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RESUMEN

La inflamacion en la placa aterosclerdtica se considera el principal factor de riesgo
asociado a la rotura y trombosis de placa. El enzima de conversion de la angiotensina
(ECA), responsable de la conversion de la angiotensina I en angiotensina II (Ang II), parece
jugar un papel muy importante en la patogenia de la aterosclerosis. En este sentido los
resultados aportados en esta tesis muestran que en un modelo de aterosclerosis acelerada en
conejo la Ang II puede ser responsable, al menos en parte, de la acumulacion de
macréfagos en las arterias dafiadas. Ademas el factor nuclear xB, implicado en la regulacion
de genes inflamatorios, muestra un aumento de su actividad tanto en la fase temprana del
modelo (7 dias) como en la mas avanzada (28 dias).' Asi mismo, la expresion de MCP-1 e
IL-8, quimioquinas implicadas en el reclutamiento celular, aparecen incrementada en
correlacion temporal con el infiltrado de macrofagos. E1 PDGF-B, factor mitogénico y
quimiotactico de CML, y el colageno I, que es asociado a la cons;istencia de las placas
ateroscleréticas, presentan un aumento de su expresion. La administracion de un inhibidor
de la ECA (quinapril) produce una disminuciéon de todos estos factores. Sin embargo, la
expresion del mRNA y de la proteina del colageno I no es afectada por el tratamiento.
Mediante estudios in vitro demostramos que la Ang II induce, en monocitos y en CML, la
expresion de MCP-1 y la activacion del factor nuclear que lo regula, el NF-xB. Nuestros
resultados sugieren que la Ang II puede ser considerada como un importante regulador de
dos fendmenos implicados en la formacidén de la placa de ateroma, la acumulacién de
macrofagos y la proliferacion de CML.

Por otro lado son muchos los estudios que demuestran que la hiperlipidemia es un
factor de riesgo asociado a la enfermedad cardiovascular. Los inhibidores de la HMG-CoA
reductasa, principal enzima implicada en la sintesis del colesterol, reducen la incidencia de
eventos isquémicos. En un modelo de aterosclerosis en conejo hemos mostrado que la
administraciéon de un inhibidor de la HMG-CoA reductasa (atorvastatina) desciende de
forma significativa el colesterol total, LDL y triglicéridos, y el tamafio de la lesion. También
se anula el infiltrado de macrofagos en la placa y se reduce la expresién de MCP-1. Ademas,
la activacion de NF-kB disminuye en el grupo de atorvastatina, tanto en macrofagos como
en CML. De igual forma mediante estudios in vitro mostramos que las LDL inducen la
expresion de MCP-1 y la activacion de NF-kB, en monocitos y CML.

Nuestros resultados pueden aportar una mejor comprension de los mecanismos
patogénicos implicados en la evolucién y desestabilizacion de la placa ateromatosa y
proporcionar una posible explicacion de la reduccion de eventos isquémicos agudos

encontrada en pacientes tratados con inhibidores de la ECA y de la HMG-CoA reductasa.



ABREVIATURAS

Relacion de abreviaturas que aparecen en el texto. En algunos casos se ha mantenido la

correspondiente abreviatura en inglés debido a su frecuente utilizacion en el lenguaje

cientifico.

Ang IT
AP-1
APES
Atv
BSA
CE
CML
DMEM
DNA
DTT
ECA
EDRF
EDTA
FGF
G3PDH
HCI
HDL
HEPES
HMG-CoA
ICAM-1
iECA
IFN-a
1gG
IL-1

Angiotensina 11

Activador de la proteina-1

3 ’-Aminopropiltrietoxilano

Atorvastatina

Albimina de suero bovino

Célula endotelial

Célula muscular lisa

Medio minimo de Eagle modificado por Dulbecco
Acido desoxirribonucleico

Ditiotreitol

Enzima de conversion de la angiotensina

Factor relante derivado del endotelio

Acido etilendiamino tetraacético

Factor de crecimiento de fibroblastos
Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa

Acido clorhidrico

Lipoproteina de alta densidad

Acido N-2-hidroxietilpiperazine-N’-2-etanosulfonico
3-hidroxi-3-metil-glutaril coenzima A

Molécula de adhesion intercelular-1

Inhibidor de la enzima de conversion de la angiotensina

~ Interferén-o

Inmunoglobulina G
Interleuquina 1

Interleuquina 8



LDL
LDLox
LPS
M-CSF
MCP-1
MOPS
mRNA
NBT
NF-xB
NO
PA-1
PBS
PCR
PDGF
PDTC
PG,
PMSF
SDS
SRA
SSC
STF
TAE
TBS
TF
TGF-B
TNF-a
t-PA
UTP
VCAM-1

ABREVIATURAS

Lipoproteina de baja densidad
Lipoproteina de baja densidad oxidada
Lipopolisacérido bacteriano

Factor estimulador de colonias de macrofagos
Proteina quimiotatica de monocitos-1
Acido 3-(N-morfolino} propano sulfénico
Acido ribonucleico mensajero

Nitroblue tetrazolium

Factor nuclear kB

Oxido nitrico

Inhibidor del activador del plasminogeno \
Tampon fosfatos salino

Reaccidn en cadena de la polimerasa
Factor de crecimiento derivado de plaquetas
Pirrolidin ditiocarbamato

Prostaglandina 1;

Fenilmetilsuffonil fluoruro

Dodecil sulfato sodico

Sistema renina angiotensina

Citrato sodico/ cloruro sddico

Suero de ternera fetal

Tris-acetato-EDTA

Tampon Tris salino

Factor tisular

Factor de crecimiento transformante
Factor de necrosis tumoral o

Activador tisular del plasminoégeno

Uridin trifosfato

Molécula de adhesion de células vasculares-1
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Introduccién 1

1.- PERSPECTIVA HISTORICA

La aterosclerosis es una condicion patologica que ocasiona trastornos tan
importantes como la cardiopatia isquémica, los accidentes cerebrovasculares y la
arteriopatia periférica. Todo esto constituye un problema no solo médico-cientifico, sino
social. En Espafia la tasa de mortalidad por enfermedad cardiovascular es de las mas bajas
del mundo occidental (Garcia-Gil et al., 1989), sin embargo, mas del 40% del total de los

fallecimientos son debidos a un proceso de origen cardiovascular,

Al contrario de lo que se pudiera creer, este no es un problema nuevo sino que
estudios paleopatologicos han venido a demostrar que esta enfermedad ya existia en
civilizaciones tan antiguas como la egipcia, como se ha podido comprobar en estudios

realizados en momias de faraones (Sandison, 1967).

Pero no fue hasta mediados de este siglo cuando se establecid que esta enfermedad
era la causa de la mitad de las muertes en Europa Occidental y Estados Unidos. Todavia no
se conoce bien su patogenia, aunque en los ultimos 15 afios ha aumentado
considerablemente nuestro conocimiento sobre sus mecanismos por dos razones: en primer
lugar, ha habido importantes avances en las técnicas de biologia celular, molecular e
inmunohistoquimica aplicadas al estudio de las células que componen la pared vascular
(musculo liso y endotelio);, en segundo lugar, ha progresado nuestro conocimiento de las

alteraciones del metabolismo de los lipidos que se asocian a este trastorno.



Introduccién 2

2.-CONCEPTO DE ATEROSCLEROSIS. Estructura de la pared arterial

La alteracién que subyace a este grupo de enfermedades es la afeccion del arbol
vascular, conocida como “arteriosclerosis”, caracterizada por un proceso generalizado,
relacionado muy directamente con la edad, y que se presenta con un aumento difuso del
grosor de las capas intima y media de las arterias, con pérdida de elasticidad de las mismas.
Cuando este proceso tiene lugar sélo como consecuencia del envejecimiento y la involucion

“del vaso, el fendomeno se conoce como “angiosclerosis”, y afecta, generalmente, a los
vasos de mayor calibre. Sin embargo, en alguna forma de arteriosclerosis, este proceso tiene
lugar de forma m4s notable, identificaindose una lesion tipica denominada placa de ateroma.
Por tanto, la “aterosclerosis” es una forma de arteriosclerosis definida por este tipo de
lesion y responsable, en tltimo lugar, del mayor numero de casos de morbilidad y

mortalidad cardiovascular.

En lineas generales, mas adelante se discutira en profundidad, podemos definir la
aterosclerosis como un proceso de origen multifactorial que cursa con la formacion de
engrosamientos focales de la intima arterial, compuestos por una acumulacion de lipidos,
células vy tejido fibroso que dan lugar a las anteriormente citadas placas de ateroma. Estas
resultan de una respuesta inflamatoria y fibroproliferativa exagerada a distintos tipos de
agresion al endotelio y al musculo liso de la pared vascular. Su formacion es un proceso
lento, a lo largo de afios, que afecta inicialmente a la capa intima arterial vy,

secundariamente, a capa media.

Las células que forman las lesiones ateromatosas son los macrofagos, las células
musculares lisas (CML) y los linfocitos T. Por el contrario, los neutréfilos, aunque son
capaces de destruir tejidos al secretar enzimas proteoliticas (Weiss, 1989), raramente se
encuentran en las placas intactas (Jonasson et al, 1986). Se les puede encontrar
ocasionalmente en placas fisuradas, probablemente como consecuencia de una infiltracion

desde el torrente sanguineo (van der Wall et al., 1994),
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Las arterias sanas estan formadas por tres capas (Fig. 1):

- Capa intima: es la mas interna, estd constituida por un monoestrato de células
endoteliales en contacto con la sangre, una membrana basal muy delgada y una capa de
colageno, fibras elasticas, CML y algunos fibroblastos. La intima actha como barrera
semipermeable para el paso de diversos componentes plasmaticos, como lipidos y células;
ademas, produce una gran variedad de moléculas con propiedades antitromboticas y

vasotonicas.

- Capa media : esta formada por CML y elementos de tejido conectivo (colageno y
fibras elasticas) permite las variaciones en el diametro de la luz arterial y esta separada de la

intima y de la adventicia por las laminas elastica interna y externa respectivamente.

- Capa adventicia : formada por tejido fibroblastico alberga los vasa vasorum y

vasa nervorum e interviene en la nutricion de la capa media.

—_—
adventicia \?@ — — - &
o T }—\Q-

Abreviaturas: CE, célula endotelial; CML, célula muscular lisa; LEE, 1dmina elastica externa;
LEI ldmina eldstica interna; MB, membrana basal.

Figura 1. Esquema de las diferentes capas de una arteria sana.
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3.- PATOGENIA DE LA ATEROSCLEROSIS

Desde el siglo pasado se han postulado distintas hipétesis sobre el origen de la
aterosclerosis. La hipdtesis de la incrustacion, defendida por von Rokitansky {von
Rokitansky, 1844) y mas tarde ampliada por Duguid, proponia que el engrosamiento intimal

" era el resultado de depésitos de fibrina y otras sustancias sanguineas que conducian a una

organizacion de fibroblastos y a una deposicion lipidica secundaria (Duguid, 1946).

En cambio la hipdtesis lipidica, propuesta por Virchow, consideraba que la
hiperplasia intimal observada era debida a un disbalance entre los mecanismos de deposicion

lipidica y aquellos que producian una eliminacion de estos depésitos (Virchow, 1856).

Actualmente la hipétesis mas aceptada es la formulada por Russel Ross (Revision
Ross et al, 1996), la llamada hipdtesis de la respuesta a la agresion, donde se propone que
diversos factores de distinta naturaleza, mecanicos, quimicos, biologicos, toxicos,
inmunoldgicos, etc..., pueden ser capaces de provocar una lesion en el endotelio vascular.
Dicha lesion no tiene por qué ser organica ni producir una denudacion o rotura de la capa
endotelial sino que basta que sea funcional (disfuncién endotelial) para que se genere una
respuesta especializada en la que se ven implicados tanto monocitos como linfocitos T. El
dafio continuado sobre el endotelio conduce a que se prolongue la respuesta reparadora, lo
que conduce a un proceso inflamatorio cronico que contribuye a la formacion de la placa

aterosclerotica.

La hipotesis caracteriza tres estadios en el desarrollo de la lesion :

(A) macrofagos ricos en lipidos y linfocitos T se acumulan para formar la estria
grasa, (B) posteriormente ésta puede progresar a una lesion fibroadiposa con el acamulo
de macréfagos y CML que migran desde la capa media y (C) finalmente se forma la placa
fibrosa, compuesta de tejido conectivo sobre un niicleo lipidico y de células necréticas. Las
placas fibrosas pueden sufrir una rotura que ponga en contacto el nucleo lipidico, altamente
trombogénico, con el torrente circulatorio, dando asi lugar a la formacién de un trombo que

impida el flujo sanguineo.

-
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De acuerdo con la clasificacion de Fuster (Jang et al., 1993), el dafio arterial se
puede clasificar en tres tipos de lesiones: la lesion tipo 1 donde hay dafio funcional pero no
morfoldgico, la lesion tipo II donde existe una denudacion del endotelio con dafio intimal,
pero la l4mina elastica interna se mantiene intacta, mientras que en la lesion tipo III estaria

afectada la intima y la capa media.

3.1.- ;QUE INICIA LA DISFUNCION ENDOTELIAL ?

Los factores que desencadenan el dafio endotelial son desconocidos, siendo
potenciales candidatos los llamados factores de riesgo coronario: las dislipemias, la
hipertension, el tabaco y la diabetes. En particular, numerosos datos genéticos, clinicos,
experimentales y epidemiologicos resaltan el papel que juegan los lipidos en este aspecto.
Ademas, en determinadas circunstancias, se piensa que las infecciones virales, ¢l dafio
inmune o los niveles elevados de homocisteina también contribuyen al dafio endotelial

(Wilson, 1994).

La lesion aterosclerdtica se caracteriza por su topografia focal, ya que existen
determinadas zonas propensas a que se desarrolle la lesion como las ramificaciones y las
curvaturas del arbol vascular, en las que se producen turbulencias del flujo sanguineo
(Asakura et al., 1990) y una menor fuerza de cizalla sobre la pared del vaso. En
consecuencia, el endotelio expresa un fenotipo diferente y sus células no estan alineadas
como en el resto del vaso, sino dispuestas sin una orientacion definida, existiendo ademas
un aumento del recambio celular y una disminucion de las uniones intercelulares. Esto
conduce a un aumento de la permeabilidad al paso de sustancias desde la sangre al interior

de la pared vascular.

Habitualmente las lipoproteinas de baja densidad (LDL) entran a través de las
uniones intercelulares de la pared arterial y se acumulan en el espacio subendotelial en
cantidades que son reguladas por el endotelio y probablemente por la lamina elastica interna
(Penn et al, 1993). Una elevacion de los niveles plasmaticos de LDL conduciria a su
acumulacion en determinados lugares favorecida por los factores hemodinamicos (Tsao et

al, 1996) y mecanicos arriba mencionados (Figura 2).
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Debido a la tendencia de las LDL a unirse a proteoglicanos (glicoproteinas
componentes de la matriz extracelular), se incrementaria el tiempo de residencia de estas
moléculas en el espacio subendotelial (Tozer et al., 1997) y aumentaria la probabilidad de
una oxidacioén oportunista, quizas por una produccion de radicales libres del endotelio
adyacente, por CML y/o macrofagos aislados (Morel et al, 1984) produciéndose las
llamadas LDL oxidadas (LDLox).

/ Induccion de MCP-1y

%o moléculas de adhesién
LX) /

00 0 o
0® '0 LEE
LDLox

Retencion de LDL
por la matriz

Figura 2. Esquema hipotético de la formacidn de la estria grasa. Las LDL penetran en la intima
y se van acumulando. En este proceso influye el recambio de células endoteliales, la concentracion
plasmatica de las lipoproteinas y el tamafio de la intima. Al quedar retenidas las LDL por la matriz
extracelular se incrementa su tiempo de residencia en la intima con lo que aumenta la probabilidad
de una oxidacién oportunista. La oxidacion puede ser debida a radicales libres de oxigeno
producidos por el endotelio, macréfagos y CML aisladas. CE: célula endotelial; CML: cél. muscular
lisa; LDL: lipoproteina de baja densidad; LDLox: LDL oxidada, LEE: lamina elastica extema;
MCP-1: proteina quimiotactica de monocitos; VCAM-1: molécula de adhesién celular vascular-1.
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Las LDLox pueden dafiar o activar el endotelio (Rangaswamy et al., 1997),
incrementando el recambic de estas células y permitiendo la entrada de mas macromoléculas
plasmaticas. Estas lipoproteinas modificadas también estimulan la expresion de moléculas de
adhesién (van der Wal et al,, 1952) y la secregién de factores quimiotacticos, como la
proteina quimiotactica para monocitos (MCP-1) por las células endoteliales y CML
(Cushing et al., 1990), incrementando la adhesién y migracion de los monocitos y linfocitos
T circulantes, ademas de fomentar la migracion de CML hacia la intima (Chatterjee et al,

1992).

La transmigracién subendotelial de monocitos, debido a un gradiente de factores
guimiotéacticos, conduce al acimulo de éstos en la intima, donde son expuestos a diversos
factores secretados por las propias células endoteliales (CE) y por las CML, que producen

su activacion y diferenciacion a macrofagos (Figura 3).

Las LDL modificadas son reconocidas por unos receptores denominados receptores
basurero o “scavengers” (Steinberg, 1997) que se encuentran en macrofagos (Brown et al,,
1983; Acton et al., 1994) y en CML (Li et al, l995j. Este receptor, a diferencia del '
receptor LDL, no esta reguiado por el contenido de colesterol intracelular, por lo que los
macrofagos y las CMLs se van cargando de lipidos formando las denominadas “células
espumosas” (Mitchinson , 1994). La acumulacion de estas células conduce al primer estadio

de la aterosclerosis, la estria grasa.

3.2.- PROGRESION DE LA LESION

Tras la formacion de la estria grasa, la acumulacion continuada de lipidos y los
productos liberados por los macrofagos, como el TNF-a (Dixit et al, 1990), IL-1P
(Dinarello, 1996), IL-8 (Apostolopoulos et al, 1996) y radicales libres de oxigeno,
conducen a un mayor dafio endotelial acompafiado de citolisis. Por otro lado, las plaquetas
junto con monocitos y CE, liberan factores mitogénicos como el PDGF (Billett et al., 1996),
que estimulan la migracion, proliferacién y sintesis de matriz extracelular por parte de las

CML. Todo ello da lugar a que la lesion progrese hacia una placa madura (Figura 3).
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Cépsula fibrosa

Monaocitos

_.\\
Célula espumosa
Diferenciacion a

[
Q9 ® .
® o Macrofago y
e 0 ® y
0 [ X}
LDLox [ ]
> -
Receptor basurero ‘ 4

Figura 3. Esquema de la progresion de la lesién hacia una placa madura. Las LDLox pueden
dafiar la LEE vy el endotelio permitiendo la entrada de mas macromoléculas plasmaticas. Las LDLox
pueden también facilitar la invasion de monocitos hacia la intima al inducir MCP-1 y moléculas de
adhesion superficial a las que se unen los monocitos. Estos se diferencian a macrofagos que toman
las LDLox mediante el receptor basurero. Este a diferencia del receptor LDL, no esta regulado por el
contenido de colesterol intracelular, por lo que estos macrofagos y las CMLs se van cargando de
lipidos formando las denominadas “células espumosas”. Todos estos eventos conducen al cambio de
fenotipo de las CML que proliferan y migran hacia la intima. Las CML se acumulan y producen
colageno originando la formacion de la capsula fibrosa.

La continua ingesta de LDLox por las células espumosas, por medio de los
receptores basurero, provoca finalmente su rotura, con la consiguiente liberacion de su
contenido lipidico al medio extracelular. De esta manera se va formando un nicleo lipidico
avascular e hipocelular, que es cubierto por una matriz extracelular rica en colageno y

elastina y por CML denominada cdpsula fibrosa (figura 4).
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Segun Peter Libby, la capsula fibrosa debe ser considerada como una estructura
dinamica donde hay un equilibrio entre la sintesis de colageno por las CML y su

degradacion (Libby, 1995).

DEGRADACION

CAPSULA
FIBROSA

NUCLEO
LIPIDICO

IFN-Y TNF-a
— ? M-CSF
@® MCP-1

Linfocito-T Macrofago (Cél.espumosa)

Figura 4. Metabolismo del coldgeno en la cdpsula fibrosa. Las CML sintetizan las proteinas de
la matriz extracelular, como el colageno, a partir de aminoacidos. En una placa inestable, el
interferon-y (IFN-y) producido por células T activadas puede inhibir la sintesis de colageno,
interfiriendo en el equilibrio existente entre sintesis y degradacion de éste en la capsula fibrosa. Los
macrofagos activados secretan proteinasas que rompen el colageno en péptidos y eventualmente en
aminoacidos. Esta degradacién de la matriz extracelular puede debilitar la capsula fibrosa
haciéndola mas supceptible a la rotura y a la precipitacion del sindrome coronario agudo. El IFN-y
secretado por los linfocitos T puede a su vez activar a los macrofagos. En las placas también hay
otros activadores de macrofagos entre los que podemos destacar el TNF-a, M-CSF y el MCP-1.

La pérdida de CML, posiblemente por muerte apoptética (Geng et al., 1995), y la
liberacion de factores como el IFN-y (Hasson et al., 1989) conducen a una reduccion de la

sintesis de colageno. Asi mismo, los macrofagos liberan metaloproteinasas capaces de
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degradar el colageno que forma la cépsula. En conjunto se produce un disbalance entre
sintesis y degradacién de coldgeno que lleva al debilitamiento de la placa haciéndola mas

propensa a la rotura.

3.3.- ROTURA DE LA PLACA

La presencia de un proceso inmuno-inflamatorio en la placa aterosclerdtica es
considerado un mecanismo decisivo que conduce a su desestabilizacion, rotura y la
subsecuente formaciéon de un trombo, que es la base de las consecuencias clinicas mas
severas de la aterosclerosis (Figura 5). En este sentido los estudios post-mortem sobre la
composicion de la placa han demostrado que placas que producen una estenosis pequefia o
moderada pero blandas y ricas en lipidos, son mas propensas a romperse que aquellas que
son mas grandes pero que poseen una capsula fibrosa mas dura y gruesa (Revisado en Falk

et al., 1996).

La mayoria de las trombosis de las lesiones ateroscleroticas van precedidas de una
fisura en la placa que pone en contacto el nucleo lipidico, rico en factor tisular, con la
sangre (Toschi et al, 1997; Fermnandez-Ortiz et al., 1994). Ademas, se ha demostrado la
presencia de macréfagos y CML activadas en la proximidad de las zonas de fisura en placas
de pacientes muertos por infarto agudo de miocardio (van der Wal et al., 1994). Por tanto,

la reaccion inflamatoria parece jugar un importante papel en la rotura de la placa.

Igualmente, se ha encontrado una mayor incidencia de infiltracion de macréfagos en
las muestras de aterectomia de pacientes con sindromes isquémicos agudos que en las

procedentes de pacientes con angina estable (Moreno et al., 1994).

Estas células, como se ha mencionado anteriormente, son capaces de liberar enzimas
proteoliticos que podrian degradar la cipsula de la lesidn aterosclerotica, debilitandola y
facilitando su rotura. De hecho, diversos grupos han encontrado aumentada la expresion de

estos enzimas en la placa (Matrisian et al., 1992; Galis et al., 1994).
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La presencia de macrofagos en la capsula es debida a la liberacion de sustancias
quimiotacticas por las células residentes e infiltrantes. Entre éstas se halla el MCP-1, cuya
presencia ya ha sido demostrada en lesiones ateroscleroticas humanas, fundamentalmente en
las areas infiltradas por macrofagos (Nelken et al., 1991; Yla-Herttuala et al., 1991).
Estudios recientes muestran que se encuentra mas frecuentemente en las muestras de
aterectomia procedentes de placas inestables, pacientes con sindrome coronario agudo, que

en las de pacientes con angina estable (Weber KJ et al., 1995).

Figura 5. Esquema de una lesion avanzada con rotura de la placa y trombo.

La acumulacion de células espumosas y la formacion de un nucleo lipidico origina una placa blanda.
Los macrofagos liberan metaloproteinasas que degradan las fibras de colageno y elastina (en
naranja) que dan consistencia a la capsula fibrosa, debilitandola y favoreciendo asi su rotura. El
contacto de la sangre circulante con el nucleo lipidico, rico en sustancias procoagulantes, provoca la
formacion de un trombo.
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4.- INTERACCIONES CELULARES EN LA ATEROGENESIS

4.1.- EL ENDOTELIO

El endotelio es un regulador importante de la homeostasia vascular (Dicorleto et al.,
1993). El normal funcionamiento de las células endoteliales (CE) que recubren las paredes
de los vasos sanguineos ayuda a mantener una circulacién fluida, produce factores
antitrombéticos y fibrinoliticos, media €l tono vascular con la produccién de sustancias
vasoconstrictoras y vasorelajantes y modula el crecimiento de los vasos sanguineos. La
disfuncion de las células endoteliales provocada por estimulos fisiopatolégicos contribuye a

la iniciacién y progresion de la enfermedad vascular (Gimbrone, 1995).

4.1.1.-Funciones del endotelio

El endotelio vascular cumple una serie de funciones que mantienen una correcta
homeostasis (tabla I). La estructura morfolégica (Stary et al, 1992) y la estratégica posicion
anatomica de las CE crea una barrera selectivamente permeable entre las CML vasculares y
componentes de la circulacién como plaquetas, monocitos, lipoproteinas y hormonas (Ross,

1993).

Dado que la superficie luminal deber ser no adhesiva para mantener la fluidez de la
circulacion, las CE producen y liberan factores antitromboéticos, anticoagulantes y
fibrinoliticos. Entre éstos cabé destacar las prostaciclinas (PGI;) y el NO, potentes
vasodilatadores e inhibidores de agregacion plaquetaria (Griendiing et al., 1996).

