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RESUMEN
La inflamación en la placaateroscleróticaseconsiderael principal factor de riesgo

asociadoa la rotura y trombosisde placa. El enzima de conversiónde la angiotensina

(ECA), responsablede la conversiónde la angiotensina1 en angiotensinaII (Mg II), parece

jugar un papel muy importanteen la patogeniade la aterosclerosis.En este sentido los

resultadosaportadosen estatesismuestranque en un modelode aterosclerosisaceleradaen

conejo la Mg II puede ser responsable,al menos en parte, de la acumulaciónde

macrófagosen las arteriasdañadas.Ademásel factor nuclearicfl, implicado en la regulación

de genesinflamatorios,muestraun aumentode su actividadtanto en la fasetempranadel

modelo (7 días)como en la másavanzada(28 días). Así mismo, la expresión de MCP-1 e

IL-8, quimioquinas implicadas en el reclutamiento celular, aparecenincrementadaen

correlacióntemporal con el infiltrado de macrófagos.El PDGF-B, factor mitogénico y

quimiotáctico de CML, y el colágeno1, que es asociadoa la consistenciade las placas

ateroscleróticas,presentanun aumentode su expresión.La administraciónde un inhibidor

de la ECA (quinapril) produceuna disminución de todos estosfactores.Sin embargo,la

expresióndel mRNA y de la proteínadel colágeno1 no es afectadapor el tratamiento.

Medianteestudiosiii vitro demostramosque la Mg II induce,en monocitosy en CML, la

expresiónde MCP-1 y la activacióndel factor nuclear que lo regula, el NF-KB. Nuestros

resultadossugierenque la Mg II puedeserconsideradacomo un importantereguladorde

dos fenómenosimplicados en la formación de la placa de ateroma,la acumulación de

macrófagosy la proliferaciónde CML.

Por otro lado son muchoslos estudiosque demuestranque la hiperlipidemiaesun

factor de riesgoasociadoa la enfermedadcardiovascular.Los inhibidoresde la HMG-CoA

reductasa,principalenzimaimplicadaen la síntesisdel colesterol,reducen la incidenciade

eventosisquémicos.En un modelo de aterosclerosisen conejo hemosmostrado que la

administraciónde un inhibidor de la 1-IMG-CoA reductasa(atorvastatina)desciendede

forma significativael colesteroltotal, LDL y triglicéridos, y el tamañode la lesión.También

seanulael infiltrado de macrófagosen la placay sereducela expresiónde MCP-1. Además,

la activaciónde NF-KB disminuyeen el grupode atorvastatina,tanto en macrófagoscomo

en CML. De igual forma medianteestudiosin vitro mostramosque las LDL inducenla

expresiónde MCP-1 y la activaciónde NF-KB, en monocitosy CML.

Nuestros resultadospuedenaportar una mejor comprensiónde los mecanismos

patogénicosimplicados en la evolución y desestabilizaciónde la placa ateromatosay

proporcionaruna posible explicación de la reducción de eventos isquémicos agudos

encontradaen pacientestratadoscon inhibidoresde la ECA y de la H!’4G-CoA reductasa.



ABREVIATURAS

Relaciónde abreviaturasque aparecenen el texto. En algunoscasosseha mantenidola

correspondienteabreviaturaen inglés debido a su frecuenteutilización en el lenguaje

científico.

Angil

AP-1

AI’ES

Mv

BSA

CE

CML

DMEM

DNA

DTT

ECA

EDRF

EDTA

FGF

G3PDH

HCI

HDL

HEPES

HMG-COA

ICAM-1

¡ECA

¡FN-a

IgG

¡LI

IL-8

AngiotensinaII

Activadorde la proteína-1

3 ‘-Aminopropiltrietoxilano

Atorvastatina

Albúmina de suerobovino

Célulaendotelial

Célulamuscularlisa

Medio mínimo de EaglemodificadoporDulbecco

Acido desoxirribonucleico

Ditiotreitol

Enzimade conversiónde la angiotensina

Factorrelantederivadodel endotelio

Acido etilendiaminotetraacético

Factorde crecimientode fibroblastos

Gliceraldehido3-fosfatodeshidrogenasa

Acido clorhidrico

Lipoproteinade alta densidad

Acido N-2-hidroxietilpiperazine-N’-2-etanosulfónico

3-hidroxi-3-metil-glutarilcoenzimaA

Moléculade adhesiónintercelular-]

Inhibidor de la enzimade conversiónde la angiotensina

Interferón-a

Inmunoglobulina.G

Interleuquina1

Interleuquina8



ABREVIATURAS

LDL Lipoproteinade bajadensidad

LDLox Lipoproteinade bajadensidadoxidada

LPS Lipopolisacáridobacteriano

M-CSF Factorestimuladorde coloniasde macrófagos

MCP-1 Proteínaquimiotáticade monocitos-1

MOPS Acido 3-(N-morfolino)propanosulfónico

mRNA Acido ribonucleicomensajero

NBT Nitrobluetetra.zolium

NF-KB FactornuclearKB

NO Oxido nitrico

PA-I Inhibidor del activadordel plasminógeno

PBS Tampónfosfatossalino

PCR Reacciónen cadenade la polimerasa

PDGF Factorde crecimientoderivadode plaquetas

PDTC Pirrolidin ditiocarbamato

PGI2 Prostaglandina12

PMSF Fenilmetilsulfonil fluoruro

SDS Dodecilsulfatosódico

SRA Sistemareninaangiotensina

SSC Citráto sódico!cloruro sódico

STF Suerode ternerafetal

TAE Tris-acetato-EDTA

TBS TampónTris salino

TF Factortisular

TGF-f3 Factorde crecimientotransformante

TNF-a Factorde necrosistumorala

t-PA Activadortisular del plasminógeno

UTP Uridín trifosfato

VCAM-I Moléculade adhesiónde célulasvasculares-1
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1.- INTRODIJCCION



