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Resumen:

EFECTOS DE LA COLCHICINA SOBRE LA PLACA ATEROSCLEROTICA: ESTUDIO EN UN

MODELO DE ATEROSCLEROSIS EN CONEJO.

Antecedentes. La aterosclerosis es una enfermedad vascular crénica y una de las
principales causas de mortalidad en el mundo. En los ultimos 50 afios de investigacién,
se ha desvelado el papel fundamental de la inflamacién en la aterosclerosis, tanto en
sus etapas iniciales como en su progresion. Estudios de ciencia basica y traslacional han
documentado multiples mecanismos a través de los cuales la colchicina podria modular
la inflamacidn presente en la placa aterosclerdtica. Entre ellos, destacan la inhibicion de
la infiltracidn leucocitaria, la inhibicion de la activacidon macrofégica y la inhibicién de la
activacion del inflamosoma NLRP3 inducida por cristales de colesterol. Ademas,
recientemente la colchicina ha demostrado beneficios clinicos en el tratamiento de la
enfermedad coronaria estable. Nuestro objetivo fue evaluar los efectos de la colchicina

sobre la progresion de la placa aterosclerética.

Métodos. Para alcanzar nuestro objetivo se utilizd un modelo experimental de
aterosclerosis en conejo y se realizé un amplio estudio de imagen en serie que incluyé
imagenes de resonancia magnética (RM), tomografia por emision de positrones con 8F-
fluorodeoxiglucosa integrada con tomografia computarizada (PET/TC con #F-FDG),

tomografia de coherencia éptica (OCT) e inmunohistoquimica.

Se indujo aterosclerosis adrtica en 20 conejos machos de raza New Zealand
White. El protocolo del estudio durd 36 semanas, durante las cuales los animales fueron

alimentados con una dieta aterogénica (0.2% de colesterol). Ademas, en la segunda
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semana se realizé la denudacién endotelial de la aorta abdominal con baldn. Después
de 18 semanas, los animales se distribuyeron aleatoriamente en dos grupos para recibir
colchicina por via subcutanea o solucién salina por via subcutanea, y se siguieron
durante otras 18 semanas. Antes de la aleatorizacion a los grupos experimentales y
también al final del estudio, todos los animales se sometieron a RM y PET/TC con *&F-
FDG de la aorta abdominal. Inmediatamente después del sacrificio, las aortas fueron
visualizadas por OCT y, posteriormente, se extrajeron muestras que se procesaron para
el analisis histoldgico. La carga aterosclerdtica se estimé como indice de pared adrtica
normalizado en las imagenes de resonancia magnética y como volumen de calcio adrtico
en las imagenes de TC. La inflamacion vascular se evalu6 mediante los valores
estandarizados de captacion de F-FDG vy por tincién de macréfagos con anticuerpo
RAM-11. De las imagenes OCT, se evalué la proporcion de cuadrantes con placa lipidica
respecto a la totalidad del vaso, el drea luminal media y el espesor minimo de la capa
fibrosa. Las comparaciones estadisticas se hicieron usando la prueba U de Mann-
Whitney para datos no apareados y la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon para
datos apareados. Cada resultado se presenté como mediana y rango intercuartilico
(IQR). El analisis inicial se realizé incluyendo la muestra total de cada grupo.
Sucesivamente, se realizé un andlisis de subgrupo dirigido a los conejos con el valor de

colesterol total pre-aleatorizacién mas alto.

Resultados. Durante la fase de tratamiento, el indice de pared normalizado de la aorta
abdominal y el volumen de calcio aumentaron significativamente en ambos grupos. En
el andlisis general, no se observaron diferencias entre los dos grupos en relacién a la
progresion de la carga de placa. Sin embargo, en el andlisis de subgrupo se evidenciaron

diferencias significativas en los valores de indice de pared normalizado al final del
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protocolo a favor de colchicina [0.47 (IQR 0.03) en el grupo colchicina frente a 0.52 (IQR
0.04) en el grupo placebo p=0.029]. En el andlisis general la captaciéon de '8F-FDG
disminuyé en el grupo de colchicina, mientras que aumenté en el grupo de placebo, con
una tendencia hacia la significacion [-10.9% (IQR 32.1%) en el grupo colchicina frente a
+ 13.7% (IQR 48.6%) en el grupo placebo; p = 0.13]. Esta tendencia alcanzé la
significacién estadistica en el andlisis de subgrupo, encontrandose diferencia a favor de
colchicina en términos de captacion de 8FDG al final del estudio [0.72 (IQR 0.06) en el
grupo colchicina frente a 0.90 (IQR 0.09) en el grupo placebo p=0.029]. Sin embargo, no
se observaron diferencias en términos de infiltracion macrofagica. El analisis de las
aortas por OCT no encontrd diferencias en la tipologia de las placas ateroscleréticas
[94% (IQR 8%) de la aorta con placa lipidica en el grupo colchicina versus 93% (IQR 9%)
en el grupo placebo, p=0.88) ], en el drea luminal minima [6.6 mm? (IQR 3.3 mm?) en el
grupo colchicina versus 5.2 mm? (IQR 2.5 mm?) en el grupo placebo, p=0.44)], ni en el
espesor de la capa fibrosa minima [119.1 um (IQR 37.1 um) en el grupo colchicina versus

113.0 um (IQR 24.5 um) en el grupo placebo, p=0.88].

Conclusiones. La tendencia divergente de la captacion de '8F-FDG en los dos grupos en
el andlisis general y las diferencias estadisticamente significativas encontradas en el
analisis de subgrupo sugieren que la colchicina in vivo puede estabilizar la actividad
inflamatoria dentro de la placa aterosclerética sin alterar la infiltracion de macréfagos o

la tipologia de placas.
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Abstract:

EFFECTS OF COLCHICINE ON THE ATEROSCLEROTIC PLAQUE: STUDY IN A RABBIT

MODEL OF ATEROSCLEROSIS.

Background. Atherosclerosis is a chronic vascular disease and is one of the
leading causes of mortality in the world. Over the last 50 years of research the
fundamental role of inflammation in atherosclerosis has been unveiled. Basic and
translational science studies have documented multiple mechanisms in support of the
use of colchicine as modulator of the inflammation inside the atherosclerotic plaque.
These physiological pathways include inhibition of leukocyte infiltration, inhibition of
macrophage activation, and inhibition of the activation of the NLRP3 inflammasome
induced by cholesterol crystals. In addition, colchicine has recently shown clinical
benefits in the treatment of stable coronary disease. Our objective was to evaluate the

effects of colchicine on the progression of atherosclerotic plaque.

Methods. To reach our objective, we used an experimental model of
atherosclerosis in rabbits and we performed a large series of imaging of abdominal
aortas, including magnetic resonance imaging (MRI), positron emission tomography
with 8F-fluorodeoxyglucose integrated with computed tomography (PET / CT with *8F-

FDG), optical coherence tomography (OCT) and immunohistology.

Specifically, aortic atherosclerosis was induced in 20 male New Zealand White
rabbits. The study protocol lasted 36 weeks, during which the animals were fed an
atherogenic diet (0.2% cholesterol). In addition, in the second week, endothelial
denudation with balloon of the abdominal aorta was performed. After 18 weeks, the

animals were randomized into two groups to receive subcutaneously colchicine or saline
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solution, and were followed for another 18 weeks. Prior to randomization and at the
end of the study, all animals underwent MRI and PET / CT with 18F-FDG of the abdominal
aorta. Immediately after sacrifice, the aortas were visualized by OCT and subsequently
extracted and processed for histological analysis. Atherosclerotic burden was estimated
as normalized aortic wall index in MRI and as aortic calcium volume in CT images.
Vascular inflammation was assessed by ®F-FDG uptake values and by staining of
macrophages with RAM-11 antibody. From the OCT images, the proportion of quadrants
with lipid plaques over the entire vessel, the mean luminal area and the minimum
thickness of the fibrous cap were evaluated. Statistical comparisons were made using
the Mann-Whitney U test for unpaired data and the Wilcoxon signed-rank test for paired
data. Each result is presented as median and interquartile range (IQR). The initial
analysis was performed including the total sample of each group, successively a
subgroup analysis was restricted to the rabbits with the higher values of pre-

randomization total cholesterol.

Results. During the treatment phase, the normalized abdominal aortic wall index
and the aortic calcium volume increased significantly in both groups. In addition, in the
general analysis, no difference in plague progression was observed between the two
groups. However, in the subgroup analysis, there were significant differences in the
normalized wall index values at the end of the protocol in favor of colchicine [0.47 (IQR
0.03) in the colchicine group versus 0.52 (IQR 0.04) in placebo p=0.029]. In general
analysis, ®F-FDG uptake declined in the colchicine group, whereas it increased in the
placebo group with a trend toward significance [-10.9% (IQR 32.1%) in the colchicine
group versus 13.7% (IQR 48.6%) on placebo; P = 0.13]. This trend reached statistical

significance in the subgroup analysis showing a difference in the 8F-FDG uptake in favor
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of colchicine at the end of the study [0.72 (IQR 0.06) in the colchicine group versus 0.90
(IQR 0.09) in placebo p=0.029]. However, no differences were observed in the
macrophagic infiltration. The analysis of the aorta by OCT found no difference in the
typology of atherosclerotic plaques [94% (IQR 8%) of the aorta with lipid plagues in the
colchicine group versus 93% (IQR 9%) in the placebo group, p=0.88)], in the minimal
luminal area [6.6 mm? (IQR 3.3 mm?) in the colchicine group versus 5.2 mm? (IQR 2.5
mm?) in the placebo group, p=0.44)], nor in the thickness of the minimum fibrous cap
[119.1 um (IQR 37.1 um) in the colchicine group versus 113.0 um (IQR 24.5 um) in the

placebo group, p=0.88].

Conclusions. The divergent trend of 8F-FDG uptake observed in the general
analysis and the statistically significant difference found in the subgroup analysis
between the two groups suggest that colchicine in vivo may stabilize inflammatory
activity within atherosclerotic plaques without altering the macrophagic infiltration or

the plaque typology.
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1. INTRODUCCION



1.1 Papel de la inflamacidn en la aterogénesis.

La aterosclerosis es una enfermedad vascular crdnica y representa una de las
principales causa de mortalidad en el mundo [1]. Entre sus manifestaciones clinicas

destacan la cardiopatia isquémica, el ictus isquémico y la vasculopatia periférica [2].

Durante la mayor parte del siglo XX, la aterosclerosis fue considerada una
enfermedad de depdsito de colesterol caracterizada por la recoleccién pasiva de lipidos
y material trombdtico en el interior de la pared vascular [3]. Sin embargo, los ultimos 50
afios de investigacion han desvelado el papel fundamental de la inflamacién en la

aterosclerosis, tanto en sus etapas iniciales como en su progresion:

- El acimulo inicial de lipoproteinas en la intima arterial, bajo la forma de
fosfolipidos oxidados y aldheidos de cadena corta originados de la oxidacién de
lipoproteinas, activa la transcripcion genética de la molécula de adhesion celular
vascular 1 (VCAM-1) a través del factor nuclear-kB [4]. Por otra parte, citoquinas
pro-inflamatorias como la interleuquina (IL)-1b y el factor de necrosis tumoral-a
(TNF-a) inducen la expresidon endotelial de la proteina VCAM-1 [5, 6]. Esta
proteina, junto con la selectina-P y la selectina-E, promueve el rodamiento y la

adherencia leucocitaria a nivel endotelial [7, 8].

- Una vez adheridos al endotelio, los leucocitos penetran en la intima a través de
la diapédesis. Este reclutamiento leucocitario depende de las quimioquinas
expresadas en el ateroma. Entre éstas destaca por importancia la proteina
guimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1). MCP-1, ligada a los proteoglicanos del
lado luminar del endotelio, interactia con su receptor, expresado

prevalentemente por los monocitos y por los linfocitos T en fase de rodamiento,
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produciendo asi una adhesidn firme. Esta interaccidon, mediada por integrinas,
conduce a la diapédesis de los fagocitos mononucleares [9]. También participan
en el proceso de extravasacion leucocitaria la IL-8, implicada en el reclutamiento
de los leucocitos polimorfonucleares, y la fractalchina, quimioatrayente para

monocitos, linfocitos Ty linfocitos natural killer [10].

- El monocito adquiere en la intima caracteristicas de macrdéfago tisular que
conducen a la formacién de células espumosas. En este proceso, los macréfagos
aumentan la expresién de los receptores scavenger A y CD36 y, seguidamente,
internalizan lipoproteinas modificadas por oxidacidon o glicaciéon [11]. De esta
manera, los ésteres de colesterilo se acumulan en gotas citoplasmaticas
formando macroéfagos cargados de lipidos que adquieren el nombre de células
espumosas. La produccidn del factor estimulante de colonias de macréfagos (M-
CSF), del factor estimulante de colonias de macréfagos y granulocitos (GM-CSF)

y de la IL-3 induce la replicacion de las células espumosas [12, 13].