Cuando se produce la disfuncion endotelial, se disminuye la produccion de PG, y de
EDRF-NO, lo que hace a las CE mas trombogénicas que las de un endotelio sano. Como
resultado se incrementa la expresion de moléculas de adhesion (O'Brien et al., 1996, Jang et
al., 1994) fomentandose la acumulacién de macréfagos en la intima subendotelial (Steinberg
D, 1997; Richarson et al., 1994). Ademas, al secretarse citoquinas y factores de crecimiento

se potencia la migracion y proliferacion de las CML.
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Tabla 1. Caracteristicas de un endotelio en estado normal y dafiado

Funcion

Normal

Daiiado

Permeabilidad

Trombogenicidad

Tono vasomotor

Migracion y
proliferacién de
- CML

Inflamacién

Limita e! paso de grandes moléculas

Las plaquetas son repelidas por cargas
negativas de superficie y su agregacion
es inhibida por la produccién de PGI; y
EDRF-NO. Se promucve la trombolisis
al producirse tPA.

Produccién de factores vasodilatadores
como EDRF-NO y PGI.

Produccion de heparan sulfato y
EDRF-NO que inhiben la migracién
y proliferacién de las CML.

Los leucocitos no se adhieren
a la superficie endotelial.

Se incrementa el paso de grandes
moléculas (LDL...)hacia el subendotelio
Se promueve la actividad protrombética
mediante la secrecion de PA-1y TF.
Disminuye la produccién de PGI,,

tPA y EDRF-NO.

Se promueve Ia vasoconstriccién con
ET-1, ANG Il y prostaglandinas
vasoconstrictoras.

Aumento de la secrecion de PDGF y
ET-1 que inducen migracién y
proliferacién de CML.

Los leucocitos son reclutados en el lugar
donde se ha producido el dafio mediante

la expresién por el endotelio de moléculas
de adhesién.
Los linfocitos T son reclutados al expresar
las CE proteinas del complejo principal de
histocompatibilidad y moléculas de
adhesion.

Abreviaturas: ANG II. angiotensina II, CE: célula endotelial; CML: célula muscular lisa, ET-1:
endotelina-1; EDRF-NQ: factor relajante derivado del endotelio-6xido nitrico; PDGF: factor de crecimiento
derivado de plaquetas; PGl,: prostaglandina I, ; tPA: activador tisular del plasmindgeno; PA-I: inhibider del
activador del plasminégeno; TF: factor tisular.
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4.2.- LA CELULA MUSCULAR LISA

El tamafio, elasticidad e integridad de las arterias viene determinado por las células
de musculo liso (CML) de la capa media y por la matriz de tejido conectivo compuesto por
coldgeno, elastina y proteoglicanos, sintetizados y depositados por éstas. En las arterias
sanas, las CML son las principales componentes de la capa media, aunque también estan

presentes en la intima de algunos segmentos arteriales (Stary et al, 1992).

4,2.1.- Modulacién fenotipica de la CML

Fn la aterosclerosis, el principal evento ‘que conduce a la fibroproliferacion es la
modulacién del fenotipo de la CML en el area mas proximo a la intima. En respuesta a
diferentes estimulos las CML pueden presentar dos fenotipos distintos, el contractil (el
predominante) y el sintético (Owens, 1996). Cuando presentan el femotipo contractil,
responden a factores que inducen cambios vasomotores. Por el contrario, en el estado
sintético son capaces de expresar genes de factores de crecimiento y proteinas de matriz

extracelular (Ross, 1993). Este fenotipo es caracteristico de lIas lesiones aterosclerdticas.

La fibronectina es un conocido promotor del cambio de fenotipo conmtractil al
sintético, mientras que la laminina y los eicosanoides tienen el efecto contrario (Raines et

al, 1993).

4,2.2.- Migracion y proliferacion

La primera accién de las CML una vez que adquieren el fenotipo sintético es migrar
hacia la limina elastica interna en respuesta a factores quimiotacticos producidos por
macréfagos y células endoteliales, como el PDGF (Okazaki et al, 1992). Los distintos
factores estimulatorios e inhibitorios de la migracion, proliferacion o cambio fenotipo se

muestran en la tabla IE
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La proliferacion de las CML en las lesiones ateroscleréticas es episodica existiendo
periodos cortos de rapida proliferacién separados por otros ‘més largos de estado
quiescente. Estas observaciones son consistentes con la posibilidad de que el crecimiento de
las placas pueda ser episddico, particularmente en la lesion coronaria, donde el riesgo de

fisura y trombosis aumenta a medida que la placa progresa (Fuster et al., 1990).

4.2.3.- Acumulacién y oxidacién de lipidos

Tanto los macréfagos como las CML pueden acumular lipidos transformandose en
células espumosas en las lesiones ateroscleroticas (Ross, 1986). Aunque las CML vy los
macréfagos, son capaces de modificar las lipoproteinas mediante oxidacién y asi aumentar
su aterogenicidad (Steinberg et al., 1989), los receptores de las LDLox se encuentran

raramente asociados con areas ricas en CML.
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Tabla IL Factores estimulantes e inhibitorios de la migracion, proliferacion y fenotipo
de las células musculares lisas.

Factores Fuente  Proliferacion® Migracién® Fenotipo?*

(A) Factores de crecimiento y citoquinas

Factor de crecimiento epidérmico (EGF) P +

Factor de crecimiento basico de fibrobiastos (bFGF) CE, M, CML ++ 0
Factor de crecimiento epidérmico

que une heparina (HB-EGF) CE, M, CML ++ +
Factor de crecimiento de insulina (1GF-T) CE, M, P, CML + +
Interferén-y (IFN-y) M,T +
Interleuquina-1 (IL-1) CE,M,P,CML,T +
Interleuquina-6 (1L-6) CE, M, CML,T +

Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) CE. M, P, CML + +
Trombina Pl +

Factor de crecimiento transformante o (TGFa) M +

Factor de crecimiento transformante B (TGFp) CE,M,P,CML,T _+ +
Factor de necrosis tumoral-a (TNF-o) CE,M,CML, T +

(B) Agentes vasoactivos, prostaglandinas y leucotrienos

Angiotensina II (Ang II) CE, Pl, CML +9

Polipéptido natriurético atrial (ANP) MC -

Factor relajante derivado

del endotelio-Oxide Nitrico (EDRF-NO) CE, M, NP, CML -

Endotelina-1 (ET-1) CE,M, P, P +
Adrenalina/Noradrenalina HA +

Acido hidroxieicosatetraenoico-12 (HETE-12) P +

Leucotrieno By (LTB,) N +
Prostaciclina (PGL) CE, CML _
Prostaglandina E, (PGE,) CE, CML - S
Serotonina P +$

Sustancia P NP +

Vasopresina NP +9

(€C) Matriz extracelular

Fibronectina (FN) CE,M,P,Pl,CML + S
Heparina : CE, CML - -
Laminina CE, CML C
Osteonectina (SPARC) CE,CML, P -
Tenascina (TN) CML

Trombospondina ETSP) _ CE,CML, P +

Abreviaturas: CE, célula endotelial, CML, célula muscular lisa, HA, hormona adrenal; M,
monocito/macréfago; MC, miocito cardiaco, N, neutrofilo; NP, neuropéptido; P, plaquetas; Pl, plasma: T.
células T.

= + estimulatorio, —, inhibitorio; £, estimulatorio o inhibitorio, dependiendo de las condiciones.

t S, sintético; C, contractil.

{ estimulacién de hipertrofia celular, pero no de proliferacién.
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4.3.- MONOCITO/MACROFAGO

El fagocito mononuclear es un elemento muy importante en el mecanismo de
defensa, ya que puede secretar mediadores y enzimas, presentar antigenos y actuar como

célula basurero o “scavenger”.

Los macréfagos estan presentes en todos los estadios de la aterosclerosis y aunque
son capaces de producir sustancias que pueden estimular la progresion de la lesion, quizas el
papel alternativo de estas células en los primeros estadios de la enfermedad probablemente
sea el de respuesta de proteccion. Sin embargo, con una inflamacién crénica y un influjo de
monocitos continuado, esa respuesta protectora se convierte en parte en la responsable de la

progresion de la lesion.

4.3.1.- Adhesion y migracion

Uno de los fenémenos iniciales que se observan en el proceso aterogénico es la
adhesion de monocitos al endotelio vascular y posterior migracion a la intima (Rosenfeld et
al., 1987). Este proceso esta mediado por la expresion de moléculas de adhesion en las
células endoteliales, tales como la molécula de adhesion de celulas vasculares-1 (VCAM-1)

y la molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1) (Farugqi et al., 1993).

Entre los muchos estimulos que inducen la expresion de estas moléculas destacan la
reduccién del flujo sanguineo en determinadas regiones del arbol arterial (Tsao et al., 1996)
y un componente de las LDLox , la lisofosfatidilcolina (Kume et al., 1992). El aumento de
la adhesion de los monocitos a la pared del vaso también esta mediado por un incremento
de la expresion de ligandos de moléculas de adhesion en la superficte de los monocitos.
Estos ligandos pertenecen a la familia de las integrinas, como la integrina os3; {Smyth et al.,

1997; Hogg et al., 1993).
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La migracion de los monocitos bacia el espacio subendotelial ocurre en respuesta a
un gradiente de factores quimiotacticos como el MCP-1 (Nelken et al., 1991), TNF-o
(Tipping et al.,, 1993), IL-13 (Moyer et al., 1991) y M-CSF (Clinton et al., 1992; Rosenfel
et ak., 1992), que pueden ser producidos por CE, CML, y/o macréfagos ya residentes en la

intima.

4.3.2.- Activacion y diferenciacion

Una vez llegado a la intima, el monocito es expuesto a multitud de factores como
lipoproteinas modificadas, citoquinas, sustancias quimiotacticas y factores de crecimiento,
que pueden inducir su activacion y diferenciacion hacia macrofago (Raines et al., 1996). Los
macréfagos activados producen moléculas biologicamente activas como citoquinas, factores
de crecimiento y radicales libres (tabla IIT), que modulan la actividad de las células de su
alrededor (Adams et al, 1992). Algunos de estos productos secretados actian como
reclutadores de monocitos circulantes y de CML de la capa media, contribuyendo de esta
forma a la amplificacién de la inflamacion. Ademas, experimentalmente se ha podido
comprobar que los macréfagos son capaces de proliferar contribuyendo asi al crecimiento

de la lesion (Rosenfeld et al., 1990).

4.3.3.- Muerte macrofigica y formacion del nicleo necrético

La presencia del micleo necrético es caracteristica de la lesion aterosclerotica
avanzada (revisado en Falk et al, 1996). Generalmente es una region acelular rica en
lipidos, situada en la base de la placa, que contiene restos celulares y puede llegar a estar
calcificada. Se postula que su formacién es debida, entre otros factores, a las células
espumosas derivadas de macréfagos que quedan atrapadas en el interior de la lesion (Quinn
et al., 1988) y mueren por apoptdsis (Han et al, 1994), por hipoxia o por efectos
citotoxicos de lipidos oxidados o citoquinas producidas por otras células; al morir, los
macrofagos liberan al medio extracelular los lipidos almacenados y enzimas proteoliticos

que afectan a la estabilidad de la placa (Moreno et al., 1994).
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Tabla IV. Algunos factores expresados por monocitos/macréfagos en la aterosclerosis

Molémﬁ;—

“Posible papel_

Citoquinas
Interleuquina-1 (IL-1)

interleuquina-6 (IL-6)
Interleuquina-8 (1L-8)
Proteina quimiotictica
de monocitos-1 (MCP-1)
Factor estimulante de
colonias de monocitos

{(M-CSF)
Factor de necrosis
tumoral-o. {TNF-ot)

Enzimas e inhibidores

Colagenasa
Complemento C3b
Factor X1lIa

Gelatinasa

Lipoproteina lipasa
15-Lipoxigenasa
Inhibidor de la activacion
det plasmindgeno (PA-I)
Estromelisina

Inhibidores de
metaloproteinasas
(TIMP 1y 2)

Proteinas extracelulares
Osteopontina

Osteonectina
Trombospondina

Aumenta la expresién de moléculas de adhesién, induce proliferacion y
migracién de CML, modulacién inmune e induccidén de genes secundarios.
Activacion de la coagulacion e induccion de genes secundarios en las CML.
Reclutamiento de linfocitos y células endoteliales.
Reclutamiento de monocitos, activacion de las integrinas ;.

Reclutamiento, proliferacién y supervivencia de monocitos.

Aumenta la expresion de moléculas de adhesion endotehales,

quimiotactico de monocitos y proliferacién de CML.

Degradacion de matriz, migracion celular, expansién y rotura de la placa.
Protrombético y estimulacion de 1a toma de lipoproteinas.

Protrombético. )

Degradacion de matriz, migracién celular, expansion y rotura de ia placa.
Alteracion del metabolismo lipoproteico e hidrélisis de VLDL. '
Oxidacién de LDL y formacién de células espumosas.

Antifibrinolitico.

Degradaci6n del tejido conectivo, migracion celular, posible expansion y

rotura de la placa.

Prevencion de la degradacion de matriz.

Adhesion celular, migracién, neovascularizacion y calcificacion.
Migracion celular y neovascularizacion.
Migracién celular y neovascularizacion.

Sustancias reguladoras de la migracién y crecimiento de otras células

Factor de crecimiento
de fibroblastos acidico
{aFGF)

Factor de crecimiento

epidermal que une heparina

(HB-EGF)
PDGF
Endotelina-1

Quimiotactico de células endoteliales e inductor de proliferacién.

Quimiotactico de CML e inductor de proliferacion.

Quimiotactico de CML e inductor de proliferacién.
Vasoconstriceion.
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4,4.- LINFOCITOS T

Estudios inmunohistoguimicos han demostrado que aproximadamente el 25% de las
células de la capsula fibrosa son linfocitos T y muchos de éstos estan activados (O'Brien et
al., 1996; Hansson et al., 1989), por lo que se puede considerar que en el desarrollo de la
aterosclerosis también participa de alguna forma una respuesta inmune. Estos linfocitos T
pueden liberar factores tales como IL-1B ¢ IFN-y que pueden promover o retardar el
desarrollo de la lesién (Hansson, 1994; Kishikawa et al, 1993). Los antigenos que
provocan esta respuesta no se conocen bien todavia, pero como principales candidatos,
entre otros, destacan los constituyentes de las lipoproteinas modificadas, fragmentos de
Apo B y las llamadas proteinas de choque térmico (Frostegard et al., 1996; Kiessling et al.,
1991). De los distintos fenotipos de los linfocitos T, el predominante en los estadios
iniciales de la lesién es el CD8+ que responde a antigenos de la clase HLLA de clase 1

(Benditt et al., 1983).

Como se ha podido comprobar en algunos modelos experimentales (Richarson et al.,
1994), el reclutamiento de linfocitos T se produce como consecuencia de la expresion focal
en el endotelio de moléculas de adhesién como el VCAM-1 (Jang et al., 1994), a las que se
unen receptores de superficie denominados integrinas (CD11/CD18) que se expreéan en los
linfocitos. Estos entran en la intima siguiendo un gradiente de concentracion de agentes
quimiotacticos, como el MCP-1 o fragmentos peptidicos (C3a, C5a) producidos por la
activacion del complemento (Seifert et al, 1989). Una vez en la intima son activados por
macréfagos y ambos van a producir citoquinas que actian sobre las células endoteliales,
CML, macréfagos y células espumosas para regular la expresion de moléculas de adhesion,
quimiotaxis, actividad procoagulante, proliferacion, contractilidad y toma de colesterol,

incrementidndose de este modo el tamafio de la lesion.
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5.-. MATRIZ EXTRACELULAR VASCULAR

La matriz extracelular esti formada por una seric de componentes que no solo
mantienen la estructura de la pared del vaso, sino que también regulan eventos claves de su
fisiologia al interaccionar con las células vasculares, participando en la regulacion de la

adhesién, migracién y proliferacion durante el desarrollo vascular.

La composicién de la matriz extracelular estd controlada por una regulacion
coordinada y diferencial de la sintesis y reciclamiento de cada uno de sus componentes. Esta
" regulacion produce diferencias en la composicion de la matriz durante el desarrollo vascular
entre las distintas capas de la pared del vaso. El correcto balance de los componentes de
cada capa es esencial para el mantenimiento de la integridad de la pared vascular y para su
resistencia a roturas y hemorragias. Un disbalance entre la sintesis y degradacion de la

matriz extracelular conduce a que la lesion progrese.

Los principales componentes de la matriz extracelular se muestran en la tabla IV, de
ellos los mas importantes son los colagenos. De los 19 subtipos de colagenos genéticamente
distintos que se conocen, seis estan presentes en los vasos (I, III, IV, V, VI, VII)
(Rauterburg et al., 1993; Katsuda et al., 1992).

5.1- COLAGENOS

Los colagenos son componentes muy importantes de la lesion aterosclerética, no
solo porque representan su principal constituyente extracelular sino porque también juegan
un papel decisivo en la hemostasis y trombosis a través de la estimulacion de las plaquetas
(Bamnes, 1985). Su presencia en la capsula fibrosa es escncial ya que las capsulas delgadas y
con escaso contenido en colageno son mas propensas a la rotura (Loree et al., 1992). Esto
se ha visto en placas de aorta humana donde aquellas que han sufrido rotura tenian menos

colageno que las intactas (Burleigh et al., 1992).
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Van der Wal y colaboradores han observado que las placas coronarias mas fibrosas,
que son las mas resistentes a la rotura, tienen mas contenido en colageno y en CMLs,
mientras que las mas ricas en lipidos tienen una capsuia fina compuesta por una matriz laxa

y con infiltrados de macréfagos y células T (van der Wal et al., 1994).

Tabla V. Algunos de los componentes de la matriz extracelular vascular

Fibras de colageno Membrana basal
Colageno tipo 1 Colageno tipo IV
Colageno tipo III Colageno tipo VIII
Colageno tipo IV Laminina
Colageno tipo V Perlecano
Colageno tipo VI Proteoglicanos
Glicoproteinas Ac. hialurénico
Fibronectina Versicano
Trombospondina Decorina
Tenascina Biglicano
Osteopontina ) Lumicano
Fibras elasticas Perlecano
Elastina

Fibrilina

De los distintos tipos de colagenos, el coligeno I es el mayoritario, representando el
80-90% de los colagenos totales del vaso (Rekhter et al., 1993; Sakata et al,, 1993} Enla
enfermedad vascular, su expresion se produce principalmente en la capsula fibrosa y
regiones vascularizadas de placas primarias, presentando mucho menos colageno I el centro
de la placa donde el contenido lipidico es mayor. Este colageno no sélo participa en el
mantenimiento de la estructura de la placa sino que también interacciona con las CMLs

induciendo el cambio del fenotipo contractil al sintético (Barnes et al., 1985).
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6.- EL FACTOR NUCLEAR-xB EN LA PATOLOGIA VASCULAR

NF-kB es el nombre genérico de una familia de factores de transcripcién diméricos
(NF-xB/Rel), formados por monémeros que tienen una region de aproximadamente 300
aminodcidos denominada Rel, que se une a la secuencia especifica (xB) del DNA, presente

en el promotor de los genes que regula.

La forma clasica del NF-xB es un heterodimero (p50-p65) que se encuentra en
forma inactiva en el citoplasma formando complejo con su inhibidor IkB (Bauerle et al,
| 1996) (Figura 6). La activacion de NF-xB, por diversos factores como mediadores
inflamatorios (Thamos et al., 1995), virus, LDL minimamente modificadas (Berliner et al.,
1995) o fuerzas de cizalla (Khachigian et al., 1995), implica la disociacion del iKB, previa
fosforilacién y posterior degradacion (Sun et al., 1993), y la translocacién del heterodimero

al nicleo uniéndose a la secuencia especifica del DNA,

Este factor controla la transcripcion de multiples genes de proteinas relacionadas
con procesos inflamatorios, incluyendo genes de moléculas de adhesion (Collins et al,
1995), quimioquinas como MCP-1 e IL-8 (Ueda et al., 1994; Ferran et al., 1995) y el PDGF
(Khachigian et al., 1995). Por este motivo el NF-kB es un elemento clave en la respuesta
inflamatoria y representa una diana molecular interesante para el desarrollo de terapias anti-

inflamatorias.

Otro factor de transcripcién nuclear implicado en la aterosclerosis es la proteina
activadora-1 (AP-1) (Karin, 1995), formado por las proteinas cJun y cFos que dan lﬁgar a
homo o heterodimeros (Jun-Jun o Fos-Jun). El AP-1 esta implicado en la regulacion de
genes relacionados con el crecimiento (Angel et al., 1990) y con la expresion del colageno I,
principal proteina de matriz que se encuentra en las lesiones ateroscleréticas (Chung et al.,

1996).
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Senales

citoplasma

Transcripeidn de ganes

Figura 6. Esquema de la activacidn del factor nuclear-xB. El factor nuclear kB es un complejo
dimérico que se forma por la combinacion de los distintos miembros de la familia Rel, como es el
caso del p50 y p65, dicho complejo se encuentra inactivo en el citoplasma al estar unido a una
proteina inhibitoria denominada IxB. El NF-«xB puede ser activado por mriltiples estimulos
extracelulares que activan una serie de sefiales de transduccion que conducen a la fosforilacion del
IxB y a su posterior degradacion. Esto permite la translocacion del dimero al niicleo donde se une al
DNA, participando de este modo en la activacion de la transcripcion de diversos genes implicados en
la respuesta inflamatoria.
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7.- SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA VASCULAR

El sistema renina-angiotensina (SRA) desarrolla un importante papel en la
homeostasis circulatoria (Dzau et al., 1991). En el SRA sistémico, la renina segregada por
el rifion convierte en angiotensina 1 el angiotensinogeno segregado por el higado (figura 7).
Finalmente, la angiotensina I es convertida en angiotensina II (Ang II ) por ¢l enzima de
conversién de la angiotensina (ECA) presente principalmente en el endotelio vascular
pulmonar. Sin embargo, se ha demostrado que los componentes del SRA también son
sintetizados por las células de la pared vascular (Diet et al., 1996; Lindpainter et al., 1993).

Angiotensinégeno
@ &— Renina Productos inactivos

Angiotensma |
Bra\diqumma

ECA

Ngs L-Arginina ENDOT

P cmL
Antiproliferacidn
Figura 7. Esquema de los componentes del sistema renina-angiotensina.

Abreviaturas; ECA: enzima de conversion de la Angiotensina;, NOS: oxido nitrico sintasa; NO:
oxido nitrico; ENDOT: endotelio; CML: célula muscular lisa,

Solo existen dudas de que la renina sea sintetizada en la propia pared vascular o
simplemente sea captada del plasma. En todo caso, lo importante no es su procedencia sino
el hecho de que una vez en la pared vascular parece regularse de manera independiente a la

plasmatica (Dzau et al., 1994).
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La confirmacién a nivel experimental de que la concentracion de ECA tisular es la
que controla la produccién local de Ang IT (Rakugi et al., 1994; Schunkert et al., 1990)
demuestra que el SRA tisular es regulado independientemente del plasmatico. La ECA no
sblo produce Ang II, sino que también inactiva la ruta de las bradiquininas, que son potentes

factores vasodilatadores y antiproliferativos (Homig et al., 1997).

7.1.- ANGIOTENSINA II Y PATOGENIA VASCULAR .

La Ang II es un potente vasoconstrictor que actiia a través de diferentes subtipos de
receptores; existen al menos dos grandes grupos, denominados AT, y AT, que se
diferencian por su unién a antagonistas, susceptibilidad a agentes reductores y segundos
mensajeros. La mayoria de los efectos cardiovasculares de la Ang 1I estan mediados por el
receptor AT;, mientras que el papel de los receptores AT no estd muy claro (Reagan et al.,

1996).

La Ang II puede producir estrés oxidativo (Oskarsson et al., 1997) y elevar la
presion sanguinea alterando de este modo la estructura y funcién arterial. La hipertension
puede incrementar la permeabilidad de las CE (Wiener et al., 1969) y producir una serie de
cambios en dichas células que inducen aumento de la adherencia de leucocitos, acumulacion
de CML y macrofagos en el espacio subendotelial e incremento de la matriz extracelular

(Takasaki et al., 1990).

En los ultimos afios se viene considerando a la Ang II como una citoquina mas ya
que parece estar implicada en la proliferacion celular y en el acamulo de matriz extracelular
(Egido, 1996). Ademas, tiene un efecto directo sobre el desarrollo y migracion de las CML
al activar la expresion de factores de crecimiento como el PDGF, FGF y TGF-f3 (Itoh et al,,
1993; Gibbons et al, 1992). También hay evidencias que muestran que la Ang II es
quimiotactico de monocitos (Goetzel et al., 1980) y tiene la capacidad de estimular la
transformacion de monocitos a macrofagos en presencia de LDLox y estos a su vez en
presencia de estas lipoproteinas pueden provocar la expresion celular de ECA y
posiblemente la sintesis de Ang II (Dzau et al., 1996). Estos datos sugieren que el sistema

renina-angiotensina esta implicado en la formacion y progresion de la placa aterosclerdtica.
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7.2.- EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE LA ECA EN LA ATEROSCLEROSIS

Pocos firmacos han tenido un impacto tan marcado en la Cardiologia actual como
los inhibidores de la ECA (IECAs). Se trata de un grupo de firmacos que se usaron en un
principio como hipotensores y posteriormente han mostrado su eficacia en pacientes con
disfuncién sistélica ventricular izquierda (DSVI), como se ha podido comprobar en ensayos
clinicos como el CONSENSUS (The CONSENSUS Trial study group, 1987) y el SOLVD
(The SOLVD ivestigators, 1991) ya que disminuyen la mortalidad cuando se afiaden al
tratamiento convencional (Digoxina y diuréticos). De igual modo, si se administran tras un
 infarto de miocardio con DSV, previenen la dilatacién ventricular y reducen la mortalidad
(Pfeffer et al., 1992). En los tltimos afios ha comenzado a especularse con Ja posibilidad de
que, ademds, tengan accién antiaterogénica y puedan disminuir la incidencia de eventos
isquémicos agudos ya que en los estudios SAVE (Pfeffer et al.., 1992) y SOLVD, reducian
la incidencia | de angina inestable y de infarto de miocardio en un 15% y un 23%,

respectivamente.