1Introducción

1.- PERSPECTIVA HISTORICA

La aterosclerosises una condición patológica que ocasiona trastornos tan

importantes como la cardiopatía isquémica, los accidentes cerebrovascularesy la

arteriopatía periférica. Todo estoconstituyeun problemano sólo médico-cientifico,sino

social.En Españala tasade mortalidadporenfermedadcardiovascularesde las másbajas

del mundo occidental(García-Gil et al., 1989), sin embargo,másdel 40% del total de los

fallecimientossondebidosaun procesode origencardiovascular.

Al contrario de lo que se pudieracreer, esteno esun problemanuevo sino que

estudios paleopatológicoshan venido a demostrarque esta enfermedadya existía en

civilizaciones tan antiguascomo la egipcia, como se ha podido comprobaren estudios

realizadosen momiasde faraones(Sandison,1967).

Perono fue hastamediadosde estesiglo cuandose estableciótiue estaenfermedad

erala causade la mitad de las muertesen EuropaOccidentaly EstadosUnidos.Todavíano

se conoce bien su patogenia, aunque en los últimos 15 años ha aumentado

considerablementenuestroconocimientosobresus mecanismospordos razones:en primer

lugar, ha habido importantesavancesen las técnicas de biología celular, molecular e

mnmunohistoquimicaaplicadasal estudio de las células que componenla paredvascular

(músculoliso y endotelio);en segundolugar, ha progresadonuestroconocimientode las

alteracionesdel metabolismode los lípidosque seasociana estetrastorno.



Introducción 2

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

La alteraciónque subyacea estegrupo de enfermedadeses la afección del árbol

vascular,conocidacomo “arteriosclerosis>‘, caracterizadapor un procesogeneralizado,

relacionadomuy directamentecon la edad,y que se presentacon un aumentodifuso del

grosorde las capasíntimay mediade las arterias,con pérdidade elasticidadde las mismas.

Cuandoesteprocesotienelugarsólo como consecuenciadel envejecimientoy la involución

del vaso,el fenómenose conocecomo “angiosclerosis”, y afecta, generalmente,a los

vasosde mayorcalibre. Sin embargo,en algunaformade arteriosclerosis,esteprocesotiene

lugarde formamásnotable,identificándoseunalesióntípicadenominadaplacade ateroma.

Por tanto, la “aterosclerosis” esuna forma de arteriosclerosisdefinida por estetipo de

lesión y responsable,en último lugar, del mayor número de casos de morbilidad y

mortalidadcardiovascular.

En líneasgenerales,más adelantese discutirá en profundidad,podemosdefinir la

aterosclerosiscómo un procesode origen multifactorial que cursa con la formación de

engrosamientosfocalesde la íntima arterial,compuestospor una acumulaciónde lípidos,

célulasy tejido fibroso que dan lugara las anteriormentecitadasplacasde ateroma.Estas

resultande una respuestainflamatoria y fibroproliferativa exageradaa distintos tipos de

agresiónal endotelioy al músculoliso de la paredvascular.Su formación esun proceso

lento, a lo largo de años, que afecta iicialmente a la capa íntima arterial y,

secundariamente,a capamedia.

Las células qué forman las lesionesateromatosasson los macrófagos,las células

musculareslisas (CML) y los linfocitos T. Por el contrario, los neutrófilos, aunqueson

capacesde destruirtejidos al secretarenzimasproteolíticas(Weiss, 1989), raramentese

encuentran en las placas intactas (Jonassonet al., 1986). Se les puede encontrar

ocasionalmenteen placasfisuradas,probablementecomo consecuenciade una infiltración

desdeel torrentesanguíneo(van der Wall et al., 1994).





4Introducción

3.- PATOGENIA DE LA ATEROSCLEROSIS

Desdeel siglo pasadose han postuladodistintas hipótesissobre el origen de la

aterosclerosis.La hipótesis de la incrustación, defendida por von Rokitansky (von

Rokitansky,1844)y mástardeampliadaporDuguid, proponíaqueel engrosamientointimal

era el resultadode depósitosde fibrina y otras sustanciassanguíneasque conducíana una

organizaciónde fibroblastosy auna deposiciónlipídica secundaria(Duguid, 1946).

En cambio la hipótesis lipidica, propuestapor Virchow, considerabaque la

hiperpíasiaintimal observadaeradebidaaun disbalanceentrelos mecanismosde deposición

lipídica y aquellosque producíanunaeliminaciónde estosdepósitos(Virchow, 1856).