- Las células espumosas no sirven simplemente como almacén para el exceso de
lipidos. Estas células son una importante fuente de mediadores proinflamatorios
gue incluyen proteinas como citoquinas y quimioquinas, a parte de varios lipidos
como el factor activador de plaquetas. Ademas, elaboran una gran cantidad de
especies reactivas del oxigeno como el superdxido [14]. Este conjunto de
mediadores inflamatorios promueve la inflamacién en la placa vy, por lo tanto,

contribuye a la progresion de la lesion.

- A parte de la inmunidad innata, también la inmunidad adaptativa antigeno-

especifica cumple un papel relevante en la progresion de la placa [15, 16]. Los
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macroéfagos y las células dendriticas pueden presentar antigenos a los linfocitos
T, que representan una importante minoria dentro de la lesién aterosclerdtica.
Entre los antigenos presentados encontramos lipoproteinas modificadas,
proteinas de choque térmico y betasglicoproteina Ib. Los linfocitos activados
secretan abundantes cantidades de citoquinas que modulan el proceso
aterosclerdtico. Segun el tipo de linfocitos T activado se promueven diferentes
procesos. Los linfocitos T helper CD4 subtipo 1 producen citoquinas
proinflamatorias como interferéon-gama, linfotoxina, ligando CD40 y factor de
necrosis tumoral alfa. La activacion de estas vias produce alteraciones en la placa
gue pueden conducir a la desestabilizaciéon y aumento de la trombogenicidad.
Por otro lado, la activacidn de los linfocitos T helper CD4 subtipo 2 produce la IL-
10, que puede inhibir la inflamacidén en el contexto de la aterogénesis [17].
Finalmente, la activacién de linfocitos citoliticos CD8 puede producir el ligando
Fas y otros factores citotéxicos que promueven la citélisis y la apoptosis de
células espumosas, macréfagos y células endoteliales. La muerte celular dentro
de la lesion aterosclerética contribuye a la progresién de la placa y a sus
complicaciones. Las células T reguladoras producen factor transformador de
crecimiento-beta (TGF-beta) e IL-10, que pueden atenuar el proceso inflamatorio

[18].

- Mientras las primeras fases del ateroma implican esencialmente alteraciones
de la funcién endotelial y reclutamiento leucocitario, la sucesiva progresion
involucra también la migracidn y proliferacion de la células musculares lisas [19].
El factor de crecimiento derivado de las plaquetas es una quimioquina secretada

por macréfagos activados que recluta células musculares lisas. Estas células, en
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el interior de la placa, muestran caracteristicas fenotipicas modificadas, puesto
qgue contienen un reticulo endoplasmatico rugoso prominente y una menor
cantidad de fibras contractiles. Su replicacion no suele ser lineal a lo largo de la
vida de una placa, presentando fases quiescentes y fases de mitosis acelerada.
En los ateromas mas avanzados, parte de las células musculares lisas progresan

hacia la apoptosis en respuesta a citoquinas proinflamatorias [20].

- El metabolismo del coldgeno dentro de la lesién aterosclerdtica influye en su
tendencia a la rotura. Factores que limitan la sintesis de colageno por parte de
las células musculares lisas reducen la capacidad de reparacion y mantenimiento
de la capa fibrosa de la placa. Por otra parte, el estimulo de la sintesis de colageno
refuerza su estructura. Por ejemplo, el interferén-gama producido por las células
T inhibe la sintesis de colageno, mientras que citoquinas secretadas por las
plaguetas activadas promueven su sintesis. Ademas, los fendmenos de apoptosis
descritos previamente reducen la posibilidad de sintesis de colageno por parte
de las células musculares lisas. Los macréfagos expresan en exceso
metaloproteinasas de matriz y catepsinas que degradan el coldgeno y la elastina
de la matriz extracelular [21-23]. Por lo tanto, esta regulacidon dinamica,
estrechamente relacionada con la actividad inflamatoria, condiciona las
propiedades de resistencia de la capa fibrosa y, con ello, la posibilidad de

complicaciones trombodticas.



Las etapas del proceso aterosclerdtico estan resumidas en la Figura 1.
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Figura 1. Papel de la inflamacidn en el inicio y progresion de la placa aterosclerdtica. 1,

Lipoproteinas modificadas en la intima luminal empiezan el proceso inflamatorio. 2, La

expresion de selectinas en el endotelio permite la adherencia laxa de los monocitos
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circulantes, empezando el fenédmeno de rodamiento. 3, Mediante moléculas de
adhesion, los monocitos rodantes se adhieren de forma firme al endotelio. 4, Las
quimioquinas activan la diapédesis leucocitaria. 5, Los monocitos se activan
transformdndose en macrofagos y exponen receptores scavenger con los que
internalizar las lipoproteinas. 6, Los macréfagos activan los linfocitos mediante la
presentacion de antigenos. 7, Los macréfagos acumulan gotas de lipidos en su interior
transformandose en células espumosas. El conjunto de macrdéfagos, linfocitos y células
espumosa secreta quimioquinas, citoquinas y metaloproteinasas que promueven el
proceso inflamatorio y el catabolismo de |la matriz extracelular. 8, Se reclutan células
musculares lisas desde la media arterial. MCP-1, proteina quimioatrayente de
monocitos 1; VCAM-1; molécula de adhesion celular vascular 1.

1.2 Inflamacion sistémica y enfermedad coronaria.

La aterosclerosis no es una enfermedad inflamatoria focal y localizada en
segmentos vasculares concretos. De hecho, en los pacientes que padecen un sindrome
coronario agudo no se documenta un aumento de la actividad inflamatoria
exclusivamente a nivel de la placa causante, sino un incremento difuso a lo largo del
arbol coronario [24]. Ademas, estudios observacionales demuestran el vinculo entre
placa aterosclerética e inflamacidn sistémica. Por un lado, marcadores de inflamacién
sistémica como la proteina C-reactiva (PCR) estan aumentados en pacientes con riesgo
de eventos coronarios agudos [25, 26]. Por otro lado, pacientes con enfermedades
inflamatorias sistémicas, como por ejemplo artritis reumatoide o psoriasis, tienen una

mayor incidencia de eventos cardiovasculares [27].

El andlisis de transcriptoma permite explorar la transcripcién genética de un
individuo los dias previos a un evento. Aplicando esta técnica a pacientes que padecen
un infarto agudo de miocardio se observa que el mRNA transcrito en las plaquetas
codifica proteinas implicadas en la inflamacion [28]. Estos resultados apoyan la hipétesis

de que la inflamacidn sistémica puede participar y preceder el evento agudo.



1.3 Tratamientos antiinflamatorios y aterosclerosis.

En el contexto de la aterosclerosis, y dependiendo de sus efectos, las citoquinas

pueden clasificarse como pro- o anti-aterogénicas (ver Figura 2).

Citoquinas antiinflamatorias

IL-5 IL-10
IL-13 IL-19
IL-27 IL-33
IL-35 IL-37

Citoquinas proinflamatorias

Figura 2. Citoquinas pro y antiinflamatorias. GM-CSF, factor estimulante de colonias de
granulocitos y macréfagos; IFN, interferén; IL, interleuquina; MCP-1; proteina
guimioatrayente de monocitos 1; TGF-b, factor transformador de crecimiento; TNF-q;
factor de necrosis tumoral-a.

Ante el concepto de aterosclerosis como enfermedad inflamatoria crénica [29],
la investigacion cientifica se ha centrado en las citoquinas como posibles dianas
terapéuticas para la enfermedad aterosclerdtica [5]. Las primeras evidencias que
apoyaban el empleo de esta estrategia para el control de la aterosclerosis vinieron del

tratamiento de enfermedades no cardioldgicas. En concreto, se ha visto que el



tratamiento con metotrexato en la artritis reumatoide protege contra la aterosclerosis
[30] y que la terapia anti-TNF-a estd asociada a un menor riesgo para todos los eventos
cardiovasculares [31]. Asimismo, a lo largo de los afios, multiples enfoques terapéuticos
dirigidos al sistema cardiovascular, como estatinas [32] y antiplaquetarios [33], han
puesto de manifiesto su capacidad para modificar las respuestas inmunoldgicas e
inflamatorias en paralelo a sus efectos principales como hipolipemiantes vy

antiagregantes (ver Tabla 1).

Farmacos con dianas inflamatorias no especificas:

Estatinas JVCAM-1, | trombomodulina, TNNOS endotelial
Acido acetilsalicilico J PCR, ¢ IL-6, \ M-CSF

Metotrexato J selectina E, ' VCAM-1, | ICAM-1

Colchicina J PCR

Farmacos con dianas inflamatorias especificas:

Anti TNF-a 4 ICAM, 1 funcién endotelial

Anti IL-1 J PCR, { IL-6

Anti IL-6 N funcién endotelial

Anti IL-1B {4 PCR, L IL-6, { fibrindgeno

Tabla 1. Farmacos y su mecanismo de modulacion antiinflamatoria documentado en
aterosclerosis humana. VCAM, molécula de adhesion celular vascular; ICAM, molécula
de adhesién intercelular; NOS, oxido nitrico sintasa; PCR, proteina-C reactiva; IL,
interleuquina; M-CSF, factor estimulante de colonia de monocitos.

En general, los enfoques antiinflamatorios en la aterosclerosis pueden dividirse
en dos grandes categorias. La primera incluye farmacos con propiedades anti-
inflamatorias de base amplia, como estatinas, aspirina, metotrexato y colchicina. La
segunda incluye el tratamiento antiinflamatorio con inhibidores especificos de

citoquinas de la via inflamatoria.
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1.3.1 Farmacos con dianas inflamatorias no especificas

Colchicina:

La colchicina es un alcaloide extraido de la flor Colchicum autumnale. En el Papiro
Ebers, un papiro médico del 1500 a.C., ya se describen las propiedades beneficiosas de
la planta de la colchicina para el tratamiento del reumatismo y del edema. Fue el médico
griego Pedanio Dioscorides, en el siglo | d.C., quien describié por primera vez el empleo
del extracto de Colchicum para el tratamiento de la gota. Desde entonces, ha sido
empleada en el tratamiento de enfermedades reumatoldgicas como la gota [34] o la

fiebre mediterranea familiar [35] debido a sus propiedades antiinflamatorias.

En cardiologia, su empleo en la pericarditis aguda ha demostrado ser seguro y
eficaz, siendo actualmente un tratamiento de primera linea [36]. Ademas, un estudio
reciente ha demostrado que puede reducir la recurrencia de fibrilacién auricular tras el
procedimiento de ablacién de las venas pulmonares [37]. El posible efecto beneficioso
de la colchicina sobre la aterosclerosis fue propuesto tras evaluar la prevalencia de
enfermedad cardiovascular en los pacientes con fiebre mediterranea familiar. Esta
poblacién, que se encuentra en tratamiento crdnico con colchicina, representa el grupo
ideal para analizar los posibles efectos beneficiosos de la colchicina mas alla de la
enfermedad reumatoldgica. Al ser la fiebre mediterranea familiar una enfermedad
inflamatoria crénica, se esperaria que se asociara con una mayor incidencia de
enfermedad cardiovascular, como suele ocurrir con las demas enfermedades
inflamatorias sistémicas cronicas. Sin embargo, esta poblacion presenta una incidencia
de infartos de miocardio similar a la de la poblacién sana, lo que sugiere un posible

efecto protector de la colchicina [38]. Asimismo, en esta misma poblacién se ha
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documentado una rigidez arterial similar a la de la poblacién general, lo que apoya la
hipotesis del efecto protector de la colchicina [39]. En los pacientes con gota el empleo
de colchicina no es crénico. Sin embargo, representan la poblacién mas expuesta al uso
de colchicina, puesto que la gota es una enfermedad mucho mds difusa que la fiebre
mediterranea familiar. En un estudio retrospectivo con 1288 pacientes se analizo la
incidencia de infartos en la poblacién de enfermos con gota en funcién de su exposicién
a colchicina, alopurinol, colchicina junto con alopurinol o ningun tratamiento. Los
pacientes expuestos a colchicina mostraron una menor incidencia de infarto de
miocardio en el seguimiento (0.6% vs 3.08%; RR 0.19, p = 0.01) [40], sin que hubiese
diferencias en edad, sexo y factores de riesgo cardiovascular. Resultados similares se
confirmaron en otro estudio retrospectivo [41]. El primer estudio prospectivo en
pacientes con cardiopatia isquémica estable explord la capacidad de la colchicina a bajas
dosis (0.5mg cada 12 horas) de reducir los niveles de PCR ultrasensible, un reconocido
marcador de aterosclerosis activa. El estudio demostrd que la colchicina, en el paciente
isquémico croénico, reducia los niveles de PCR ultrasensible, siendo este efecto

independiente de la pauta de acido acetilsalicilico y atorvastatina [42].

