cutaneas y electrocucion por la utilizacién intraoperatoria de instrumentacion eléctrica.

. En la anestesia regional:

0 Dolores de cabeza y vision borrosa.

0 Dolores de espalda.

0 Dificultad para orinar en el postoperatorio.

0 Se pueden producir sensacién de acorchamiento y debilidad de la zona.

. En la anestesia local:
0 Sensacion de adormecimiento de la zona.

e LOS MAS GRAVES:
Suelen ser los menos frecuentes
¢ Laparada cardiaca imprevista, con resultado de muerte, coma o dafio cerebral irreversible se
produce de forma excepcional en pacientes sanos/as. El riesgo es mayor en pacientes con
enfermedades cardiacas, edad avanzada y en la cirugia de urgencia.
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*  Reacciones adversas o toxicas imprevistas a los medicamentos y anestésicos utilizados. Pueden
producir descensos de la presion arterial, alteraciones del ritmo cardiaco, aumento de la temperatura
corporal, problemas renales y coma.

+  Enla anestesia regional la puncion accidental de una vena o arteria vecina a los nervios provoca
hemorragias y hematomas. Esto, a su vez, pueden lesionar los propios nervios. Esta complicacion es
rara, pero potencialmente grave cuando se produce en la columna vertebral. Puede ser necesaria una
operacion en la espalda para descomprimir los nervios.

+  Enraras ocasiones, al realizar la canalizacion de una vena central o en anestesia regional, se
puede producir un neumotarax.

e LOS DERIVADOS DE SUS PROBLEMAS DE SALUD:

SITUACIONES ESPECIALES QUE DEBEN SER TENIDAS EN CUENTA:

. Si es usted alérgico a los anestésicos o sospecha que puede serlo debe comunicarlo alfa la
médico.

. Las infecciones respiratorias pueden obligar a posponer el procedimiento.

. La infeccién en la piel cercana a la zona donde se le pinchara contraindica la realizacion del
tratamiento, por lo que debe ponerlo en conocimiento del/de la médico.

. También debe comunicar si toma usted anticoagulantes, padece arritmias cardiacas, o si ha tenido
un infarto de miocardio reciente o un neumotdrax. Estas situaciones podrian incrementar el riesgo.

. Antes de enfrentarse a una anestesia, es necesario que nos advierta de posibles alergias a

medicamentos, alteraciones de la coagulacion sanguinea, enfermedades de corazon y pulmén, existencia
de protesis, marcapasos, enfermedades recientes, medicaciones actuales o cualquier otra circunstancia que
usted considere importante, y que crea deba saber el/la anestesitlogo/a.

OTRAS INFORMACIONES DE INTERES (a considerar por ellla profesional):

OTRAS CUESTIONES PARA LAS QUE LE PEDIMOS SU CONSENTIMIENTO:

- A veces, durante la intervencion, se producen hallazgos imprevistos. Pueden obligar a tener que modificar la forma de hacer la
intervencion y utilizar variantes de la misma no contempladas inicialmente.

- A veces es necesario fomar muestras bioldgicas para estudiar mejor su caso. Pueden ser conservadas y utilizadas
posteriormente para realizar investigaciones relacionadas con la enfermedad que usted padece. No se usaran directamente para
fines comerciales. Si fueran a ser utilizadas para otros fines distintos se le pediria posteriormente el consentimiento expreso para
ello. Si no da su consentimiento para ser utilizadas en investigacion, las muestras se destruiran una vez dejen de ser (tiles para
documentar su caso, segun las normas del centro. En cualquier caso, se protegera adecuadamente la confidencialidad en todo
momento.

- También puede hacer falta tomar imagenes, como fotos o videos. Sirven para documentar mejor el caso. También pueden

5
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usarse para fines docentes de difusion del conocimiento cientifico. En cualquier caso seran usadas si usted da su autorizacion.
Su identidad siempre sera preservada de forma confidencial.
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CENTRO SANITARIO ) SERVICIO DE
HOSPITAL U.REINA SOFIA | ANESTESIA

1.2 | IMAGENES EXPLICATIVAS

En este espacio podran insertarse con caracter opcional imagenes explicativas, esquemas anatdmicos, pictogramas etc. que
faciliten y permitan explicar de manera mas sencilla la informacion al paciente.
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2 | CONSENTIMIENTO INFORMADO

2.1 | DATOS DEL/DE LA PACIENTE Y DE SU REPRESENTANTE (solo en caso de incapacidad delide la

paciente)
APELLIDOS Y NOMBRE, DEL PACIENTE DNI/NIE
APELLIDOS Y NOMBRE, DEL/DE LA REPRESENTANTE LEGAL DNI/NIE
.
2.2 | PROFESIONALES QUE INTERVIENEN EN EL PROCESO DE INFORMACION Y/O
CONSENTIMIENTO
APELLIDOS Y NOMBRE FECHA FIRMA
APELLIDOS Y NOMBRE FECHA FIRMA
APELLIDOS Y NOMBRE FECHA FIRMA
APELLIDOS Y NOMBRE FECHA FIRMA
APELLIDOS Y NOMBRE FECHA FIRMA

2.3 | CONSENTIMIENTO

Yo, DIDfia , manifiesto que
estoy conforme con la intervencion que se me ha propuesto. He leido y comprendido Ia informacidn anterior.
He podido preguntar y aclarar todas mis dudas. Por eso he tomado consciente y libremente la decision de
autorizarla. También sé que puedo retirar mi consentimiento cuando lo estime oportuno.