Actualmentela hipótesismásaceptadaes la formuladapor RusselRoss (Revisión

Rosset al, 1996), la llamadahipótesisdela respuestaa la agresión,dondeseproponeque

diversos factores de distinta naturaleza, mecánicos, químicos, biológicos, tóxicos,

inmunológicos,etc...,puedensercapacesde provocaruna lesión en el endoteliovascular.

Dicha lesiónno tiene porqué serorgánicani produciruna denudacióno rotura de la capa

endotelialsino quebastaque seafuncional (disfunciónendotelial)paraque segenereuna

respuestaespecializadaen la que se ven implicadostanto monocitoscomo linfocitos T. El

dañocontinuadosobreel endotelio conducea que seprolonguela respuestareparadora,lo

que conducea un procesoinflamatorio crónicoque contribuye a la formaciónde la placa

aterosclerótica.

La hipótesiscaracterizatresestadiosen el desarrollodela lesión

:

(A) macrófagosricos en lípidos y linfocitos T se acumulanpara formar la estría

grasa, (B) posteriormenteéstapuedeprogresara una lesiónfibroadiposacon el acúmulo

de macrófagosy CML que migrandesdela capamediay (C) finalmenteseformala placa

fibrosa, compuestadetejido conectivosobreun núcleolipidico y de célulasnecróticas.Las

placasfibrosaspuedensufrir unaroturaque pongaen contactoel núcleolipídico, altamente

trombogénico,con el torrentecirculatorio,dandoasí lugara la formaciónde un trombo que

impida el flujo sanguíneo.
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De acuerdocon la clasificación de Fuster (Janget al., 1993), el daño arterial se

puedeclasificar en trestipos de lesiones:la lesióntipo 1 dondehay dañofuncional perono

morfológico, la lesióntipo II dondeexisteuna denudacióndel endoteliocon daño intimal,

perola lámina elásticainternase mantieneintacta,mientrasque en la lesióntipo III estada

afectadala íntimay la capamedia.

3.1.-¿QUE INICIA LA BISFUNCION ENDOTELIAL?

Los factores que desencadenanel daño endotelial son desconocidos,siendo

potencialescandidatoslos llamados factores de riesgo coronario: las dislipemias, la

hipertensión,el tabacoy la diabetes.En panicular, numerososdatosgenéticos,clínicos,

experimentalesy epidemiológicosresaltanel papel quejueganlos lípidos en esteaspecto.

Además, en determinadascircunstancias,se piensa que las infeccionesvirales, el daño

inmune o los niveles elevadosde homocisteínatambiéncontribuyen al daño endotelial

(Wilson, 1994).

La lesión ateroscleróticase caracterizapor su topografla focal, ya que existen

determinadaszonaspropensasa que sedesarrollela lesión como las ramificacionesy las

curvaturasdel árbol vascular, en las que se producenturbulenciasdel flujo sanguíneo

(Asakura et al., 1990) y una menor fUerza de cizalla sobre la pared del vaso. En

consecuencia,el endotelioexpresaun fenotipo diferentey sus célulasno estánalineadas

como en el restodel vaso,sino dispuestassin una orientacióndefinida, existiendoademás

un aumentodel recambio celular y una disminución de las uniones intercelulares.Esto

conducea un aumentode la permeabilidadal pasode sustanciasdesdela sangreal interior

de la paredvascular.

Habitualmentelas lipoproteinasde baja densidad(LDL) entran a través de las

umonesintercelularesde la paredarterial y se acumulanen el espaciosubendotelialen

cantidadesque sonreguladasporel endotelioy probablementepor la lámina elásticainterna

(Penn et al, 1993). Una elevaciónde los niveles plasmáticosde LDL conduciría a su

acumulaciónen determinadoslugaresfavorecidapor los factoreshemodinámicos(Tsao et

al, 1996) y mecánicosarribamencionados(Figura2).
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Las LDLox pueden dañar o activar el endotelio (Rangaswamyet al., 1997),

incrementandoel recambiode estascélulasy permitiendola entradade másmacromoléculas

plasmáticas.Estaslipoproteinasmodificadastambiénestimulanla expresiónde moléculasde

adhesión(van der Wal et al., 1992) y la secreciónde factoresquimiotácticos,como la

proteína quiniiotáctica para monocitos (MCP-í) por las células endotelialesy CML

(Cushinget al., 1990),incrementandola adhesióny migraciónde los monocitosy linfocitos

T circulantes,ademásde fomentarla migración de CML haciala íntima (Chatterjeeet al.,

1992).

La transmigraciónsubendotelialde monocitos, debido a un gradientede factores

quimiotácticos,conduceal acúmulo de éstosen la íntima, dondesonexpuestosa diversos

factoressecretadospor las propias célulasendoteliales(CE) y por las CML, que producen

su activacióny diferenciacióna macrófagos(Figura3).

