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Introduccién. El objetivo de este trabajo fue
estudiar la expresi6n de ciclooxigenasa 2 (COX-2)
en arterias y células de musculo liso vascular
provenientes de pacientes diabéticos y no
diabéticos, asi como su induccién tras incubar
células de pacientes no diabéticos con un
preparado de triglicéridos.

Material y métodos. Se utilizaron segmentos de
arterias mamarias internas usadas en cirugfa de
revascularizacion coronaria, y se procedié a
homogeneizarlos, fijarlos o cultivarlos para
obtener células de musculo liso vascular. La
expresion de COX-2 se analiz6 por Western blot y
microscopia confocal. Para inducir in vitro la
expresion de COX-2, se incubaron las células de
pacientes no diabéticos con Intralipid®.

Resultados. Todas las medidas indicaron una
mayor expresion de COX-2 tanto en arterias como
en células de pacientes diabéticos. La expresion de
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COX-2 se correlacioné con el indice EuroSCORE,
como indice prondéstico de mortalidad precoz y de
complicaciones mayores en la cirugia coronaria,
menos favorable. Asimismo, la expresion de COX-2
se increment6 de forma significativa con
concentraciones crecientes de Intralipid®.

Conclusiones. La expresién de COX-2 en arterias
mamarias internas se relaciona con la diabetes
mellitus y un indice EuroSCORE mas
desfavorable. También es posible aumentar la
expresion de COX-2 incubando las células de
pacientes no diabéticos con triglicéridos, lo que
refuerza la asociacion entre hipertrigliceridemia,
diabetes tipo 2, inflamaci6n vascular y un peor
prondstico clinico.
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COX-2 EXPRESSION IN ARTERIES AND
VASCULAR CELLS FROM DIABETIC AND NON-
DIABETIC PATIENTS

Introduction. The aim of this study was to
investigate cyclooxygenase (COX)-2 expression in
arteries and vascular smooth muscle cells from
diabetic and nondiabetic patients. A further aim
was to analyze COX-2 induction after cells from
nondiabetic patients were incubated with a
triglyceride-rich solution.

Matherial and methods. Segments from internal
mammary arteries discarded after coronary artery
bypass grafting were used. Arterial segments were
homogenized, fixed, or prepared for vascular
smooth muscle cell cultures. COX-2 expression was
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assessed by both Western blot and confocal
microscopy. For in vitro induction of COX-2
expression, cells from nondiabetic patients were
incubated with Intralipid®.

Results. All measurements showed increased
COX-2 expression in the arteries and cells from
diabetic patients. COX-2 expression was correlated
with a poorer prognosis measured by the
EuroSCORE scale. In addition, COX-2 expression
was significantly enhanced when cells were
incubated with increasing Intralipid®
concentrations.

Conclusions. COX-2 expression in internal
mammary arteries is related to type 2 diabetes and
a poorer EuroSCORE. In addition, COX-2
expression was experimentally increased when
cells from nondiabetic patients were incubated
with triglycerides, which enhances the associations
among hypertriglyceridemia, type 2 diabetes,
vascular inflammation, and a poorer clinical
prognosis.

Key words:
Type 2 diabetes. COX-2. Vascular smooth muscle cells.

La diabetes mellitus tipo 2 o no insulinodepen-
diente es uno de los problemas de salud publica
mas preocupantes en el mundo. Se estima que el
numero de diabéticos en el mundo, que era de 135
millones en 1995, pasara a 300 millones en 2025,
con un incremento del 42% en los paises desarro-
llados y del 170% en los paises en vias de desarro-
llo'. La principal causa de mortalidad en los pa-
cientes diabéticos es el infarto de miocardio. En
estos pacientes, la aterosclerosis es mas grave y
acelerada®. De hecho, hay una cada vez mayor ten-
dencia a considerar la diabetes tipo 2 una enferme-
dad cardiovascular que afecta a los lipidos, mas
alla de una mera enfermedad del metabolismo de
los hidratos de carbono®.