(L] sI [C] NO Autorizo a que se realicen las actuaciones oportunas, incluyendo modificaciones en la forma
de realizar la intervencién, para evitar los peligros o dafios potenciales para la vida o la salud, que pudieran
surgir en el curso de la intervencion.

[[1'sI [C] NO Autorizo la conservacion y utilizacion posterior de mis muestras bioldgicas para investigacion
relacionada directamente con la enfermedad que padezco.

[1 s [] NO Autorizo que, en caso de que mis muestras bioldgicas vayan a ser utilizadas en otras
investigaciones diferentes, los investigadores se pongan en contacto conmigo para solicitarme
consentimiento.

[] sl [INO Autorizo Ia utilizacién de imagenes con fines docentes o de difusién del conocimiento
cientifico.

NOTA: Méarquese con una cruz.
En a de de

EL/LA PACIENTE EL/LA REPRESENTANTE LEGAL (slo en caso de incapacidad del paciente)

Fdo.; Fdo.:
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2.4 | RECHAZO DE LA INTERVENCION

Yo, D/Dfa. , No autorizo a la realizacion de
esta intervencion. Asumo las consecuencias gue de ello puedan derivarse para la salud o la vida.
En a de de

EL/LA PACIENTE EL/LA REPRESENTANTE LEGAL (sélo en caso de incapacidad del paciente)

Fdo.: Fdo.:

2.5 [ REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

Yo, D/Dia , de forma libre y consciente he
decidido retirar el consentimiento para esta intervencion. Asumo las consecuencias que de ello puedan
derivarse para la salud o la vida.

En a de de

EL/LA PACIENTE EL/LA REPRESENTANTE LEGAL (s6lo en caso de incapacidad del paciente)

Fdo.: Fdo.:




HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE
PARTICIPACION EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION

Titulo del trabajo: Dafio endotelial en pacientes obesos en respuesséré quirirgico
Investigadora responsableDra. Maria Victoria Noci Sanchez

Introduccion

Este estudio se realiza para saber la repercusiétiene la cirugia sobre los vasos sanguineos) cém
lesionan, si es que se lesionan con la operac@np e reparan, y si ya estan dafiados previamente p
la edad, la hipertension, el colesterol y la obabid

¢, Cual es el objetivo de este estudio?

Saber si con el simple andlisis de sangre del pratgrio, podemos obtener informacion del estadalb
del sistema circulatorio, de los vasos sanguinebpatiente.

¢ Estoy obligado a participar?

Su participacion en este estudio es completamenhtmtaria. Puede negarse a participar en el mismo,
tener que dar explicaciones y sin que ello tengs@cuencias sobre su tratamiento ni sobre la datlda
la asistencia que seguird recibiendo de su mé8icaccede a tomar parte en el estudio, se le emfreg
este documento informativo para que lo guardelg pedira que firme un formulario de consentimiento
Esta decision no afectara a los cuidados que recidau tratamiento.

¢ Que tengo que hacer?

En el estudio se recogeran muestras de sangrs, datiros sobre su enfermedad, informacion redadiv
la medicacion que toma y datos analiticos solioggabr su médico.

¢, Cuales son los riesgos o inconvenientes de pariani?

No corre ningun riesgo por participar en el estudiomédico no cambiard la atencion ni el tratatoien
que recibe.

¢, Cuales son las ventajas de participar?

Esperamos que la informacion obtenida en el presesitdio nos proporcione datos suficientes que nos
permita comprender y mejorar el diagnostico y etatmiento de las enfermedades de los vasos
sanguineos

¢, Seréa confidencial mi participacion en este estudio

Si accede a formar parte del estudio, se mantendafonimato. Solo conoceran su nombre el médico y
el personal que depende de él. Este estudio sgdlevcabo de acuerdo a la normativa de la Leyrfiga
15/1999 del 13 de Diciembre sobre la ProtecciorDd&os Personales. El paciente tiene derecho de
acceso, rectificacion y cancelacion de sus datasiaiguier momento.

¢, Qué se hara con los resultados del estudio de istigacion?

Si los resultados de la investigacion llegan aipalde, su identidad sera confidencial. Si es rees
referirse a usted, se utilizaran cédigos numémgmsno permitan su identificacion.

Informacién Adicional

Si desea comentar en algin momento con detalleesstelio, ademéas de su medico habitual, puede
dirigirse a la Dra. Maria Victoria Noci Sanchez editeléfono 957736541

Gracias por su atencion. Si accede a participasen estudio, su médico le entregara una copistde e
hoja de informacion para el paciente y una copmdda del consentimiento informado



FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
Titulo del proyecto: Dafio endotelial en pacientesl®esos en respuesta al estrés quirdrgico
Investigador Principal: MARIA VICTORIA NOCI SANCHES Z
2o T (nombre del paciente).
-He leido la hoja de informacion que se me ha gatte.
-He podido hacer preguntas sobre el estudio.
-He recibido suficiente informacion sobre el esbudi
He hablado con el Dr..........cooovviiiii i e, (nombre del intigador)
Comprendo que mi participacién es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:
-cuando quiera.
-sin tener que dar explicaciones.
-sin que ello repercuta en mis cuidados médicos.
Por todo ello presto libremente mi conformidad gaagicipar en el estudio
Fecha [/ | Fecha [/ |

Firma del paciente Firma del investigador