Las LDL modificadassonreconocidaspor unosreceptoresdenominadosreceptores

basureroo “scavengers”(Steinberg,1997)que seencuentranen macrófagos(Brown et al.,

1983; Acton et al., 1994) y en CML (Li et al., 1995). Este receptor, a diferenciadel

receptorLDL, no estáreguladoporel contenidode colesterolintracelular,por lo que los

macrófagosy las CMILs sevan cargandode lípidos formandolas denominadas“células

espumosas”(Mitchinson, 1994).La acumulaciónde estascélulasconduceal primerestadio

de la aterosclerosis,la estríagrasa.

3.2.- PROGRESION DE LA LESION

Tras la formación de la estria grasa, la acumulacióncontinuadade lípidos y los

productos liberados por los macrófagos,como el TNIF-ct (Dixit et al., 1990), IL-113

(Dinarello, 1996), 11-8 (Apostolopouloset al., 1996) y radicales libres de oxigeno,

conducena un mayor dañoendotelialacompañadode citolisis. Por otro lado, las plaquetas

junto con monocitosy CE, liberanfactoresmitogénicoscomo el PDGF(Billett et al., 1996),

que estimulanla migración, proliferacióny síntesisde matriz extracelularpor partede las

CML. Todo ello da lugara quela lesiónprogresehaciaunaplacamadura(Figura 3).
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degradarel colágenoque forma la cápsula.En conjunto seproduceun disbalanceentre

síntesisy degradaciónde colá~enoquelleva al debilitamientode la placa haciéndolamás

propensaala rotura.

3.3.-ROTURA DE LA PLACA

La presenciade un procesoinmuno-inflamatorio en la placa ateroscleróticaes

consideradoun mecanismodecisivo que conduce a su desestabilización,rotura y la

subsecuenteformación de un trombo, que esla basede las consecuenciaschicasmás

severasde la aterosclerosis(Figura 5). En estesentido los estudiospost-mortemsobrela

composiciónde la placahandemostradoqueplacasque producenuna estenosispequeñao

moderadapero blandasy ricasen lípidos, sonmáspropensasa romperseque aquellasque

sonmásgrandespero queposeenuna cápsulafibrosamásdura y gruesa(Revisadoen Fa]k

et al., 1996).

La mayoríade las trombosisde las lesionesateroscleráticasvan precedidasde una

fisura en la placa que pone en contacto el núcleo lipídico, rico en factor tisular, con la

sangre(Toschi et al., 1997; Fernández-Ortizet al., 1994). Además, se ha demostradola

presenciade macrófagosy CML activadasen la proximidad de las zonasde fisura en placas

de pacientesmuertospor infarto agudode miocardio(van derWal et al., 1994). Portamo,

la reacciónin.flamatoriaparecejugarun importantepapelen la roturade la placa.

Igualmente,se ha encontradouna mayorincidenciade infiltración de macrófagosen

las muestrasde aterectomíade pacientescon síndromesisquémicosagudosque en las

procedentesde pacientescon anginaestable(Morenoet al., 1994).

Estascélulas,como seha mencionadoanteriormente,son capacesde liberar enzimas

proteoliticos que podrian degradarla cápsulade la lesión aterosclerótica,debilitándolay

facilitando su rotura.De hecho,diversosgruposhan encontradoaumentadala expresiónde

estosenzimasen la placa(Matrisianet al., 1992;Galis et al., 1994).





12Introducción

4.- INTERACCIONES CELULARES EN LA ATEROGENESIS

4.1.-EL ENIDOTELIO

El endoteioesun reguladorimportantede la homeostasiavascular(Dicorleto et al.,

1993).El normal flmcionamientode las célulasendoteiales(CE) querecubrenlas paredes

de los vasos sanguíneosayuda a manteneruna circulación fluida, produce factores

antitrombóticosy fibrinoliticos, media el tono vascularcon la producciónde sustancias

vasoconstrictorasy vasorelajantesy modula el crecimiento de los vasossanguíneos.La

disflinción de las célulasendotelialesprovocadapor estímulosfisiopatológicoscontribuyea

la iniciacióny progresiónde la enfermedadvascular(Gimbrone,1995).

4.1.1.-Funcionesdel endotelio

El endoteliovascularcumple una serie de fimcionesque mantienenuna correcta

homeostasis(tabla1). La estructuramorfológica(Staryet al, 1992)y la estratégicaposición

anatómicade las CE creauna barreraselectivamentepermeableentrelas CML vascularesy

componentesde la circulacióncomoplaquetas,monocitos,lipoproteinasy hormonas(Ross,

1993).

Dadoque la superficieluminal deberserno adhesivaparamantenerla fluidez de la

circulación, las CE producen y liberan factores antitrombóticos, anticoagulantesy

fibrinoliticos. Entre éstos cabe destacarlas prostaciclinas(P012) y el NO, potentes

vasodilatadorese inhibidoresde agregaciónplaquetaria(Griendlinget al., 1996).