7.2.1.- Efecto sobre la formacién y progresiéon de la placa

En el estudio TREND (Mancini et al., 1996), se ha visto que la administracién del
iECA quinapril durante seis meses normaliza la funcion endotelial en un 22% de los
pacientes que previamente presentaban disfuncion endotelial, esta a'ccién se debe
probablemente a una menor degradacién del NO, potente vasodilatador, por una reduccion

de la produccion de radicales superéxido o a un aumento de la sintesis de NO.

Por otra parte, se sabe que una vez producido el dafio endotelial, la Ang II al ser
quimiotactica puede estimular la migracion de neutrofilos y macréfagos hacia el interior del
vaso (Farber et al., 1990) y ademas estimula el crecimiento y proliferacion de CML, puesto
que induce una serie de proto-oncogenes (c-fos, c-myc), citoquinas y factores de
crecimiento como et PDGF (Lonn et al., 1994). Estos hechos hablan en favor de que los
iECAs puedan interferir con las fases de formacién y progresion lenta de la placa
(Chobanian et al., 1990), aunque ésto solo se ha confirmado a nivel experimental (Clozel et
al., 1993; Bell et al., 1990} y no en humanos.
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7.2.2.- Efectos de proteccion en la rotura de la placa

Los iECAs son eficaces en la eliminacion de radicales de oxigeno citotOxicos y
LDLox, que son altamente aterogénicas y pueden ser captadas por los macrofagos que se
van acummlando en la placa. En este sentido, se ha comprobado que el tratamiento con
iECAs disminuye la infiltracién de macréfagos y su contenido en colesterol en el modelo de
aterosclerosis de conejo hiperlipémico, aumentando la matriz extracelular (Chobanian et al.,
1990). Asi pues, es posible que los iECAs reduzcan la tasa de eventos isquémicos agudos
disminuyendo el infiltrado de macréfagos que, como hemos visto, pueden debilitar la placa
_y hacerla mas susceptible a la rotura. Sin embargo, estos efectos no se han comprobado
hasta ahora en un modelo de aterosclerosis inducido por hiperlipemia y dafio vascular. Las
lesiones asi obtenidas tienen componenie fibroso, celular y graso, y son mas parecidas a las
presentes en la aterosclerosis humana. Por otra parte no se ha descrito a qué nivel actuan

los iECAs para reducir el infiltrado de macréfagos.

Otros autores han propuesto que los iECAs podrian reducir la incidencia de la rotura
de la placa al disminuir la tendencia al vasoespasmo, producido por la liberacion de factores
vasoconstrictores como la endotelina-1. Sin embargo se trata de una hipétesis que no ha

sido demostrada (Lonn et al., 1994).

7.2.3.- Efecto en la trombosis de la placa

No toda rotura de placa da lugar a un trombo oclusivo y, por tanto, a un evento
isquémico agudo (Davies, 1997). El tamaifio del trombo puede variar segun el sustrato
trombogénico de la placa y el estado de los mecanismos de coagulacion y fibrinolisis en ese

momento.

Estudios recientes en humanos muestran la implicacion de la Ang IT en la atenuacién
de la trombolisis al estimular el inhibidor del activador del plaminogeno (PAI) (Feener et al.,
1995; van Leeuwen et al., 1994). Esto potenciaria la trombogeénesis que sigue a la rotura de
las placas y haria mas probable que resultaran en una oclusion total o subtotal del vaso,
dando Ilugar a los eventos isquémicos agudos (infarto de miocardio, angina inestable e,

incluso, muerte subita).
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Parte de los efectos beneficiosos de los iECAs en la enfermedad coronaria pueden
deberse a que interfieren con Ja formacion de trombos sobre la lesion aterosclerética. Asi, se
ha visto in vivo que reducen la agregacion plaquetaria y la sensibilizacién a sustancias
proagregantes inducida por la Ang II (Swartz et al, 1990). Ademas, como la expresion de
PAI aumenta en presencia de Ang II (Vaughan et al., 1995} asi como en respuesta al dafio
vascular en la neointima de la carétida de rata (Hamdan et al., 1996), la administracion de

iECAs puede favorecer la fibrinolisis.

Por otra parte, los iECAs aumentan la produccién endotelial del activador del
| plasmindgeno (t-PA) ir vivo al evitar la degradacién de la bradiquinina (Smith et al., 1985),
e incrementan la produccion de uroquinasa en cultivo de células endoteliales (Bell et al,
1992). En humanos, se ha demostrado que el Captopril reduce el incremento de los niveles
plasmaticos de PAI-1 (Wright et al, 1994) que se produce en el post-infarto agudo de
miocardio (IAM) y que podria constituir un factor de riesgo para reinfarto (Hamsten et al.,
1987).
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8.- LOS INHIBIDORES DE LA HMG-CoA REDUCTASA

Las evidencias experimentales y epidemiologicas que asocian los niveles de
colesterol elevados, especialmente el colesterol LDL, y un riesgo aumentado de enfermedad
coronaria (LaRosa et al., 1990; Pekkanen et al., 1990) han prod{xcido un enorme interés por
el desarrollo de farmacos que reduzcan este riesgo; de este modo la inhibicion de la sintesis
de colesterol se ha convertido en uno de los objetivos principales | del desarrollo

farmacetico.

‘A pesar de su reciente introduccién para el uso clinico, los farmacos
hipolipemiantes han demostrado una alta eficacia en reducir la incidencia de eventos
isquémicos (Brown et al., 1996 ) y concretamente, los inhibidores de la HMG-CoA
reductasa o estatinas disminuyen la mortalidad total y coronaria, tanto en prevencion
primaria (Shepherd et al., 1995) como secundaria (The 45 investigators, 1994). Estos
efectos no son explicables por la escasa reduccion en la progresion de las lesiones
ateroscleroticas que consiguen (Brown et al., 1996) y se han atribuido a una posible accion
estabilizadora de la placa. Por otra parte, los inhibidores de la HMG-CoA reductasa han
demostrado, en modelos experimentales, que son capaces de estabilizar la placa

aterosclerotica cuantitativamente (Dowell et al., 1995; Shiomi et al., 1995).

Una de las razones por las que la terapia dietética tiene una efectividad limitada para
reducir los niveles de colesterol, es que la mayor parte de éste no se ingiere con la comida,
sino que es fabricado en el higado mediante el proceso de biosintesis. Las estatinas reducen
los niveles de colesterol al inhibir el paso limitante en la ruta de biosintesis de este: la
conversion del 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA}) en mevalonato mediante
el enzima HMG-CoA reductasa (Figura 8). El bloqueo de este enzima deplecciona las
células de derivados del acido mevalonico, entre los que se encuentran los isoprenoides
(Goldstein et al, 1990). La prenilacion de proteinas representa un nuevo tipo de
modificacion post-traduccional y las proteinas isopreniladas juegan un papel fundamental en
numerosos procesos celulares (Guijarro et al, 1997). Las proteinas de la familia Ras
(proteinas G implicadas en la transduccion de la sefal desde diferentes receptores) son
activas cuando estan asociadas a la membrana y esta asociacion depende de su union

covalente a un isoprenil de 15 carbonos (farnesil).
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La expresion de formas activadas de Ras conduce a una activacién de la

transcripcién especificamente a través del factor nuclear xB (NF-«xB) (Finco et al., 1993).

La disminucién de la produccién del colesterol enddgeno induce un aumento de la -

expresion de receptores LDL, en la superficie de los hepatocitos, a los que se unen las LDL

circulantes, reduciéndose los niveles de colesterol.

Acetil-CoA

¥
HMG-CoA

HMG-CoA reductasa
‘Mevalonato

Mevalonato-PP

Isopentenil-PP 4___“ Dimetilali-PP — - Isopentenil4RNA

Geranil-PP
Famesil-PP
Trans-prent l Escualens Ciswgranil
transforasa sintdlasa transherasa
Escualeno
[Ubiquinona] [ Colesterol |

Figura 8. Ruta de biosintesis del colesterol
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8.1.- LAS ESTATINAS COMO TRATAMIENTO DE LA ATEROSCLEROSIS

El tratamiento de la aterosclerosis es un campo de investigacién niuy activo, donde
se van disefiando nuevos farmacos que estin siendo ensayados tanto a nivel experimental
como clinico; el primero de éstos fue la compactina (Endo et al, 1976), seguido por
jovastatina (Alberts, 1980), pravastatina (Tsujita et ai, 1986), simvastatina (Stukker et al,
1985) y fluvastatina (Kathawala, 1991). Todos estos compuestos tienen un estructura de

anillo similar al mevalonato (Figura 9) diferenciandose en su forma activa que puede ser con
anillo abierto y con caracter hidrofilico (pravastatina y fluvastatina) o anillo cerrado y con
caracter hidrofdbico (lovastatina y simvastatina). Estas caracteristicas les confieren distintos

niveles de eficacia (Bocan et al., 1994; Davignon et al., 1992).
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Figura 9. Formas estructurales de distintas estatinas.
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Por otro lado, algunos estudios sugieren que los niveles elevados de triglicéridos
plasmiticos también se correlacionan con un mayor riesgo de enfermedad coronaria, en
especial cuando este tipo de dislipemia se asocia a unos niveles bajos de colesterol HDL

(Assmann et al., 1992; Patsch et al., 1992).

En este sentido, estudios.recientes implican a los niveles elevados de triglicéridos
con el incremento de algunos factores de coagulacion (VIL, VIIL. y X.) y con un aumento
del PAI-1 (Silveria et al., 1994; Asplund-Carlson et al., 1993). Todo esto ha conducido a la
obtencion de un nueva estatina (Figura 9) denominada atorvastatina (Atv) que ademas de
reducir los niveles de colesterol total y LDL, disminuye los triglicéridos (Bocan et al,
1994). En trabajos previos a nivel experimental atorvastatina es superior a lovastatina y a
simvastatina en la reduccién de la lesion aterosclerética, atribuyéndose en parte a su accion
directa sobre la pared vascular por su mayor caracter lipofilico y su posible mayor afinidad

por el enzima (Bocan et al., 1994).

En resumen, los datos experimentales y los obtenidos en ensayos clinicos
preliminares sugieren que las estatinas constituyen herramientas importantes dentro del
arsenal terapeitico para tratar la hipercolesterolemia y para la prevencion de la

aterosclerosis.
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Los sindromes coronarios agudos (SCA) se deben a la formacién de un trombo
sobre la placa aterosclerotica fundamentalmente por la rotura de la misma. En esta rotura
juega un papel muy importante la inflamacion, ya que las placas inestables presentan un gran
infiltrado de macrofagos. En los Gltimos afios, se ha visto que los inhibidores de la ECA y,
sobre todo los inhibidores de la HMG-CoA reductasa son capaces de reducir la incidencia
de SCA, aunque no se conoce el modo en que actdan. En el presente trabajo, pretendemos
estudiar en un modelo de aterosclerosis focal los mecanismos por los cuales la inhibicion de
la ECA y del HMG-CoA reductasa podrian estabilizar las placas ateroscleroticas,
centrandonos fundamentalmente en sus posibles acciones sobre el componente inflamatorio

de las mismas.

Los objetivos concretos son los siguientes:

A. Evaluar en un modelo de aterosclerosis experimental ¢l efecto del inhibidor de la ECA
quinapril sobre diferentes parametros relativos a la estabilidad de la lesion aterosclerética:

1. Infiltrado de macréfagos y presencia de colageno 1.

2. Presencia de quimioquinas; MCP-1 e IL-8.

3. Citoquinas proinflamatorias: IL-1p y TNF-a.

4. Proliferacion de CML: PDGF-B.

5, La activacion de NF-xB: factor nuclear implicado en el control de la transcripcion

de quimioquinas y la proliferacion de CML. En esta parte nos centraremos tanto en

su activacidon como en su localizacion en la lesion.

B. Determinar en un modelo similar el efecto de atorvastatina, un potente inhibidor de la
HMG-CoA reductasa, sobre el infiltrado de macréfagos y la expresion de MCP-1,-

definiendo la implicacion del factor nuclear xB en este proceso.

C. Estudiar in vitro la participacion de la Ang I y las LDL en la expresién de MCP-1, y

su efecto sobre la activacion del factor nuclear que lo regula, el NF-kB en dos de los
principales tipos celulares implicados en la patogenia de la aterosclerosis, los monocitos y

las CML.
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1.- MODELOS EXPERIMENTALES

1.1.- DISENO

Los estudios fueron realizados sobre conejos machos New Zealand de 3 a 4 Kg de
peso (media 3,4 * 0,6 Kg). Todos los animales fueron manipulados segin la normativa de la
UE (BOE 223/1988 y 265/1990). Se utilizé un modelo de aterosclerosis acelerada en el que
se pretendié simular las lesiones que se desarrollan en humanos, es decir, focales, con cierto
grado de estenosis y con una composicién mixta fibrocelular, La aterosclerosis fue inducida
mediante dieta hiperlipemiante combinada con desecacion endotelial de un segmento aislado
de arteria femoral (figura 10), segin una técnica previamente descrita (Lee Veen et al,
1982).

Para realizar los estudios presentados en esta tesis se desarrollaron dos modelos
experimentales:

Modelo A: donde se utilizé un inhibidor del enzima de conversion de la
angiotensina (Quinapril).

Modelo B: donde se administré un inhibidor de la 3-hidroxi-3-metilglutaril

coenzima A reductasa (Atorvastatina).
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Figura 10. Induccién de dafio endotelial en la arteria femoral. (1) Aislamiento de la arteria
femoral, (2) la zona distal se canula y se infunde suero salino, (3) pase de N, durante 8 min. a 80
ml/min, (4) liberacion de ligaduras.
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1.1.1.- Modelo A

Con ¢l fin de estudiar los procesos criticos que estan implicados en la formacién y
progresion de la lesion aterosclerética, se desarrollé un modelo experimental de acuerdo
con el esquema que se muestra en la figura 11. Dicho modelo consta de los siguientes

pasos:

DIA -2 DIAO DIA7 DIA 28

{ b v

1 SIN TRATAMIENTO

\. | )
T QUINAPRIL{1mg/Xg/din}/
I

I i iv

© DANO ENDOTELIAL ® SACRIFICIO
@ DIETA HIPERLIPEMICA Yy ARTERIA BIOLOGIA
MOLECULAR
ﬁ 2% COLESTEROL ﬁf ARTERIA HISTOLOGIA

6% ACEITE CACAHUETE

Figura 11. Esquema del modelo.

L.- Inicio del modelo
Se emplearon un total de 35 animales que fueron distribuidos al azar, dos dias antes
de la induccion del dafio endotehal, en dos grupos:
- Grupo de tratamiento (Quinapril)

- Grupo sin tratamiento.

La distribucion de los animales segun los estudios realizados se muestra en la tabla V.
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Tabla V. Distribucion de los animales segun los distintos estudios

Estudios de expresién génica ¢ inmunohistoquimica (n=40)

e o [ J—— > Sin tratamiento
n=16 -------vee=-> Tratados
N=8 ——cemmemm———=> Sanos alos que no se les indujo dafio ni recibieron dieta aterogéﬁca

Determinacién de la actividad del factor nuclear xB (n=18)

't s — > Sin tratamiento
Tt ——— > Con tratamiento
b T — > Sanos

Determinacién de la actividad de la ECA vascular (n=18)

n=10 -r----mommmmu > Estos animales fueron sacrificados tras 2 dias de tratamiento y
sin haber sufrido intervencion quirirgica
n=8 ---——rnemm- > Sanos

IL.- Induccion de la aterosclerosis

En las 24 h previas, a los animales en ayunas y antes de la inducciéon del dafio
vascular se les extrajo sangre de la vena marginal de la oreja para determinar los niveles
plasmaticos de lipidos y ECA.

La aterosclerosis fue inducida por desecaciéon endotelial segiin un método descrito
por Lee Veen (figura 10). Los animales se anestesiaron con Smg/Kg de xylazina (Rompimn,
Bayer AG, Leverkusen, Alemania) y 35 mg/Kg de Ketamina (Ketolar, Parke-Davis) por via
intramuscular. Ademas se realizo anestesia local mediante inyeccion subcutinea de
Lidocaina al 2% (Braun, Barcelona, Espaiia). Treinta min. antes del abordaje quirargico,
realizado en condiciones de esterilidad, se administraron 125 mg/Kg de cefazolina
(Laboratorios Llorente, Madrid) por via intramuscular como medida de profilaxis

antibiotica.

A continuacion se determiné la tension arterial en la arteria femoral con un
esfigmomanémetro. Finalmente, se prepar6 el campo estéril y se realizo el dafio vascular.
Mediante diseccién se expuso una arteria femoral y se aislo un segmento de unos 2 cm de

longitud mediante ligaduras. En la parte proximal de dicho segmento se realizo ura puncion
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de escape y la zona distal se canul6 con una aguja de 27-G, por la que se infundi6 suero
salino y, seguidamente, 80 m/min de nitrogeno durante 8 min. Finalmente, se lavé de nuevo
con suero salino, se quitaron las ligaduras, se hizo hemostasia por compresion, se marco la
zona lesionada mediante clips de titanio (Ethicon, Somerville, NJ, EEUU) y se suturé la

herida. A continuacion se repiti6 el procedimiento en la arteria femoral contralateral.

Tras el procedimiento quirirgico se suministré a los animales una dieta aterogénica

de 2% de colesterol y 6% de aceite de cacahuete (Letica, Barcelona) "ad libitum".

I y IV.- Sacrificio

Un primer grupo de animales fue sacrificado a los 7 dias y otro a las 4 semanas de

haberse inducido el dafio.

Los conejos fueron anestesiados como en los procedimientos anteriores, y se
expusieron las arterias femorales y la aorta abdominal. Se canulé este vaso, se corto el flujo
por encima con una ligadura para infundir suero salino y se realizé una puncién de escape.
Durante la infusion, se ligd y se extrajo el segmento dafiado de una arteria femoral,
destinada para estudios de biologia molecular. Seguidamente se le quito la capa adventicial,
y se congeld en nitrdgeno liquido (cuando fue necesario también se extrajo la aorta). A
continuacién, se sacrificd a los animales por sobredosis intracardiaca de pentotal sodico
(Abbot, Madrid) y se infundieron desde aorta 100 ml de formaldehido al 4% en PBS a una
presion de 100 mm Hg. Finalmente se ligd y extrajo el segmento lesionado de la arteria
femoral para anilisis histologico. Se alternd la arteria femoral escogida para cada
procedimiento de manera que, al final, hubiera el mismo nimero de arterias de cada lado

para histologia y para biologia molecular.
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1.1.2.- Modelo B

En este modelo, evaluamos el efecto de un inhibidor de la HMG-CoA reductasa
sobre las lesiones aterosclerdticas ya formadas (figura 12). Este diseiio tenia como fin
simular la secuencia de acontecimientos que tienen lugar em el tratamiento de la
aterosclerosis en el ser humano. Asi, el tratamiento hipolipemiante suele comenzarse
frecuentemente una vez que el paciente ha sido diagnosticado de enfermedad coronaria y

tiene lesiones aterosclerdticas establecidas.

* NO TRATAMIENTO

v

* ATORVASTATINA (Smg/Kg/dia)

| | I 11
DIA 0 4 SEMANAS 8 SEMANAS
#DANO ENDOTELIAL & ANGIOGRAFIA & SACRIFICIO
4 DIETA HIPERLIPIDEMICA & DIETA NORMAL *ART. BIOLOGIA
MOLECULAR
e 0.5% COLESTEROL ¢ RANDOMIZACION #ART. HISTOLOGIA

® 14% ACEITE DE COCO

.

Figura 12. Modelo B.
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L- Induccion de la aterosclerosis

El dafio endotelial se realizdé mediante el protocolo descrito anteriormente sobre un
total de 27 animales, igualmente, antes del procedimiento se les extrajo 10 ml de sangre
para determinacion de lipidos plasmaticos. A continuacién se les suministré una dieta
aterogénica con 0.5 % colesterol y 14 % aceite de coco (Mucedola, Italia) durante 4

semanas, manteniéndoles en jaulas individuales.

IL.- Control Angiogrdfico

Al cabo de 4 semanas se realizd una angiografia control con el fin de excluir del
estudio a los animales que presentaran oclusion total de la arteria. Este caso se presento en
un total de 4 conejos.

Los animales se anestesiaron por via intramuscular y se realizo profilaxis antibiotica
de manera similar al procedimiento de dafio endotelial.

Tras realizar laparotomia media, se separé el paquete intestinal y, por diseccion
roma, se expuso la aorta abdominal. Después de colocar una ligadura para controlar el
sangrado en dicho vaso, se canuld por debajo y se infundieron 250 pg de nitroglicerina para
evitar el espasmo. Un minuto después, y bajo radioscopia, se inyectaron 2 ml de contraste
(Ioxaglato de sodio, Hexabris 320; ROVI S.A, Madrid) diluidos en 2 ml de suero salino al
0.9%. Las imagenes se grabaron en video VHS. Finalmente, tras infundir 10 ml de suero
salino, se retird la canula y la ligadura, se hizo hemostasia por compresion y se suturo por
planos.

Despugés de realizar el control angiografico, a los animales se les retird la dieta

aterogénica, se les suministro una dieta estandar y se distribuyeron al azar en dos grupos :

- Sin tratamiento (n=9)

- Tratados con farmaco (n=7)

Ademas se considerd un grupo control de animales sanos no intervenidos (n=7)

IIL.- Sacrificio
Al cabo de 8 semanas los animales fueron sacrificados, siguiendo el procedimiento

descrito en el modelo anterior.
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1.2.- TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

Modelo A

Son muchos los estudios que implican al sistema renina-angiotensina en el desarrollo
‘de 1a enfermedad coronaria y el infarto de miocardio (Lonn et al., 1994). Con el proposito
de profundizar en estos aspectos decidimos emplear, en este modelo, el inhibidor del
Enzima de Conversién de la Angiotensina (iECA) Quinapril que fue donado por Parke
Davis en forma de hidrocloruro en polvo. El quinapril fue disuelto en el agua de bebida a
una dosis de 1 mg/Kg/dia, calculada en funcién del consumo diario; tambi¢n se controlo el

peso de los animales para que recibiesen una dosis adecuada del farmaco.

Modelo B

Fl interés en el desarrollo de firmacos que reduzcan el riesgo de enfermedad
cardiovascular, como consecuencia del descenso de las concentraciones plasmaticas de
colesterol, ha ido aumentando en los ultimos afios. Por este motivo, en esta parte del
estudio empleamos como tratamiento un farmaco hipolipemiante, mas concretamente, un
inhibidor de la HMG-CoA reductasa (enzima limitante en la ruta de sintesis del colesterol),
llamado Atorvastatina (CI-981, donada por Parke Davis). Atorvastatina (Atv) es un
potente inhibidor de la HMG-CoA reductasa, que ademas de bajar los niveles de colesterol
también produce un descenso de los niveles de triglicéridos en plasma. El firmaco se
suministré a los animales junto con la dieta estindar a una concentracion de 5 mg/Kg/dia
durante 4 semanas. Para asegurar que toda la comida era consumida y de este modo
confirmar la correcta administracion del farmaco, durante la primera semana los animales
recibieron 50 gr de dieta, 100 gr durante la segunda y 150 gr durante las dos ultimas

s¢manas.

1.3.- ESTUDIOS LIPIDICOS

Los lipidos fueron analizados mediante técnicas estandar por medio de un
autoanalizador (Abbott VP Bichromatic Analyzer) y con métodos enziméticos estandar
(bioMerieux, Lyon, France). El analisis lipidico permiti6 determinar el colesterol total,

colesterol LDL, colesterol HDL y trigliceridos.
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1.4.- PRESION SISTOLICA Y ACTIVIDAD DE LA ECA

Debido al empleo de un iECA, los animales experimentaron una bajada de la tension
arterial; ésta fue estimada empleando un esfigmomandémetro en la arteria femoral antes de
realizar la intervencién quirargica. Por otro lado se extrajeron 10 ml de sangre de la vena

marginal de la oreja de los animales, previo ayuno, para medir la actividad sérica de ia ECA.
1.4.1.- Medida de la actividad sérica y tisular de la ECA

Las determinaciones de la actividad de la ECA fueron hechas en suero y en muestras
de arteria aorta congelada. En ambos casos la actividad fue definida por un metodo
espectrofotométrico (Sigma) basado en la reaccion enzimatica catalizada por la ECA, donde
el furilacilfenilanilglicilglicina (FAPGG) es hidrolizado a furacilfenilalanina (FAP). La
hidrélisis del FAPGG produce una disminucién de la absorbancia a 340 nm gue es
directamente proporcional a la actividad de la ECA en la muestra.

ECA
FAPGG * FAP + GG

En el caso de la actividad de la ECA tisular, las muestras fueron homogeneizadas en
0.05 mol/LL NaCl y 0.05% de Triton X100, pH 7.5 y centrifugadas a 12000 xg durante 10

min. a 4°C. El sobrenadante resultante fue usado para el analisis.
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2.- ESTUDIOS HISTOPATOLOGICOS

2.1.- ANALISIS MORFOMETRICOS

Después de fijar las arterias con formaldehido al 4% en PBS, se cortaron en piezas
de 5 mm y se incluyeron en parafina. Con un microtomo (Micron, Francia) se realizaron
cortes de 4 um de grosor, s¢ tifieron con orceina y se fotografiaron. El analisis
morfométrico se realiz6 mediante una tableta digitalizadora (Genius 1212, Key Systems
Corp, Taiwan) conectada a un ordenador personal y el programa autoCAD 10.0 (Autodesk
AG). Las é4reas de la luz vascular y las comprendidas por dentro de las liminas elastica
interna (LEI) y externa (LEE) se determinaron por planimetria. Las areas de la lesion y de la

media se obtuvieron de la siguiente manera:

Area de la lesion (Intima) = area de LEI - area de 1a luz
Area de la media (Media) = area de LEE - area de LEI

Finalmente, se valordé el cociente intima/media y el porcentaje de estenosis
vascular (Intima/LEI x 100), seleccionando en cada arteria de cada animal, el corte que

mostraba mayor severidad de estenosis.