Recientemente, en el ensayo LoDoCo (un estudio prospectivo, aleatorizado y
ciego para el observador) la colchicina afiadida a la terapia estandar de prevencién
secundaria en pacientes con enfermedad coronaria estable redujo la incidencia de
sindrome coronario agudo (4.6% vs 13.4%; HR 0.33; IC95% 0.18 a 0.63; p <0.001) [43].
Estos resultados no se pueden considerar concluyentes, puesto que el estudio LoDoCo
sélo incluia a 500 pacientes, en él no se comparaba la colchicina con placebo y, ademas,
no era ciego para el paciente. De cara a superar estas limitaciones, se esta desarrollando

el estudio LoDoCO 2 con el objetivo de incluir a 4.250 pacientes y ser controlado con
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placebo. Ademas, en un estudio reciente con 192 pacientes diabéticos, la colchicina ha
demostrado reducir la incidencia de reestenosis intrastent en la cardiopatia isquémica
estable tratada con implante de stent no recubierto (16% versus 33%; OR 0.38; IC95%

0.18 2 0.79 p = 0.007) [44].

Mudltiples mecanismos apoyan el uso de la colchicina como modulador de la

inflamacién presente en la placa aterosclerdtica [45-47]:

-En la gota y pseudogota, el urato monosédico y los cristales de deshidratacion
de pirofosfato de calcio absorbidos por los macréfagos estimulan al
inflamosoma, lo que genera la secrecién de IL-1f3 [48]. La colchicina se concentra
particularmente en el interior de los leucocitos y, gracias a su capacidad para
suprimir la expresién macrofagica del gen MEFV, junto con su unién a la tubulina,
altera el ensamblaje del inflamosoma NLRP3 y la produccién de IL-1B, reduciendo
asi el reclutamiento de células inflamatorias. En los macréfagos cargados de
colesterol, la cristalizacion del colesterol puede desencadenar una activacion
similar del inflamosoma NLRP3 vy, por lo tanto, tener un papel crucial en Ia
aterosclerosis [49]. Por otra parte, la colchicina, in vitro, ha mostrado reducir la
produccién de superdxido inducida por el urato monosddico en los neutrdfilos

[50].

- La colchicina inhibe la formacidon de microtubulos en el citoesqueleto, lo que
conduce a la disminucion del transporte y secrecion de vesiculas. También inhibe
especificamente la fosforilacion de tirosina, lo que conduce a la disminucién de
la produccién del leucotrieno B4, responsable de la adhesiéon y activacion de los

leucocitos sobre el endotelio [51]. Ademas, recientemente se ha descubierto que
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los microtibulos endoteliales tienen un papel central en la diapédesis de los
monocitos, y que la alteracidén de los mismos, mediante farmacos similares a la

colchicina, produce una inhibicién del reclutamiento monocitario [52].

- En ratones, la colchicina altera la distribucién de selectina-E en la superficie
endotelial y disminuye la expresién de selectina-L [53]. Ademads, también altera
la tubulina de los neutréfilos, reduciendo asi su movilidad, adhesién y

activacion.[54].

- El potencial de los cristales de colesterol para desempefiar un papel causal en
la aterosclerosis es apoyada por experimentos en animales. Se ha observado que,
inyectando cristales de colesterol en la pared arterial, se pueden inducir lesiones
aterosclerdticas [55]. Los cristales de colesterol también se han detectado en las
placas iniciales [56] y su presencia se reconoce como un predictor de

inestabilidad en la enfermedad m4és avanzada [57].

- En un modelo murino de hipertensién pulmonar, la colchicina redujo la

proliferacion de células musculares lisas y la produccion de TNF-a y NF-kB [58].

- La colchicina in vitro disminuye la agregacién plaquetaria soélo a
concentraciones supraterapéuticas, pero a concentraciones terapéuticas

disminuye la adherencia de plaguetas a monocitos y neutroéfilos [59].

- El uso de la colchicina como inhibidor de la neoaterosclerosis intrastent se ve
respaldada por el hecho de que este farmaco comparte con el paclitaxel, una
molécula usada para el recubrimiento de los stents farmacoactivos, la capacidad

de inhibir el ensamblaje microtubular [60] y, por lo tanto, la proliferacién celular.
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En un modelo de angioplastia en perros, la colchicina redujo la hiperplasia intimal

y la expresion del factor de crecimiento endotelial vascular [61].

- En un antiguo estudio con un modelo de aterosclerosis en conejo basado en
una dieta rica en colesterol, la administracion de colchicina por via
intraperitoneal redujo la incidencia de placas de colesterol en aorta. Sin
embargo, el grupo que recibid colchicina también desarrollé6 menor dislipemia
[62]. Esto sugiere que la menor aterogénesis observada pudo ser secundaria a
los menores niveles de colesterol en sangre y no a un beneficio directo de la

colchicina, puesto que la colchicina no modula los niveles de colesterol.

- Recientemente, en el Congreso Europeo de Cardiologia de 2015, se han
presentado en formato pdster los resultados preliminares sobre el uso de
colchicina en un modelo de aterosclerosis en conejo basado en una dieta rica en
colesterol. La colchicina redujo el remodelado negativo de la aorta y la
infiltracion de macréfagos, analizados por ecografia e inmunotincion
respectivamente [63]. Estos efectos fueros mdas marcados en los conejos que
desarrollaron mayor dislipemia. Los resultados definitivos del estudio no han

sido todavia publicados.

En la siguiente tabla se recogen las publicaciones que apoyan la hipétesis de que la

colchicina podria tener efectos beneficiosos sobre la aterosclerosis:

Publicacién Tipo de estudio Resultados

Langevitz, P. et al | Estudio de cohorte | Pacientes con FMF tienen una
2001 retrospectivo, en | incidencia de infartos similar a Ia
humanos poblacion general.

Kukuy, O. et al| Estudio transversal, en | Pacientes con FMF tienen una rigidez
2017 humanos arterial similar a la poblacién general.
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Crittenden, D.B. et

Estudios de cohorte

Pacientes con gotas expuestos a

al 2012 retrospectivo, en | colchicina tienen menor incidencia
Solomon, D.H. et al | humanos de infartos que los no expuestos.
2016
Nidorf, M. y | Ensayo clinico | La  colchicina reduce Ila PCR
Thompson P.L. | aleatorizado, en | ultrasensible en pacientes con
2007 humanos cardiopatia isquémica estable.
Nidorf, S.M. et al | Ensayo clinico | La colchicina reduce los sindromes
2013 aleatorizado, en | coronarios agudos en pacientes con
humanos cardiopatia isquémica estable.
Deftereos, S. et al Ensayo clinico | Bajas dosis de colchicina reducen la
2013 aleatorizado, en | reestenosis de stent convencional en
humanos pacientes diabéticos.
Chia, E\W. et al Modelo murino de gota, | La colchicina reduce la produccién
2008 in vivo. neutrofilica de superdxido.
Martinon F. et al Células leucocitarias | La colchicina reduce el ensamblaje de

2006 [48]

murinas, in vitro

inflamosoma NLRP3 vy la produccién
de IL-1B inducida por cristales de
colesterol.

Mamdouh, Z. et al
2008 [52]

Células endoteliales

humanas, in vitro

Colcemide, una molécula similar a la
colchicina, altera los microtubulos y
reduce la diapédesis leucocitaria.

Cronstein, B.N. et
al, 1995[53]

Células endoteliales vy
neutrdfilos, in vitro

La colchicina altera la distribucion
endotelial de selectina E y diminuye
la expresién de selectina L.

Asako, H. et al.

1992

Células  mesentéricas

murinas, in vivo

La colchicina reduce la adherencia y
transmigracion leucocitaria.

Lee, F.Y. et al. 2013
[58]

Modelo murino de

hipertensién pulmonar,

La colchicina reduce la expresién de
TNF-a y NF-kB.

in vivo
Atta, H.M. et al | Modelo animal de | La colchicina reduce la hiperplasia
2008 [61] angioplastia en perros, | intimal y la expresién del factor de

in vivo

crecimiento endotelial vascular.

Wojcicki, J. et al
1986 [62]

Modelo animal de
aterosclerosis en
conejos con dieta
enriquecida en

colesterol, in vivo

La colchicina reduce la presencia
macroscopica de aterosclerosis en la
aorta.
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Merlet, N et al. | Modelo animal de | La colchicina reduce el remodelado
2015 (Poster) [63] | aterosclerosis en | negativo y la infiltracion de
conejos con dieta | macréfagos, especialmente en los
enriquecida en | conejos con niveles de colesterol mas

colesterol, in vivo alto.

Tabla 2. Publicaciones a favor del uso de la colchicina en la aterosclerosis. FMF,
Fiebre Mediterranea Familiar.

La colchicina tiene una ventana terapéutica estrecha. Sin embargo, las dosis
empleadas hasta ahora en las enfermedades cardiolégicas son bajas y no producen
efectos adversos mayores. Los efectos adversos mads frecuentes con la pauta oral
habitual son gastrointestinales (diarrea, nauseas, dolor abdominal o vémitos), pueden
aparecer hasta en el 10% de los pacientes y suelen ser leves y dosis dependientes [64].
Estos efectos adversos podrian reducirse con el desarrollo de diferentes formulaciones

y vias de administracion del farmaco.

Acido acetilsalicilico

El acido acetilsalicilico es un inhibidor irreversible de la ciclooxigenasa-1y a bajas
dosis es ampliamente utilizado para la prevencion de eventos cardiovasculares [65]. A
dosis altas (500-1000mg) actia como antiinflamatorio, reduciendo la produccion de
prostaglandinas e inhibiendo vias de senalizacidon proinflamatorias como NF-kB. Sin
embargo, a altas dosis, la inhibicién de la produccién endotelial de prostaciclinas
conlleva un mayor riesgo cardiovascular [66]. A dosis bajas (75-150mg) predominan las
propiedades antiplaquetarias, a través de la inhibicion del tromboxano B2, un

eicosanoide protrombédtico también implicado en el trafico de leucocitos
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polimorfonucleares [67]. Modelos animales apoyan la hipdtesis de que el acido

acetilsalicilico a bajas dosis puede modular la inflamacion de la placa aterosclerdtica.

En modelos murinos de aterosclerosis, dosis bajas de &acido acetilsalicilico
reducen la inflamacion vascular y estabilizan la placa [68]. Esto puede ser debido a una
reduccion de la expresion de fractalcina y quemerina, ambas quimioquinas expresadas
en la placa aterosclerdtica [69, 70]. Ademas, se ha observado que a dosis bajas el acido
acetilsalicilico previene la disfunciéon endotelial inducida por la inflamacién [71] y, en
pacientes con angina estable, disminuye los niveles plasmaticos de varios marcadores
inflamatorios y citoquinas tales como IL-6, CRP y factor estimulante de colonias de
monocitos [33]. Por ultimo, la eficacia del acido acetilsalicilico en la prevencion de
eventos cardiovasculares es proporcional a los niveles de inflamacién subyacente
medidos por PCR, observacidn que apoya la hipdtesis de que sus beneficios clinicos se

deban también a su efecto antiinflamatorio [72].

El uso de acido acetilsalicilico en la prevencidn primaria del paciente estable con
estenosis coronarias no obstructivas (<50% en la coronariografia) es cuestionable. En
esta poblacién, se ha documentado que la mortalidad es proporcional a la extensiéon de
la enfermedad en el arbol coronario y que las estatinas mejoran la supervivencia. Sin
embargo, el uso de acido acetilsalicilico no se acompaiia de un beneficio clinico [73]. El
acido acetilsalicilico tampoco ha evidenciado una reduccidon de los infartos en la
poblacién diabética con enfermedad arterial periférica [74] y su uso en pacientes con
insuficiencia renal crénica ha sido asociado a un aumento de los eventos

aterosclerdticos [75].
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De todos modos, ninguno de estos estudios estratificd la poblacién incluida
segun su carga inflamatoria. De haber realizado una estratificaciéon de este tipo, por
ejemplo a través de la medicion de PCR ultrasensible basal, se hubiera podido explorar
si los pacientes con mayor inflamacién subyacente se hubieran beneficiado del uso de

acido acetilsalicilico en prevencion primaria.

Estatinas

Las estatinas ejercen un efecto hipolipemiante por ser inhibidoras de la HMG-
CoA reductasa y son empleadas en la prevencion de eventos cardiovasculares. Han
demostrado modular la respuesta inflamatoria por medio de diferentes mecanismos
[76]. Por ejemplo, reducen los niveles de trombomodulina, IL-1 y la expresién inducida
de VCAM-1 por TNF-a [77]. Ademas, estimulan la 6xido nitrico sintasa endotelial y la

produccién de citoquinas antiinflamatorias como la IL-10 [78].