Cuandoseproducela disflinción endotelial,sedisminuyela producciónde PGI2y de

EDRF-NO,lo que hacea las CE mástrombogénicasque las de un endoteiosano.Como

resultadoseincrementala expresiónde moléculasde adhesión(O’Brien et al., 1996;Janget

al., 1994) fomentándosela acumulacióndemacrófagosen la intinia subendotelial(Steinberg

D, 1997;Richarsonet al., 1994).Además,al secretarsecitoquinasy factoresde crecimiento

sepotenciala migracióny proliferaciónde las CML.
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Tabla1. CaracterÍsticasde un endotelioenestadonormaly dañado

Función Normal Dañado

Permeabilidad Limita el pasode grandesmoléculas Se incrementael pasode grandes
moléculas(LUL. ..)haciael subendotelio

Trombogenicidad Las plaquetassonrepelidaspor cargas Sepromuevela actividadprotrombótica
negativasdesuperficiey suagregación mediantela secrecióndePA-I y ‘IT.
esinhibidapor la produccióndePGI2 y Disminuyela producciónde PGI2,
EDRE-NO.Se promuevela trombolisis tPA y EDRE-NO.
al producirsetPA.

Tonovasomotor Produccióndefactoresvasodilatadores Sepromuevelavasoconstriccióncon
comoEDRE-NOy PGI2. ET-1,ANG uy prostaglandinas

vasoconstrictoras.
Migracióny Producciónde heparánsulfatoy Aumentodela secrecióndePDGFy
proliferaciónde EDRE-NOqueinhiben la migración El-1 queinducenmigracióny
CML y proliferaciónde las CML. proliferaciónde CML.

Inflamación Los leucocitosno seadhieren Los leucocitossonreclutadosenel lugar
a la superficieendotelial. dondese haproducidoel dañomediante

la expresiónpor el endoteliode moléculas
de adhesión.
Los linfocitos1 sonreclutadosal expresar
las CE proteínasdel complejoprincipal de
histocompatibilidady moléculasde
adhesión.

Abreviaturas: ANO II: angiotensinaII; CE: célula endotelial; CML: célula muscular lisa; ET-l:
endotelina-l;EDRE-NO: factorrelajantederivadodel endotelio-éxidonítrico; PDGF: factorde crecimiento
derivadodeplaquetas;P012:prostaglandina12; tPA: activadortisulardel plasminógeno;PA-I: inhibidor de]
activadordel plasminógeno;TF: factortisular.
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‘U.- LA CELULA MUSCULAR LISA

El tamaño,elasticidade integridadde las arteriasvienedeterminadopor las células

de musculoliso (CML) de la capamediay por la matrizde tejido conectivocompuestopor

colágeno,elastinay proteoglicanos,sintetizadosy depositadospor éstas.En las arterias

sanas,las CML son las principalescomponentesde la capamedia,aunquetambiénestán

presentesen la íntimade algunossegmentosarteriales(StaryeSal., 1992).

4.2.1.-Modulaciónfenotípicade la CML

En la aterosclerosis,el principal eventoque conducea la fibroproliferación es la

modulacióndel fenotipo de la CML en el áreamás próximo a la íntima. En respuestaa

diferentesestímuloslas CML puedenpresentardos fenotipos distintos, el contráctil (el

predominante)y el sintético (Owens, 1996). Cuando presentanel fenotipo contráctil,

respondena factoresque inducencambiosvasomotores.Por el contrario, en el estado

sintéticosoncapacesde expresargenesde factoresde crecimientoy proteínasde matriz

extracelular(Ross,1993).Estefenotipoescaracterísticode las lesionesateroscleróticas.

La fibronectina es un conocido promotor del cambio de fenotipo contráctil al

sintético,mientrasque la lammmay los eicosanoidestienen el efecto contrario (Raineset

al., 1993).

4.2.2.-Migracióny proliferación

Laprimeraacciónde las CML unavez que adquierenel fenotiposintéticoesmigrar

hacia la lámina elástica interna en respuestaa factoresquimiotácticosproducidospor

macrófagosy células endoteliales,como el PDGF (Okazaki et al., 1992). Los distinios

factoresestimulatoriose inhibitorios de la migración, proliferación o cambio fenotipo se

muestranen la tabla II.



15
Introducción

La proliferaciónde las CML en laslesionesateroscleróticasesepisódicaexistiendo

periodos coftos de rápida proliferación separadospor otros más largos de estado

quiescente.Estasobservacionessonconsistentescon la posibilidad de que el crecimientode

las placaspuedaser episódico,particularmenteen la lesión coronaria,dondeel riesgo de

fisuray trombosisaumentaa medidaquela placaprogresa(Fusteret al., 1990).

4.2.3.-Acumulacióny oxidaciónde lipidos

Tanto los macrófagoscomo las CML puedenacumularlípidostransformándoseen

células espumosasen las lesionesateroscleróticas(Ross, 1986). Aunque las CML y los

macráfagos,son capacesde modificar las lipoproteinasmedianteoxidacióny asi aumentar

su aterogenicidad(Steinberget al., 1989), los receptoresde las LDLox se encuentran

raramenteasociadoscon áreasricasen CML.
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Tabla fi. Factoresestimulantese inhibitorios de la migración,pro!<feraciónyfenotipo
de las célulasmusculareslisas.