2.2.- INMUNOHISTOQUIMICA
2.2.1.- Desarrollo

Los cortes de las arterias incluidos en parafina fueron en primer lugar desparafinados
y posteriormente rehidratados. La actividad de la peroxidasa endogena se anul¢ incubando
los cortes en peroxido de hidrogeno al 3%: metanol (1:1) durante 30 min. Se utilizaron los

siguientes anticuerpos:
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- Anticuerpo monoclonal para macrofagos de conejo (RAMl 1, DAKO, Carpinteria,

California, EEUU) (Tsukada T et al, 1986). Para poder utilizar el anticuerpo fue necesario

una digestion enzimatica previa con tripsina (Sigma Espafia) durante 1 h. Con el fin de
bloquear la unién inespecifica se incub6 el tejido con tampon bloqueante consistente en
suero de caballo al 6% y albimina de suero bovino (BSA) al 4% en PBS a pH 7 (1h). El
anticuerpo se diluy® a una concentracion final de proteina de 84 ug/ml en suero de caballo
al 1% y BSA al 4% en PBS, aplicandose durante otra h.. El anticuerpo secundario, anti-IgG
de raton conjugado con peroxidasa (HRPO, Seralab, Sussex, Inglaterra), se diluy¢ a 1:100

en BSA al 4% y se incubo durante 30 min.

- Anticuerpo_monoclonal para células musculares de conejo (HHF35, ENZO
Diagnostics, New York, EEUU) (Gown AM et al., 1985). Los tejidos se incubaron durante

1 h. con tripsina (Sigma) para facilitar la exposicion de los antigenos. Se utilizd como
tampon bloqueante suero de cabra al 6% y 4% de BSA en PBS (1.30 h). El anticuerpo
primario se incubd directamente y al transcurrir 1 h. se aplicé el anticuerpo secundario

arriba indicado.

- Anticuerpo policlonal para MCP-]1 humano (Immugenex Corp., Los Angeles,

California, EEUU). Este anticuerpo pudo utilizarse al presentar reaccion cruzada con
conejo. La unidn no especifica fue bloqueada incubando el tejido 1 h. en tampon bloqueante
(6% de suero de caballo y 4% de BSA en PBS). Transcurrido este tiempo se afiadio el
anticuerpo a una concentracion de 70 pg/ml diluido en 1% de suero de caballo y 4% de
BSA en PBS durante toda la noche a 4°C. El segundo anticuerpo, anti IgG de cabra
producido en burro y conjugado con peroxidasa (The Binding Site, Birmingham, Reino

Unido) se diluyo 1:100 en 4% de BSA en PBS y se incub6 durante 30 min.

- Anticuerpo policlonal para coldgeno I (Southern Biotechnology, Associates, INC.

Birmingham, EEUU). Se realizd una digestion enzimética, del tejido con tripsina 20 min,,
previa a la incubacion con el tampdn de bloqueo (2% suero de caballo, 1% BSA en PBS)
durante 10 min. Finalizado este tiempo se afiadié el anticuerpo primario a una dilucion 1:20
durante toda la noche a 4°C. Las secciones se incubaron con el mismo anticuerpo

secundario utilizado para el MCP-1 durante | h.
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En todos estos casos, las preparaciones fueron reveladas durante 10 min. a
temperatura ambiente con 0.05% 3,3 -diaminobenzidina (Dako) y 0.01% de perdxido de
hidrégeno en PBS (solucién sustrato para peroxidasa que desarrolla una coloracion
marron). Finalmente, las muestras se tifieron con hematoxilina, se deshidrataron y se

montaron en Pertex (Medite, Alemania).

-_Anticuerpo monoclonal anti IL-8 humana (IMMUGENEX Corp. Los Angeles,
Ca, EEUU). Los tejidos se incubaron durante 1 h. con tampén de bloqueo (6% suero de
cabra y 4% BSA en TBS). Transcurrido este tiempo se aiiadi6 el anticuerpo primario a una
concentracion de 50 pgr/ml diluido en tampon de bloqueo (1% suero de cabra y 4% BSA
en TBS), durante toda la noche. El anticuerpo secundario, un _anti IgG de raton producido
en cabra y conjugado con biotina, se incubd durante 1 h., al cabo de la cual se afiadi6 el
complejo Estreptavidina-biotina/fosfatasa alcalina (StreptABComplex/AP, DAKO A/S
Denmark) durante 30 min. para poder amplificar la sefial. A continuacidn se aplico solucion
de sustrato para fosfatasa alcalina ( Fast Red Substrate System, DAKO Cdrp. Carpinteria,
CA, USA) (10 min), que desarrollé una coloracién roja. Para terminar, las muestras se

contrastaron con hematoxilina y se montaron en glicerol.

Para descartar que existiera tincidn no especifica, en cada ensayo se incluyé un

control negativo sin el anticuerpo primario o con un suero no especifico.
2.2.2.- Doble inmunohistoquimica

Desarrollamos esta técnica con el proposito de comprobar la localizaciéon de los
macrofagos y las células de misculo liso en la lesion. Se utilizaron los anticuerpos descritos
arriba (anti-RAM11 y anti-HHF35) pero en este caso se empleé un anticuerpo secundario
conjugado con peroxidasa para las CML y otro conjugado con fosfatasa alcalina para los
macrofagos, de esta forma aparece una coloracion marrén y roja respectivamente, que

permite distinguir dichas células.
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2.3.- HIBRIDACION IN SITU

Secciones de 4um de tejido incluido en parafina, se montaron sobre portaobjetos
pretratados (APES al 2% en acetona), se desparafinaron en xilol, se rehidrataron y se fijaron
con 1.5% paraformaldehido-1.5% glutaraldehido (10 min.). A continuacién las muestras se
trataron con levamisol 5 mM (30 min,, t.a) y se digirieron con HCl 0.2 N (20 min.) y
proteinasa K 0.1 M Tris pH 7.8, 0.005 M EDTA, 0.5% SDS (v/v). Después, los tejidos se
refijaron, deshidrataron y se secaron. Las muestras se hibridaron a 42 °C en camara humeda
durante toda la noche en una solucién de hibridacién (2x SSC, 1x Denhardt, 0.1 M fosfato
sodico pH 6.5, sulfato de dextrano 10%, formamida desionizada 40%, complejo de
ribonuc]éasa Vanadyl 24 mM y tRNA de levadura 0.5 mg/ml) en presencia de 0.4 ng/ul de
ribosonda desnaturalizada marcada con digoxigehina. El exceso de sonda se lavé con 2x
SSC (5 min.) y 0.2x SSC (3 min.). Finalmente el experimento se revel6 con un anticuerpo
anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina, y posterior incubacion con NBT
(0.4%)/X-fosfato (0.75 ml de 5-bromo-4-cloro-3-indol-fosfato, sal de toluidina, 50 mg/ml
en dimetilformamida) (0.32%) (v/v} (10-30 min.). La reaccion se detuvo lavando con 10
mM Tris pH 8 y 1 mM EDTA. Como control negativo se realizaron expertmentos en

presencia de la ribosonda sentido marcada con digoxigenina.
2.3.1.- Ribosondas empleadas. Marcaje

Se utihizd una ribosonda para PDGF-B (462 pb) de rata, que se prepard mediante
RT-PCR usando los siguientes cebadores:
(5" :5°-CTG AGG GGG ATC CCATTC-3° (3"):5-CCT CCA GGG TCA CTG TGG-3’

La RT-PCR se realizé con extractos de RNA de higado de rata que sirvieron como
moldes. Tras la transcripcion reversa, la PCR se llevd a cabo bajo las siguientes
condiciones: desnaturalizacion (94 °C, | min.), unién (57 °C, 1 min.), y elongacion (72 °C, 2
min.) durante 40 ciclos. El producto de RT-PCR se ligo al vector PCR™ 3 (Invitrogen,
U.S.A). Las ribosondas del PDGF-B, sentido y antisentido, se sintetizaron a partir del
vector linearizado, mediante las polimerasas SP6 y T7 respectivamente en presencia de

digoxigenina-11-UTP, (DIG RNA labeling kit, Boehringer-Mannheim, Alemania).
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2.4.- CUANTIFICACION

En cada animal se eligieron las secciones que presentaban la méxima estenosis. Se
llevé a cabo un analisis morfométrico computerizado, con el sistema de anlisis de imagen
semiautomatico Cue-2 (Olympus). Las preparaciones arteriales tefiidas con los anticuerpos
se digitalizaron con un microscopio Olympus (BH-2) conectado a una video camara CCD y
al sistema de analisis de imagen Cue-2. Tras la adquisicién de la imagen, un rango de
valores de grises de 0 a 255 fue asignado a cada pixel. Las 4reas marcadas en la intima y la
media se delimitaron; de esta forma el analisis automético se llevd a cabo estableciendo en
primer lugar un nivel umbral, seguido de una mejora en la imagen (convirtiendo los pixels
proximos al blanco a blanco, los proximos al negro a negro y extendiendo los restantes
pixels uniformemente sobre los rangos de valores de los niveles de grises) y finalmente se
realizd una segmentacion (transformando la imagen a otra imagen binaria). De esta forma se

obtuvo una valoraciéon en pm®.

La cuantificacion de la hibridacién in situ (PDGF) y de la inmunohistoquimica de los
anticuerpos IL-8 y Col I no se pudo realizar mediante el analizador de imagen arriba
descrito, por lo que se llevé a cabo una valoracion arbitraria por dos observadores distintos,
sin conocimiento del grupo al que pertenecian los animales estudiados. Se asignd un valor
arbitrario de 0 a 3 segun la intensidad de la tincidén que mostraba cada preparacion y se

calculo el valor medio para cada animal.
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3.- CULTIVOS CELULARES

3.1.- CELULAS MUSCULARES LISAS (CML)

Las CML fueron aisladas de aorta toricica de rata y cultivadas segin el método de
Owens modificado (Owens GK et al., 1986). Brevemente, la grasa adherida y el tejido
conectivo de la aorta toracica fueron cuidadosamente retirados, los vasos fueron abiertos
longitudinalmente y preincubados en DMEM (Whitaker, Walkersville, MD), conteniendo 1
mg/ml de colagenasa (tipo IL, 290 U/mg), penicilina (10 U/ml) y estreptomicina (100 pg/ml)
(Sigma) durante 15-20 min a 37°C en 95% de aire y 5% de CO,. Las aortas se cortaron en
piezas de 1 mm de longitud, y se incubaron 1.5-2 h mas con colagenasa. Tras lavar dos
veces con PBS para separar las células, éstas se contaron y se sembraron en DMEM con
suero de ternera fetal (STF) al 10% en frascos de plasticos de cultivo (Costar, Cambridge,
MA) a una concentracion de 10* células/cm®. Los pases se hicieron a intervalos de 2

semanas y se usaron las células entre los pases 2° y 10°

3.2.- LINEA CELULAR U937

Las células U937 (linea celular monocitica humana) se obtuvieron de la ATCC
(American Type Culture Collection, Rockville, Maryland) (1593-CRL) 'y se cultivaron en
medio de cultivo RPMI (BioWhitaker) suplementado con 2 mM de glutamina, 50 U/ml de
penicilina, 50 pg/ml de estreptomicina y con STF al 10%. |

4.- AISLAMIENTO DE LDL

Las LDL humanas se aislaron del plasma de sujetos normolipémicos mediante
ultracentrifugacion secuencial en el intervalo. de densidad de 1.019 a 1.063 Kg/L. Tras su
aislamiento, las lipoproteinas se dializaron en PBS con 10 umol/L. de EDTA, se pasaron a
través de un filtro de 0.45 um, se diluyeron a 1 mg/ml y se almacenaron a 4°C en atmosfera
de N, para evitar su oxidacién durante un maximo de 2 dias antes de ser usadas. La
presencia de endotoxinas en las preparaciones se descartéo mediante el ensayo Limufus

(Whittaker Bioproducts).
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5.- ESTUDIOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

5.1.- EXTRACCION DE RNA

Las arterias, previamente congeladas en nitrogeno liquido, fueron pulverizadas en

una camara metalica congelada. En el caso de las células, su crecimiento se detuvo por
incubacién en medio con STF al 0.5% durante 48 h. y posteriormente se incubaron con los
correspondientes estimulos. En ambos casos el RNA total se obtuvo utilizando la técnica
del isotiocianato de guanidinio-fenol-cloroformo en medio acido (Chomezynski et al,
1987). Tejido y células se lisaron por tratamiento con 0.8 ml de solucion de lisis de RNA
(isotiocianato de guanidina 4 M, citrato sodico 25 mM pH 7, N-laurilsarcosina 0.5% (p/v)
y B-mercaptoetanol 0.1 M) afiadiéndose secuencialmente, 0.8 ml de fenol (equilibrado en
tampon Tris 10mM con EDTA 1 mM pH 7.6), 80 pl de acetato sédico 2M a pH 4.0 y 160
ut de una mezcla cloroformo/isoamilico (relacion 49:1) (v/v). Con esta extraccidén se
consigui6 eliminar el DNA y las proteinas de la fraccion celular inicial, quedandonos con el
RNA contenido en la fase superior acuosa. El RNA se precipito a -20 °C con isopropanol
durante un minimo de una h. Se centrifugé durante 30 min y el precipitado resultante se
resuspendié en 0.3 ml de la solucidn de lisis de RNA, se volvi6 a precipitar a -20 °C con un
volumen equivalente de isopropanol, se lavé con etanol al 70% y, una vez seco, se

resuspendio en Hy0 tratada con dietil pirocarbonato.

La concentracion y pureza del RNA se determind por espectrofotometria a 260 y
280 nm. La absorbancia a 260 nm nos indica la concentracion del RNA (1 unidad de
absorbancia corresponde a 40pg/ml), mientras que la relacion 260/280 nos indica su pureza

(una relacion cercana a 2 corresponde a un RNA sin contaminacion proteica).
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5.2.- NORTHERN BLOT

En los estudios in vivo, ante la insuficiente cantidad de RNA obtenido de cada
animal para poder hacer un Northern blot, se decidio emplear 5 ug de RNA de cada animal

del mismo grupo para hacer una mezcla, cogiendo 20 ug de ésta. Para los estudios in vitro

se utilizaron 30 ug de RNA de las células. Las muestras (20-30 pg de RNA/pocillo) se
desnaturalizaron en formamida 50%, formaldehido 6%, MOPS 1x (MOPS 0.1 M pH 7,0,
acetato sodico 40 mM, EDTA 5 mM) y 2 ul de bromuro de etidio (0.5 mg/ml) durante 15
min. a 55 °C y se enfriaron rapidamente en hielo (para evitar su renaturalizacién). Se
afiadieron 3ul de tampoén de carga (glicerol 30% (v/v), azul de bromofenol 0.25% (p/v) y
xilen cianol 0.25% (p/v)) y se cargaron en un gel de agarosa al 1% (Promega, Madison, W1,
EEUU) en condiciones desnaturalizantes (6% de formaldehido y MOPS 1x) (v/v} en
presencia del tampén TAE (Tris-HCL 12 mM pH 7,0, acetato sédico 6 mM, EDTA 0,3
mM).

E!l analisis electroforético se llevé a cabo en una cubeta horizontal (BioRad), con
tampén de desarrollo TAE 1x y empleando un voltaje constante de 80 voltios durante 5 h.
aproximadamente. Transcurrida la elecroforesis, se comprobo la calidad del RNA en un
transiluminador de luz ultravioleta (International Biotechnology, Inc. New Haven, EEUU)
que permite observar el bromuro de etidio intercalado entre las bases del RNA
(preferentemente a los RNA ribosomicos, que son los mas abundantes).

Se procedio entonces a la transferencia del RNA desde el gel de agarosa a una
membrana de nylon (Genescreen, New England Nuclear, Boston, MA), por capilaridad, en
tampon fosfato 0.025M. El RNA transferido se fijo a las membranas mediante exposicion
durante 3 min. a la luz ultravioleta prodﬁcida por una lampara de 245 nm y posterior

calentamiento a 80 °C durante 90 min.

5.3.- PREHIBRIDACION E HIBRIDACION

Las membranas se prehibridaron durante 6-8 h. a 42 °C en una soluciéon compuesta
por: tampon fosfato S0 mM a pH 6.5, 50% de formamida desionizada (v/v), 1% SDS (p/v),
5x SSC (SSClx es citrato sodico 15 mM (pH 7.0) NaCl 150 mM), 1x de solucion de
Denhardt (1% Ficoll (p/v), 1% BSA (p/v) y 1% polivinilpirrolidinal(p/v)) y 0.1 mg/ml de

DNA de esperma de arenque desnaturalizado.
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La hibridacién se llevd a cabo en la misma solucion suplementada con 20% de
sulfato de dextrano y aproximadamente 7x10° cpm de la sonda marcada (como se describe
abajo), previamente desnaturalizada. Después de 24 h. de incubacion a 42 °C, el exceso de

sonda radiactiva se eliminé de las membranas mediante los siguientes lavados:

1.- 0.1% SDS, 2% SSC 30 min. temperatura ambiente
2.- 0.1% SDS, 1% SSC 30 min. 55°C
3.- 0.1% SDS, 0.1% SSC 15 min. 55°C dos veces

Las membranas se expusieron a peliculas del tipo X-Omat S (Easmant Kodak,
Madrid) en pantallas de intensificacion durante 3-6 dias a -70 °C.

Después de lavar las membranas para retirar la sonda marcada unida (3 min. en H;O
a 95 °C), se rehibridaron con la sonda de la Gliceraldehido-3'-fosfato deshidrogenasa
(G3PDH), que al ser un gen constitutivo se empleé como control interno y de este modo

asegurar que se habia cargado la misma cantidad de RNA en cada pocillo.

Las autorradiografias se cuantificaron por densitometrado (Image Qﬁant, Molecular
Dynamic, Sunnyvale, California, EEUU), corrigiendo los resultados en funcion de la
expresion de la G3PDH y expresandose en unidades densitométricas arbitrarias referidas al

basal en cada experimento con células o a los animales control en los experimentos /7 vivo.

5.4.- PREPARACION DE LAS SONDAS

5.4.1.- Sondas utilizadas para estudios in vitro

Linea monocitica U937

- MCP-1 humano

(Plasmido suministrado por la ATCC; JE*/pGEM-hJE34).
- G3PDH rata (producto de PCR).

Células musculares lisas
- MCP-1 rata (producto de PCR}).
- G3PDH rata (producto de PCR).
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5.4.2.- Sondas especificas para estudios in vivo

Las sondas de MCP-1 y colageno I especificas para concjo fueron obtenidas

purificando los productos de PCR (ver PCR preparativa descrita abajo).
5.4.3.- Purificacién y marcaje de sondas

DNA plasmidico:

La sonda de cDNA del MCP-1 humano se utilizé en forma de fragmento por lo que
fue necesario su aislamiento. Las bacterias que contenian el plasmido se crecieron durante
toda la noche en 25 ml de medio Luria Bertani, con 100 pg/ml de ampicilina purificindose
posteriormente mediante DNA Wizard™ Midipreps (Promega, Madison, EEUU).

Una vez aislado el plismido, el inserto se obtuvo mediante la utilizacion del enzima
de restriccion Xhol. La sonda se marcé por el método del random primer (Boehringer

Mannheim, Alemania) con o-[*’P}-dCTP.
Productos de PCR:

Los productos de PCR utilizados como sondas fueron aislados mediante
electroforesis en un gel de agarosa de bajo punto de fusion (FMC Bioproducts, Rockland
EEUU) y se purificaron tratindolos con Wizard PCR Preps (Promega, Madison, EEUU).
Su marcaje se realizé con o-[**P}-dCTP empleando random primers y el fragmento Klenow
de la DNA polimerasa I.

En ambos casos la cuantificacién del DNA se realizé por medida de la absorbancia a
260 nm (1 unidad de absorbancia corresponde a 50 pg/ml de DNA bicatenario) y se
comprobd que la relacion entre las absorbancias a 260 y 280 nm era cercana a 2 para asi

descartar contaminacion proteica.
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£.5.- ESTUDIOS POR RT-PCR
Transcripcion inversa

Para los estudios con animales, se mezclaron cantidades iguales (1 pg) de RNA
procedentes de cada animal del mismo grupo, (aunque para comprobar la fiabilidad de los
resultados obtenidos de este modo, se utilizd esta técnica en el RNA de cada animal por
separado). 1 ug de RNA de cada grupo de conejos y de cada experimento con células se
transcribi® a ¢cDNA mediante incubacién con 20 pl de tampén de transcripcion (5 mM
MgCl,, 10 mM Tris-HCL pH 8.8, 50 mM KCL, 0.1% Tritén X-100, ImM mezcla de

dNTPs, 50 ng de una mezcla aleatoria de nucledtidos). La mezcla se desnaturalizé a 65 °C
durante 15 min. y se enfridé en hielo. A continuacién se afiadieron 20 unidades (U) de un
inhibidor de RNasas (RNasin, Promega) y 15 U de transcriptasa inversa del virus Moloney
de las aves (AMV, Promega). Esta mezcla se incub¢ a 15 °C (10 min.), a 42 °C (30 min.) y

finalmente a 95 °C (5 min.) para inactivar la enzima.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Las reacciones de amplificacién se realizaron con cebadores especificos descritos en
las tablas VIII y IX. Cada PCR se realizd en una mezcla de reaccién: 5 pl de la reaccion de
la transcriptasa inversa, 2 pul de tampoén 10x de la Taq polimerasa (Tris-HCl 100 mM pH
8,3, KCl 50 mM, MgCl, 25 mM, los primers correspondientes a 0.1 mM, 0.25 U de Taq
polimerasa (Promega) y a-[**P]-dCTP en 25 pl de volumen de reaccién. La amplificacion
del ¢cDNA se realizd durante 25, 30, 35 y 40 ciclos para establecer la linealidad de la

reaccion.

En el caso de la PCR preparativa se realizé sin incluir nucleotidos marcados,
durante 40 ciclos, con el fin de obtener la mayor cantidad posible de fragmento. Los
productos obtenidos de las distintas PCRs se sometieron a electroforesis en geles de
poliacrilamida/urea al 4% en tampén TBE Ix (Tris-HCI 45 mM pH 8.0, écido borico 45
mM, EDTA 1mM pH 8,0). Las muestras se desnaturalizaron a 80°C durante 10 min. en una
mezcla con formamida 50% y tampon de carga 1%. Los geles se expusieron a peliculas
sensibles a los rayos X y se densitometraron. Los resultados se expresaron como unidades

arbitrarias de densitometrado en relacion a la expresion de G3PDH.
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Tabla VL Cebadores empleados para la PCR.

GEN * cebador sentido Tamaiio Fuente
* ¢cebador antisentido inserto (pb)

MCP-1 5. TGTGCTTGCCCAGCCAGATG-3" 230 Akehoshi, 1993
5 GIGTCTGCATTTTCTTGTCC-3’

-8 5. AACCTTCCTGCTGTCTCTGA-3 226 Akshoshi, 1993
5°- TCTGCACCCACTTTTCCTTG-3'

IL-1p 5 TACATGAAGAGCTGCTTCCAGGACC-3 607 Canman, 1989
5'- GGGAACTGGGCAGACTCAAATTCCA-Y

TNF-ct 5’ AAACCCGCAAGTGGAGGG-Y 398 Shakhov, 1990
5« AAGTAGACCTGCCCGGAC-3

COL T(a2) 5. AAAAAGACAAATGAATGGGGA- 3 423 Wiggings, 1993
5 _TCTTACAAAGGTTGACATTTC- 3' ‘

G3PDH 5- AATGCATCCTGCACCACCAA- 3 515 Kaneto, 1993
5- ATACTGTTACTTATACCGATG- 3

Tabla VIL. Condiciones de amplificacion

Gen Desnaturahzacién Unién Extension

MCP-1 45" 94°C 45 54°C 1 72°C

1.8 457 94%C 45" 54°C 17 72°C

IL-1p 457 94°C 45" 62°C 1" 72°C

TNF-x 457 94°C 45" 58 1" 72°C

COL Ka2) 457 94°C 457 50°C 1" 72°C

G3PDH 45" 94°C 45" 54°C 1 72
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6.- ANALISIS DE LA ACTIVACION DEL FACTOR NUCLEAR «B (NF-xB)

6.1.- EXTRACCION DE PROTEINAS
6.1.1.- Proteinas celulares (de tejido)

Para la extraccion de proteinas de tejido se utilizé, con modificaciones, un metodo
previamente descrito (Negoro et al, 1995). Las piezas arteriales congeladas fueron
pulverizadas en una camara metalica y resuspendidas en 1 ml de tampdn de extraccion frio

(Hepes-NaOH 20 mM pH 7.6, 20% glicerol (v/v), 0.35 M NaCl 5§ mM MgCl,, 0.1 mM

EDTA, | mM DTT, 0.5 mM PMSF, 1 pg/ml pepstatina A). El homogeneizado se agitd
vigorosamente durante 30 min., los materiales insolubles se precipitaron por centrifugacion
a 40.000 xg (30 min. a 4 °C) y el sobrenadante se dializé toda la noche en un tampén de
dialisis ( 20 mM Hepes-NaOH pH 7.8, 50 mM KCl, 20% glicerol (v/v), 1 mM PMSF, 1
" mM DTT y 0.1 mM EDTA). El dializado se centrifug6 a 10.000 xg (15 min. a2 4 °C) y se
almacend a  -80 °C hasta su estudio. La concentracion de proteina fue determinada por el

método BCA (Pierce, Rockford, IL).
6.1.2.- Proteinas nucleares (de células)

Las células se hicieron quiescentes en STF al 0.5% durante 48 h. y s€’ incubaron con
los diferentes estimulos durante distintos periodos de tiempo. Entonces, se lavaron con PBS
frio y se resuspéndieron en tampén-A (10 mM Hepes-NaOH pH 7.8, 50 mM KCl, 2 mM
MgCly, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF). Tras mantenerlas 10 min. en hielo las
células fueron centrifugadas, resuspendidas en 2 ml de tampon A y homogeneizadas. l.os
nicleos se separaron de la fraccion citosélica mediante centrifugacion a 1000 xg (10 min.).
El precipitado se resuspendio en tampon A. Se afiadi6 KCl 3M gota a gota hasta una
molaridad final de 0.39. Las muestras se incubaron durante 1 h. a 4 °C, se centrifugaron a
100.000 xg (30 min.). Los sobrenadantes, con los extractos nucleares, se dializaron en
tampon C (50 mM Hepes pH 7.8, 50 mM KCI, 6.1 mM EDTA, DTT 1 mM, 1 mM PMSF,
10% glicerol (v/v)). Las muestras se almacenaron a -80 °C y la concentracion de proteina se

determind segun el método arriba indicado.
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6.2.- MARCAIJE DEL OLIGONUCLEOTIDO CONSENSO

Los oligonucleétidos consenso de NF-kB (5-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-
3) y AP-1 (5’-CGCTTGATGAGTCAGCCGGAA-3") se marcaron con 10 pCi de v-[**P]-
ATP (3000 Ci/mmol) (Amersham, Buckinghamshire, Reino Unido) mediante 10 U de T4
polinucleétido quinasa (Promega, Madison, EEUU) durante 10 min, en una reaccion que
contenia 70 mmol/L de Tris-HCl, 10 mmol/L. MgCl; y 5 mmol/L DTT. La reaccién se paro
afiadiendo EDTA 0.5 M hasta una concentracion final de 0.05 mol/L.