Su efecto antiinflamatorio se ve respaldado por el hecho de que la reduccién de
los niveles de PCR secundaria al tratamiento con estatinas es independiente de la
reduccion de los niveles de colesterol LDL. Por todo ello, actualmente se acepta que las
estatinas no son antilipemiantes puros y que parte de sus beneficios clinicos se deben a
su capacidad de modular la inflamacién [79]. El tratamiento con estatinas basado en el
perfil inflamatorio del paciente en vez de en su perfil lipidico ya ha demostrado ser
eficaz. En un estudio en pacientes sin cardiopatia isquémica crdnica se demostré que la
lovastatina prevenia sindromes coronarios agudos en los sujetos con alta PCR a pesar de
poseer un perfil lipidico no desfavorable. En concreto, tras 5 afios de seguimiento se
documentd que, en pacientes con niveles de PCR mayores de 0.16 mg/dL, el nimero

necesario a tratar para evitar un evento coronario era 49 [80]. De forma similar, la
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rosuvastatina demostré reducir los eventos coronarios en pacientes con PCR
ultrasensible basal mayor de 2mg/L y perfil lipidico normal. Ademads, su maxima
reduccion de eventos fue en los pacientes que durante el tratamiento alcanzaron niveles

de PCR ultrasensible menores de 1mg/L [81].

Metotrexato

El metotrexato es un fdrmaco antimetabolito que actla inhibiendo el
metabolismo del acido fdlico. Ademads, se ha documentado que puede modular la
expresion de ICAM-1, selectina-E, VCAM-1 e IL-6 [82]. Estudios realizados en pacientes
reumatologicos han demostrado que el metotrexato a bajas dosis puede disminuir el
riesgo cardiovascular en pacientes con una enfermedad inflamatoria crénica. En
concreto, en pacientes con artritis reumatoide, el metotrexato
proporciona un beneficio sustancial de supervivencia, en gran medida debido a la

reduccién de la mortalidad cardiovascular [83].

Actualmente se estan realizando ensayos clinicos para demostrar su eficacia en
la poblacion cardiovascular. Por ejemplo, el Cardiovascular Inflammation Reduction Trial
(CIRT) tiene previsto reclutar 7000 pacientes para comprobar el papel del metotrexato
en el tratamiento de los pacientes con cardiopatia isquémica estable y elevacién

persistente de PCR ultrasensible [84].

Corticoides

Los corticoides son farmacos antiinflamatorios ampliamente empleados en el
ambito médico no cardioldgico, que actuan sobre la inmunidad mediada por células.

Concretamente, reducen las células T circulantes, inhiben el factor de crecimiento de las
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células T y antagonizan la accion de los factores que inhiben la migracion celular. La
alteracion de estos mecanismos conlleva un enlentecimiento de la reparacidn tisular
que, en el contexto de un infarto agudo, puede desembocar en una rotura cardiaca [85].
Por otra parte, la reduccidn de la inflamacion en el infarto agudo podria reducir el drea
de infarto [86]. El principal problema de cara a sacar conclusiones para el uso actual de
los corticoides en el manejo del infarto agudo es que la mayoria de los estudios se
realizaron en una era pre-reperfusion miocardica. Sin embargo, su uso cronico se asocia
claramente con un aumento de los infartos por inestabilidad de la placa aterosclerdtica,

alteracion de la funcion endotelial y produccion de un estado protrombético [87].

Inhibidores no selectivos de la ciclooxigenasa

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) inhiben tanto la ciclooxigenasa-1
(COX-1) como la ciclooxigenasa-2 (COX-2). Estas dos enzimas tienen efectos opuestos en
los vasos coronarios. La COX-1 existe dentro de las plaquetas y es responsable de la
produccién de tromboxano A2, que induce vasoconstriccion y agregacidn plaquetaria.
La enzima COX-2 predomina en la célula endotelial de las paredes arteriales y es
responsable de la generacién de prostaciclina, que inhibe la agregacién plaquetaria y
provoca vasodilatacién. Por su efecto sobre la COX-2, estos farmacos estan asociados a
un aumento de los eventos coronarios [88]. Se incluye en este grupo el acido
acetilsalicilico a altas dosis y otros farmacos de amplia comercializacién como

ibuprofeno, ketorolaco o indometacina, por ejemplo.

Inhibidores selectivos de la ciclooxigenasa-2 (Coxib)

La COX-2 se induce por inflamacion, mientras que la COX-1 esta presente de

forma estable en el organismo. En el estdmago la COX-1 potencia los mecanismos de
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defensa que limitan el desarrollo de ulceras gdstricas. Por esta razén, los inhibidores
no selectivos de la cicloxigenasa estan asociados con un mayor riesgo de sangrado
gastrico, mientras que los inhibidores selectivos, bajo este punto de vista, tienen un
mejor perfil de seguridad. Sin embargo, la inhibicién selectiva de COX-2 permite la
actividad sin oposicion de la COX-1 plaquetaria, que lleva a la sintesis de tromboxano
2A 'y a un estado protrombadtico que ocasiona una mayor mortalidad cardiovascular

[89].

1.3.2 Farmacos con dianas inflamatorias especificas

Inhibidores del TNF-a

Infliximab, etanercept, adalimumab, golimumab y certolizumab son agentes
anti-TNF-a actualmente en uso para el manejo de enfermedades reumatolégicas como
la espondilitis anquilosante y la artritis reumatoide. El golinumab, comparado con
placebo, ha demostrado limitar la progresion del dafio vascular en términos de rigidez
arterial y de grosor intima-media en pacientes con espondilitis anquilosante [90]. Un
meta-analisis reciente ha documentado que el tratamiento de la artritis reumatoide con
anti-TNF-a se asocia a un menor riesgo de eventos cardiovasculares [31]. Estos
resultados beneficiosos de los anti-TNF-a parecen ser secundarios a su capacidad de
modular la inflamacién vascular. En concreto, el estudio de la adherencia leucocitaria al
endotelio a través de cdmaras de flujo ha evidenciado que el tratamiento con anti-TNF-
a disminuye las interacciones leucocito-endotelio inducidas por estimulos inflamatorios
[91]. Lamentablemente, no se dispone de estudios clinicos dirigidos a poblaciones con

cardiopatia isquémica.
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Inhibidores de la IL-1

La IL-1 es producida por los leucocitos y ejerce importantes funciones sobre el
endotelio y las células del musculo liso vascular. Las respuestas endoteliales a la IL-1
incluyen la modulacién de las propiedades hemostaticas y la adhesién de los leucocitos
[92], mientras que las células del musculo liso vascular expuestas a esta citoquina
producen prostanoides e IL-6 [93]. El descubrimiento de que los macréfagos inician la
produccién de IL-1B a través del inflamosoma como respuesta a la acumulacion de
colesterol generd interés por investigar esta citoquina en el contexto de la enfermedad

cardiovascular aterosclerdtica.

El canakinumab es un anticuerpo monoclonal humano que se une al IL-1 subtipo
beta (IL-1B8) y bloquea su interaccidn con el receptor. En un modelo de ratén
aterosclerdtico, se ha observado que la inhibicion de la IL-1 orienta a los macrdéfagos
tisulares a un fenotipo anti-inflamatorio y que las lesiones aterosclerdticas se reducen
[94]. Ademas, se ha demostrado que canakinumab reduce eficazmente la hemoglobina
glicada, la glucemia, la PCR, la IL-6 y los niveles de fibrindgeno en pacientes con diabetes
mellitus bien controlada y alto riesgo cardiovascular [95]. El estudio CANTOS
(Canakinumab Anti-inflammatory Thrombosis Outcomes Study), un ensayo clinico
aleatorizado y doble ciego, se centra en pacientes post-infarto de miocardio con
elevacion persistente de la PCR ultrasensible [96]. En el momento en que se escribe esta
tesis, la casa comercial del farmaco afirma haber completado el estudio alcanzando el
objetivo primario combinado de reduccién de muerte cardiovascular, infarto no fatal o
ictus no fatal. Sin embargo, los resultados aun estan pendientes de presentacion en el

proximo Congreso Europeo de Cardiologia [97].
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Inhibidores del IL-6

El tocilizumab es un anticuerpo monoclonal que antagoniza la IL-6 circulante.
Estudios celulares han objetivado que la PCR promueve activamente un fenotipo pro-
aterosclerdtico y proinflamatorio. Estos efectos estan mediados, en parte, por la
produccién de IL-6 y son atenuados a través de la inhibicién de la IL-6 [98]. En un estudio
de fase Il se ha mostrado que el tratamiento con tocilizumab atenua significativamente
la inflamacién y la liberacién de troponina-T periintervencionismo percutdneo en

pacientes con infarto agudo de miocardio sin elevacién del ST [99].

Antagonistas de la subunidad p40 (Inhibidores del IL-12 e IL-23)

La IL-12 y la IL-23 comparten en su estructura la subunidad p40 y son
citoquinas que median la funcidn de los linfocitos-T-helper-17. Estas células han sido
identificadas como un grupo de leucocitos pro-aterogénico dentro de la placa
aterosclerdtica. Sin embargo, el uso de ustekinumab y briakinumab en pacientes con

psoriasis puede incluso aumentar el riesgo de enfermedades cardiovasculares [100].

Inhibidores de la IL-17

El brodalumab es un inhibidor del receptor A de la IL-17, mientras que
ixekizumab y secukinumab son antagonistas de la IL-17A. Los tres son farmacos
empleados en la psoriasis. La IL-17 es pro-aterogénica y es producida por los linfocitos-
T-helper-17. En un modelo murino de aterosclerosis, la inhibicién de la IL-17 condujo a
una reduccién de la lesion aterosclerdtica temprana [101]. Sin embargo, falta

experiencia en aterosclerosis humana.
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Agentes anti-P-selectina

La P-selectina es una molécula de adhesion celular que organiza las células
endoteliales y las interacciones plaquetarias. Esta proteina desempeiia un papel en la

activacion de leucocitos, la formacién de trombos y la formacion neointimal.

En el estudio SELECT ACS, el uso previo a intervencionismo percutaneo de P-
selectina en pacientes con infarto de miocardio sin elevacién de ST produjo una menor
elevacion de marcadores de dafio miocdrdico comparado con placebo [102]. Sin
embargo, en el estudio SELECT-CABG, el empleo de inclacumab no redujo la incidencia

de enfermedad de injerto de safena al afio de la cirugia de revasculizacién [103].

1.4 Modelo animal.

Los conejos son muy sensible a las dietas ricas en colesterol y acumulan
grandes cantidades de colesterol en su plasma. Por primera vez, en el afio 1.922,
Clarkson y Newburgh indujeron placas de aterosclerosis en la aorta de conejos a través
de una dieta rica en colesterol [104]. Las placas eras similares a las observadas en la
aterosclerosis humana. Desde entonces, la dieta hipercolesterolémica en conejos se ha

convertido en el modelo experimental mas utilizado de aterosclerosis.

El término "disfuncion endotelial” se utiliza para describir situaciones en las que
el endotelio pierde sus propiedades vasoprotectoras y representa la fase inicial de varios
procesos de lesidn vascular como la hipercolesterolemia, la diabetes y la hipertensién
arterial [105]. Los niveles basales de dxido nitrico y de vasodilatadores derivados del
endotelio son mas marcados en las aortas de las hembras que en las de los conejos

macho, debido probablemente a un efecto protector del estradiol. Por esta razon, las
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hembras son menos susceptibles a la formacidn de lesiones aterosclerdticas en
respuesta a la dieta rica en colesterol [106]. Ademas, aparentemente, la formacién de
lesiones avanzadas depende de la edad del animal. Los conejos envejecidos, con una
edad entre 3 y 4,5 afnos, muestran placas fibréticas, mientras que en los animales
jévenes, de aproximadamente 4 meses de edad, predominan las estrias lipidicas [107].
Por otra parte, el grado de aterosclerosis en conejos tiende a ser mayor en la aorta
abdominal respecto a la aorta tordcica. Esto se debe, probablemente, a un efecto
hemodindmico secundario al hecho de que la aorta abdominal va reduciendo

gradualmente su calibre [108].