Por otro lado, se considera que la inflamacion es
un denominador comun de la aterosclerosis, la dis-
lipemia y la obesidad relacionadas con la diabetes
tipo 2. Tanto en los vasos como en la sangre, el hi-
gado y el tejido adiposo de los pacientes ateroscle-
réticos, obesos y dislipidémicos, se producen cito-
cinas y mediadores de la inflamacién como la
interleucina (IL) 6* la proteina C reactiva (PCR)?,
el factor de necrosis tumoral (TNF)® y la ciclooxige-
nasa 2 (COX-2)". Esta inflamacion favorece el dafio
vascular, la rotura de la placa y la hipercoagulabili-
dad de la sangre, a la vez que determina la altera-
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ci6n del metabolismo lipidico y la resistencia a la
insulina, caracteristicas importantes del sindrome
metabdlico y la diabetes tipo 28.

Surgen 2 preguntas ante esta perspectiva. En
primer lugar, ¢;puede demostrarse in vitro una re-
lacién entre la diabetes clinica y la inflamacién
vascular? Y en segundo lugar, ;pueden reproducir-
se in vitro los efectos proinflamatorios de algtiin
factor importante en la diabetes, la obesidad y el
sindrome metabdlico? Para contestar a ambas pre-
guntas, determinamos la expresién de la enzima
proinflamatoria COX-2 en arterias y células de
musculo liso vascular de pacientes diabéticos, asi
como la expresion de COX-2 cuando las células de
musculo liso vascular fueron incubadas con trigli-
céridos.

Material y métodos

Pardmetros clinicoepidemiolégicos

Se utilizaron los datos del Servicio de Cirugia Cardiaca del
Hospital Clinico San Carlos de Madrid, de los pacientes con
enfermedad arteriosclerética sometidos a revascularizacion
miocérdica, de los que se pudo obtener un segmento de arteria
sobrante.

Las historias clinicas de los pacientes incluidos en el estudio
fueron revisadas para la obtencién de los siguientes datos:
edad, sexo, habito tabaquico, diagnéstico de diabetes mellitus,
hipertension arterial, hiperlipidemia e indice de masa corporal
(IMC), puntuacién obtenida en la escala EuroSCORE, valores
séricos preoperatorios de colesterol total, colesterol unido a li-
poproteinas de baja densidad (cLDL) y colesterol unido a lipo-
proteinas de alta densidad (cHDL), triglicéridos y glucosa en
mg/dl, complicaciones postoperatorias cardiovasculares (infar-
to miocardico perioperatorio, arritmia grave, insuficiencia car-
diaca), renales (insuficiencia renal aguda), accidente cerebro-
vascular o muerte antes de su baja hospitalaria.

El diagnéstico de diabetes mellitus se definié como con-
centraciones de glucosa en sangre > 126 mg/dl (> 7,8 mmol/l
en U/D) o el uso de farmacos antidiabéticos. La hipertension
arterial se definié como presién arterial sistélica (PAS) > 140
mmHg y/o diastdlica (PAD) > 90 mmHg o el uso de medica-
mentos antihipertensivos. La hipercolesterolemia se defini6
como valores plasmaticos de colesterol > 200 mg/dl (> 5,0
mmol/l en U/T) o el uso de hipolipemiantes. Los criterios de
exclusion fueron: pacientes mayores de 75 afios, pacientes
con enfermedades que afecten al estado inflamatorio general
(fallo renal, enfermedades hepaticas, etc.) y pacientes con
cancer.

Se ha utilizado la arteria mamaria interna extraida para la
cirugia de revascularizacion cardiaca; el segmento sobrante de
arteria mamaria interna tras la cirugia fue recogido en medio
de cultivo RPMI 1640 (Gibco, Invitrogen, Madrid) con 100
U/ml de penicilina G (sal sédica) y 100 ug/ml de anfotericina B
(Gibco, Invitrogen, Madrid) por el equipo quirtirgico, etiqueta-
do y trasladado en condiciones asépticas en contenedores con
hielo para su utilizacién en el laboratorio de Farmacologia de
la Facultad de Medicina. )

El uso de material clinico fue aprobado por el Comité Etico
del Hospital y se obtuvo consentimiento informado de todos
los pacientes participantes en el estudio.
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Inmunofluorescencia en cortes de arterias