6.3.- ENSAYO DE RETARDO DE MOVILIDAD ELECTROFORETICA
6.3.1.- Ensayo de unién

Se equilibraron 5 pg de proteina nuclear o 10 pg celular durante 10 min. en un
tampon de unién (Tris-HC! 1mM pH 7.5, 50 mM NaCl, 1mM MgCl,, 4% glicerol (v/v), 0.5
mM EDTA, 0.5 mM DTT) en presencia de 50 pg/ml de poli (d1-dC); a continuacién las
muestras se incubaron durante 20 min, con 0.035 pmoles del oligonucleétido marcado en el
mismo tampon. La reaccion se pard afiadiendo tampén de carga (250 mM Tris-HCI pH 8.3,
0.2 % azul de bromofenol (p/v), 0.2% xileno cianol (p/v), 2% glicerol (v/v)). Los complejos
proteina-DNA fueron separados del exceso de sonda no unida, en un gel no
desnaturalizante de poliacrilamida al 4% en 0.25% TBE a 150 V. Una vez terminada la

electroforesis los geles fueron secados y expuestos para autorradiografia.

6.3.2.- Controles
Ensayos de competicion.

Las muestras se incubaron en tampén C durante 10 min. en presencia de un exceso
de 100 veces molar de sonda fria. Posteriormente, se afadid la sonda marcada,

continuandose el experimento en las mismas condiciones.

Control negativo.

Se desarrollé en las mismas condiciones comentadas arriba, excepto que en este

€aso se omitio el extracto nuclear.



Materiales y métodos 58

Control pasitivo.
La sonda marcada se afiadié a 2ul de extracto nuclear Hela en las condiciones

anteriormente descritas.

6.4.- ENSAYOS DE SUPERRETARDO

Con el fin de poder determinar las subunidades implicadas en la actividlad NF-xB
observada en nuestros sistemas, se utilizaron anticuerpos frente a las subunidades p50 (anti-
p50, Chemikon, Temecula, CA, EEUU), p65 y c-Rel (anti-p65 y anti c-Rel, Santa Cruz
Biotechnology Ihc. Santa Cruz, CA, EEUU). Para ello se afiadié ¢ inéubé 1 ug de

anticuerpo durante 1 h., antes de parar la reaccion y cargarlo en el gel.

6.5.- DETECCION DE NF-«B IN SITU (SOUTH-WESTERN)

Segin una técnica previamente descrita (Wang et al, 1992), desarrollamos un
método que permite determinar la distribucion y la actividad de unién al DNA de factores
de transcripcion en el propio tejido a través de una sonda especifica de DNA marcada con
digoxigenina, que contiene la secuencia consenso del factor de transcripcion nuclear a

determinar.
6.5.1.- Preparacion de oligonucledtidos

Se disefiaron oligonucledtidos (GENOSYS, Londres, UK) que contenian la
secuencia consenso de DNA a la que se une el NF-xB cuando se encuentra activado (Tabla

VIII). También se disefid una secuencia mutada para descartar uniones inespecificas.

La dimerizacion de los oligonucle6tidos sentido y antisentido, mediante la mezcla de
cantidades equimolares a 80 °C durante 2 min. y enfriamiento lento, permitio la obtencién
de la sonda. A continuacién, ésta se marcé con digoxigenina (DIG Oligonucleotide 3"-End

Labeling Boehringer Mannheim, Alemania).
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Tabla VIIL. Secuencias consenso y mutadas de los factores nucleares empleados

Factor nuclear secuencia

NF-xB

sentido 5 -AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3°
antisentido 5-GCCTGGGAAAGTCCCCTCAACT-3"
sentido (mutado) S’-AGTTGAGGCTCCTITCCCAGGC-3’

antisentido {mutado) 5'-GCCTGGGAAAGGAGCCTCAACT-3’

16.5.2.- Deteccibén

Secciones de 6-7 um de tejido se desparafinaron y se rehidrataron en
concentraciones decrecientes de etanol. Las muestras se trataron con Levamisol (30 min.)
para inhibir la fosfatasa alcalina enddgena. Posteriormente las muestras se fijaron con
paraformaldehido al 0.2% (p/v) (30 min. a 25 °C) y a continuacion se trataron con pepsina
0.5% en HCl IN pH 1.5 (30 min. a 37°C) (p/v). Transcurrido este tiempo las secciones se
lavaron con tampén HEPES 1 (10 mM Hepes, 40 mM NaCl, 10 mM MgCl, 1 mM DTT,
1 mM EDTA, 0.25% BSA (p/v) a pH 7.4) y se incubaron con DNAsa I (0.1 mg/ml, 30 min.
a 30 °C) disuelta en HEPES 1. Las preparaciones se lavaron 2 veces con tampén HEPES 2
(10 mM Hepes, 40 mM NaCl, 1 mM DTT, 10 mM EDTA, 0.25% BSA (p/v) a pH 7.4), se
deshidrataron en concentraciones crecientes de etanol y se incubaron con el oligonucleotido

marcado (consenso o mutado) durante toda la noche a 37 °C en camara humeda.

Posteriormente las muestras se lavaron en tampon HEPES 1, tampén de lavado
(0.3% Tween 20 en_tampon 1: 0.1 M acido maleico y 0.15 M NaCl pH 7.5 ) y tampén 2
(Solucion de blogueo: 0.1x SSC , 0.1% SDS (p/v) diluida 1:10 en tampon de lavado)

durante 1 h.

A continuacion las preparaciones se incubaron con un anticuerpo anti-digoxigenina
conjugado con fosfatasa alcalina (Boehringer Mannheim, Alemania) durante toda la noche a

4 °C. Las preparaciones se lavaron en tampén 3 (100 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 50 mM
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MgCl, pH 9.5) y en tampén de lavado dos veces durante 10 min. cada vez y se incubaron

(1-2 h.) con NBT (0.4%)/x-fosfato (0.32%).

La reaccion se detuvo lavando con 10 mM Tris pH 8 y 1 mM EDTA y se procedio
al montaje de las muestras con glicerol. Como control negativo se realizaron experimentos

sin la presencia de oligos marcados con digoxigenina,

La cantidad de nicleos tefiidos en el tejido fue valorada por dos observadores
distintos, sin conocimiento del grupo al que pertenecian los animales estudiados
asignandose una valoracion arbitraria de 0 a 6 segin la intensidad de la tincién que mostraba

cada preparacion y se calculo el valor medio para cada animal.

Deteccion simultanea de NF-xB y macrdfagos o CML
Una vez detectado el NF-kB, las secciones se lavaron en PBS, desarrollandose a
continuacién las técnicas inmunohistoquimicas para la localizacion de macréfagos o CML

descritas en la seccién de inmunchistoquimica.

7.- ANALISIS ESTADISTICO

Para los estudios estadisticos se utilizd el programa informatico de estadistica
GraphPAD InStat (GraphPAD Software, San Diego, CA, EEUU).

Los datos se expresaron como media + desviacion estandar. Los valores de los
lipidos y el analisis morfométrico se compararon mediante la U de Mann-Whitney. La
incidencia de infiltracién de macrofagos se expresd como porcentaje y las comparaciones se
hicieron mediante la prueba exacta de Fisher. El resto de los datos obtenidos en la
cuantificacion - inmunohistoquimica y los datos de biologia molecular se compararon
mediante la t de Student. Los resultados se consideraron significativos cuando la p< 0.05

(dos colas}).



IV.- RESULTADOS
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PARTE I: ESTUDIOS IN VIVO

1.- EFECTO DE LA INHIBICION DE LA ECA

Los iECAs han demostrado ser eficaces en el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares, como la disfuncién sistolica ventricular izquierda (DSVI) (The
CONSENSUS Trial study group, 1987) y la disfuncién endotelial (Mancini et al., 1996).
Experimentalmente, los iECAs disminuyen la extension de lesiones aterosclerdticas
(Chobanian et al., 1990), asi como la proliferacién de CML y la formacién de neointima tras
dafio vascular (Rakugi et al., 1994). Sin embargo, poco se sabe sobre el efecto que tienen

en los distintos mecanismos que desencadenan el avance de la lesién aterosclerdtica.

Hemos pretendido estudiar el efecto de un inhibidor de la ECA, con aka fijacion
tisular (Quinapril, 1 mg/Kg/dia), sobre la progresion de una lesién inducida en conejos. Con
el fin de obtener una lesion lo suficientemente importante como para poder analizarla en sus
distintos aspectos utilizamos una dieta hipercolesterolémica (2% colesterol y 6% aceite

cacahuete). Este modelo se divide en dos submodelos:

- Modelo de 7 dias: donde nos propusimos estudiar sobre una lesion temprana una serie de

factores iniciales implicados en el desarrolio de la lesion.

- Modelo de 28 dias: en el que aparece una lesiéon mucho mas madura y hemos pretendido
abordar el efecto del tratamiento del quinapril sobre la evolucién clinica y morfolégica dela

lesion.
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1.1.- EVOLUCION CLINICA EN RESPUESTA AL TRATAMIENTO
1.1.1.- Evolucion del peso

Los animales fueron pesados desde el comienzo del estudio y posteriormente de
manera semanal hasta el momento de su sacrificio. En general, los animales experimentaron
una pérdida de peso hasta la segunda semana y luego recobraron un peso similar al inicial
hasta el final del estudio (Tabla IX). Esta pérdida de peso fue mixima durante la primera
semana y fie mayor en los animales que recibieron quinapril (p<0.05).

TABLA IX. Evolucion del peso a los 7 y 28 dias (kg)

7 DIAS Inicial 7 Dias

Sin tratamiento (n=9) 3617+ 223 3364+ 384 (N.S)
Quinaptil (n=9) 3627 £ 302 3299+ 307 (p<0.03)
28 DIAS Inicial 15 Dias 28 Dias

Sin tratamiento (n=15) 3690 + 256 3516 + 380 3631+ 382 (N.S)

Quinapril (n= 9) 3932 + 415 3740 £ 366 39224380 (N.S)

N.S: No significativo

1.1.2.- Presion arterial

La presién arterial, analizada en los dos grupos conjuntamente, se determino en el
momento de la induccién del dafio en la arteria femoral mediante un esfigmomandmetro
(figura 13). Los conejos tratados dos dias antes con quinapril a una dosis de 1mg/Kg/dia
presentaron unos valores de tensién arterial inferiores (61 * 16 mm Hg; n=22) a los de los
animales sin tratamiento (83 * 12 mm Hg; n=22; p<0.0001). En el momento del sacrificio
no fiue posible determinar la presion arterial debido a la estenosis que presentaban las

arterias femorales en la mayoria de los animales.
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% p< 0.0001
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Figura 13. Presion arterial. Determinada mediante esfigmomanometro en la arteria femoral en el
momento de la induccion del dafio. Las barras representan la media £ EEM de un total de 22
conejos.

1.1.3.- Parimetros bioguimicos

La extraccion de 10 ml de sangre de la vena marginal de la oreja de los conejos
(puestos a ayunar 24 horas) y la separacién del suero por centrifugacién nos permitio
determinar el colesterol total. Esto se llevé a cabo mediante un autoanalizador y métodos

estandar.

Modelo de 7 dias: El colesterol total aumenté 10 veces sobre los niveles basales de los
mismos animales antes de comenzar la dieta (643 + 343 vs 60 + 24 mg/dl) (tabla XII).

Modelo de 28 dias: El colesterol total aumentd 35 veces sobre los niveles iniciales al cabo
de las 4 semanas (tabla X). El quinapril no indujo ningin cambio en los niveles de colesterol
respecto a los animales sin tratamiento.

TABLA X Niveles de colesterol sérico (mg/di)

7 DIAS Inicial 7 Dias Incremento (veces)
Sin tratamiento (n= 5) 60124 643 + 343 10
Quinapril (n= 4) 42+8 414 + 244 10
28 DIAS ' Inicial 28 Dias Incremento (veces)
Sin tratamiento (n= 10) 4110 1446 £ 425 35

Quinapril (n= 7) 49+ 11 1756 £ 549 35
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1.2.- ACTIVIDAD DE LA ENZIMA DE CONVERSION DE LA ANGIOTENSINA
1.2.1.- Actividad en suero

La actividad sérica se determiné en el momento del dafio (dia 0) apreciandose una
disminucién significativa de la actividad (70%) en el suero de los animales que recibieron
tratamiento con quinapril respecto a los animales sin tratamiento [(2.54 + 0.9) x 107 U/ml
vs (8.5 £ 3) x 10 U/ml; p<0.008]. La actividad de la ECA sérica en el momento del
sacrificio (7 y 28 dias) no se pudo cuantificar debido a la turbidez causada por la
hiperlipidemiﬁ (Figura 14).

* p< 0.008
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Figura 1_4. Actividad sérica en el momento de la induccion del dafio. Las barras
representan la media £ EEM

1.2.2.- Actividad tisular

La actividad tisular de la ECA se determind en aorta. En el momento del daiio (dia
0) no hubo cambios significativos entre los conejos tratados con quinapril y los no tratados

[(1.2 £0.2) x 107 U/mg, vs (1.1 £ 0.4) x 10”° U/mg].
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Fn el momento del sacrificio la actividad de la ECA vascular de los animales
tratados con quinapril (figura 15) disminu).(é respecto a los animales sin tratamiento, en
torno a un 40% a los 7 dias y un 50% a los 28 dias [Dia 7: (2.3 £ 1.8) x 107 U/mg, n=4, vs
(4.8 £ 5) x 10° U/mg, n=6, p=N.S; Dia 28: (2.14 £2) x 10° U/mg, n=7, vs (4.8 + 1.6) x 10°
3 Uimg, n=9; p=0.023].

7 DIAS 28 DIAS
* p= 0.023
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Figura 15. Actividad de la ECA tisular a los 7 y 28 dias. Las barras representan la media +
EEM.
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1.3.- ESTUDIOS HISTOPATOLOGICOS

1.3.1.- Andlisis de las lesiones vasculares

El analisis morfométrico se realizé de la forma descrita en métodos, sobre cortes

histolégicos tefiidos con orceina, que presentaban la méaxima estenosis en cada animal.

Modelo de 7 dias:

En el momento del sacrificio todos los animales presentaban un aumento neointimal.
Como se muestra en las figuras 16 y 17 la evaluacion morfométrica revelé que no habia
diferencias significativas en la formacién de la neointima, estimada como la relacion
intima/media (0.125 £ 0.024 vs 0.165 £ 0.03; p=0.3) o lesién maxima (28770 £ 47.46 pm?
vs 45859 + 9372 um?; p=0.15) aunque si se encontrd una tendencia hacia una lesién mas

atenuada en los animales tratados con quinapril.
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Figura 16. Cuantificacion morfométrica de la lesion en el modelo de 7 dias. Las barras en
negro representan la relacion intima/media v las barras rayadas la lesion méxima. Los datos son la
media + EEM de 6 conejos tratados frente a 7 sin tratar.
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Figura 17. Anadlisis de las lesiones vasculares a los 7 dias. Microfotografias de secciones
representativas de arterias femorales tefiidas con orceina. Se observa una ligera disminucion de la
neointima en el animal tratado con quinapril (A) respecto al no tratado (B) (Magnificacion x400).
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Modelo 28 dias:

Las medidas de las lesiones al cabo de 28 dias tampoco presentaron diferencias
significativas entre los dos grupos estudiados, aunque al igual que en el modelo de 7 dias se
aprecia una tendencia hacia la normalizacién en los conejos tratados. En la figura 18 se
muestran los valores expresados como relacién intima/media (0.39 £ 0.4 vs 1.008 + 0.8,
p=0.13) o lesion maxima (101547 + 109977 um? vs 328691 + 263104 um?; p=0.069) y en
la figura 19 se muestran dos microfotografias correspondientes a una lesién de un animal

tratado y otro animal sin tratar.
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Figura 18. Cuantificacion morfométrica de la lesion en el modelo de 28 dias. Las barras
en negro indican la relacion intima/media, mientras que las rayadas representan la lesion maxima
formada. Los datos son la media de 6 conejos tratados frente a 9 congjos sin tratamiento y

representan la media £ EEM.
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Kigura 19. Andlisis de las lesiones vasculares a los 28 dias. Las microfotografias muestran
secciones representativas de arterias femorales que han sido tefiidas con orceina. La neointima del
animal tratado (A) muestra una ligera disminucion frente a la observada en el no tratado (B).
(Magnificacion x400).
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1.3.2.- Evaluacién de la presencia de macréfagos y MCP-1
Modelo de 7 dias:

Las arterias fueron desparafinadas y secciones seriadas se trataron con anticuerpos
para macréfagos y MCP-1. En la figura 20A se observa, tanto a nivel de la intima como de
Ia capa media, que los animales sanos no mostraron infiltrado de macréfagos ni produccion
de MCP-1 (panel inferior). A nivel neointimal, los conejos que no recibieron tratamiento
mostraron una fuerte tincién para MCP-1 que coincidid con un gran infiltrado de
macréfagos (panel superior). Por el contrario, el tratamiento con quinapril (panel central) se
asoci¢ con una disminucién significativa de infiltracién de macrofagos (17 + 16 pm’ vs 4897
+2998 um?; p<0.03) y de la produccién de MCP-1 (3378 £ 693 um’ vs 8809 + 2585 pm*;
p<0.02) (figura 20B). L

En la capa media el tratamiento indujo un ligero descenso (10%) de la produccion
de MCP-1 respecto a los animales no tratados. Sin embargo, existié una gran reduccion del

infiltrado de macrofagos (0 vs 6951388 um’; p<0.05).
Modelo de 28 dias:

Como se muestra en la figura 21A, a nivel neointimal, los conejos que no
recibieron tratamiento exhibieron una intensa tincién para MCP-1, coincidiendo con un gran
infiltrado de macréfagos (panel superior). El tratamiento con quinapril (panel inferior)
produjo una disminucién significativa del infilirado de macréfagos (20213 % 52925 um’,
n=7 vs 105729 £ 196696 pum?, n=11; p<0.04) y de la producciéon de MCP-1 (45582 +
68963 pm?, n=8 vs 185642 * 169784 um’, n=8; p<0.05) (figura 21B).

A nivel de la capa media también se observo una disminucién del infiltrado de
macrofagos y de la expresién proteica de MCP-1 en este grupo de animales (51% y 20%

respectivamente).
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Figura 20A. Inmunohistoquimica de macréfagos y MCP-1 a los 7 dias. Las
microfotografias muestran una inmunohistoquimica representativa de secciones seriadas de arteria
femoral de conejo que han sido tefiidas con el anticuerpo antimacréfago RAM-11 (izquierda) y anti
MCP-1 (derecha). Animal sin tratamiento (panel superior), animal tratado con quinapril (panel
medio) y animal control (panel inferior). En cada experimento se incluyeron controles negativos que
no mostraron tincion (no mostrado). (Magnificacion x400)
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Figura 20B. Andlisis comparativo de la morfometria e inmunohistoquimica de
macréfagos y MCP-1 en el modelo de 7 dias. La grifica de barras muestra el drea de maxima
lesién (blanco, eje derecho), area positiva para MCP-1 (rayado, eje izquierdo) y el area positiva para
macrofagos (negro, eje izquierdo). Los datos representan la media + EEM (um?). (*p<0.03 y
**p<0.02 animales tratados con quinapril vs sin tratamiento).



Resultados 3

Figura 21A. Inmunohistoquimica de macrdfagos y MCP-1 a los 28 dias. Las
microfotografias muestran secciones de arteria femoral de conejo tefiidas con el anticuerpo
antimacrofago RAM-11 (izquierda) y anti MCP-1 (derecha). Animal sin tratamiento (panel
superior), animal tratado con quinapril (panel inferior). (Magnificacion x400).
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Figura 21B. Andlisis comparativo de la morfometria e inmunohistoquimica de
macréfagos y MCP-1 en el modelo de 28 dias. La grafica de barras muestra el area de maxima
lesion (blanco, eje derecho), area positiva para MCP-1 (rayado, eje izquierdo) y €l area positiva para
macrofagos (negro, eje izquierdo). Los datos representan la media + EEM (pm?). (*p<0.03 y
**p<0.02 animales tratados con quinapril vs sin tratamiento).
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1.4.- CITTOQUINAS EN ARTERIAS FEMORALES DANADAS

Las citoquinas son mediadores multipotenciales de la inflamacién y de la inmunidad
que pueden afectar a las funciones claves de las células de la pared vascular influyendo en la
iniciacién de la lesién, progresion o complicacion (Libby et al., 1995).

Por esta razon, nos planteamos en primer lugar determinar si en los conejos sin
tratamiento estaba aumentada la expresion génica de estos factores en las arterias femorales
dafiadas, estudiando en concreto citoquinas quimiotacticas (quimioquinas) como el MCP-1
e IL-8 y otras citoquinas proinflamatorias como IL-1B y TNF-a. En segundo lugar, con el
propésito de elucidar los mecanismos del efecto beneficioso de la inhibicién de la ECA,
determinamos si el tratamiento con el iECA quinapril modula la expresion de algunos de

estos factores.
1.4.1.- Expresién de MCP-1

La expresion del mRNA para el MCP-1 se estudié en cada arteria individualmente

mediante un método semicuantitativo de RT-PCR. La athpliﬁcaci()n del fragmento de MCP-

1, se realizé en las mismas condiciones que el fragmento del gen de la gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (G3PDH) utilizado como control interno, segin se describe en
métodos. El densitometrado de las bandas muestra que la amplificacion fue lineal hasta los
35 ciclos tanto para MCP-1 como para la G3PDH. Los datos obtenidos a los 35 ciclos se
utilizaron para los calculos.

Modelo de 7 dias:

Como se muestra en la figura 22 los animales control no mostraron expresion para
MCP-1, mientras que éste aumentd de forma significativa en los animales sin tratamiento
(6.3 * 1.2 U.D; n=6). Los conejos tratados con quinapril mostraron una disminucion
significativa de la expresion arterial del MCP-1 (3.4 £ 1.4 U.D; n=.7; p<0.04 vs animales sin
tratamiento). En la figura mencionada se muestra una PCR representativa obtenida tras

hacer una mezcla con 1 pg de RNA de todos los animales de cada grupo de estudio.
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Figura 22. Expresion de MCP-1 en arterias femorales por RT-PCR a los 7 dias.
Productos de RT-PCR obtenidos de la mezcla de mRNA de los animales sin tratamiento (A),
tratados con quinapril (B), y control (C). Se llevaron a cabo amplificaciones a 25, 30, 35 y 40
aclos. El analisis densitométrico de los productos de PCR se muestra en la parte izquierda. Los

datos estan en unudades arbitrarias de densitometria (U D); e indica G3PDH, B MCP-1. A la derecha
se muestra una autorradiografia de los geles.
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Resultados similares (= 50% de reduccion de la expresion del mRNA en el grupo
tratado con quinapril) se obtuvieron cuando la mezcla de RNA de cada grupo experimental

se sometio a andlisis por northern blot (figura 23).
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Figura 23. Andlisis por northern blot de la expresion del mRNA del MCP-1 en las
arterias femorales. El RNA de los animales del mismo grupo se mezclo, y el northern blot se llevd
a cabo con una sonda para MCP-1 de conejo, marcada con **P, obtenida por PCR (“Ver métodos”).
En la parte superior se muestra un gel con bromuro de etidio y en la parte inferior, el analisis
densitometrico. (1) Conejos control, (2) sin tratamiento, y (3) tratados con quinapril.
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Modelo de 28 dias:

En el momento del sacrificio los conejos que no habian recibido tratamiento
presentaron un gran incremento en la expresion génica del MCP-1 (4.8 +2; n=7) respecto a
los animales control que no lo expresaron (figura 24). El tratamiento con quinapril
disminuyd de forma significativa la expresion de este gen (2.4 *+ 1.4, n=6; p<0.03 vs

animales sin tratamiento)

Por northern blot observamos un descenso de un 40% en la expresion del MCP-1 en

los conejos tratados con quinapril (nc mostrado).
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Figura 24, Expresion de MCP-1 en arterias femorales por RT-PCR a los 28 dias. El
mRNA del MCP-1 y de Ia G3PDH (control interno) se determindé por RT-PCR utilizando los
cebadores especificos en cada caso. El analisis densitométrico de los productos de PCR se llevo a
cabo a los 35 ciclos de amplificacion.
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1.4.2.- Expresion e inmunolocalizacion de IL-8

IL-8 es un péptido. quimiotactico, perteneciente a la subfamilia de las a-
quimioquinas, producido principalmente por macrofagos y que se ha implicado en el |
reclutamiento de células inflamatorias en la placa aterosclerética (Apostopoulos et al,
1996). Por esta razon decidimos estudiar esta quimioquina mediante anlisis por RT-PCR
en las femorales dafiadas de los animales, utilizando la mezcla de los RNA de los animales

del mismo grupo.