En la aorta de los modelos experimentales se observan varios tipos de placas que
van desde las estrias lipidicas hasta las lesiones ateromatosas, dependiendo del grado
de ingesta de colesterol. Las dietas que contienen <0.15% de colesterol desarrollan
lesiones tipo estrias lipidicas, mientras que las placas ateromatosas se encuentran mas
frecuentemente cuando hay mayores cantidades de colesterol [109]. Con un contenido
de colesterol en la dieta entre 0.5% y 4% los conejos se convierten rapidamente en
hipercolesterolémicos (colesterol> 1000 mg/dl) y las lesiones creadas consisten
principalmente en células espumosas derivadas de macrdfagos. Sin embargo, las dietas
con altas cantidades de colesterol desarrollan una marcada hepatoxicidad que limita el
uso del modelo. En conejos alimentados con dietas enriquecidas al 0.2% de colesterol,
se han documentado en las 3 primeras semanas leucocitos adheridos a la aorta toracica
y abdominal. En el mes sucesivo se encontraron numerosas células espumosas en el

espacio subendotelial que produjeron desarrollo de estrias lipidicas.
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El desarrollo de la placa aterosclerética de mayor vulnerabilidad puede ser
estimulado a través de un proceso de deendotelializacion mediante una lesion de la
pared arterial inducida por balén. Esta lesidon se realiza habitualmente con un catéter
Fogarty que se introduce a través de la arteria femoral. Se avanza con el catéter de forma
retrograda hasta la aorta tordcica, se infla el globo y se retrae el catéter hasta la
bifurcacion iliaca. Se ha observado que esta técnica da lugar a placas morfolégicamente
similares a las placas avanzadas inducidas por la dieta con altas cantidades de colesterol.
Ademas, se ha demostrado que el endotelio que se regenera después de la
deendotelializaciéon con balén es fisiolégicamente disfuncional durante un periodo
prolongado de tiempo y que tiene una mayor vulnerabilidad y susceptibilidad a la
trombosis [110]. Este modelo se usa para probar agentes farmacoldgicos que podrian

reducir el desarrollo de placas aterosclerdticas vulnerables.

1.5 Técnicas de imagen para la evaluacion de la aterosclerosis: evidencia en

humanos y aplicacion en modelos animales.

Las nuevas técnicas de imagen permiten la deteccidén, cuantificacion vy
caracterizacion de la aterosclerosis a nivel de distintos territorios vasculares. Las
principales técnicas no invasivas actualmente empleadas para el estudio de la
aterosclerosis son la ecografia, la tomografia axial computarizada (TC), la resonancia
magnética (RM) y la tomografia por emision de positrones (PET). Entre las técnicas
invasivas, mas alla de la coronariografia, encontramos los ultrasonidos intravasculares

(IVUS) y la tomografia de coherencia 6ptica (OCT)
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Resonancia magnética

La RM se ha convertido en un excelente método para evaluar la pared de los
vasos en la enfermedad aterosclerdtica avanzada de forma no invasiva y sin exponer al
paciente a radiaciones ionizantes. En arterias de gran calibre, como cardtidas y aorta, la
valoracién tridimensional del vaso permite cuantificar su volumen de forma precisa y
reproducible, ofreciendo una estimacidn representativa de la carga aterosclerética del
individuo [111]. Ademas, en placas de gran volumen, la RM permite diferenciar la
composicion de la placa, pudiendo detectar caracteristicas de vulnerabilidad como la
extension del nucleo lipidico y/o la presencia de hemorragia o neovasos dentro de las
placas [112]. El estudio de las arterias coronarias por RM presenta limitaciones técnicas
debidas a su pequefio calibre y a su tortuosidad, a parte del continuo movimiento
cardiaco y respiratorio. Por esta razén, el uso de esta técnica no es parte de la practica

habitual.

El empleo de la RM para la valoracién de los cambios seriados en la carga
aterosclerdtica de la aorta en conejos ha sido extensamente validado [113]. De hecho,
la cuantificacion de la aterosclerosis por RM se estd empleando en estudios
experimentales para valorar la respuesta terapéutica a diversos tratamientos en
términos de progresion o regresion de la placa [114]. El volumen del vaso se mide como
la suma del drea de la pared del vaso en cada corte (area de la pared externa menos
area del lumen). Sin embargo, el estimador de la carga de placa para valorar la respuesta
al tratamiento y comparar los grupos experimentales es el indice de Pared Normalizado
(volumen de la pared adrtica dividido por el volumen total del vaso), ya que ajusta la

medida al tamano del vaso.
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PET/TC con 18-fluorodesoxiglucosa

La 18-fluorodesoxiglucosa (*¥FDG) compite con la glucosa para ser captado por
parte de células metabdlicamente activas. La captaciéon vascular de ¥FDG se
correlaciona con la inflamacién en la placa de aterosclerosis, ya que el 18FDG es retenido
avidamente por los macréfagos activados dentro de la lesién vascular [115]. En
humanos, la mayor captacién vascular de ¥FDG es un indicador de inestabilidad de la
placa, puesto que ha sido relacionada con un mayor riesgo de eventos isquémicos [116].
Ademas, la técnica ha demostrado tener una buena reproducibilidad intra e inter-

observador[117].

Dado que los valores de captacion de ¥FDG medido en las placas ateroscleréticas
reflejan tanto la densidad como la actividad de los macréfagos [118], esta técnica se esta
empleando en aortas de conejos para valorar la respuesta terapéutica a diversos

tratamientos en términos de actividad inflamatoria [119].

Tomografia axial computarizada para la cuantificacidon del score de calcio coronario

La deteccidn y cuantificacion de la presencia de aterosclerosis mediante TAC
coronario por el método del Score de calcio es una técnica sencilla y reproducible [120].
La relacion de la carga de calcio coronario con el prondstico cardiovascular estd bien
establecida [121]. Esto se debe al hecho de que la cantidad de calcio es un marcador de
enfermedad aterosclerdtica que tiene una correlacion directamente proporcional con la
carga de placa [122]. Sin embargo, su utilidad para monitorizar los cambios en el perfil
de riesgo cardiovascular es dudosa, puesto que, por ejemplo, el tratamiento con
estatinas incrementa la presencia de calcio coronario. Este hallazgo se pone en relaciéon

con un posible efecto estabilizador de la aterosclerosis, al transformar placas lipidicas
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vulnerables en placas fibrocalcicas estables [123]. Por otra parte, es una técnica que

administra radiacion ionizante y esto limita su uso en la poblacion general sana.

La cuantificacion de la calcificacion de aorta en modelos animales de
aterosclerosis esta descrita. Sin embargo, la mayoria de estos estudios valoran la
calcificaciéon ex vivo tras haber extraido y fijado la aorta, por lo que se dispone de escasa
informacién de cara a la adquisicion de imdgenes seriadas in vivo. Ademas, en el
contexto de la experimentacion animal, la validez de la tomografia computarizada
convencional para la cuantificacion del calcio vascular es incierta, ya que principalmente
se usan aparatos de micro-tomografia axial computarizada que ofrecen una mayor
resolucién [124]. El modelo animal de aterosclerosis en conejo sirvié para estudiar la
fiabilidad de la tomografia axial computarizada en la cuantificacion del lumen vy la
caracterizacion del tipo de placa. Sin embargo, no hay datos sobre la eficacia de esta

técnica en la cuantificacién del volumen total de calcio para este modelo [125].

Ecografia

En los vasos de gran e intermedio calibre, y con adecuado acceso ecografico, los
ultrasonidos pueden detectar, cuantificar y caracterizar las placas segun su tamafio,
morfologia e incluso su composicidén [126]. La presencia de placas de aterosclerosis y su
caracterizacion en funcion de su espesor, area maxima y densidad acustica, se relaciona
con eventos coronarios [127]. Sin embargo, se trata de una técnica observador
dependiente y esto limita la extrapolacién de los resultados de un centro a otro. Para
reducir esta variabilidad inter-individual en la cuantificacion del volumen de placa se ha

desarrollado la ecografia vascular tridimensional [128].
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En el modelo de aterosclerosis en conejo, el uso de la ecografia ha sido
ampliamente empleado para la deteccidon y cuantificacidon del volumen de placa en
aorta. Ademas, el uso de ecopotenciadores permite estudiar la neovascularizacion de

las placas [129].

Ultrasonidos intravasculares

La tecnologia IVUS es una técnica invasiva que utiliza una sonda de ultrasonidos
miniaturizada colocada en el extremo distal de un catéter. Mediante un sistema de
rotacion se adquieren imdgenes que corresponden a la seccién trasversal del vaso
adyacente a la sonda. Ademas, largos tramos de un vaso pueden ser analizados
aplicando un mecanismo de retirada automdatico [130]. Multiples estudios han validado
la capacidad del IVUS para medir el volumen de la placa, la morfologia y el lumen
vascular. Ademas, los distintos componentes de la placa (tejido fibroso, calcio, lipidos)
tienen una senal ecografica diferente, por lo que su codificacién permite la
caracterizacion de la placa mediante “histologia virtual” [131]. Por otra parte, el IVUS
tiene alguna limitacién mas alld de la invasividad de la técnica. En concreto, la resolucidn
axial y lateral es de 80 um y 100-250 um respectivamente, resultando por lo tanto una
técnica inadecuada para la valoracidn del espesor de la capa fibrosa [132]. Ademas, el
calcio bloquea la penetracion de los ultrasonidos, produciendo sombras posteriores que

limitan la cuantificacion del volumen en placas calcificadas [133].

En el modelo animal de aterosclerosis en conejo se ha empleado el IVUS para
caracterizar la tipologia de placa desarrollada, para cuantificar la carga de placa y para

medir el lumen vascular [134].
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Tomografia de coherencia dptica

El OCT es una técnica invasiva que utiliza la luz infrarroja emitida por un
transductor colocado en la punta de un catéter para generar imagenes de alta
resolucidn. Similar al IVUS, mediante rotacién del transductor y retirada automatica se
adquieren secuencias de secciones trasversales del vaso a lo largo de su recorrido. La
resolucidn espacial es 10 veces mayor que la resolucién IVUS (resolucion axial de 10-20
pm y resolucion lateral de 25 um). Por esta razoén, el OCT es la técnica de eleccion para
detectar alteraciones de la intima como trombos y erosiones o para cuantificar la capa
fibrosa [135]. Otra ventaja del OCT es que el calcio no reduce la profundidad de la
imagen adquirida. La principal limitacion es que la luz infrarroja es atenuada por los
lipidos, un fendmeno que limita el estudio volumétrico de las placas lipidicas. Otra
limitacidon es que la sangre intraluminal bloquea la luz. Sin embargo, esto se soluciona
mediante la inyeccidn intracoronaria de contraste o suero durante la obtencion de la
imagen [130].

Durante la fase de planificacién de este estudio, en la literatura cientifica no
habia experiencia sobre el empleo de OCT para el andlisis de la aorta abdominal en el
modelo de aterosclerosis en conejo. El conocimiento previo se limitaba al estudio in vivo
de cardtidas e iliacas o al estudio ex vivo de la aorta abdominal, una vez extraida [136].
En paralelo a nuestro estudio, se publicaron otros que confirmaron la aplicabilidad de

esta técnica en la evaluacion de la aorta abdominal sin necesidad de extraccion [137].
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2. HIPOTESIS



Planteamos que la colchicina tiene un efecto estabilizador sobre la placa

aterosclerdtica que se expresa mediante:

1. Regresioén o limitacidn de la progresion de la placa.

2. Reduccion de la infiltracion macrofagica dentro de la placa.

3. Reduccion o limitacién de la activacion macrofagica dentro de la placa.
4. Promocién de la transformacién a placa fibrosa.

5. Aumento del espesor de la capa fibrosa de la placa.
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3. OBJETIVOS DEL ESTUDIO
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Aunque la investigacion basica ha documentado varios posibles mecanismos
celulares que apoyan el efecto beneficioso de la colchicina sobre la aterosclerosis, aun
no estdn descritos los cambios macroscdpicos que este fdrmaco provoca sobre la placa

ateroscleradtica in vivo.

El presente estudio fue disefiado para evaluar cdmo la colchicina altera la
evolucion de la placa aterosclerdtica. Para cumplir este propésito, fijamos los siguientes

objetivos concretos:

1. Establecer in vivo el efecto modulador de la colchicina sobre la carga

aterosclerdtica mediante:

- valoracidn del efecto sobre el indice de Pared Normalizado del vaso.

- valoracion del efecto sobre el volumen de calcio vascular.

2. Establecer in vivo el efecto modulador de la colchicina sobre la actividad

inflamatoria dentro de la placa aterosclerética mediante:

- valoracion de la infiltracion macrofagica.

- valoracion de la actividad macrofdgica dentro del vaso.

3. Establecer in vivo el efecto modulador de la colchicina sobre la fibrosis dentro de

la placa aterosclerdtica mediante:

- valoracion de la capa fibrosa.

- valoracién de la proporcién de placa lipidica respecto a la proporcion de
placa fibrosa.
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4. Averiguar si los efectos de la colchicina dependen del perfil lipidico basal.
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4. MATERIAL Y METODOS
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Para alcanzar nuestro objetivo se utilizd un modelo experimental de
aterosclerosis en conejos y se realizéd un amplio estudio de imagen en serie que incluyé
imagenes de resonancia magnética (RM), tomografia por emisidon de positrones con 8F-
fluorodeoxiglucosa integrada con tomografia computarizada (PET/TC con 8F-FDG),

tomografia de coherencia dptica (OCT) e inmunohistoquimica.