Factores Fuente ProI¡feración Migración’ Fenotipot

(A> Factores de crecimiento y citoquinas

Factordecrecimientoepidérmico~GF)
Factordecrecimientobásicodefibroblastos(bFGF)
Factordecrecimientoepidérmico
queuneheparina(HB-EGF)
Factordecrecimientode insulina(IGF-I)
Interferón-y(lEN-y)
Interleuquina-1(IL- 1)
Interleuquina-ó(IL-6)
Factordecrecimientoderivadodeplaquetas(PDGF)
Trombina
Factordecrecimientotransformantea (TOFa)
Factordecrecimientotransformante¡3 (TGF~)
Factordenecrosistumoral-a(TNF-a)

p
CE, M, CML

CE, M, CML
CE,M, P, CML
M, T
CE,M, P, CML,T
CE, M, CML,T
CE, M, P, CML
pl
M
CE,M, P, CML,T
CE, M, CML, T

(B) Agentesvasoactivos,prostaglandinasy leucotrienos

AngiotensinaII (Ang II)
Polipéptidonatriuréticoatrial (AN?)
Factorrelajantederivado
del endotelio-OxidoNítrico (EDRE-NO)
Endotelina-1 (ET-1)
Adrenalina/Noradrelnhina
Acido hidroxicicosatetraenoico-12 (¡lETE- 12)
LeucotrienoE4 (LTE4)
Prostacíclina(P012)
ProstaglandinaE1 (PCE1)
Serotonina
SustanciaP
Vasopresina

CE, Pl, CML
MC

CE, M, NP, CML
CE, M, P, Pl
HA
P
N
CE, CML
CE, CML
p
NP
NP

(C) Matriz extracelular

Fibronectina(FN)
Heparina
Laminina
Osteonectina(SPARC)
Tenascina(VN)
Trombospondina(TSP)

CE, M, P, Pl, CML
CE, CML
CE, CML
CE, CML, P
CML
CE, CML, P

Abreviaturas: CE, célula endotelial; CML, célula muscular lisa; HA, hormona adrenal, M,
monocito/macrófago;MC, nilocito cardiaco;N, neutrófilo; NP, neuropéptido;P, plaquetas;Pl, plasma:1,
célulasT,
*4, estimulatorio;—. inhibitorio; ±,estimulatorioo inhibitorio, dependiendode las condiciones.

* 5, sintético;C, contráctil.
$ estimulaciónde hipertrofia celular,perono de proliferación.

+

4-4 o

+

4
+4

4.

+
+

4

+

+

+

4

+

4

4$

4

4

+

5

4$
+

+5

+ 5

C

4
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4.3.-MONOCITO/MACROFAGO

El fagocito mononucleares un elemento muy importante en el mecanismode

defensa,ya que puedesecretarmediadoresy enzimas,presentarantígenosy actuarcomo

célulabasureroo “scavenger”.

Los macrófagosestánpresentesen todos los estadiosde la aterosclerosisy aunque

son capacesde producirsustanciasquepuedenestimularla progresiónde la lesión,quizásel

papelalternativode estascélulasen los primerosestadiosde la enfermedadprobablemente

seael de respuestade protección.Sin embargo,con una inflamacióncrónicay un influjo de

monocitoscontinuado,esarespuestaprotectoraseconvierteen parteen la responsablede la

progresiónde la lesión.

4.3.1.-Adhesióny migración

Uno de los fenómenosiniciales que se observanen el procesoaterogénicoes la

adhesiónde monocitosal endoteliovasculary posteriormigracióna la íntima(Rosenfeldet

al., 1987). Este procesoestámediadopor la expresiónde moléculasde adhesiónen las

célulasendoteliales,talescomo la moléculade adhesiónde celulasvasculares-1 (VCAM- 1)

y la moléculade adhesiónintercelular-l (ICAM-l) (Faruqiet al., 1993).

Entrelos muchosestímulosque inducenla expresiónde estasmoléculasdestacanla

reduccióndel flujo sanguíneoen determinadasregionesdel árbolarterial (Tsaoet al., 1996)

y un componentede las LDLox, la lisofosfatidilcolina(Kume et al., 1992). El aumentode

la adhesiónde los monocitosa la pareddel vasotambiénestámediadopor un incremento

de la expresiónde ligandosde moléculasde adhesiónen la superficie de los monocitos.

Estosligandospertenecena la familia de lasintegrinas,comola integrinaa431 (Smythet al.,

1997;Hogget al., 1993).
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La migraciónde losmonocitoshaciael espaciosubendotelialocurreen respuestaa

un gradientede factoresquimiotácticoscomo el MCP- 1 (Nelken et al., 1991), TNF-ct

(Tipping et al., 1993),IL’.l~ (Moyer et al., 1991)y M-CSF (Clínton et al., 1992; Rosenfel

et aL, 1992),quepuedenserproducidosportE, CML, y/o macrófagosya residentesen la

íntima.

4.3.2.- Activacióny diferenciación

Una vez llegadoa la íntima, el monocito esexpuestoa multitud de factorescomo

lipoproteinasmodificadas,citoquinas,sustanciasquimiotácticasy factoresde crecimiento,

quepuedeninducir su activacióny diferenciaciónhaciamacrófago(Raineset al., 1996).Los

macrófagosactivadosproducenmoléculasbiológicamenteactivascomo citoquinas,factores

de crecimientoy radicaleslibres (tabla III), que modulanla actividad de las célulasde su

alrededor(Adams et al., 1992). Algunos de estos productos secretadosactúan como

reclutadoresde monocitoscirculantesy de CML de la capamedia, contribuyendode esta

forma a la amplificación de la inflamación. Además,experimentalmentese ha podido

comprobarque los macrófagosson capacesde proliferar contribuyendoasí al crecimiento

de la lesión(Rosenfeldet al., 1990).