Modelo de 7 dias:

En este modelo, estudiamos la expresion de esta quimioquina en las arterias

femorales dafiadas. Como se muestra en la figura 25 los animales sin tratamiento
N s . .y

presentaron un gran incremento de dicha expresion respecto al grupo control (8 veces), que

disminuy6 marcadamente con quinapril (1.9 veces).
Modelo de 28 dias:

Siguiendo el mismo objetivo, analizamos la expresion del mRNA de IL-8 en este
modelo, observandose (figura 25) que al cabo de 28 dias los animales que no habian
recibido tratamiento mostraron un fuerte incremento en la expresion de dicha quimioquina
respecto al grupo control (10 veces). Al igual que en el modelo anterior, el tratamiento con

quinapril disminuy6 de manera notable dicha expresion (4.7 veces).
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Figura 25. Expresion génica del mRNA de IL-8 en las arterias femorales de conejo. A)
Modelo de 7 dias, B) modelo de 28 dias. El mRNA de IL-8 y de G3PDH se determin6 por RT-PCR
a 30 ciclos de amplificacion, utilizindose las mezclas del RNA de cada grupo. En cada caso se
emplearon cebadores especificos. En la parte derecha se muestra una autorradiografia representativa
y en la parte izquierda el analisis densitométrico de los valores de densidad dptica obtenidos para IL-
8 corregidos por la expresion de G3PDH.
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Estudio inmunohistoquimico:

Con el propésito de determinar si este incremento en la expresion del mRNA de IL-
8 se correspondia con un aumento de la expresion proteica en la arteria, nos planteamos
estudiar, mediante inmunohistoquimica, el patrén de distribucion de esta quimioquina a
nivel neointimal y de capa media en el modelo de 28 dias, donde ya aparece una lesion mas
madura. Como se muestra en la figura 26 los animales sanos apenas presentaron tincion,
mientras que en los animales sin tratamiento se observo un incremento en el acamulo de IL-
8 a nivel neointimal. Por el contrario, el tratamiento con quinapril produjo una
disminucién significativa de la presencia de esta quimioquina (14 * 3, n=9; vs 9 £ 3, n=5;

p<0.04; valoracién semicuantitativa).

A nivel de la capa media, el tratamiento también indujo una reduccion de la
expresion proteica de IL-8, aunque en este caso no se alcanzo la significacion estadistica

(11 £4,n=9; vs 8 +5, n=95).

Estos resultados confirman asi los obtenidos mediante el anélisis de la expresion del

mRNA comprobando el importante efecto que ejerce el tratamiento con quinapril sobre esta

quimioquina.



Resultados 82

Figura 26. Deteccion inmunohistoquimica de IL-8 en las arterias femorales.
Microfotografias de secciones de arteria femoral tefiidas con un anticuerpo monoclonal para IL-8
humana empleandose un anticuerpo secundario unido a fosfatasa alcalina. A) Animal sano, B)
animal no tratado que presenta acumulo de IL-8 a nivel neointimal, C) animal tratado con quinapril
donde se observa una disminucion de la tincion en la intima. (Magnificacion x400).
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1.4.3.- Expresion de IL-1f

Tras la disrupcion de la superficie endotelial, los monocitos y plaquetas localizados a
nivel subintimal parecen expresar en su superficie una actividad IL-13 que probablemente
contribuye a los eventos tempranos que van a originar la lesion aterosclerdtica (Wang et al.,
1995). Estudios recientes han venido a demostrar que en la lesion ateromatosa la citoquina
IL-1P producida tanto por células espumosas como por el endotelio, induce la expresion de
las quimioquinas -8 y MCP-1 facilitando asi la activacion y la transmigraci(_'m-endotelial de
las células inflamatorias (Dinarello, 1996). |

El analisis del mRNA de IL-1PB se realizo mediante RT-PCR a 30 ciclos de
amplificacion, utilizando la mezcla de los RNA de los animales del mismo grupo.

Modelo de 7 dias:

Como se muestra en la figura 27, ¢l grupo de animales no tratados presento,
respecto al grupo control, un incremento de la expresion de IL-1f de 2.6 veces. El

tratamiento con quinapril no modifico este incremento.
Modelo de 28 dias:

Los animales sin tratamiento tras 28 dias de dieta hipercolesterolémica mostraron un
gran aumento en la expresion de esta citoqumma respecto al grupo de animales sanos (5
veces). En la figura 27 se aprecia que el tratamiento con quinapril disminuyé de forma

significativa la expresion de IL-1§.
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Kigura 27. Expresion génica del mRNA de IL-1p en las arterias femorales de conejo. A)
Modelo de 7 dias, B) modelo de 28 dias. El mRNA de IL-1p y del G3PDH (control interno) se
determino mediante RT-PCR a 30 ciclos de amplificacién, utilizindose mezclas del RNA de cada
grupo y empleandose cebadores especificos en cada caso. En la parte derecha se muestra una
autorradiografia representativa y en la parte izquierda el analisis densitométrico de los valores de
densidad optica obtenidos para IL-1p corregidos por la expresion del G3PDH.
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1.4.4.- Expresién de TNF-a

El TNF-q. es otra citoquina proinflamatoria que juega un importante papel en el
desarrollo de la lesion aterosclerdtica. Se ha demostrado que junto con IL-13 y TGF-B
puede inhibir la proliferacion endotelial y ademas puede inducir la expresion de genes de
forma indirecta, como el PDGF, al actuar sobre macréfagos, CML y CE (Ross et al., 1996).
Ademas también parece estar implicada en la regulacion de algunas metaloproteiasas.

Mediante RT-PCR determinamos la expresion del mRNA del TNF-o en las

femorales dafiadas a los 7 y 28 dias.

Modelo de 7 dias:

Como se muestra en la figura 28, los animales que no fueron tratados presentaron
un ligero aumento en los niveles del mRNA (1.6 veces) respecto al grupo de animales

sanos. Estos niveles se normalizaron en el grupo al que se suministré quinapril.
Modelo de 28 dias:

Los animales sin tratamiento mostraron un gran incremento en la expresion del

TNF-a (6 veces). Sin embargo, dicha expresion apenas se vié modificada por el tratamiento

(figura 28).
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Figura 28, Expresion génica del mRNA del TNF-« en las arterias femorales de conejo .
A) Modelo de 7 dias, B) modelo de 28 dias. El mRNA del TNF-a y de G3PDH (control interno) se
determino por RT-PCR a 30 ciclos de amplificacion, utilizandose mezclas del RNA de cada grupo y
empleandose cebadores especificos en cada caso. En la parte derecha se muestra una
autorradiografia representativa y en la parte izquierda el analisis densitomeétrico del TNF-o
corregido mediante G3PDH.
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1.5.- FACTORES DE CRECIMIENTO Y PROTEINAS DE MATRIZ

La produccion de factores de crecimiento por CE, macréfagos, CML y linfocitos T,
junto con una sintesis incrementada de proteinas de matriz conduce a la progresion de la
lesion aterosclerdtica hacia una placa fibrosa (Ross R, 1993). Entre estos factores de
crecimiento decidimos estudiar, en las arterias femorales dafiadas de los conejos, la
expresion del PDGF-B mediante hibridacion in situ. Centrandonos en el andlisis del
colageno I como principal proteina de matriz implicada en el proceso aterogénico. Su

analisis se llevod a cabo mediante northern blot.
1.5.1.- Expresién de PDGF-B

El PDGF-B ademas de ser un importante factor de crecimiento implicado en la
acumulacion de CML en las lesiones ateroscleroticas (Uchida et al.,, 1996), es un potente
factor quimiotactico de monocitos, sobre los que induce la expresion del factor tisular,

principal iniciador de la cascada de coagulacion (Ernofsson et al., 1996).

Mediante hibridacion in sifu, estudiamos la distribucion celular del mRNA del
PDGF-B en las arterias femorales dafiadas de los animales del modelo de 28 dias, al

presentar éstos una lesion mucho mas desarrollada.

Como se muestra en la figura 29, los conejos sanos apenas mostraron expresion,
mientras que los que no recibieron tratamiento presentaron un gran incremento de la
expresion génica del PDGF-B a nivel de la neointima y de la capa media (10,2 £ 4y 10,6 +
3 respectivamente vs animales sanos; valoracién semicuantitativa). Esta expresion coincidié
con aquellas 4reas que eran positivas para macrofagos. Por el contrario, los animales
tratados con quinapril presentaron una marcada reduccion de la expresion de este factor
tanto en la intima (5.5 + 5, n=7; p=0.059) como en la media (4.8 = 5.5, n=7, p<0.03),

alcanzando en ésta la significacion estadistica.

Los controles negativos realizados con la sonda sentido no mostraron hibridacion,

demostrando asi la especificidad de la técnica.
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Figura 29. Localizacion de la expresion de PDGF-B por hibridacion in situ. La sonda
antisentido del PDGF-B marcada con digoxigenina fue hibridada con secciones de arteria femoral
procedentes del modelo de 28 dias. (A) Conejo sano, (B) sin tratamiento y (C) tratado con quinapril.
(Magnificacion x400).
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1.5.2.- Expresién e inmunolocalizacién de coligeno I

Los coligenos vasculares son componentes decisivos de la integridad de la pared

vascular, siendo el coldgeno tipo I junto con el ITI los de mayor predominancia.

Modelo de 7 dias:

Con el propdsito de estudiar si el colageno I estaba modificado al cabo de los 7 dias
de haberse producido e! dafio, analizamos su expresién mediante northern blot. Como se
. muestra en la ﬁgura 30, los animales sanos presentaron una expresion basal. Sin embafgo,
tanto los animales sin tratamiento como los tratados, mostraron un incremento similar en la
expresion respecto a los animales sanos, siendo éste ligeramente mayor en el grupo al que

se le administrd el quinapril (1.65 y 1.92 veces respectivamente).
Modelo de 28 dias:

También quisimos analizar la expresion de esta proteina de matriz en las arterias
femorales dafiadas al cabo de 28 dias de dieta hiperlipémica. Los resultados revelaron un
gran incremento en la expresion del mRNA respecto a los animales sanos (figura 30), que
curiosamente fue similar tanto en el grupo no tratado (3.7 veces) como en el que se le

administré el fairmaco (3.5 veces).
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Figura 30. Expresion génica del mRNA del coligeno I en las arterias femorales de
conejo. En la parte derecha se muestra una autorradiografia representativa del analisis por northern
blot de una mezcla de RNA total de los animales de cada grupo. En la parte izquierda aparece el
analisis densitométrico. Los datos fueron corregidos mediante los valores obtenidos de G3PDH. A)
Modelo de 7 dias, B) modelo de 28 dias.
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Estudio inmunghistoguimico:

Una vez que constatamos que la expresion del mRNA de colageno I no variaba con
la administracién de quinapril, nos propusimos confirmar mediante inmunohistoquimica, que
esto ocurria también a nivel de proteina. Con este fin decidimos realizar el estudio en el

modelo de 28 dias, por presentar éste unas lesiones mas acusadas.

»

En la figura 31A se puede observar que los animales sanos presentaron un ligera
tincion a nivel de la capa media. Esta tincidn aparecié¢ fuertemente incrementada en la
‘media de las arterias dafiadas en comparacion a las sanas (figura 31B), pero no hubo
diferencias entre los animales tratados y sin tratar (figura 31C) (10 = 7 vs 8.2 + 4.8, -
valoracion semicuantitativa). La neointima también presentd una intensa tincién para
colageno 1 en ambos grupos, en este caso también hubo un patrén similar (11.8 £ 7 vs 10.5

+5).

“ Todos estos resultados confirman ia existencia de una correlacion entre la expresion

génica y proteica del colageno I en ambos modelos. -
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Figura 31. Deteccion inmunohistoquimica del coldgeno I en las arterias femorales a los
28 dias. Las microfotografias muestran una inmunohistoquimica representativa de secciones de
arteria femoral de conejo que han sido tefiidas con un anticuerpo policlonal para colageno I humano.
(A) Animal sano, (B) animal no tratado, (C) animal tratado con quinapril. (Magnificacion x400).
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1.6.- ACTIVIDAD NF-xB EN LAS ARTERIAS DE CONEJO

Para medir la actividad NF-xB se extrajeron las arterias femorales dafiadas y las
aortas abdominales de tres animales distintos de cada grupo (control, sin tratamiento y
tratado con quinapril). Una vez aisladas se obtuvieron los extractos celulares, como se

describe en métodos y se mezclaron.

La actividad se cuantificé usando 10 pg de proteina total de cada mezcla, y los
experimentos se hicieron por duplicado. Los controles negativos sin extracio celular y los
ensayos de competicién con un exceso de 50 veces de los oligonucledticos NF-xB y AP-1

se realizaron para establecer la especificidad de la reaccion.

No se encontré ninguna sefial en las reacciones sin los extractos celulares y la
especificidad fue demostrada por el efecto de competicion con NF-xB frio mediante la

disminucién de 1a sefial de las bandas de retardo (no mostrado).
Modelo de 7 dias:
- Actividad NF-«B en arteria femoral:

Con respecto a los controles, las arterias dafiadas de los animales sin tratamiento
mostraron un incremento en la actividad NF-xB de 7 veces, que disminuyd a un incremento
de 4 veces en los animales tratados con quinapril (Figura 32, lineas 1 y 2). Ademas, para
caracterizar la actividad NF-xB encontrada en las arterias dafiadas, hicimos ensayos de
superretardo con. los extractos celulares de los animales no tratados. Para ello utilizamos

anticuerpos para las dos subunidades de NF-«xB, p50 y p63.

Tanto e! anticuerpo anti-p65 como el anti-p50 redujeron la intensidad de la banda
principal. Aunque solo en presencia del anticuerpo anti-p50 aparecié un complejo de
superretardo (Figura 32, linea 5). Por lo tanto, p65 y p50 parecen ser componentes del

complejo NF-xB encontrado en la pared arterial.



Resultados 94

e = e

Figura 32. Actividad NF-xB en arterias femorales. En la parte izquierda, los extractos
celulares de 3 conejos diferentes de cada grupo se aislaron y se mezclaron. A continuacion,
mediante una sonda de NF-xB se procedio al ensayo de movilidad electroforética. (1) Conejos sin
tratatamiento, (2) tratados con quinapril, y (3) conejos control. En la parte inferior se muestra el
analisis densitométrico de las bandas. Los extractos celulares de los conejos no tratados también se
incubaron en ausencia (4) o presencia de los anticuerpos contra las subunidades de NF-xB p50 (§) y
p65 (6). La flecha muestra la presencia de una banda de superretardo.
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- Actividad NF-«kB en aorta:

Puesto que el colesterol total sérico al cabo de los siete dias presentaba un aumento
de 10 veces respecto a los niveles basales (643 + 343 vs 60 * 24 mg/dl), nos propusimos
determinar el efecto de la dieta hipercolesterolémica en la actividad NF-xkB de un vaso al
que no habiamos inducido dafio. Con este fin, analizamos los extractos de proteina celular
obtenidos de las aortas abdominales. Como se muestra en la figura 33, aparecié un
incremento de la actividad NF-kB en las aortas de animales sin tratamiento (4 veces sobre el
control) (lineas 1y 2), el tratamiento con quinapril redujo el incremento de dicha actividad 2
veces sobre el control (linea 3). Sin embargo hay que destacar que la actividad NF-xB fue

mucho mayor en las femorales dafiadas que en las aortas no manipuladas.
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Figura 33. Actividad NF-xB en arterias aortas. (1) Conejos control, (2) sin tratamiento, y (3)
tratados con quinapril. En la parte derecha se muestra el analisis densitométrico de las bandas.
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Modelo de 28 dias:
- Actividad NF-xB en la aorta:

Tras los resultados obtenidos en el modelo de 7 dias, decidimos medir la actividad
NF-xB en las aortas para comprobar el éfecto directo que e¢jercen los altos niveles de
colestérol alcanzados en este modelo (1446 + 425 vs 41 £ 10) sobre una arteria no dafiada.
Con este propésito analizamos los extractos de proteina celular obtenidos de las aortas

abdominales.

Como se muestra en la figura 34, las aortas de animales sin tratamiento 'presentaron
un incremento de la actividad NF-xB (9 veces sobre el control) (linea 1), mientras que el

tratamiento con quinapril redujo el incremento de dicha actividad (6 veces sobre el control)
(linea 2).

Por otro lado, caracterizamos la actividad NF-xB encontrada en las aortas de los
animales sin tratamiento mediante ensayos de superretardo. Tanto el anticuerpo anti-p63
como ¢l anti-p50 redujeron la intensidad de la banda principal. Ademas, el anticuerpo anti-

p50 indujo la aparicién de un complejo de superretardo (Figura 34, linea 5).
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Figura 34 Actividad NF-xB en arterias aortas. (+) Extractos nucleares procedentes de HeLa
se incubaron con el oligonucledtido marcado y se utilizaron como control del ensayo, (-) control
negativo sin extracto celular, (1) conejos sin tratamiento, (2) tratados con quinapril, y (3) conejos
control. En la parte inferior se muestra el andlisis densitométrico de las bandas. Los extractos
celulares de los conejos no tratados también se incubaron en ausencia (4) o presencia de los
anticuerpos contra las subunidades de NF-kB p50 (5} y p65 (6). La flecha muestra la presencia de
una banda de superretardo.
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- Deteccién de la activacion de NF-«B in situ en arterias femorales:

Con la intencién de determinar in situ la presencia de NF-kB activado en las
lesiones, utilizamos la nueva técnica de South-Western (“ver métodos™). La cuantificacion
de nicleos tefiidos en el tejido se llevé a cabo segin una valoracién semicuantitativa,
comprendida entre 0 y 6 segiin la intensidad de la tincion que presentaba cada preparacion.
De esta manera encontramos que el 80% de los animales sin tratamiento mostraron
positividad en la media y en la neointima para NF-xB, mientras que solo un 40% de los
animales tratados con quinapril mostraron positividad. No se detecté actividad NF-xB en
los animales sanos (figura 35). La incubacion de las preparaciones com una secuencia
mutada de NF-xB no mostré tincion, demostrando asi la especificidad de la técnica

(resultados no mostrados).

Ademas, con el propésito de estudiar qué tipo de células en la lesion eran positivas
para la actividad NF-xB, realizamos doble tincion con anticuerpos especificos para
macréfagos y CML. En la figura 36A se muestra una doble inmunohistoquimica de la lesion
de un animal sin tratamiento, en la que aparece en marron el area ocupado por CML y en un
ligero rosa, el area invadida por macréfagos. Ambos tipos celulares presentaron actividad
NF-xB. En la figura 36B se muestra un tincién doble de la zona de la capsula de la lesién,
donde se aprecian los nucleos con actividad NF-xB en azul oscuro (flecha) y el citoplasma
de las CML en marrén. En la figura 36C aparece el area correspondiente a la zona ocupada
por los macrofagos, donde se muestran los nucleos en azul oscuro (flecha) y el citoplasma

de los macréfagos en marroén.
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Figura 35. Actividad NF-kB en las lesiones del modelo de 28 dias. Microfotografias de
secciones representativas de arteria femoral, donde se determind la actividad NF-kB mediante south-
western en animales (A) sin tratamiento, (B) tratados con quinapril y (C) sanos. Los nucleos
activados aparecen en azul oscuro. (Magnificacion x400).
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Figura 36. Colocalizacion de NF-kB activado en macrdfagos y CML. (A) Doble
inmunohistoquimica de CML (marron) y macrofagos (rosa claro). (Magnificacion x400). Mediante
doble tincion se muestra un detalle de la micrografia anterior donde las flechas indican la presencia
de un nucleo tefiido para NF-kB (en azul oscuro) rodeado del citoplasma tefiido (en marrén) con
anticuerpos especificos para CML (B) y para macrofagos (C). (Magnificacion x1000).
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2.- EFECTO DE LA INHIBICION DE LA HMG-CoA REDUCTASA

Los inhibidores de la HMG-CoA reductasa o estatinas han demostrado ser muy
eficaces en reducir la mortalidad total y cardiovascular, tanto en prevencién primaria (The
4§ investigators, 1994) como en secundaria (Shepherd et al., 1995). Sin embargo, aunque
se sabe que las placas ricas en lipidos son mas propensas a romperse, los mecanismos por
los que los inhibidores de la HMG-CoA reductasa reducen los eventos coronarios no estan

demastado claros.

En este sentido, en un modelo experimental de hiperlipidemia mixta (0.5% de
colesterol y 14% de aceite de coco), hemos abordado el estudio del efecto del tratamiento
con atorvastatina (Atv), una nueva estatina que ademas de reducir los niveles de colesterol
total y LDL disminuye los triglicéridos (Bocan et al., 1994). Concretamente estudiamos su
accion sobre la progresion de la placa y el contenido de macrofagos como marcador de su

estabilidad.
2.1.- EVOLUCION DEL PESO Y DE LOS LIPIDOS PLASMATICOS

El peso de los animales se controlé semanalmente con el fin de ajustar la dosis del
medicamento en funcién de su evolucion. Tras la cirugia se observo una ligera disminucion
del peso medio de los animales (3% tras la inducciéon del dafio endotelial y 14% tras la
angiografia control), que se recuperé en los dos casos hasta valores normales al cabo de las
cuatro semanas. El tratamiento con Atv no modificé la evolucion del peso (sin tratamiento:

32107 kg vs Atv: 3.3 £0.7 kg).

En la tabla X1 observamos que en ¢l momento de la distribucién aleatoria, tras 4
semanas de dieta al 0.5% de colesterol y 14% de aceite de coco, el colesterol plasmatico y
el colesterol LDL estaban elevados unas 20 veces sobre los v'alo.res iniciales, los triglicéridos
2 veces y las HDL no se modificaron. Tras el tratamiento, en el momento del sacrificio, ¢l
grupo tratado con Atv presentd una disminucién significativa del colesterol plasmatico
{(60%; p<0.04), del colesterol LDL (40%; p<0.02) y de los triglicéridos (50%; p<0.02) con

respecto al grupo control. El colesterol HDL no se modifico con el tratamiento.
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TABLA XI. Valores de los lipidos en el plasma (mg/dl)

BASAL DISTRIBUCION SACRIFICIO
ALEATORIA
Sin tratamiento Atorvastatina
Colesterol 54 £ 43 1000 +419™ 595 + 404 249 +322**
LDL 42 £ 63 907 + 455" 79 £+ 29 49 + 27
HDL 25+ 16 27+12 25+9 25 +7
Triglicéridos 63 £ 18 133 + 78" 96 + 28 51 +33%

*p<0.004 vs valores iniciales; *“p<0.04, *p<0.02 vs animales sin tratamiento.
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2,2.- ANALISIS DE LAS LESIONES VASCULARES

La evaluacion de la lesion se realizé sobre cortes histologicos tefiidos con orceina.
Los datos se obtuvieron evaluando los cortes que presentaban la maxima lesion en cada
animal. Como podemos comprobar en las Figuras 37 y 38, la estenosis méaxima de las
arterias femorales de los animales tratados con Atv fue significativamente menor que aquella
del grupo sin tratamiento, estimada como la relacion intima/media (0.129 * 0.038 vs 0.412
+ 0.322; p=0.001) o como porcentaje del area de la luz ocupada por la lesion (10.06 +

7.03% vs 21.24 + 13.54%; p=0.038).
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Figura 37. Andlisis morfométrico de las lesiones. Cuantificacién morfométrica de la lesion.
Las barras en negro representan la relacién intima/media y las barras rayadas el porcentaje de luz
ocluida. Los datos son la media de 7 conejos tratados frente a 8 sin tratar. "p=0.001 vs sin
tratamiento; ~ p=0.038 vs sin tratamiento. Las barras representan la media + EEM.
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Figura 38. Anadlisis de las lesiones vasculares. Secciones representativas de arterias femorales
tefiidas con orceina. Se observa una mayor formacion de neointima (flechas) en el animal no tratado

(A) que en el perteneciente al grupo de Atv (B). M: Capa media de la arteria. (Magnificacion x
100).
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2.3.- EVALUACION DE LA PRESENCIA DE MACROFAGOS EN LAS LESIONES

La presencia de macrofagos se determind por inmunohistoquimica empleando el
anticuerpo monoclonal RAM11 y se evalué en cada animal la seccién que presentaba la
maxima lesion. Los macrofagos estaban presentes en la neointima de las arterias de 5 de
los 9 animales sin tratamiento (56%) y en ninguno (0%) de los 7 animales tratados con Atv
(p=0.034). El area media neointimal ocupado por los macroéfagos fue 1.470 +2.750 um’ en
el grupo sin tratamiento. También hubo presencia de macrofagos en la media de 3 de 9

animales sin tratamiento (33%), mientras que en el grupo de Atv no se encontré ninguno.

En la Figura 39 se muestra una seccion representativa de cada grupo.

Figura 39. Deteccion de macrdfagos por inmunohistoquimica en secciones de arteria.
Secciones de arteria femoral tefiidas con el anticuerpo RAM-11 anti-macrofagos de conejo. Se
muestra un corte representativo de cada grupo de tratamiento. (A) Animal sin tratamiento, (B)

animal tratado con Atv. La flecha indica la presencia de macrofagos (en marrén). (Magnificacion x
400).
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2.4.- EXPRESION DE MCP-1 EN LAS ARTERIAS FEMORALES

La expresion del mRNA de MCP-1 se cuantificé por RT-PCR, y tras comprobar que
la amplificacion del fragmento era lineal hasta los 35 ciclos, los resultados valorados son los
obtenidos tras 30 ciclos de amplificacion. Como podemos observar en la Figura 40, la
expresion de MCP-1 aumento 2 veces en el grupo no tratado, con respecto a los controles.