La localizacién y expresion de las proteinas COX-2 se estu-
di6 mediante inmunofluorescencia de cortes histolégicos.
Cada segmento de arteria fue limpiado y fijado en paraformal-
dehido (PFA) al 4% durante 2 h y lavado con PBS. Tras esto, el
tejido se pas6 a un bafio de PBS 0,1 mol/l + sacarosa al 30%, a
4 °C, durante 3 h. Se incluy6 los segmentos arteriales asi trata-
dos en medio de montaje (OCT tissue-tek, Bayer, Alemania)
durante 30 min, se los congel6 con nitrégeno liquido y se al-
macenaron debidamente etiquetados a -80 °C hasta que se
procedié a cortarlos.

Se realizaron cortes histoldgicos de 7 um de espesor con mi-
crotomo en frio (Cryostat HM500, Microm International, Dus-
seldorf, Alemania). Los cortes se desecaron por 2 h en estufa a
37 °C y se lavaron con solucién de PBS + Tween 20° al 0,3%
(Sigma-Aldrich Inc., Madrid) (PBS-T). Posteriormente, se blo-
quearon las uniones inespecificas con solucién de albimina
sérica bovina al 5% en PBS-T por 1 h.

El anticuerpo primario especifico de COX-2 (BD-Bioscience
Pharmingen) se incubd en soluciéon de albimina al 2% en
PBS-T en una dilucién de 1:100 durante una noche a 4 °C. El
anticuerpo secundario correspondiente (anti-IgG de cabra,
Alexa 568, Molecular Probes, Estados Unidos), se incub6 du-
rante 2 h a 37 °C en una dilucién 1:500 en la misma solucion.
Posteriormente se procedi6 al lavado con PBS-T y secado; las
muestras se prepararon con medio de montaje Slow-fade®
(Molecular Probes, Estados Unidos). Se utilizaron controles
negativos (cortes sin anticuerpo primario). La visualizacién de
las proteinas se realiz6 por microscopia de inmunofluorescen-
cia confocal (microscopio Leica TSC, Leica Microsystems,
Heidelberg, Alemania); la cuantificacion de la expresion de
COX-2 se realiz6 mediante planimetria cuantitativa con el pro-
grama ImageJ (version 1.33 NIH, Estados Unidos); el valor po-
sitivo se rest6 al del control negativo y el porcentaje de dife-
rencia fue referido como nimero de veces mas expresado que
el control. La medicién planimétrica fue realizada por 2 obser-
vadores y su correlacién alcanzé una r = 0,78.

Homogeneizacion de arterias y extraccion

de proteinas

Se limpi6 los segmentos de arteria mamaria interna, de
aproximadamente 5 mm, y se congelaron a -80 °C. Para su pro-
cesamiento, los segmentos arteriales se descongelaron y se in-
cluyeron en una solucién de homogeneizacion (SDS al 1%, 10
mmol/l de Tris-HCI pH 7,4 y 1 mmol/l de ortovanadato sédico)
a punto de ebullicién; se homogeneiz6 la muestra con un ho-
mogeneizador de cristal (Nessler Inc.) adaptado a un taladro
eléctrico giratorio hasta lograr la homogeneizacion del tejido
en frio. Posteriormente, la muestra se centrifugd durante 10
min a una velocidad de 6.000 rpm y a una temperatura de -4 °C
(Labofuge Kendro Laboratory Products, Alemania), se aspir el
sobrenadante, se cuantificé la concentraciéon de proteinas por
técnica espectrofotométrica y se procedié a la determinacién
de COX-2, CPR y alfactina por técnica de Western blot.

Cultivos celulares y extraccion de proteinas

Las células de musculo liso vascular fueron aisladas me-
diante explante y se cultivaron en medio RPMI 1640 suple-
mentado con 100 U/ml de penicilina G (sal sédica) y 100 pg/ml
de anfotericina B (Gibco, Invitrogen, Madrid) y 20% de suero
fetal bovino (Gibco-Invitrogen, Madrid). Los experimentos se
realizaron en células entre los pases 3 y 5.