4.3.3.-Muertemacrofágicay formacióndel núcleonecrótico

La presenciadel núcleo necrótico es característicade la lesión aterosclerótica

avanzada(revisado en Falk et al., 1996). Generalmentees una región acelularrica en

lípidos, situadaen la basede la placa, que contienerestoscelularesy puedellegar a estar

calcificada. Se postula que su formación es debida, entre otros factores,a las células

espumosasderivadasde macrófagosque quedanatrapadasen el interior de la lesión(Quinn

et al., 1988) y muerenpor apoptósis (Han et al., 1994), por hipóxia o por efectos

citotóxicos de lípidos oxidados o citoquinasproducidaspor otras células; al morir, los

macrófagosliberan al medio extracelularlos lípidos almacenadosy enzimasproteoliticos

que afectana la estabilidadde la placa(Morenoet al., 1994).
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Tabla IV. Algunosfactoresapresadospormonocitos/macrófagosen la aterosclerosis

Posiblepapel

Citoquinas

Interleuquina-1(IL- 1)

interleuquina-6(IL-6)
Interleuquina-S(IL-8)
Proteínaquimiotáctica
demonocitos-1 (MCP-1)
Factorestimulantede
coloniasdemonocitos
(M-CSF)
Factor de necrosis
tumora]-a(TNF-a)

Aumentala expresióndemoléculasde adhesión,induceproliferacióny
migraciónde CML, modulacióninmunee induccióndegenessecundarios.
Activación dela coagulacióne induccióndegenessecundariosenlasCML.
Reclutamientodc linfocitosy célulasendoteliales.
Reclutamientode monocitos,activacióndelas integrinas132.

Reclutamiento,proliferacióny supervivenciademonocitos.

Aumenta la expresión de moléculas de adhesión endoteliales,
quimiotúcticode monocitosy proliferaciónde CML.

Enzimase inhibidores

Colagenasa
ComplementoC3b
FactorXlIIa
Gelatinasa
Lipoproteinalipasa
1 5-Lipoxigenasa
Inhibidor de la activación
del plasminógeno(PA-I)
Estromelisina

Inhibidoresde
metaloprotemasas
(TIMP 1 y 2)

Degradacióndematriz, migracióncelular,expansióny roturadela placa.
Protrombóticoy estimulacióndc la toma delipoproteinas.
Protrombótico.
Degradacióndematriz, migracióncelular,expansióny roturadela placa.
Alteracióndel metabolismolipoproteicoe hidrólisis deVLDL.
OxidacióndeLDL y formacióndecélulasespumosas.
Antifibrinolítico.

Degradacióndel tejidoconectivo,migracióncelular,posibleexpansióny
roturade la placa

Prevencióndela degradaciónde matriz.

Proteínasextracelulares

Osteopontina
Osteonectina
Trombospondina

Adhesióncelular,migración. neovascularizacióny calcificación.
Migración celulary neovascularización.
Migracióncelulary neovascularización.

Sustanciasreguladorasdela migracióny crecimientode otrascélulas

Factordecrecimiento
defibroblastosacidico
(aFGF)
Factorde crecimiento
epidermalqueuneheparina
(¡lB-EGF)
PDGF
Endotelina-1

Quimiotácticodecélulasendotelialese inductorde proliferación.

Quimiotácticode CML e inductor deproliferación.

Quimiotácticodc CML e inductordeproliferación.
Vasoconstricción.

Molécula
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4.t- LINFOCITOS T

Estudiosinmunohistoquuímicoshandemostradoque aproximadamenteel25% de las

célulasde la cápsulafibrosa sonlinfocitos T y muchosde éstosestánactivados(O’Brien et

al., 1996;Hanssonet al., 1989),por lo que sepuedeconsiderarqueen el desarrollode la

aterosclerosistambiénparticipade algunaforma una respuestainmune. Estoslinfocitos T

puedenliberar factorestalescomo IL- 113 e IFN-y que puedenpromover o retardar el

desarrollo de la lesión (Hansson, 1994; Kisbikawa et al., 1993). Los antígenosque

provocanestarespuestano se conocenbien todavía,pero como principalescandidatos,

entre otros, destacanlos constituyentesde las lipoproteinasmodificadas,fragmentosde

Apo B y las llamadasproteínasde choquetérmico (Frostegardet al., 1996; Kiesslinget al.,

1991). De los distintos fenotipos de los linfocitos T, el predominanteen los estadios

iniciales de la lesión es el CD8+ que respondea antígenosde la clase FILA de clase 1

(Benditt et al., 1983).