Este incremento fue atenuado por el tratamiento con Atv.
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Figura 40. Expresion de MCP-1 en arteria femoral. E| RNA se obtuvo de las arterias
femorales mezclando el procedente de los animales del mismo grupo. Tras someterlo a RT se realizé
la PCR durante 25, 30 y 35 ciclos de amplificacién, valorando los resultados obtenidos a los 30
ciclos que se muestran en la parte izquierda. En la parte derecha se muestra el analisis
densitométrico del MCP-1 corregido por G3PDH.
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2.5.- EXPRESION PROTEICA DE MCP-1 EN LAS LESIONES

La presencia de MCP-1 en la neointima y en la media, en las secciones que
presentaban la maxima estenosis, se evalud mediante inmunohistoquimica con un anticuerpo
policlonal anti-MCP-1 (Figura 41). Todos los animales del grupo sin tratamiento
presentaban tincién para MCP-1 frente a 5 de 7 animales del grupo de Atv. El éréa de
tincion se cuantificG automaticamente, como se‘ describe en los métodos, y fue
significativamente mas bajo en el grupo de Atv que en el grupo sin tratamiento en la
neointima (3881 % 3898 pm? vs 41657 + 43141 um®, p<0.0002) y en la media (10027 +
341 um? vs 16584 + 5401pum?®, p<0.02) (Figura 42). Los animales control no mostraron

tincion.

La presencia de macréfagos en la neointima coincidié con la expresion de MCP-1.
Sin embargo, como se aprecia en la Figura 41, el MCP-1 también parece estar presente en la
capa media y en areas de la neointima donde no hay macréfagos, sugiriendo que las células

de musculo liso vascular podrian ser las responsables de su sintesis.
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Figura 41. Deteccion de MCP-1 por inmunohistoquimica en secciones arteriales.
Secciones de arteria femoral tefiidas con el anticuerpo anti-MCP-1. Se muestra una seccién
representativa de cada grupo. (A) Grupo sin tratamiento. (B) Grupo tratado con atorvastatina.
(Magnificacion x400).
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Figura 42. Andlisis morfométrico de la presencia de MCP-1 en las arterias. El arca
ocupado por MCP-1 se analiz6 automaticamente como se describe en “métodos”. Las barras en
negro representan el area media tefiida para MCP-1 en la neointima y las barras rayadas el area
media para MCP-1 en la media. Los datos son la media de 7 conejos tratados y 9 sin tratar. “p<
0.0002 vs sin tratamiento y “"p<0.02. Los datos representan la media + EEM.
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3.6.- ACTIVACION NF-xB EN LA FEMORAL LESIONADA, AORTA E HIGADO

Mediante 1a técnica del South-Western nos planteamos determinar in sifu 1a
presencia de NF-xB activado en las lesiones. La cantidad de nicleos tefiidos en el tejido se
calculd segim una valoracién semicuantitativa comprendida entre 0 y 6 segun la intensidad
de la tincién que presentaba cada preparacion. De esta forma, se encontrod actividad NF-xB
en la neointima y en la media de 4 de 7 animales estudiados en el grupo ‘que no recibi6
tratamiento (todos ellos > 2), y en niguno del grupo de animales sanos. Atv produjo una
disminucién del 60% y 65% de los valores medios de activacién en la intima y en la media
respectivamente. En la Figura 43 se muestra un ejemplo de un animal sin tratamiento (A),
tratado con Atv (B) y un animal sano (C). Cuando las preparaciones se incubaron con el
oligonucleétido mutante para NF-«B no se aprecio tincion alguna, lo que demuestra la

especificidad de la sonda empleada.

Puesto que NF-kB puede estar presente tanto en macroéfagos como en CML, nos
propusimos estudiar, mediante la técnica de doble tincion, cuales de estas células eran
responsables de la actividad encontrada en las lesiones. Como se puede ver en la Figura 44,
]a actividad NF-xB se detect6 en los animales no tratados en areas tefiidas para macrofagos
y CML. Sin embargo, debido a que hay una mayor cantidad de CML es logico pensar que

una gran parte del NF-xB activado en el vaso lesionado se deba a estas células.
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Figura 43. Actividad NF-xB en las lesiones. Microfotografias de secciones representativas de
arteria femoral donde se determiné la actividad NF-kB mediante south-western en animales (A) Sin

tratamiento, (B) tratados con Atv, y (€) sanos. Los nucleos tefiidos aparecen con una coloracion
azul. (Magnificacion x400).
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Figura 44. Colocalizacién de NF-xB activado en macrifagos y CML. Detalle de la
localizacion de la actividad NF-kB, mediante doble tincién, con un anticuerpo anti-alfa actina (A) y
para macrofago (B). (Magnificacion x1000). Las flechas indican la presencia de un niicleo tefiido
para NF-«B rodeado de un citoplasma tefiido con los anticuerpos especificos para CML (A) y para
macrofagos (B).
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Puesto que se¢ ha demostrado que una dieta aterogénica puede inducir la activacion
del NF-xB en el higado (Liao et al; 1993), nos planteamos estudiar mediante geles de
retardo si la activacién de este factor en higado y aorta podia ser modulada por el

tratamiento con Atv.

Extractos proteicos de los grupos tratados, sin tratar y sanos se mezclaron en sus
distintos grupos utilizindose para los ensayos 10 ug de proteina total de cada mezcla. Con
respecto a los animales sanos, el NF-xB se encontrd activado en el higado y en la aorta de
los conejos sin tratamiento mientras que aquellos tratados con Atv presentaron una marcada
reduccion de la activacion en ambos érganos (Figura 45). Los ensayos de competicion se
realizaron en presencia de los oligonucleétidos NF-kB y AP-1 frios, para establecer la
especificidad de la reaccion, que fue demostrada para el NF-xB, mediante la disminucion de

las bandas de retardo, pero no para el AP-1 (Figura 45).

El AP-1 es un factor de transcripcion implicado principalmente en la regulacion de
los genes de la matriz extracelular y metaloproteinasas y parece tener una importancia
secundaria en ¢l control de los genes implicados en la inflamacién. Por este motivo nos
propusimos determinar la activacion de este factor en el higado y en la aorta de los conejos.
Como se muestra en la Figura 45, la actividad AP-1 se incremento en la aorta e higado de
los conejos sin tratamiento pero mo fue modificada por el tratamiento con Atv. Los
experimentos de competicién con AP-1 frio, pero no NF-xB, hicieron desaparecer los

complejos marcados.
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AORTA HIGADO

NF-KB

Figura 45, Actividad NF-xB y AP-1 en la aorta e higado de los conejos. La activacion de
NF-kB (paneles superiores) y AP-1 (paneles inferiores) se determino en la aorta (paneles izquierdos})
e higado (paneles derechos) de los conejos. Los extractos celulares se mezclaron y a continuacion se
procedio a la realizacion del experimento. (1) Conejos control, (2) conejos sin tratamiento, (3)
conejos tratados con atorvastatina., (4) ensayos de competicion con NF-xB frio (panel superior) y
AP-1 frio (panel inferior). + control positivo con extracto nuclear Hela.
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PARTE II: ESTUDIOS IN VITRO

1.- EXPRESION DEL GEN MCP-1 EN MONOCITOS Y CML

Los macrofagos son inicialmente los responsables del incremento de MCP-1 en las
arterias ateromatosas (Nelken et al., 1991), aunque las CML también pueden sintetizar esta
quimioquina. Para mostrar el efecto de la Ang II y las LDL en la expresion del MCP-1,

realizamos experimentos en cultivos de la linea monocitica U937 y en CML de rata.

Estudios preliminares llevados a cabo en nuestro laboratorio han demostrado que la
méaxima expresion de MCP-1 se observa al cabo de 6 horas, tanto en células monociticas
como vasculares {datos no mostrados). Por tanto, los experimentos se realizaron en células
en estado de reposo preincubadas durante 24-48 horas en medio al 0.5% de STF y
estimuladas con Ang IT (10° mol/l) y con LDL (100 pg/ml) durante 6 horas.

Expresion en células monociticas.

La Ang II (10”° mol/l) y la LDL nativa indujeron un incremento en la expresion del
mRNA del MCP-1 de 3 y 2 veces respectivamente (Figura 46A y 46B). El TNF-q¢,

empleado como control positivo, produjo un incremento en la expresion de 6 veces.

Para analizar si la movilizacion de NF-xB podria estar implicada en la activacion del
MCP-1 inducida por la Ang I y LDL, preincubamos las células durante 1.5 horas con 200
umol/l de pirrolidin-ditiocarbamato (PDTC), una sustancia que inhibe la activacion de NF-
kB en algunos tipos celulares (Schreck et al, 1992). En todos los experimentos, la
expresion de MCP-1 fue completamente bloqueada por la preincubacion con PDTC,
sugiriendo que el incremento en la expresion del mRNA de MCP-1 por estos estimulos es

mediado por la activacion de NF-xB.
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Figura 46, Expresion de MCP-1 en células monociticas. Las células fueron deplecionadas y
estimuladas durante 6 horas con los diferentes estimulos. Como control intemo se empled el RNA
ribosomal 28S. A. (1) Basal. (2) Ang II (10 mol/l) (3) TNF-a 100U/ml. (4) Ang I (10 mol)
preincubado durante 1.5 h. con 200 umol/l de PDTC. B. (1) Basal. (2) TNF-a 100U/ml. (3) LDL
(100 pg/ml). (4) LDL{100pg/ml) preincubado durante 1.5 h. con 200 umol/l de PDTC. En la parte
inferior se muestran los analisis densitométricos expresados en unidades arbitrarias de
densitometrado.- Los datos constituyen un experimento representativo de 2 realizados.



Resultados 116

Células musculares lisas:

La incubacién de las CML con Ang I (10° moll) y con LDL (100 Lg/ml)
incrementé la expresion del gen de MCP-1 de 3.3 y 2 veces respectivamente. La

preincubacion de estas células con PDTC disminuyé, en ambos casos, dicha expresion

(Figura 47).
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Figura 47. Expresion del MCP-1 en CML. En esta Figura se muestra un experimento
representativo de dos realizados. (1) Basal. (2) Ang II (10° mol/l) (3) Ang I (10° mol/)
preincubado 1.5 h. con PDTC (200 pmol/) (4) LDL (100 ug/mi) (5) LDL (100 pg/ml) preincubado
durante 1.5 h. con 200 pmol/l de PDTC. Como control de carga se utilizd el RNA ribosomal 28S
tefiido con bromuro de etidio. En el margen derecho aparece el analisis densitométrico.



Resultados 117

2.- ACTIVIDAD NF-xB EN MONOCITOS Y CML ESTIMULADAS
CON ANG 11

Células monociticas:

Las células U937 se incubaron con Ang II (107, 10° y 10° mol/l) durante 30, 60 y
120 min. Para estimar la cantidad de NF-xB activo, los extractos nucleares obtenidos se
corrieron en geles de retardo. La induccién Optima se encontrd tras 1 h. de estimulacion,
volviendo casi a los niveles basales a las 2 b. por lo que los experimentos se realizaron a 1 h.
La especificidad de la reaccién se establecio utilizando los controles descritos

anteriormente.

La Ang II aumenté la actividad NF-xB, siendo maxima a la dosis de 10 mol/ (3
veces sobre el basal). E1 LPS, un fuerte inductor de la activacién de NF-xB en macrofagos,
se utilizo como control positivo (figura 48). La preincubacién de estas células con PDTC

anulé la activacién de NF-xB (no mostrado).

La preincubacion de los extractos nucleares durante 1 h con lug de anticuerpo anti-
p50 o anti-p65 redujo la intensidad de las bandas mientras que el anticuerpo anti-p50 indujo

la aparicion de un complejo de superretardo (figura 48, linea 9).

Células musculares lisas:

También quisimos saber si la Ang II podia inducir la activacién de NF-xB en CML.
Como se muestra en la figura 49 | 1a Ang II aumentd la activacion de NF-xB en los mismos
tiempos y dosis ensayados para las células monociticas. Asi, la dosis de 107 produjo un
aumento de 7 veces respecto a los niveles basales. La activacion de NF-xB disminuyo

cuando las células se preincubaron con 200 pmol/l de PDTC durante 1.5 h.
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En los ensayos de superretardo, la preincubacién de las células con el anticuerpo
anti-p50 durante 1 h. disminuy6 la intensidad de la banda principal, mientras que el anti-p65

casi la hizo desaparecer (figura 49).
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Figura 48. Actividad NF-xB en células monociticas estimuladas con Ang I Las células
U937 se incubaron con los estimulos durante los periodos de tiempo indicados. En el panel de la
izquierda se muestra un experimento representativo de 3 realizados y el analisis densitométrico
aparece en €l panel inferior. (1) Basal 30 min. (2) Ang II (10? mol/) 30 min. (3) Basal 1h. (4) Ang
I (107 mol/) 1h. (5) Ang II (10° mol/l) 1h. (6} LPS (lpg/ml) lh. Los extractos nucleares se
incubaron con anticuerpos para las subunudades p50 y p65 de NF-kB (panel derecho): (7) Basal (8)
Ang 11 (10 mol/l) (9) Ang II (10”° mol/1) con anti-pS0 y (10) Ang II (10” mol/l) con anti-p65.
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Figura 49. Actividad NF-xB en células musculares lisas estimuladas con Ang II. Las
CML se deplecionaron y luego se incubaron durante 1h. con los estimulos. Las preincubaciones con
PDTC se llevaron acabo durante 1.5 h. a 200 pmol/l de concentracion. En el panel izquierdo se
muestra un experimento representativo de 3 realhizados vy el analis densitométrico aparece en la parte
inferior. (1) Basal. (2) Ang T (10”7 mol/l) (3) Ang I (107 mol/l) + PDTC (4) Ang I (10°mol/l) (5)
Ang I (10® mol/l) + PDTC (6) LPS (1pg/ml). En el panel derecho aparecen los extractos nucleares
incubados con los anticuerpos para las subunidades de NF-xB (p50 y p65). (7) Basal. (8) Ang II
(10 mol/) (9) Ang TI (10” mol/1) con anticuerpo anti p50 y (10) Ang I (10 mol/I) con anti p65.
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3.- ACTIVIDAD NF-xB EN MONOCITOS Y CML ESTIMULADAS
CON LDL

Células monociticas:

Las células U937 se deplecionaron y se incubaron con LDL (100 pg/ml) durante 1y
2 h. Con el propésito de determinar la cantidad de NF-xB activo se extrajeron los extractos
nucleares y se corrieron en geles de retardo. Las LDL produjeron aumento de la activaci(m
de NF-xB de 3 veces respecto a los niveles basales tras 1 h. de incubacién (Figura 50A),
volviendo casi a los niveles basales a las 2 h. La preincubacién de las células con PDTC

disminuy®é la activacién de NF-xB (no mostrado).

Células musculares lisas:

En estas células también comprobamos la capacidad de las LDL para activar el NF-
kB durante 1y 2 h, siendo la induccién 6ptima tras 1 b de incubacién. Como se muestra en
la Figura 50B, las LDL produjeron un incremento de la activacion de 2.5 veces respecto a
los niveles basales tras 1 h. de incubacion (linea 2). Este incremento fué similar al observado
al incubar las células con un fuerte inductor de NF-xB como es el TNF-a (linea 3). La

preincubacion de las células con PDTC disminuyd la activaciéon de NF-xB (no mostrado).

-
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Figura 50. Actividad NF-xB en U937 y CML estimuladas con LDL. La actividad NF-xB se
determino en (A) células U937 y (B) CML. En ambos casos las células fueron deplecionadas v se
incubaron con LDL (100 pg/ml). (A). (1)} Basal 1 h. (2) LDL 1 h. (3) Basal 2 h. (4) LDL 2 h. (B).
(1) Basal 1 h. (2) LDL 1h. (3) TNF-a. Las flechas indican la formacion de los complejos.



V.- DISCUSION
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El proceso de aterogénesis se produce como consecuencia de las multiples
interacciones entre estimulos dafiinos que actuan sobre el endotelio y las respuestas
reparativas de la pared arterial. Esto conduce a una acumulacion intraarterial de lipidos intra
y extracelulares, macrofagos, células T, CML, proteoglicanos, colageno y fibras necroticas.
La existencia de una reaccién inflamatoria es la clave en la aterogénesis y, mas importante
ain, en la rotura y trombosis de las placas ya formadas, que da lugar a los sindromes
coronarios agudos. La presencia de células inflamatorias en la placa es favorecida por la
liberacién de factores quimiotacticos tales como LDLox y quimioquinas. Entre éstas destaca
el MCP-1, que es expresado en respuesta a una gran variedad de estimulos tanto in vitro, a
través de LDL, IL-1p y TNF-a (Takahashi et al., 1995), como #n vivo (Yu et al,, 1992). La

expresion de ésta y otras quimioquinas esta controlada por un factor nuclear, el NF-«xB.

La participacién de la activacion del factor nuclear xB en la patogénesis de la
aterosclerosis es una idea atractiva y novedosa. En esta tesis hemos podido comprobar que
la infiltraciéon de macrofagos y la expresion de MCP-1 estan aumentadas en las placas

ateroscleréticas de manera paralela a la activacion de NF-xB.

Mediante el desarrollo de un modelo experimental de aterosclerosis acelerada hemos
estudiado algunos de los mecanismos implicados en el desarrollo y rotura de la placa

aterosclerética. Los resultados obtenidos demuestran que:

1.- El sistema renina-angiotensina puede jugar un papel muy importante en la patogénesis de
la aterosclerosis, al considerar que la Ang I1 puede ser responsable, al menos en parte, de la
acumulacion de macrofagos a nivel neointimal al promover la expresion de MCP-1,

probablemente a través de la activacion de NF-xB.

2.- La administracién de un inhibidor de la HMG-CoA reductasa, enzima clave en la ruta de
sintesis del colesterol, reduce la severidad de las lesiones ateroscleroticas, asi como la
infiltracién de macréfagos v la expresion de MCP-1 en la placa, probablemente a través de
la inhibicién de la activacién de NF-xB. La menor presencia de macrdfagos, ademas de
mediar en parte el efecto del enlentencimiento en la progresion de la lesion, podria explicar

la accion estabilizadora observada a nivel clinico con estos farmacos.
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1.- EFECTO DE LA INHIBICION DE LA ECA EN UN MODELO DE
HIPERCOLESTEROLEMIA

' 1.1- ACTIVIDAD DE LA ECA Y FORMACION NEOINTIMAL

En vasos intactos, la actividad de la ECA es generada principalmente por las CE,
mientras que durante el proceso aterosclerético, las CML de la neointima llegan a ser las
responsables del incremento observado en la actividad de la ECA (Rakugi et al., 1994). La
Ang 1I formada en la vasculatura estimula el crecimiento de CML asociado con un
incremento en la sintesis de DNA y la expresion de protooncogenes y citoquinas (Dzau,
1993). La infusién exégena de Ang II produce una hipertrofia vacular en vasos no dafiados
y potencia la formacién neointimal en vasos dafiados mediante balén (Daemen et al., 1991;
Prescott et al., 1991). Todos estos hechos sugieren que la Ang II puede estar directamente

implicada en el proceso aterosclerético.

Muchos grupos han demostrado que los inhibidores de la ECA reducen la
proliferacién neointimal (Powell et al., 1989), la cual parece estar estrechamente relacionada
con la actividad de la ECA tisular pero no con la sérica (Rakugi et al., 1994). Ademas, la
hiperplasia neointimal, es prevenida por antagonistas del receptor tipo 1 de la Ang II (AT1)
(Osterrieder et al., i99l). Estos efectos podrian estar relacionados con el aumento en
quininas, producidos por los inhibidores de la ECA, lo que permitiria la generacién de NO y

prostaciclinas qué inducirian un efecto antineointimal (Linz et al., 1995).

En nuestro modelo, el quinapril administrado desde 2 dias antes hasta 7 y 28 dias
después del dafio endotelial a una dosis de 1 mg/Kg/dia produjo una inhibicion de la
actividad de la ECA sérica (dia 0) entorno a un 70%. Por el contrario la actividad tisular, en
el momento de producirse el dafio, no mostré cambios significativos respecto al grupo sin
tratamiento. Sin embargo, dicha actividad fue inhibida en un 40 % y 50% tras 7 y 28 dias de
tratamiento. Por otro lado, no hubo cambios significativos en la reduccion de la formacion
neointimal, tanto a los 7 como a los 28 dias, aunque si se aprecia una cierta tendencia hacia

la normalizacion en aquellos animales tratados con quinapril.
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Estos resultados son comparables a los observados por Rakugi y cols, en la
neointima vascular tras el dafio endotelial mediante balon (Rakugi et al., 1994), quienes
también describen una disociacion entre la actividad tisular y circulante. Este grupo ademas
muestra una correlacién entre el tamafio neointimal y la actividlad de ECA tisular,
demostrando que s6lo a altas dosis de quinapril se alcanza una disminucion significativa del
tamafio neointimal, debido probablemente a la relativa dificultad de inhibir la actividad de la

ECA tisular.

1.2.- LA ANG 1I PARTICIPA EN EL RECLUTAMIENTO DE MACROFAGOS
HACIA LA NEOINTIMA

Segin los resultados obtenidos en esta tesis, la Ang II potencia la generacién de
MCP-1 tanto en células mononucleares como en CML y podria ademas participar en el
reclutamiento de monocitos hacia la lesion aterosclerdtica. El MCP-1 es una quimioquina |
cuya presencia ha sido demostrada en lesiones aterosclerdticas humanas, fundamentalmente
en las areas infiltradas por macrofagos (Nelken et al,, 1991) y mas frecuentemente en las

placas responsables de sindromes coronarios agudos (Weber et al., 1995).

La actividad quimiotactica de la Ang II y sus productos de degradacidon sobre las
células mononucleares esti bien establecida (Goetzel et al., 1980). La Ang II puede inducir

la generacion en las CE de factores quimiotacticos para neutréfilos (Farber et al., 1990).

Los datos aqui presentados demuestran que la administracion de quinapril, un
inhibidor de la ECA (iECA) dé alta fijacion tisular, a animales con dafio endotelial y dieta
aterogénica disminuye la expresion de MCP-1 y el nimero de macréfagos que invaden la
neointima y la media. Este efecto podria ser debido a la reduccidn de la Ang 1l inducida por
el quinapril. Esto se apoya en los estudios in vitro donde la Ang 1I directamente aumenta la

expresion geénica de MCP-1.

Sin embargo, los iIECAs también pueden inhibir la degradacién de bradiquininas
(Hornig et al, 1997) y modificar la generacion de NO al disminuir la acumulacion de Ang |
y su metabolito angiotensina-(1-7) que parece tener propiedades antiproliferativas (Freeman

et al., 1996).
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En células endoteliales, una disminucion en la produccion basal de NO puede inducir
un incremento de la produccién de MCP-1 y de la actividad NF-xB (Zeiher et al., 1995). La
Ang II puede inhibir la expresién de la NO sintasa inducible estimulada por citoquinas
(Nakayama et al., 1994). En una situacion de dafio vascular con niveles incrementados de
citoquinas, el bloqueo de la generacion de Ang IT podria contribuir a la eliminacion de su
efecto negativo sobre la produccion de NO. Esta podria ser otra via por la que estos
fénnacos podrian tener un efecto beneficioso en la reduccion de la acumulacién de células

mononucleares.

1.3.- LA ANG II PROMUEVE LA EXPRESION DEL. mRNA DEL MCP-1 VIA
ACTIVACION DE NF-xB EN CULTIVOS DE MONOCITOS Y CELULAS
MUSCULARES LISAS

Nuestros resultados demuestran que el incremento de la expresion de MCP-1
inducido por la Ang II es mediado por la activacion de NF-xB. El mecanismo por el cual la
Ang II promueve la activacion de NF-xB no esta completa;nente dilucidado. Aungue la via'
de activacién de este factor nuclear es multifactorial, parece estar implicada una protein-
quinasa serina-treonina (Suzuki et al., 1994). En diferentes c€lulas tales como CML, la Ang
Il incrementa la fosforilacion de tirosinas de las proteinas y activa algunas proteina-
quinasas, incluyendo la C (Ullian et al., 1990). Sin embargo, no hay evidencias directas que
muestren que esta quinasa juegue algin papel en la movilizacion de NF-xB. La Ang II
también fosforila a los factores de transcripcion pertenecientes a la familia STAT a través de
la activacién del receptor AT1 (Marrero et al., 1995). La proteina Stat3, perteneciente a
esta familia, es activada por la tirosina quinasa del oncogen Src (Yu et al, 1995), el cual

esta activado en CML después de haber sido estimuladas con Ang I1 (Ishida et al., 1995).

Algunos datos indican que los intermediarios de reactivos de oxigeno, en concreto el
H,0,, sirven como mensajeros en la via de activacion de NF-xB (Schreck et al., 1992). De
hecho, antioxidantes como el PDTC disminuyen la activacion de NF-xB y la expresion

génica de MCP-1 y otros genes inflamatorios (Collins et al., 1993).
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Investigaciones recientes han mostrado que los intermediarios de reactivos de
oxigeno también parecen estar implicados en las sefiales de transduccion intracelular de la
Ang I (Puri et al., 1995). Nuestros datos muestran que la inhibicion de los efectos de la

Ang 11 por medio del PDTC estan en consonancia con este mecanismo.

1.4.- LA INHIBICION DE LA ECA DISMINUYE LA ACTIVACION NF-kB EN
VASOS DANADOS

Aunque estudios previos han mostrado que en hamsters hiperlipidémicos el inhibidor
de la ECA captopril inhibe la acumulacion de macrofagos independientemente de la presion
sanguinea y de los lipidos plasmaticos, no se ha propuesto ninguna posible explicacion
(Kowala et al, 1994). En este trabajo, hemos demostrado por primera vez que la
disminucién de monocitos en la neointima de conejos hiperlipidémicos tratados con
quinapril esta claramente asociada a la reduccion tanto en la activacion de NF-xB como en
la expresiéon del mRNA vy la proteina de MCP-1 en la pared arterial (Hernandez-Presa et al,,
1997).