Las células fueron lisadas para la extraccién de sus protei-
nas, tras su lavado con PBS frio a 4 °C. La solucién de lisado

se componia: 50% de glicerol, 10% de SDS, 1 mol/l de Tris pH
6,8, 0,5 mol/l de EDTA y 5 mol/l de NaCl. La medicién del con-
tenido de proteinas se realizé por el método del 4cido bicin-
quiénico.

Cuantificacion de proteinas por Western blot

Esta técnica se emple6 para las muestras de homogeneizado
arterial y de lisado celular. Las muestras descongeladas se hir-
vieron durante 5 min a 95 °C para desnaturalizar las proteinas.
Las proteinas (30-50 ug) se separaron segun su peso molecular
mediante electroforesis en un gel de acrilamida-SDS al 10%.
Las proteinas separadas en los geles se transfirieron a una
membrana de fluoruro de polivinilideno (PDVF) (Amersham,
Barcelona) mediante aplicacién de corriente eléctrica. El blo-
queo para los sitios inespecificos se realizé con 3% de BSA en
TBS-Tween (Tris 25 mmol/l, NaCl 75 mmol/l, Tween 20 0,1%,
pH 7,4). La incubacién con anticuerpos primario y secundario
fueron diluidos a 1:1.000 y 1:10.000 en TBS-T, respectivamen-
te. Los tiempos de incubacién fueron de 12 h a 4 °C para el an-
ticuerpo primario y 1 h a temperatura ambiente para el anti-
cuerpo secundario, ambos en agitacién continua. La
inmunorreactividad se determiné por un sistema de deteccién
de quimioluminiscencia para Western blot (ECL kit, Amers-
ham). La expresion de proteinas se cuantificé mediante anali-
sis densitométrico de la banda y con planimetria cuantitativa
con el programa ImageJ. La expresion de alfa actina se utiliz6
como proteina constitutiva de referencia y como comproba-
cién de que las células eran realmente de la estirpe de musculo
liso vascular.

Estadistica

Se realizaron las siguientes pruebas estadisticas: prueba
exacta de Fisher (variables dicotémicas, anélisis no paramétri-
co), prueba de la y? (variables dicotémicas, analisis paramétri-
co), prueba de la t de Student (variables continuas, andlisis pa-
ramétrico) y prueba de la U de Mann-Whitney (variables
continuas, analisis no paramétrico). Las comparaciones multi-
ples se analizaron mediante ANOVA o su equivalente no para-
métrico y con la prueba de HSD de Tukey post hoc si la ANOVA
era significativa. En todos los casos, se consideré como signifi-
cativo un valor de p < 0,05.

El andlisis exploratorio de relacién entre variables se realiz6
con el coeficiente de correlacién de Pearson si ambas variables
tenfan distribucién normal y con la Rho de Spearman en caso
contrario. La regresién simple se realizé de la forma paramé-
trica habitual. Los programas estadistico y gréfico utilizados
fueron GraphPad Prism version 3.0 para Windows y R versién
2.0.1.

Resultados

Pardmetros clinicoepidemiolégicos

Fueron registrados los datos clinicos de 25 pa-
cientes (18 varones y 7 mujeres), los mismos de los
que se obtuvieron los segmentos de arteria; su edad
promedio fue 63,5 + 11,3 afios; 18 (72%) sujetos
eran varones; 12 (48%), diabéticos; 12 (48%), hi-
pertensos; el 84% de nuestro grupo de estudio te-
nia diagndstico de hiperlipidemia y el 44%, antece-
dente de habito tabaquico. Las complicaciones
posquirtrgicas se presentaron en 5 (20%) pacien-
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Tabla 1. Parametros clinicoepidemiolégicos de la poblacién en estudio