4.1 Disefio experimental
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Figura 3. Disefno del estudio.

El esquema experimental se muestra en la Figura 3. Se indujo aterosclerosis
adrtica en conejos macho de raza New Zealand White (n = 20, edad media = 3 meses,
peso medio = 3.1 + 0.3 kg, Charles River, L'arbresle Cedex, Francia). El protocolo del
estudio durd 36 semanas, durante las cuales los animales fueron alimentados con una
dieta aterogénica que contenia 0.2% de colesterol (LabDiet 5322, 0.2% de colesterol,
TestDiet®, Londres, Reino Unido). Ademds, en la segunda semana se realizd la
denudacion endotelial de la aorta abdominal con baldn utilizando catéteres Fogarty 4F
introducidos a través de un acceso femoral (ver Figura 4). Este protocolo aterogénico se

ha descrito detalladamente en estudios previos [138].
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Figura 4. Procedimiento de denudacion arterial con baldon. A, En el plano profundo del
trigono femoral se localizan la arteria y vena femoral envueltas en la vaina femoral y el
nervio femoral por fuera de ésta. B, Tras aislar la arteria femoral se procede a su ligadura
distal. C, Se introduce el catéter Fogarty en la arteria femoral y se avanza de forma
retrégrada hasta el diafragma. D, Se infla el globo. E, Se retrae el globo inflado hasta la
bifurcacion iliaca. F, Tras la retirada del catéter se procede a la ligadura de la porcién
proximal de la arteria femoral y a la sutura de la herida quirudrgica.

Después de 18 semanas, los animales se distribuyeron aleatoriamente en dos
grupos para recibir colchicina por via subcutdnea o solucién salina por via subcutanea, y
se siguieron durante otras 18 semanas. Antes de la aleatorizacidon a los grupos
experimentales y también al final del estudio, todos los animales se sometieron a
resonancia magnética y PET/TC con 8F-FDG de la aorta abdominal. Los animales
recibieron eutanasia con una sobredosis de pentobarbital. Inmediatamente después del
sacrificio, las aortas fueron visualizadas por tomografia de coherencia Optica.
Posteriormente, las aortas abdominales se extrajeron y se procesaron para el analisis

histoldgico.
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Para todas las técnicas, la arteria renal derecha sirvi6 como marcador anatdmico

de referencia y el analisis se centrd en los 8 cm de aorta alrededor de ella (ver Figura 5).
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Figura 5. Correspondencia entre pruebas de imdgenes y cortes histolégicos. Con el

rectdngulo amarillo se evidencia el sector de aorta analizado en el estudio. Se muestran
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los cortes de las diferentes técnicas de imagen y su correspondencia con los cortes
histoldgicos.

El estudio se llevo a cabo de acuerdo con las directrices de la Directiva Europea
y la Legislacién Espafiola, y fue aprobado por el Comité de Etica Regional para la
Experimentacién con Animales. Los procedimientos se realizaron en las instalaciones del
Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares Carlos Il - CNIC que cumplen la
normativa vigente relativa a bienestar animal (RD 53/2013 de 1 de febrero). Todos los
investigadores implicados en el proyecto velaron por el cumplimiento de todas aquellas
normas que competen al bienestar animal y todos los procedimientos experimentales
fueron llevados a cabo por personal acreditado para trabajar con animales de

experimentacion (categorias B, Cy D segun los requisitos del Orden ECC/566/2015).

4.2 Dosis y via de administracion

La dosis “cardioprotectora” empleada en los ensayos clinicos con poblacién
humana es de 0.5mg cada 12 horas por via oral [43]. En experimentos traslacionales,
seglin el modelo animal y las finalidades terapéuticas investigadas, se han usado
diferentes dosis y vias de administracion (transdérmica, subcutanea, intramuscular, oral,
intraperitoneal e intravenosa) [139, 140]. En el Unico estudio previo con colchicina en
un modelo de aterosclerosis en conejo con dieta hipercolesterolémica, sin denudacién
endotelial de la aorta con baldn y sin control con placebo, se administraron 0.2mg/kg de
colchicina por via intraperitoneal 2 veces a la semana durante 3 semanas [62]. Cabe
destacar que este modelo indujo cambios en el perfil lipidico de los conejos tratados con
colchicina, lo cual sugiere que la via de administracién intraperitoneal pudo haber
influido en la absorcion de la grasa. En otro estudio, en el que se quiso evaluar la eficacia

de la colchicina intramuscular a dosis crecientes (0.1 mg, 0.5 mg, 1 mg, 2 mg) en la
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reduccion de las adherencias peritoneales inducidas por Neisseria Gonorrhoeae, se
documentd una regresidon lineal positiva entre dosis y respuesta con un techo

terapéutico a la dosis de 1mg [141].

Buscando el mayor confort posible para el animal, en nuestro estudio escogimos
la via subcutdnea como via de administracién. Segun el grupo al que fueron
aleatorizados, los conejos recibieron colchicina a 0.2 mg/kg/dia durante 5 dias a la
semana por via subcutdnea (Colchicine C3915, Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU) o

placebo, 1 ml de solucién salina, 5 dias a la semana por via subcutanea.

4.3 Protocolo de imagen

4.3.1 Resonancia magnética

Antes de la obtencidn de imagenes, los animales fueron anestesiados mediante
inyeccion intramuscular de ketamina (10 mg/kg) y xilazina (5 mg/kg). La anestesia se
mantuvo durante las sesiones de resonancia magnética con inhalacién de isoflurano
(1.2-1.5%) a través de una mascarilla facial. Las imagenes de RM se recogieron con un
sistema de Resonancia Magnética 3 Tesla (Philips Health Care, Andover, MA, EEUU) y
una bobina de rodilla convencional. Se obtuvieron 40 cortes axiales secuenciales de 2
mm de espesor, sin huecos, utilizando secuencias fast spin echo ponderadas en T2
(TR/TE 2300/62 ms) y en T1 (resolucién 0.4 x 0.4 mm, TR/TE 1000/15 ms) para cada
aorta. Un observador ciego al grupo de tratamiento trazoé el lumen y la pared externa
del vaso. El volumen de carga de la placa se definié como la suma del drea de la pared
del vaso en cada corte (area de la pared externa menos area del lumen) [142]. Los
resultados se expresaron como indice de Pared Normalizado (volumen de pared adrtica

dividido por el volumen total del vaso).
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4.3.2 PET/CT con 8F-FDG

Las imagenes de PET con ¥F-FDG se obtuvieron de animales en ayunas 3 horas
después de la inyeccidn intravenosa de 111-148 MBq [3-4 mCi (~ 1 mCi/kg)] de '8F-FDG,
utilizando un escaner PET/TC combinado (Gemini TF 64, Philips Medical Systems). Antes
de la obtencion de las imagenes, los animales fueron anestesiados con
ketamina/xilazina, tal y como se describié anteriormente, y se colocaron en posicion
prona con un soporte especifico para animal en la parte superior de la camilla del
escaner. Antes de la exploracién PET se obtuvo una tomografia computarizada de baja
dosis sin contraste (120 kV, 200 mA, tiempo de rotacién de 0.5 s, colimacién de 64 x
0.625 mm, indice de desplazamiento de 0.703, espesor de corte de 2 mm) para el
registro anatémico y para la correccion de atenuacién del dataset PET. Se adquirieron
imagenes PET de toda la aorta incluyendo 3 posiciones de camilla con una superposicién
del 50% de la camilla (5 minutos por camilla) con el fin de asegurar una sensibilidad
uniforme en la regidon de interés. Las imdagenes resultantes fueron reconstruidas
utilizando el algoritmo LOR-RAMLA implementado por el escaner. La matriz de imagen
final contenia 174 cortes de 128 x 128 voxels, con 2.0 x 2.0 x 2.0 mm de tamafio de voxel,
utilizando correcciones para normalizacién, tiempo muerto, atenuacion, dispersién,

coincidencias aleatorias, sensibilidad y decaimiento.

Para el analisis de imagen PET, las regiones circulares de interés (ROIl) que
abarcaban la pared del vaso se dibujaron manualmente en las imagenes de TC axial
correspondientes que cubrian el tramo de 8 cm de la aorta abdominal y se centraron en
la arteria renal derecha utilizando OsiriX Imaging Software (Pixmeo, Suiza). Los ROI se
cuantificaron utilizando los valores estandarizados de captacién (SUV). Se obtuvo el SUV

maximo en cada ROI. Después se realizé el promedio de toda la arteria (meanSUVmax)
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para cada animal. Ademas, utilizando las imagenes de tomografias computarizadas, se
realizé una cuantificacion de calcio midiendo el volumen de ROl con valores de
Hounsfield Unit mayores de 65. Este resultado se expresd como volumen de calcio

(mm?3) por animal.

4.3.3 Tomografia de coherencia optica

Inmediatamente después del sacrificio de los animales, la aorta toracica se
canuld con dos catéteres de 16-Gauge. A continuacién, a través de uno de los accesos,
se insertd un catéter de adquisicién de imagenes OCT (Dragonfly ™ OPTIS ™, St. Jude
Medical, Minnesota, EEUU) hasta la aorta abdominal. Puesto que la sangre dispersa la
luz y es fuente de artefactos, a través del acceso restante se administrd una infusién
continua de solucidn salina, desplazando asi la sangre intravascular. Llegados a este
punto, la aorta se escaned con OCT mediante secuencias de retirada automatica. De
cada aorta, después de localizar la arteria renal derecha como punto medio, se
analizaron 80 cortes axiales secuenciales, con una separacién de 1 mm. Los cuadrantes
de la aorta se clasificaron como pared normal, placa fibrosa o placa lipidica. Se midié el
area luminal y el espesor de la capa fibrosa minima para cada corte. Los resultados se
expresaron como proporciéon de placa lipidica, promedio del drea luminal y promedio

del espesor de la capa fibrosa minima.

4.3.4 Histologia e inmunotincion:

Después de la sesién de imagenes OCT, la aorta se perfundid con solucidn salina
tamponada con fosfato, se retird suavemente y se fijé en formalina tamponada al 10%.

El tramo de 8 cm que se estudid fue cortado en segmentos de 4 mm, marcado para
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orientacién e impregnado en parafina. Se obtuvieron secciones en serie de 4 um de
grosor que fueron tefiidas con hematoxilina-eosina. Los macréfagos se identificaron en
cortes adyacentes usando un anticuerpo monoclonal de ratén dirigido contra RAM-11,
un marcador del citoplasma de macréfagos de conejo (dilucién 1: 1000, Dako). Los
resultados se expresaron como porcentaje de la superficie total de pared del vaso
ocupada por macrdofagos por animal.
4.4 Analisis de laboratorio

En el momento de la aleatorizacidon y antes del sacrificio se extrajeron muestras
de sangre a partir de la vena marginal de la oreja de cada animal en ayunas y se
recogieron en tubos EDTA. Las muestras de sangre se centrifugaron (2000 x g durante
20 min a4°C)y el plasma se almacené en alicuotas a -80 ° C hasta el andlisis. Se evaluaron

los perfiles lipidicos.

4.5 Analisis estadistico

Cada resultado se presenta como mediana y rango intercuartilico (IQR). Las
comparaciones estadisticas se hicieron usando la prueba U de Mann-Whitney para datos
no apareados y la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon para datos apareados.
Los valores de probabilidad <0.05 se consideraron estadisticamente significativos. Los
intervalos de confianza fueron calculados con el estimador de Hodges-Lehmann. Las
distribuciones de los valores recogidos se muestran a través de los diagramas de cajas.
Todos los analisis estadisticos y los graficos se realizaron con SPSS 23.0 y GraphPad Prism

5, respectivamente.

El analisis inicial se realizd incluyendo la muestra total de cada grupo.

Sucesivamente, se realizé un andlisis de subgrupo dirigido a los conejos con el valor de
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colesterol total pre-aleatorizacién superior al percentil 50 de cada grupo. Este analisis,
no pre-especificado en la planificacién inicial de nuestro estudio, fue incorporado a la
luz de una reciente publicacidon preliminar que sefialé que el efecto de la colchicina en
el modelo de aterosclerosis en conejo podria ser mas marcado en los sujetos con mayor

dislipidemia [63].
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5. RESULTADOS



5.1 Caracteristicas animales y perfil lipidico:

La dieta aterogénica produjo dislipidemia grave en ambos grupos. A lo largo del
estudio no hubo diferencias significativas entre los dos grupos en términos de colesterol

total, colesterol-LDL, colesterol-HDL y peso corporal (Tabla 3).

Placebo Colchicina
Mediana (IQR) Mediana (IQR) p

Colesterol total

Pre (mg/dl) 621 (433) 594 (254) 0.88

Post (mg/dl) 728 (405) 667 (450) 0.96
Colesterol LDL

Pre (mg/dl) 620 (371) 622 (225) 0.99

Post (mg/dl) 721(487) 662 (423) 0.80
Colesterol HDL

Pre (mg/dl) 186 (122) 236 (59) 0.65

Post (mg/dl) 153 (30) 187 (47) 0.13
Peso corporal

Pre (Kg) 3.6(0.7) 3.6 (0.5) 0.65

Post (kg) 3.5(0.6) 3.8 (0.4) 0.13

Tabla 3. Perfil lipidico y peso corporal. 1QR, rango interquartil; Pre, previo a la
aleatorizacion; Post, al final del protocolo.