También hemos demostrado por primera vez la presencia de NF-xB activado en las
arterias femorales de los conejos mediante una nueva técnica de localizacion #n situ. El NE-
kB activado se encontrd tanto a nivel de neointima como de capa media, ap_ai’eciendo
mucho mas incrementado en las femorales de los animales sin tratamiento. Estos resultados
estan en consonancia con los estudios llevados a cabo por el grupo de Brand, donde se
demuestra la presencia de NF-xB activado en lesiones aterosclerdticas humanas mediante
técnicas inmunohistoquimicas (Brand et al., 1996). En estas lesiones la actividad NF-«xB fue
identificada en CML, macrofagos y CE. En nuestro modelo identificamos actividad NF-xB

en macrofagos y CML.

Estos resultados estan de acuerdo con la idea de que la activacion de NF-xB y la
subsiguiente expresion de genes inflamatorios conducen a los eventos que van a dan lugar al
desarrollo de la lesion aterosclerdtica. La actividad de NF-kB puede ser inducida por una

amplia variedad de tipos celulares en respuesta al tratamiento con estimulos como IL-1,
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TNF-a, stress oxidativo, y LDLox (Grimm et al., 1993). En esta tesis, también hemos
demostrado que la Ang II es otro factor que podria ser afiadido a esta lista. Cabe destacar
que la actividad NF-xB constitutiva es esencial para la proliferacién de cultivos de CML
bovinas (Bellas et al, 1995).

Estudios recientes han demostrado que la inestabilidad de la placa aterosclerotica
esta intimamente relacionada con su contenido de macrofagos (Moreno et al., 1994). Uno
podria especular que durante la aterosclerosis temprana en conejos, la disminucion de la
producciéon de MCP-1 y el contenido de macrofagos a nivel neomntimal inducido por el
quinapril podria favorecer la estabilizacion de la lesion. En este sentido, algunos estudios
realizados en pacientes a los que se les ha suministrado inhibidores de la ECA han mostrado

una disminucién del riesgo de eventos isquémicos agudos (Yusuf et al., 1992).

1.5.- LA DIETA ATEROGENICA POTENCIA LA ACTIVACION DE NF«B EN
LAS AORTAS NO DANADAS

Una de las respuestas a la dieta hipercolesterolémica es la expresion de MCP-1 por
CML (Yu et al, 1992). En conejos sometidos a una dieta rica en colesterol, durante los
primeros 10-12 dias el endotelio no dafiado parece estar morfologicamente intaéto, sin que

haya adherencia de plaquetas (Simionescu et al., 1986).

La hiperlipidemia es uno de los factores de riesgo mas importantes para las
enfermedades cardiovasculares, tanto es asi que recientemente se ha demostrado, en un
modelo de conejos con dieta rica en colesterol (Mitani et al., 1996), que la hiperlipidemia
incrementa la actividad de la ECA en vasos sanguineos existiendo una estrecha relacion

entre la actividad de la ECA tisular y la formacion de la placa.

Ademas la estimulacién de CML con LDL in vitro incrementa la estabilidad del
receptor AT1 {Nichenig et al., 1997). Este hecho es muy interesante ya que podria estar
relacionado con la asociacion entre niveles elevados de LDL e hipertension arterial (Kannel

et al., 1995; Flesch et al., 1994).
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Por otra parte, Liao y colaboradores han mostrado que existe una fuerte correlacion
entre la susceptibilidad de formacion de la estria grasa aortica y la activacién de NF-xB
(Liao et al., 1994). Estos hechos se han confirmado en estudios realizados sobre conejos
hipercolesterolémicos donde la administracion de antioxidantes como el PDTC redujo la

formacion de la lesion neointimal (Kurz et al., 1995).

En este sentido, nuestros resultados muestran que la LDL induce expresion de
MCP-1 a través de la activacion de NF-xB en células mononucleares y en CML. Ademas, ¢l
analisis de las aortas no dafiadas, mediante ensayos de i'etardo, mostré una fuerte activacion
de NF-«xB debida tnicamente a la dieta hipercolesterolémica, a los 7 y a los 28 dias. El
tratamiento con quinapril redujo dicha actividad en ambos casos. Mediante ensayos de
superretardo se demuestra que el NF-xB esta formado por las subunidades p* y p® . Esta
disminucién de la actividad NF-xB en las aortas de los animales tratados con quinapril
-podria ser explicada por la reduccién de la Ang II, generada como consecuencia de la

hiperlipidemia.

1.6.- EFECTO DEL QUINAPRIL SOBRE LA EXPRESION DE IL-8§

La interleuquina-8 (IL-8) es un péptido quimiotictico perteneciente, junto con el
MCP-1, a la familia de las quimioquinas. Hasta hace poco no se habia dado una especial
atencion a este péptido en la aterosclerosis, probablemente debido a que inicialmente fue
identificado como un potente factor quimiotactico de neutréfilos, un tipo celular no muy

frecuente en las lesiones ateroscleroticas humanas.

Sin embargo, estudios recientes han mostrado que esta quimioquina es inducida y
producida por macrofagos espumosos en las placas de ateroma (Wang et al., 1996), y que
eesta implicada en muchos procesos bioldgicos relactonados con la aterogénesis. Asi, €s un
potente factor quimiotactico y/o mitogénico de linfocitos T (Larsen et al., 1989), de CML
(Yue et al,, 1994) y de CE (Szekanecz et al., 1994), pudiendo de este modo participar en el

engrosamiento intimal.
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Todo esto sugiere que IL-8 podria estar implicada en la migracion y proliferacion de
CML contribuyendo, por un lado, a la formacion de la placa aterosclerética y, por otro, a su
desestabilizacion y rotura a través de sus propiedades angiogénicas (Szekanecz et al,

1994),

La activacién de NF-xB parece ser indispensable para la transcripcién génica de IL-
8, aunque dependiendo del tipo celular, NF-IL6 y AP-1 parecen ser también requeridos
(Mukaida et al., 1994; Muifioz et al., 1996). En este sentido, tras los resultados obtenidos
sobre las CML donde la Ang 1I indujo activacion NF-kB, estudiamos si la inhibicién de la
generacion de Ang II debido al tratamiento con quinapril podria dar lugar a la normalizacion

de la expresion de IL-8 en las arterias femorales dafiadas.

Nuestros resultados han mostrado que la induccién de dafio endotelial en la arteria
femoral de los conejos produjo un aumento en la expresion de IL-8 tanto en el modelo de 7
como en el de 28 dias. El tratamiento con quinapril redujo de forma significativa la

expresion génica y proteica en ambos modelos.

Una hipétesis interesante, que explicaria estos hechos, es que el descenso de IL-8
podria estar relacionado con el incremento en la generacion de NO como consecuencia de la
inhibicién de la ECA, ya que se ha demostrado que el NO regula la expresion de IL-8 por el
bloqueo de la activacién de NF-xB {Andrew et al., 1995; De-Caterina et al.;, 1995).

1.7.- EXPRESION DE IL-1p Y TNF-a

IL-1B y TNF-o son citoquinas proinflamatorias que juegan un importante papel en
el desarrollo de la lesion aterosclerdtica. Ambas citoquinas junto con el TGF-P inhiben la
proliferacion endotelial e inducen la expresion de genes de forma indirecta, como el PDGF,
al actuar sobre macréfagos, CML y CE (Ross et al., 1996). También pueden regular la
produccion de MCP-1 (Libby et al., 1995) y de moléculas de adhesion (Braun et al., 1995)

contribuyendo de esta forma a la migracion y adhesion de monocitos.
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En nuestro modelo experimental (7 y 28 dias) ambas citoquinas se encontraban
aumentadas en los animales con aterosclerosis no tratada. La administraciéon de quinapril,

tan solo produjo un ligero descenso en su expresion, que fue algo mis acusado a los 7 dias.

Los datos aqui presentados sugieren, por tanto, que el sistema renina-angiotensina,

al menos en las condiciones de nuestro estudio, no es clave en su regulacion.

1.8.- REGULACION DEL PDGF-B Y COLAGENO 1 POR QUINAPRIL
1.8.1.- Efecto sobre la expresion de PDGF-B

Uno de los principales factores de crecimiento implicados en el proceso aterogénicd
es el PDGF, que puede aparecer como dos productos génicos distintos segun sus cadenas
proteicas, PDGF-A y PDGF-B (Raines et al., 1990). En esta tesis nos hemos centrado en el
estudio del PDGF-B que es un importante factor mitogénico y quimiotactico de CML,
implicado en la migracion de éstas hacia la intima (Uchida et al., 1996) promoviendo asi el
desarrolio de la lesion aterosclerotica. Recientemente se ha demostrado que ¢l PDGF-B
puede inducir la activacion de NF-xB en CML de rata, pudiendo estar implicada esta
activacion en la p_roliferacién de dichas células (Obata et al., 1996).

El PDGF-B también es considerado un potente factor quimiotactico de monocitos,
sobre los que induce la expresion del factor tisular, principal miciador de la cascada de

coagulacion (Emofsson et al., 1996).

Uchida y colaboradores, han demostrado que la expresion del PDGF-B se encuentra
incrementada en arterias femorales de conejo dafiadas mediante balon (Uchida et al,, 1996),
alcanzando la maxima expresion al cabo de 7 dias y manteniéndose hasta 21 dias. Acorde a
estos resultados, nos planteamos analizar la expresion del mRNA del PDGF-B, mediante
hibridacion in situ, al cabo de 28 dias de haberse producido el dafio endotelial.La expresion
génica de PDGF-B incremento tanto a nivel neointimal como de capa media respecto a los
animales control. Sin embargo, ¢l tratamiento con quinapril al cabo de 28 dias indujo un
fuerte descenso de dicha expresion. Estos resultados, junto con el hecho de que el PDGF-B

sea un factor quimiotactico de monocitos y pueda inducir la proliferacion de las CML via
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NF-xB, sugeririan el posibie efecto beneficioso que pueden tener los inhibidores de la ECA
sobre la progresién y estabilidad de la lesion.

1.8.2.- Efecto sobre la expresién de coligeno I

El colageno constituye la principal proteina de la matriz extracelular de la placa,
representando el colageno tipo I junto con el Il el 60% de proteina total presente (Barnes,
1985) y al menos el 90% del colageno total (Mecham et al., 1987). El colageno I se

encuentra concretamente en la intima de las placas fibrosas (Rekhter et al., 1993).

En las placas ateromatosas, la expresion génica del colageno I es focal y aparece .
principalmente en la capsula fibrosa, proporcionando rigidez y estabilidad (Davies, 1996).
La reducciéon de la sintesis de colageno I, posiblemente por muerte apoptotica de CML
(Geng Y7 et al., 1995; Bjorkerud et al., 1996), junto con la presencia de macrofagos que
liberan metaloproteinasas, que degradan el colageno que forma la capsula, conduce al

debilitamiento de ésta, haciéndola mas propensa a la rotura (Nikkari et al., 1996).

En nuestro modelo experimental, al cabo de 7 y 28 dias de haberse producido el
dafio endotelial, los animales no tratados mostraron un aumento de la expresion del mRNA
y de su proteina apareciendo a nivel de neointima y de la capa media. El tratamiento con

quinapril no modificé este aumento.

El hecho de que el quinapril reduzca la expresion de quimioquinas (MCP-1 ¢ IL-8) y
el infiltrado de macréfagos sin afectar la expresion de colageno 1, concuerda con la hipotesis

de que los iIECAs podrian estabilizar las placas ateroscleroticas.
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2.- EFECTO DE LA INHIBICION DE LA HMG-CoA REDUCTASA EN
UN MODELO DE HIPERLIPIDEMIA MIXTA

2.1.- LA INHIBICION DE LA HMG-COA REDUCTASA DISMINUYE LA
FORMACION NEOINTIMAL

Los farmacos hipolipemiantes reducen la incidencia de eventos isquémicos (Brown
et al., 1996), en particular, los inhibidores del enzima HMG-CoA reductasa disminuyen la
mortalidad total y cardiovascular, tanto en prevencion secundaria (The 4S investigators,
1994) como en primaria (Shepherd et al, 1995). Estos efectos no son explicables por la
escasa reduccion en la progresion de las lesiones ateroscleroticas que consiguen (Brown et

al., 1996) y se han atribuido a una posible accion estabilizadora de la placa.

El tratamiento hipoliperante intensivo depleciona estas placas de ésteres de
colesterol, reduciendo su tamafio y ofreciendo una imagen de ligera regresion angiografica
en un 10%-20%. En este sentido, el tratamiento con atorvastatina, un nuevo inhibidor de la
HMG-CoA reductasa, indujo una reduccion significativa del tamafio de la lesion en un

modelo de hiperlipidemia mixta en conejos.

Sin embargo, las estatinas consiguen una reduccion de la incidencia de trombosis de
placa mucho mayor (unas 10 veces) (Brown et al., 1990), que no puede explicarse por las
modestas regresiones observadas. La disminucion del nimero de macréfagos, inducida por
el tratamiento en nuestro modelo, podria aportar una explicacion alternativa a los efectos

beneficiosos encontrados en los ensayos clinicos.
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2.2.- LA INHIBICION DE LA HMG-COA REDUCTASA: ;VENTAJAS MAS
ALLA DE LA REDUCCION DEL COLESTEROL?. EL PAPEL DE LOS

ISOPRENOIDES

Aungque los resultados beneficiosos de los inhibidores de la HMG-CoA reductasa
pueden ser explicados a través de su accion hipolipemiante, ciertos datos sugieren que
ademas podrian tener un efecto directo sobre la pared arterial. De hechd, los inhibidores de
la HMG-CoA reductasa o estatinas, han sido beneficiosos en una variedad de modelos de
dafio vascular o renal en la ausencia de efectos significativos sobre el colesterol sérico

(Bandoh et al., 1996; Guijarro et al., 1996).

Recientemente, se ha mostrado que la inhibicion de la HMG-CoA reductasa
mediante pravastatina esta asociada con una reduccién en episodios de rechazo agudo
cardiaco o renal en receptores transplantados (Katznelson et al., 1995; Kobashigawa et al,,
1995).

Las estatinas ejercen su accion directa en un paso temprano en la ruta de biosintesis
del colesterol: Ia conversion del 3-hidroxi-3-metil-glutaril coenzima A en acido mevalonico
(Goldstein et al., 1990). El metabolismo del mevalonato produce una serie de intermediarios
isoprenoides, incluyendo el famesil, el geranilgeranil, y el dolicol. Los isoprenoides son
necesarios para la proliferacion celular y otras funciones celulares importantes. La potencia
del efecto de las estatinas a nivel de la pared vascular dependeria de su afinidad por el
enzima y de su capacidad para penetrar en las células de la pared vascular (Bocan et al.,

1992), siendo mayor en las mas lipofilicas (Bocan et al., 1992, Sliskovic et al., 1992).

Estos hechos inducen a pensar que la reduccion de isoprenoides podria explicar
algunos de los efectos beneficiosos de los mhibidores de la HMG-CoA reductasa, como la
inhibicion de la proliferacion de las CML (Massy et al,, 1996). Esta hipotesis esta de
acuerdo con el trabajo de Soma y colaboradores (Soma et al., 1993) quienes muestran que
lovastatina puede reducir la formacion neointimal en un 33% en un modelo de conejos
normocolesterolémicos. Por otro lado, estudios previos han demostrado la mayor eficacia
de atorvastatina en reducir el tamaiio de las lesiones ateromatosas frente a otras estatinas
menos lipofilicas, a pesar de conseguir similares reducciones de colesterol plasmatico

(Bocan et al., 1994).
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23- LA INHIBICION DE LA HMG-COA REDUCTASA ANULA LA
INFILTRACION DE MACROFAGOS EN LA LESION Y REDUCE LA
'EXPRESION DE MCP-1

La mayoria de las trombosis de las lesiones aterosclerdticas van precedidas de una
fisura en las mismas que pone en contacto su micleo lipidico con la sangre (Fuster et al,,
1992; Fernandez-Ortiz et al, 1994), En general, suelen ser placas que ocasionan sélo
estenosis leves o moderadas pero con un alto contenido lipidico. En su rotura juega un
papel importante la reaccién inflamatoria y se ha demostrado la presencia de macrofagos en
la proximidad de las zonas fisuradas en placas complicadas procedentes de pacientes con
sindromes coronarios agudos (van der Wal et al., 1994; Moreno et al., 1994). Estas c€lulas
son capaces d¢ liberar enzimas proteoliticas que degradan la capsula de la lesion

aterosclerética, debilitandola y facilitando su rotura (Henney et al., 1991; Galis et al., 1994).

La presencia de macrofagos en la lesion es favorecida por factores quimiotacticos
tales como LDLox y MCP-1. En este sentido, atorvastatina no solo reduce la generacion de
LDLox sino también la sintesis de MCP-1. Nuestros resultados muestran que el tratamiento
con atorvastatina reduce el MCP-1 y elimina la infiltracion de macréfagos en la lesion
aterosclerdtica y esto podria ayudar a explicar el efecto estabilizador de las estatinas. Hay
que destacar que el tratamiento con atorvastatina no comenz6 al inicio del experimento sino
tras 4 semanas de dieta hiperlipémica, intentando imitar asi las condiciones de la
aterosclerosis humana, donde las estatinas se utilizan, en la mayoria de los casos, una vez

que la aterogénesis ha comenzado.

Sin embargo, pese a la ausencia de macréfagos en las lesiones de los conejos
tratados con atorvastatina,la expresion de MCP-1 no fue completamente anulada, lo que
sugiere que el firmaco podria modular mecanismos adicionales implicados en la infiltracion
_anivel neointimal, tales como la expresion de moléculas de adhesién y otras quimioquinas.
En este sentido, se ha visto que la hipercolesterolemia puede nducir la expresion de

moléculas de adhesion vascular (Li et al., 1993).

El mecanismo de reduccion en la expresion de MCP-1 a nivel vascular no puede ser
dilucidado con los datos presentados en esta tesis, ya que no podemos excluir la posibilidad

de que atorvastatina también tenga un efecto directo sobre las lesiones ateroscleréticas. En
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este sentido, estudios in vitro realizados por nuestro grupo indican que la induccion de
MCP-1 en las CML y monocitos por factores que estan sobreexpresados en la lesion
vascular (Ang II, IL-1 y TNF-a), puede ser reducida mediante el pretratamiento de las
células con atorvastatina (Ortego et al, enviado), excluyendo asi la posibilidad de acciones

mediadas por la reduccion del colesterol sérico.

También se demuestra en este trabajo que la Ang II, IL-1 y TNF-o inducen la
activacion de NF-kB en CML y que el bloqueo de esta activacién inhibe la expresion de
MCP-1. Puesto que atorvastatina modula el NF-xB inducido por estos factores,
posiblemente inhibe la expresion de MCP-1 a través de éste mecanismo. Estos resultados
sugieren que parte de los efectos encontrados in vivo por el tratamiento con atorvastatina

podrian ser debidos a un efecto directo del farmaco sobre las placas ateroscleroticas.

Esta hipotesis, esquematizada en la figura 51, explicaria los mecanismos celulares
por los que el tratamiento con una estatina, en este caso atorvastatina, induce una reduccién

del nimero de macrdfagos presentes en 1a placa de ateroma.
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Figura 51. Esquema hipotético de los mecanismos por los que atorvastatina podria
reducir el infiltrado de monocitos. En la figura de la izquierda se esquematiza el proceso que
conduciria a un aumento del infiltrado de monocitos. En la placa de ateroma silente existe
proliferacion de CML procedentes de la capa media las cuales generarian MCP-1, atrayendo de este
modo a los monocitos circulantes. Una vez que éstos entran en el espacio subintimal, se transforman
en macrofagos que liberan metaloproteinasas debilitando la capsula de la placa, produciendo su
rotura y la subsiguiente formacién de un trombo. En la figura de la derecha se muestra un detalle de
una CML que al ser estimulada por factores que se encuentran en la lesion como citoquinas y Ang Il
provocarian la activacion de proteinas Ras y de NF-xB que se traslocaria al nucleo potenciando la
transcripcion del gen de MCP-1. La hipotética accion directa de atorvastatina sobre las CML se
produciria al inhibir la HMG-CoA reductasa, reduciendo asi la formacion de isoprenoides que
activarian la cascada de proteinas Ras implicadas en la activacion de NF-kB. La disminucion de
MCP-1 conduciria por tanto a una reduccion del infiltrado de monocitos.
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2.4.- ATORVASTATINA REDUCE LA ACTIVACION NF-xB EN AORTA,
HIGADO Y ARTERIA FEMORAL

Ya que el incremento de lipidos plasmaticos puede inducir la expresion de MCP-1 a
través de la activacion de NF-xB (Liao et al., 1994), la disminuciéon de los lipidos
plasmaticos producida por el tratamiento con atorvastatina podria también favorecer la

reduccion de la activacion de NF-«B y la expresion de MCP-1.

Los resultados presentados, que muestran una disminucion de la actividad NF-xB en
aorta ¢ higado de conejos con hiperlipidemia y tratados con atorvastatina podrian reforzar
esta hipotesis ya que estos tejidos solo estuvieron expuestos al aumento de lipidos sin existir
dafio local. Este efecto parece especifico sobre el NF-xB, ya que la activacion de AP-1, otro
factor de transcripcion cominmente incrementado durante la inflamaciéon y también

relacionado al dafio vascular (Miano et al., 1993), no se vido modificada por el tratamiento.

Ademas de la reduccion importante de la LDL plasmatica, atorvastatina también
produjo una disminucion significativa del nivel de triglicéridos. Estudios recientes han
mostrado una correlacion de niveles elevados en plasma con un mayor riesgo de trombosis,
atribuido al incremento del complejo del factor VII por lipoproteinas ricas en triglicéridos
(Gotto et al., 1995).

Por otro lado, en las arterias femorales dafiadas analizamos la presencia de NF-xB
activado mediante su localizacion in situ. Los animales sin tratamiento presentaron un
mayor incremento de NF-xB activado que aquellos tratados con atorvatastina,
localizandose dicha activacion en la intima y la media. En las arterias sanas no se detecto

actividad NF-xB.

En conclusién, la disminucién de este factor nuclear podria reducir la expresion de
muchos genes inflamatorios implicados en el proceso aterosclerotico. Nuestros resultados
proporcionan una explicacion potencial al efecto beneficioso de los inhibidores de la HMG-
CoA reductasa en la reduccion de eventos isquémicos observada en enfermos tratados con

estos farmacos en estudios clinicos.
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L- LA ANG 1T ES UN IMPORTANTE REGULADOR DE DOS FENOMENOS
ESENCIALES EN LA FORMACION DE LA PLACA ATEROMATOSA, LA
ACUMULACION DE MACROFAGOS Y LA PROLIFERACION DE CML.

1.- En un modelo de aterosclerosis focal inducido en conejos mediante dieta rica en
colesterol y dafio endotelial por nitrégeno, hemos observado que el inhibidor de la ECA
quinapril inhibe la ECA sérica en un 70% mientras que la vascular es reducida en un 40% en
la‘ fase temprana (7 dias) y en un 50% en la fase avanzada (28 dias). Sin embargo, estas
inhibiciones no parecen suficientes puesto que a pesar de observar una disminucion en la

lesion, ésta no fue significativa.

2.- La expresion de algunos factores inflamatorios (MCP-1, IL-8 y PDGF-B) relacionados
con el reclutamiento de monocitos y CML, est4 incrementada a nivel vascular, coincidiendo
este hecho con un aumento de la actividad del factor nuclear que los regula, el NF-xB, y
con una elevacion del infiltrado de macrofagos en la lesion. La administracion de quinapril

reduce todos estos eventos.

Mediante estudios in vifro demostramos que la Ang II induce acttvacién NF-xB y la
expresion de MCP-1 en monocitos y CML, sugiriendo que la inhibicifin de la generacion de
Ang TI debido al tratamiento con quinapril parece estar asociada a la <isminucion observada
del infiltrado de macrofagos y a la reduccion de la actividad NF-xB vascular y de los
factores que regula (MCP-1, IL-8 y PDGF-B).

3.- La expresion de colageno I, factor asociado a la estabilidad de la placa, se encuentra
incrementada tanto en la fase temprana (7 dias) como en la mas avanzada (28 dias). El

tratamiento con quinapril no modifica su expresidn (génica y proteica).

Estos resultados contribuirian a la disminucién del riesgo de rotura de la placa

aterosclerética al conferirla una mayor estabilidad.
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II.- LA INHIBICION DE LA HMG-CoA REDUCTASA DISMINUYE ALGUNOS
COMPONENTES INFLAMATORIOS DE LA LESION ATEROSCLEROTICA, Y
SUGIERE UNA POSIBLE EXPLICACION DE LA REDUCCION OBSERVADA
DE EVENTOS ISQUEMICOS EN ENSAYOS CLINICOS.

4.- En un modelo de aterosclerosis acelerada similar al anterior, la administracion del
inhibidor de 1a HMG-CoA reductasa atorvastatina reduce de forma significativa el colesterol

total, LDL y triglicéridos y la formacién neointimal.

5.- Las LDL inducen expresién de MCP-1 y activacion de NF-xB en monocitos y CML.
Esto hace pensar que el colesterol puede ser responsable del incremento de actividad NF-
kB observado en la aorta e higado de los animales no tratados. La administracion de
atorvastatina no sdlo reduce la actividad NF-xB en las lesiones (30% vs 60%) en
macréfagos y CML, sino que también disminuye significativamente la expresion de MCP-1

en la neointima y en la capa media, ademas de anular el infiltrado de macréfagos en la lesion

6.- Estos resultados sugieren que probablemente la reduccion del colesterol sea la principal
- responsable de los efectos vistos en nuestro modelo, aunque no debemos descartar que
atorvastatina, ademas de su accion hipolipemiante, pudiera tener un efecto directo sobre la

lesion.

En resumen, en dos modelos de aterosclerosis experimental hemos demostrado la
participacion de factores quimiotacticos en el infiltrado de células inflamatorias. Asimismo,
hemos observado que la activacion del factor de transcripcién NF-xB puede estar implicado
en muchos de los procesos que conducen a la desestabilizacion y rotura de la placa
aterosclerotica que dan lugar a los eventos isquémicos mas graves. La administracion de
quinapril y de atorvastatina reducen estos riesgos, aportando nuzvas expectativas de

abordaje en la patogenia de la aterosclerosis.
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