Diabéticos (n = 12) No diabéticos (n = 13) p
Edad?, afios 64 + 10 63+10 0,84
Varones®, n (%) 10 (76) 8(67) 0,67
Indice de masa corporal® 25114 28,1+ 1 0,10
Antecedente de tabaquismo®, n (%) 6 (50) 5(38) 0,56
Hiperlipidemia®, n (%) 10 (83) 11 (84) 1,00
Hipertension arterial®, n (%) 4(33) 8(61) 0,15
Colesterol total* (mg/dl) 164 £ 13 211 £ 15 0,03¢
cLDL? (mg/dl) 92,8 +11 1293+ 18 0,1
cHDL? (mg/dl) 36 +3,1 473 +3,7 0,0374
Triglicéridos* (mg/dl) 176 2 151 £17,5 0,40
Glucosa® (mg/dl) 158 +14,3 106 + 12,8 0,014
Puntuacién EuroSCORE® 5+1, 2,2 +0,66 0,18
Complicaciones posquirtrgicas®, n (%) 3(25) 2(15) 0,67

cHDL: colesterol de las lipoproteinas de alta densidad: cLDL: colesterol de las lipoproteinas de baja densidad.

2t de Student (variables continuas, analisis paramétrico).

bPrueba exacta de Fisher (variable dicotémica contra variable dicotémica, analisis no paramétrico).

cc? (variables dicotomicas, analisis paramétrico).
4p < 0,05.
U de Mann-Whitney (variables continuas, analisis paramétrico).

tes. Al separar el grupo en diabéticos y no diabéti-
cos, se observaron diferencias significativas en los
valores de glucosa, colesterol total y cHDL, y esta-
ban mas elevadas la glucemia en el subgrupo de
diabéticos y el colesterol total y el cHDL en el gru-
po de los no diabéticos (tabla 1).

Expresion de COX-2 en inmunofluorescencia
de cortes de arterias
La expresion de la proteina COX-2 en la capa
media arterial fue mayor en los cortes de pacientes
diabéticos que en los de los no diabéticos de una
forma estadisticamente significativa (fig. 1).
Asimismo, la expresién de COX-2 y la puntua-
cién prequirurgica de la escala EuroSCORE tuvie-
ron significacion estadistica (r de Pearson = 0,5; p
= 0,04), lo que indica que el estado inflamatorio de
la pared vascular tiene importancia en la capaci-
dad predictiva de la escala (fig. 2).

Expresién de COX-2 en Western blot
de homogeneizado arterial

En consonancia con los datos obtenidos por in-
munofluorescencia, la expresién de COX-2 en ho-
mogeneizado de arteria entera fue mayor en las
muestras provenientes de pacientes diabéticos que
en las de pacientes no diabéticos (fig. 3A y B).

Expresién de COX-2 en Western blot de lisados
de células cultivadas

De acuerdo con los resultados obtenidos en arte-
ria entera, la expresion de COX-2 medida por Wes-
tern blot en lisados de musculo liso vascular fue
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mayor en las células obtenidas de arterias de pa-
cientes diabéticos (fig. 3C y D).

Cuando las células de pacientes no diabéticos se
incubaron en medio con Intralipid®, observamos
un incremento en la expresion de COX-2 (fig. 4).

Discusion

Los resultados de nuestro estudio respaldan la
teoria inflamatoria de la arteriosclerosis y confir-
man la idea generalizada de que los diabéticos pre-
sentan mayor reaccién inflamatoria vascular, medi-
da como expresién de COX-2, tanto en células de
musculo liso vascular como en arterias enteras de
pacientes diabéticos. Estos cambios han sido des-
critos por otros investigadores directamente en va-
sos coronarios ocluidos’.

Nuestros resultados refuerzan la idea de que los
pacientes con arteriosclerosis desarrollan un pro-
ceso inflamatorio y aportan como dato novedoso
que ese proceso se generaliza a vasos no ocluidos
(pues son datos obtenidos con la arteria que se usa
para recanalizar el segmento obstruido). De esta
manera, los resultados de este trabajo refuerzan la
idea de que la aterosclerosis es una enfermedad in-
flamatoria vascular generalizada, en lugar de afec-
tar sélo a los vasos ocluidos.