Dos conejos murieron en la fase de pre-aleatorizacién por complicaciones
vasculares secundarias al procedimiento de denudacion arterial, mientras que un conejo
de cada grupo murio en la fase posterior a la aleatorizacidn sin haber sido posible definir
la causa. La tasa de mortalidad hallada en nuestro estudio es similar a la descrita

previamente para este modelo [143].

5.2 Caracteristicas de la enfermedad aterosclerdtica:

Se presentan inicialmente los resultados del andlisis estadistico incluyendo toda
la poblacién del estudio (8 conejos en cada grupo) y, finalmente, se presentan los
resultados del analisis aplicado al subgrupo de conejos con los niveles de colesterol total

mas altos (4 conejos en cada grupo).
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5.2.1 Analisis de la carga

de placa:

Durante la fase de tratamiento, el indice de pared normalizado de la aorta

abdominal y el volumen de calcio aumentaron significativamente en ambos grupos.

Entre los dos grupos, no se observaron diferencias en la progresidn de la placa ni en el

incremento relativo del indice de pared normalizado medido por RM [+12.0% (IQR

10.0%) en el grupo colchicina frente a +14.4% (IQR 10.1%) en el placebo p=0.33], ni en

el aumento absoluto del volumen de calcio medido por TC [12.08 mm3 (IQR 13.94 mm3)

en el grupo colchicina frente a 10.63 mm3 (IQR 32.19 mm?3) en el placebo p=0.96].

Tampoco se observaron diferencias entre los dos grupos comparando los demas valores

en el momento de la aleatorizacidn y al final del protocolo (Ver Tabla 4 y Figura 6).

Placebo Colchicina Colchicina vs Placebo
Mediana Mediana Diferencia de la
(IQR) (IQR) medianas (1C95%) S

Tamaiio de la pared vascular en RM
Pre NWI 0.43 (0.05) 0.42 (0.05) -0.01(-0.05a0.03) | 0.57
Post NWI 0.50 (0.07) 0.48 (0.06) -0.02 (-0.08 a 0.06) | 0.28
Cambio absoluto 0.06 (0.04) 0.05 (0.04) -0.01 (-0.05a0.02) | 0.38
Cambio relativo, % 14.4 (10.1) 12.0 (10.0) -2.6(-11.2a4.2) 0.33
Volumen de calcio vascular en TC
Pre Volumen de calcio, mm?3 2.34 (5.63) 0.86 (3.61) 0.62 (-5.49 a1.59) 0.46
Post Volumen de calcio, mm3? | 10.38 (36.15) | 13.35(8.03) 1.85(-9.89a229.91) | 0.65
Cambio absoluto, mm3 10.63 (32.19) | 12.08 (13.94) | 1.97(-10.99 a 24.50) | 0.96

Tabla 4. Carga de placa. 1QR, rango interquartil; NWI, indice de pared normalizado; Pre,
previo a la aleatorizacién; Post, al final del protocolo; CI95%, 95% Intervalo de confianza.
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Figura 6. Carga de placa. A, Resonancia magnética. A la izquierda, la distribucién de los
valores de indice de pared normalizado y las comparaciones de los grupos se muestran
mediante diagramas de cajas. A la derecha, un ejemplo de imagenes spin-eco
ponderadas en T1 y T2 del mismo corte de aorta abdominal muestra la medicién de la
pared arterial. B, Cuantificacién de calcio por tomografia computarizada. A la izquierda,
la distribucion de los valores absolutos del volumen de calcio y las comparaciones entre
grupos se muestran mediante diagramas de cajas. A la derecha, vista coronal de la aorta
abdominal mostrando manchas de alta sefial a lo largo del vaso. La tincién histoldgica
confirmé la capacidad de detectar calcificaciones. La caja amarilla delimita los 8 cm de
aorta abdominal evaluados por el estudio. Pre, antes de la aleatorizacién; Post, al final
del protocolo.
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5.2.2 Analisis de la inflamacidn vascular:

BE-FDG disminuy6 en el grupo de colchicina, mientras que aumentd en el grupo
placebo, con una tendencia hacia la significacién [-10.9% (IQR 32.1%) en el grupo
colchicina frente a + 13.7% (IQR 48.6%) en el placebo; p = 0.13]. No se observaron
diferencias en el area de la pared adrtica ocupada por macrdéfagos marcados por
inmuno-tincion con RAM-11 [16.6% (IQR 19.2%) en el grupo de colchicina versus 24.0%

(IQR 31.1 %) en el placebo; P =0.77] (Ver Tabla 5 y Figura 7).

Placebo Colchicina Colchicina vs Placebo
Mediana Mediana Diferencia de la
(IQR) (IQR) medianas (1C95%) e
Captacién ®F-FDG en PET/CT
Pre meanSUVmax 0.72 (0.23) 0.79 (0.44) 0.04 (-0.14 2 0.34) 0.57
Post meanSUVmax 0.85(0.19) 0.72 (0.17) -0.09 (-0.21 2 0.05) 0.13
Cambio absoluto 0.07 (0.33) -0.02 (0.24) -0.13(-0.3820.09) | 0.20
Cambio relativo, % 13.7 (48.6) | -10.9(32.1) -16.3(-55.3a7.6) |0.13
Infiltracion de macréfagos en Histologia
RAM-11, % 24.0 (31.1) 16.6 (19.2) -3.0(-19.2 2 8.6) 0.72

Tabla 5. Inflamacidn vascular. 1QR, rango interquartil; meanSUVmax, promedio de la
captacidn mdaxima estandarizada; RAM-11, porcentaje del vaso marcada por la inmuno-
tincién con RAM-11; Pre, previo a la aleatorizacion; Post, al final del protocolo; CI95%,
95% Intervalo de confianza.
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PET/TC con 18F-FDG
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Figura 7. Inflamacion vascular. A, PET/TC con 8F-FDG. A la izquierda, la distribucién de
los valores de captacién de *¥F-FDG y la comparacién de grupos se muestran mediante
diagramas de cajas. A la derecha, tomografia combinada de PET/TC de la aorta
abdominal in vivo que ilustra la captacién de *¥F-FDG. Al lado, se muestra la vista axial
del corte indicado con una linea punteada en la vista coronal: arriba, la imagen de
PET/TC muestra una captacion aumentada de FDG en la aorta y, abajo, la
correspondiente imagen de resonancia magnética ponderada en T1 evidencia el
desarrollo de la lesidn aterosclerdtica con un aumento del espesor de pared del vaso. B,
Inmuno-tincion de macréfagos. La distribucion de los valores de porcentaje de la
superficie total de la pared vascular ocupada por macréfagos y la comparacién de los
grupos se muestran mediante diagramas de cajas. A la derecha, dos cortes axiales
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adyacentes tefiidos con anticuerpo RAM-11 y hematoxilina-eosina, respectivamente.

Pre, antes de la aleatorizacion; Post, al final del protocolo.

5.2.3 Tipologia de la placa:

El andlisis de las aortas por OCT no encontré diferencias en la tipologia de las placas

aterosclerdticas [94% (IQR 8%) de la aorta con placa lipidica en el grupo colchicina versus

93% (IQR 9%) en el grupo placebo, p=0.88) ], en el drea luminal minima [6.6 mm? (IQR

3.3 mm?) en el grupo colchicina versus 5.2 mm? (IQR 2.5 mm?) en el grupo placebo,

p=0.44)], ni en el espesor de la capa fibrosa minima [119.1 um (IQR 37.1 um) en el grupo

colchicina versus 113.0 um (IQR 24.5 um) en el grupo placebo, p=0.88)] (Ver Tabla 6 y

Figura 8).
Placebo Colchicina Colchicina vs Placebo
Mediana Mediana Diferencia  de la
(IQR) (IQR) medianas (1C95%) &
OCT
Proporcién de placa
o 0.93 (0.09) 0.94 (0.08) 0.00 (-0.07 2 0.07) 0.88
lipidica
Area luminal, mm? 5.2(2.5) 6.6 (3.3) 1,16 (-2.97 a 3.19) 0.44
Capa fibrosa minima, um | 113.0 (24.5) 119.1 (37.1) 1.24 (-1.41 a 24.20) 0.88

Tabla 6. Tipologia de placa por tomografia de coherencia dptica. IQR, rango interquartil;

Pre, previo a la aleatorizacién; Post, al final del protocolo; CI95%, 95% Intervalo de

confianza.
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Figura 8. Tipologia de placa por tomografia de coherencia dptica. A la izquierda, la
distribucién de los valores medios de proporcién de placa lipidica en cada grupo se
muestra mediante diagramas de cajas. Se presenta el resultado de la comparacién de
los grupos. A la derecha, un corte axial de la una placa lipidica.

5.2.4 Analisis de subgrupo en los conejos con los niveles de colesterol total
mas altos:

Los dos grupos no mostraron diferencias ni en el perfil lipidico ni en el peso
corporal durante el estudio. El analisis de la pared adrtica por RM evidencié diferencias
significativas en los valores de indice de pared normalizado al final del protocolo a favor
de colchicina [0.47 (IQR 0.03) en el grupo colchicina frente a 0.52 (IQR 0.04) en el
placebo p=0.029]. También se encontraron diferencias a favor de la colchicina en
términos de captacion de *¥FDG al final del estudio [0.72 (IQR 0.06) en el grupo colchicina
frente a 0.90 (IQR 0.09) en el placebo p=0.029]. Ademds, mientras el grupo colchicina

no evidencid diferencias en el analisis de ®FDG durante las diferentes fases del estudio,
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el grupo placebo si mostré un incremento de la captacion que rozé la significacidon

estadistica (Ver Figura 9). No hubo otras diferencias en las demas variables del estudio.

Analisis de subgrupo: carga de placa e inflamacion vascular en los conejos
con peor perfil lipidico

[}
-]
©
M
® %
£ ©
5 £
[=]
= 3
o

w0
g c
] a
a )
[
3 £
o
L
o
£

r T T
Pre Post Pre Post Pre Post Pre Post

Pared adrtica por RM Captacién de '®F-FDG por PET/TC

Figura 9. Andlisis de subgrupo: carga de placa e inflamacion vascular en los conejos con
niveles de colesterol total mds altos. A la izquierda, se muestra mediante diagramas de
caja la distribucion de los valores de indice de pared normalizado de cada grupo en las
diferentes fases del estudio. A la derecha, se muestra mediante diagramas de cajas la
distribucion de los valores de captacién de 8F-FDG de cada grupo en las diferentes fases
del estudio. Se presentan las significaciones estadisticas de las comparaciones entre los

grupos.
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6. DISCUSION



En pacientes con enfermedad arterial coronaria estable, la colchicina ha
mostrado efectos prometedores en la prevencién secundaria de eventos coronarios
isquémicos [43]. Sin embargo, los mecanismos por los cuales este farmaco podria
modular el proceso aterosclerético in vivo son desconocidos. Al dia de hoy, éste es el
primer estudio que evalla la progresion de la aterosclerosis bajo tratamiento con
colchicina en un modelo animal de placa vulnerable y mediante una combinacion de

imagen multimodal in vivo que incluye RM, *¥F-FDG PET/TC, OCT e inmunohistologia.

6.1 De placa vulnerable a vulnerabilidad del arbol coronario:

El término "placa vulnerable" se utiliza para definir a aquellas placas susceptibles
de generar complicaciones trombéticas. Clasicamente, las caracteristicas morfoldgicas
comunes propuestas para la placa vulnerable son: un gran nucleo rico en lipidos,
marcada infiltracion de macréfagos, una capa fibrosa fina, un remodelado expansivo y
un gran tamafio de placa [136, 144]. Sin embargo, a pesar de la capacidad para
identificar lesiones aterosclerdticas que exhiban estas caracteristicas vulnerables, el
estudio de imagen enfocado en la localizacion de placas individuales con caracteristicas
de vulnerabilidad no ha conseguido demostrar una utilidad clinica en la prevencién de
eventos isquémicos[145]. Este resultado negativo se debe al hecho de que la mayoria
de las placas vulnerables se rompen sin producir un sindrome clinico [146]. En este
sentido, varios estudios de imdagenes longitudinales han demostrado que la morfologia
de la placa cambia a lo largo de los meses, ganando o perdiendo caracteristicas de
vulnerabilidad [147]. De hecho, hasta el 75% de las placas con caracteristicas de
vulnerabilidad se transforman en placas fibrosas de espesor grueso dentro de un
intervalo de 12 meses, presumiblemente en relacién con un proceso de rotura subclinica

y sucesiva cicatrizacion [148].
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Publicaciones recientes sobre vulnerabilidad reiteran la importancia de ir mas
alla del concepto de placa vulnerable [149], puesto que la deteccidn de un estado de
vulnerabilidad en un paciente tiene mayor impacto que la deteccion de sitios
individuales de vulnerabilidad [147]. Evaluando el arbol arterial en su conjunto, los
predictores mas fuertes de eventos isquémicos resultan ser la carga total de la placay

la actividad inflamatoria a lo largo de todo el vaso.