Algunos trabajos han sefialado que la hiperglu-
cemia es la causa del aumento observado en la ex-
presién de COX-21% sin embargo, esos autores uti-
lizan concentraciones de glucosa de 25 mmol/l
(485 mg/dl), dificilmente alcanzables en la practi-
ca clinica diaria o insostenibles en forma crénica
en pacientes con descontrol diabético. En cambio,
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Anti-COX-2

Control negativo

Sin DM
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5,0

4,04
3,51
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1,51
1,01
0,51
0,0

Expresiéon de COX-2

Sin DM DM2

Figura 1. Expresion y localizacion de ciclooxigenasa-2 (COX-2) en arterias de pacientes por inmunofluorescencia. A: se muestran cortes
representativos de arterias de pacientes diabéticos y no diabéticos; se aprecia mayor presencia de COX-2 en la capa media de las arterias
de los pacientes diabéticos. B: cuantificacion de la COX-2 en la capa media de las arterias de pacientes diabéticos y no diabéticos. DM:

diabetes mellitus; DM2: diabetes mellitus tipo 2. *p < 0,05.

6 r”2=0,33,p=0,023,n=15

Expresiéon de COX-2 en arteria

Puntuacién EuroSCORE

Figura 2. Implicaciones clinicas de la expresién de ciclooxigena-
sa-2 (COX-2). La expresion de COX-2 se correlacioné con el indi-
ce EuroSCORE de prondstico en cirugia cardiaca, con relacién
estadisticamente significativa.

nuestros resultados muestran un aumento en la
expresion de COX-2 en células de musculo liso
vascular tratadas con concentraciones crecientes
de Intralipid® 20%, que equivale a una solucién
con concentraciones elevadas de triglicéridos (320
mg/dl), utilizada en la clinica para nutricién pa-

renteral y en investigacion como modelo de hiper-
trigliceridemia!!, lo que indica que, independien-
temente de las concentraciones de glucosa, po-
drian existir otros factores que induzcan el
fenémeno inflamatorio en pacientes diabéticos.
De hecho, el sindrome metabdlico, caracterizado
por la hipertrigliceridemia, suele preceder afos o
décadas al advenimiento de la diabetes tipo 2, lo
que indica que la hipertrigliceridemia podria ser
la causa de una mayor inflamacién vascular, y
ésta a su vez podria ser la causa, y no la conse-
cuencia, de un mal manejo de la glucemia®. La
idea de que los acidos grasos generan un aumento
en la funcion de la via de las prostaglandinas ha
sido demostrada en ratas, en un modelo de mus-
culo estriado, donde se ha comprobado que el re-
sultado final de la inflamacién generada por los
acidos grasos se traduce es una menor captacién
de glucosa'’.

La comparacién de algunos datos analiticos en-
tre los subgrupos de pacientes diabéticos y no dia-
béticos ofrece algunos datos relevantes (tabla 1).
En los pacientes diabéticos hay un aumento signi-
ficativo, y muy esperable, de la cantidad de gluco-
sa, asi como una disminucién del colesterol total.
Al analizar las fracciones implicadas, encontramos
que esa reduccion se debe a una disminucién sig-
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nificativa, en estos pacientes, del cHDL. Sus cifras
de cLDL tienden a aumentar, pero no de una ma-
nera estadisticamente significativa. El cLDL se ha
relacionado en otros estudios in vitro con la expre-
sién de COX-2. Se ha descrito que, en estado nati-
vo, las LDL pueden disminuir la expresiéon de
COX-2 en células endoteliales'?, mientras que las
LDL en estado oxidado pueden estimularla'®. Otro
hallazgo destacado en nuestros datos es la ausen-
cia de una mayor hipertrigliceridemia en el sub-
grupo de pacientes diabéticos, a pesar de su estre-
cha relacién con el advenimiento del sindrome
metabdlico y la diabetes tipo 2. Puede postularse
que un tratamiento farmacoldgico més agresivo en
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los pacientes diabéticos mitigaria las diferencias
de triglicéridos y de cLDL de ambas poblaciones
hasta anular la significacién estadistica, sin poder
aumentar los valores de cHDL del subgrupo de pa-
cientes diabéticos.

En resumen, nuestros resultados muestran un
aumento en la expresion de COX-2 en arterias y cé-
lulas de musculo liso vascular en los pacientes dia-
béticos, asi como un aumento dependiente de la
dosis cuando las células provenientes de individuos
no diabéticos se incuban con concentraciones cre-
cientes de un preparado de triglicéridos, a una con-
centracién final que coincide con una hipertriglice-
ridemia clinica.
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