6.2 Carga total de placa:

El indice de pared normalizado evaluado por resonancia magnética y el volumen
de calcio medido por TC son enfoques validados para la cuantificacion de la carga total

de placa aterosclerdtica [150, 151].

En el analisis general de nuestro estudio, ambas variables mostraron un aumento
significativo compatible con progresién de la enfermedad aterosclerdtica en los dos
grupos. Sin embargo, el analisis dirigido a la poblacién de conejos que desarrollé mayor
dislipidemia, detecté un menor indice de pared normalizado al final del estudio en el
grupo que recibié colchicina. Este resultado, favorable para el grupo colchicina, es
consistente con los resultados preliminares de un estudio presentado recientemente en
el Congreso Europeo de Cardiologia de 2015. En concreto, el pdster remarcéd que el
efecto beneficioso de colchicina sobre el remodelado vascular de conejos alimentado
con dieta aterogénica es mas marcado en los sujetos con el nivel de colesterol mas alto

[63].

Nuestro modelo de induccién de aterosclerosis se basa en la dieta aterogénicay
en la denudacién endotelial con baldn. El menor crecimiento de la pared del vaso tras

una lesion traumatica con baldn observado en nuestro estudio es consistente con los
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datos descritos previamente. En concreto, ya habia sido descrito que la colchicina
reduce la reestenosis en pacientes diabéticos con implante de stent convencionalesy la

hiperplasia endotelial en un modelo de angioplastia en perro.

Para evaluar la ausencia de diferencias en la calcificacion vascular detectada por
TC hay que tener en cuenta la limitacidn de esta técnica para diferenciar la calcificacion
secundaria a la progresién de la enfermedad de aquella secundaria a la estabilizacion de
la placa aterosclerdtica. De hecho, la utilidad del TC para monitorizar los cambios en el
riesgo cardiovascular en respuesta a un tratamiento farmacoldégico es discutible, puesto
que el tratamiento intensivo con estatinas, a pesar de reducir la progresién de la
enfermedad, incrementa la presencia de calcio coronario. Este incremento se debe al
efecto estabilizador del fdrmaco sobre la aterosclerosis, ya que aumenta la proporcién
fibrocalcica de las placas coronarias y por lo tanto reduce su riesgo de rotura [123]. Por
otra parte, el hecho de que el andlisis histoldgico haya coincidido con la deteccién de
calcio por TC, apoya el hecho de que la deteccién de calcio por TC en este modelo animal

es fiable.

6.3 Actividad inflamatoria:

La actividad inflamatoria dentro del vaso aterosclerdtico expresa una
enfermedad activa con mayor riesgo de complicaciones. Esta actividad se puede
demostrar in vivo por imagenes PET con ¥F-FDG y ex vivo por la infiltracién de
macrofagos [152]. Ademads, se ha evidenciado que la respuesta a los farmacos
cardiovasculares se puede evaluar en funcién los cambios de la captacién de '8F-FDG en

el seguimiento [153].
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Cabe destacar que ya en el andlisis general de nuestro estudio se observd una
tendencia divergente de la actividad inflamatoria estimada mediante captacién de 8F-
FDG. Estas diferencias se vuelven significativas cuando el andlisis estadistico se enfoca
a los conejos con mayor dislipidemia. En concreto, en este analisis de subgrupo se
aprecia un aumento de la captacién de ¥F-FDG en el grupo placebo y una estabilizacion
de la captacidon en el grupo colchicina, presentando los dos grupos diferencias
significativas al final del estudio. Por otra parte, la densidad histolégica de macréfagos
marcados mediante la tincion de RAM-11 mostré una minima diferencia
estadisticamente no relevante. Los estudios de ciencia basica sugieren que el efecto
antiinflamatorio de la colchicina se desarrolla mediante dos procesos: la inhibicion de la
infiltracién leucocitaria por un lado y la inhibicién de la activacion macrofagica por el
otro. La discrepancia observada en nuestro estudio entre la actividad inflamatoria y la
infiltracion de macrdéfagos podria explicarse por la limitacién del modelo animal. El
efecto traumdtico de la lesién con globo puede haber producido una marcada
infiltracion de macréfagos previa al tratamiento con colchicina. Esta hipdtesis se ve
reforzada por el hecho de que en un modelo de aterosclerosis en conejo basado en una
dieta rica en colesterol sin denudacidon endotelial si se documentaron diferencias
estadisticamente significativas a favor de colchicina, usando en dicho estudio la misma
tincidon contra RAM11 que la empleada en el nuestro. Ademas, la evaluacién de la
infiltracion de los macréfagos por histologia no permite evaluar el cambio entre el
momento de la aleatorizacidon y el final del protocolo, puesto que este dato se puede
recoger Unicamente al finalizar del estudio. En la aterosclerosis no traumdtica, como
ocurre en el ser humano, la colchicina podria tener un efecto sobre la permeabilidad

endotelial a los leucocitos mas relevante de lo documentado en nuestro estudio.
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6.4 Tipologia de placa:

La tomografia de coherencia éptica intravascular proporciona in situ imagenes
transversales de alta resolucion y permite la caracterizacidn de la placa in vivo [154]. Los
resultados de estudios anatomo-patolégicos en pacientes con infartos han propuesto
un espesor de capa fibrosa menor de 65 um como criterio de vulnerabilidad de la placa
aterosclerdtica. Sin embargo, este umbral puede ser mayor cuando se evalla in vivo la
placa, dado que la fijacién histoldgica implica un proceso de deshidratacién [155]. Por lo

tanto no debe extrafiar el espesor minimo detectado en nuestro experimento.

En nuestro estudio, no se observaron diferencias entre ambos grupos en cuanto
a la proporcidn de placas lipidicas, el drea luminal y el espesor minimo de capa fibrosa,
tampoco en el andlisis general ni en el analisis de subgrupo. Por otra parte, nuestros
resultados confirman que nuestro modelo animal es valido para el estudio de la
aterosclerosis coronaria, puesto que se detectd una alta prevalencia de placas lipidicas
con drea luminal y un espesor de capa fibrosa similar a las de la enfermedad coronaria
aterosclerdtica humana.

6.5 Efectos de colesterol sobre la eficacia de la colchicina:

Los efectos de la colchicina sobre la aterosclerosis en un modelo animal in vivo
han sido explorados en dos estudios: en el nuestro y en el de Merlet et al. Ambos
estudios, basados en el modelo animal de aterosclerosis en conejo, evidencian mayores
diferencias entre los grupos experimentales cuando se analizan los sujetos con los
niveles de colesterol total mas altos. Este fenédmeno podria explicarse por dos razones.
Por un lado, este hallazgo podria depender del hecho de que los conejos con la mayor
dislipemia desarrollan la aterosclerosis mas activa y, por lo tanto, representarian el

subgrupo donde se esperaria la mayor diferencia en caso de respuesta al tratamiento.
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Por otro, la mayor eficacia de la colchicina en este subgrupo podria deberse al hecho de

que en esta subpoblacidn la colchicina desempefiaria su mayor eficacia.

La acumulacion de colesterol en las placas aterosclerdticas puede dar lugar a
la formacion de cristales de colesterol que se pueden encontrar en todas las etapas de
la aterogénesis [156]. Se ha demostrado que estos cristales pueden ser fagocitados por
macrofagos y que, en abundantes cantidades, inducen un dafio lisosémico que da lugar
a la activaciéon del inflamosoma NLRP3, con posterior activacién de la caspasa-1 y
secrecién de las citoquinas proinflamatorias de la familia IL-1B [157]. Aunque nuestro
estudio no haya analizado si los conejos con mayor nivel de colesterol son también los
que han desarrollado mayor cantidad de cristales de colesterol, podemos especular que,
a mayor nivel de colesterol total en sangre, mayor probabilidad de formacién de cristales
de colesterol en la placa aterosclerdtica y, consecuentemente, mayor activacién del
inflamosoma NLRP3. Previamente, ha sido demostrado que la colchicina reduce el
ensamblaje de inflamosoma NLRP3 y la produccién IL-1B inducida por cristales de
colesterol. Por lo tanto, las diferencias observadas entre los dos grupos podrian ser
secundarias a la eficacia de la colchicina al inhibir la activacion inflamatoria inducida por
los cristales de colesterol. Esto concordaria con la menor captacién de 8F-FDG

observada en el grupo tratado.

6.6 Limitaciones

A parte de las ya descritas, nuestro estudio tiene otras limitaciones.
Actualmente, el tratamiento de la enfermedad coronaria sigue una estrategia
polifarmacolégica con un efecto sinérgico sobre la enfermedad. Sin embargo, nuestro

estudio se desarroll6é en un escenario monofarmacoldgico. Esto podria haber limitado el
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efecto de la colchicina en comparacién con lo que se ha observado en los ensayos
clinicos recientes. De hecho, entre los efectos beneficiosos de las estatinas se reconoce
su capacidad para limitar la formacion de cristales de colesterol [158]. La reduccién de
la formacidn de cristales de colesterol, junto con la capacidad de la colchicina de inhibir
la activacién del inflamosoma NLRP3, representaria un mecanismo sinérgico en el
control de la inflamacién dentro de la placa aterosclerdtica. Ademas, la combinacion con
el acido acetilsalicilico, que posee propiedades antiinflamatorias a parte de
antiagregantes, podria desempefiar un efecto sinérgico que tampoco ha sido explorado

en nuestro estudio.

Por otra parte, el numero reducido de sujetos en cada grupo puede haber
influido en la potencia del estudio. La tendencia divergente observada en la captacién
de F-FDG hubiera, tal vez, podido alcanzar la significacion estadistica en una muestra
de mayor tamafio. Sin embargo, cabe destacar que la muestra empleada y el tiempo de
desarrollo del estudio estan en linea con el promedio de sujetos empleados en otros

estudios.

Aunque se haya podido observar una estabilizacién de la actividad inflamatoria
en el subgrupo de conejos con el perfil de colesterol mas aterogénico, el disefio del
estudio no ha podido definir el mecanismo por el cual in vivo la colchicina puede

modular la respuesta inflamatoria vascular.

El analisis de subgrupo no fue pre-especificado en el momento del disefo del
estudio. Esto se debe al hecho de que durante la realizaciéon del estudio fueron

publicados resultados in vivo que demostraban una mayor eficacia de la colchicina en
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los sujetos con mayor dislipidemia. Puesto que estos resultados fueron obtenidos en un

modelo similar al nuestro, finalmente se decidid incluir este subandlisis en el estudio.

6.7 Préximas investigaciones sobre el papel de la colchicina como modulador

de la aterosclerosis:

El estudio de los efectos de la colchicina sobre la placa aterosclerdtica
tiene un largo recorrido y los resultados de nuestro estudio son consistentes con el
conocimiento previo. De cara a conseguir un resultado clinico definitivo, esta
actualmente en fase de reclutamiento el estudio LoDoCo 2, un estudio multicéntrico
doble ciego y controlado con placebo en pacientes con cardiopatia isquémica crénica.
Se deberia incluir un andlisis de subgrupo estratificado segun los niveles de colesterol

total.

Futuros estudios en modelos animales deberian explorar el posible papel de la
colchicina en la limitacién del desarrollo de cristales de colesterol, asi como el posible
efecto sinérgico de la colchicina en combinacién con otros fdrmacos de uso comun en el

manejo del paciente con cardiopatia isquémica.
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7. CONCLUSIONES



En respuesta a los objetivos propuestos para evaluar los efectos de la colchicina

sobre la placa aterosclerética, las conclusiones de esta tesis son:

1.

la colchicina podria desempefiar in vivo un efecto modulador sobre la carga
aterosclerdtica. Sin embargo, en nuestro estudio este efecto se hace evidente
solo en concomitancia con los niveles de colesterol total mas altos. La colchicina

no influye sobre de la calcificacion del vaso.

la colchicina podria desempefiar in vivo un efecto estabilizador sobre la actividad
inflamatoria vascular. En concreto, nuestros resultados sugieren una menor
activacion de los macréfagos sin reducir su reclutamiento parietal. Este efecto
parece depender del perfil lipidico subyacente, resultando mdas marcado en

concomitancia con los niveles de colesterol total mas altos.

la colchicina no influye en la evolucidn de la enfermedad aterosclerdtica hacia

placas fibrosas ni en el espesor de la capa fibrosa minima.
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