Como seha podidocomprobaren algunosmodelosexperimentales(Richarsonet al.,

1994),el reclutamientode linfocitos T se producecomo consecuenciade la expresiónfocal

en el endoteliode moléculasde adhesióncomo el VCAM-l (Janget al., 1994),a las que se

unenreceptoresde superficiedenominadosintegrinas(CDl l/CDl8) que se expresanen los

linfocitos. Estos entranen la íntima siguiendoun gradientede concentracionde agentes

quimiotácticos,como el MCP-l o fragmentospeptidicos(C3a, C5a) producidospor la

activación del complemento(Seifertet al., 1989). Una vez en la íntima son activadospor

niacrófagosy ambosvan a producir citoquinasque actúan sobrelas células endoteliales,

CML, macrófagosy célulasespumosaspararegularla expresiónde moléculasde adhesión,

quimiotaxis, actividadprocoagulante,proliferación, contractilidady toma de colesterol,

mcrementándosede estemodo el tamañode la lesión.
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5.- MATRIZ EXTRACELULAR VASCULAR

La matriz extracelularestáformadapor una serie de componentesque no sólo

mantienen la estructura de la pared del vaso,sino que también regulan eventosclavesde su

fisiología al interaccionar con las células vasculares,participando en la regulación de la

adhesión,migracióny proliferaciónduranteel desarrollovascular.

La composición de la matriz extracelular está controlada por una regulación

coordinaday diferencialde la síntesisy reciclamientode cadauno de sus componentes.Esta

regulaciónproducediferenciasen la composiciónde la matrizduranteel desarrollovascular

entrelas distintascapasde la pareddel vaso.El conectobalancede los componentesde

cadacapaesesencialparael mantenimientode la integridadde la paredvasculary parasu

resistenciaa roturas y hemorragias.Un disbalanceentre la síntesisy degradaciónde la

matrizextracelularconducea quela lesiónprogrese.

Los principalescomponentesde la matrizextracelularse muestranen la tabla IV, de

elloslos másimportantessonlos colágenos.De los 19 subtiposde colágenosgenéticamente

distintos que se conocen,seis estánpresentesen los vasos (1, III, IV, V, VI, VIIi)

(Rauterburget al., 1993;Katsudaet al., 1992).

5.1- COLAGENOS

Los colágenosson componentesmuy importantesde la lesión aterosclerótica,no

sólo porquerepresentansu principal constituyenteextracelularsino porquetambiénjuegan

un papeldecisivoen la hemostasisy trombosisa travésde la estimulaciónde las plaquetas

(Barnes,1985). Supresenciaenla cápsulafibrosa esesencialya quelas cápsulasdelgadasy

con escasocontenidoen colágenosonmáspropensasa la rotura (Loreeet al., 1992).Esto

seha visto en placasde aortahumanadondeaquellasque han sufrido rotura tenianmenos

colágenoquelas intactas(Burleigh et al., 1992).
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VanderWal y colaboradoreshan observadoque las placascoronariasmásfibrosas,

que son las más resistentesa la rotura, tienenmás contenidoen colágenoy en CMLs,

mientrasque las másricas en lípidostienenunacápsulafina compuestaporunamatriz lasa

y con infiltrados de macrófagosy célulasT (van derWal et al., 1994).

Tabla V. Algunosde los componentesde lb matrizextracelularvascular

Fibras de colágeno Membrana basal
Colágenotipo 1 Colágenotipo IV
Colágenotipo III Colágenotipo VIII
Colágenotipo lv Lammina
Colágenotipo V Perlecano
Colágenotipo VI Proteoglicanos
Glicoproteinas Ac. bialurónico
Fibronectina Versicano
Trombospondina Decorina

Tenascina Biglicano
Osteopontina Lumicano
Fibras elásticas Perlecano
Elastina
Fibrilina

De los distintostipos de colágenos,el colágeno1 esel mayoritario,representandoel

80-90%de los colágenostotalesdel vaso(Rekhteret al., 1993; Sakataet al., 1993).En la

enfermedadvascular, su expresión se produceprincipalmenteen la cápsulafibrosa y

regionesvascularizadasdeplacasprimarias,presentandomuchomenoscolágeno1 el centro

de la placa donde el contenidolipídico es mayor. Este colágenono sólo participa en el

mantenimientode la estructurade la placa sino que también interaccionacon las CMLs

induciendoel cambiodel fenotipocontráctilal sintético(Bameset al., 1985).
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6.- EL FACTOR NUCLEAR-xB EN LA PATOLOGIA VASCULAR

NF-icB esel nombregenéricode una familia de factoresde transcripcióndiméricos

(NF-icB,’Rel), formadospor monómerosque tienen una región de aproximadamente300

aminoácidosdenominadaRel, que se unea la secuenciaespecífica(KB) del DNA, presente

en elpromotordelos genesqueregula.

La forma clásicadel NF-KB es un heterodimero(p50-p65) que se encuentraen

forma inactiva en el citoplasmaformandocomplejo con su inhibidor IicB (Bauerleet al.,

1996) (Figura 6). La activación de NF-KB, por diversosfactores como mediadores

inflamatorios(Thamoset al., 1995),virus, LDL minimamentemodificadas(Berliner et al.,

1995) o fuerzasde cizalla (Khachigianet al., 1995), implica la disociacióndel IicB, previa

fosforilacióny posteriordegradación(Sunet al., 1993),y la translocacióndel heterodímero

al núcleouniéndosea la secuenciaespecíficadelDNA.

Este factor controla la transcripciónde múltiplesgenesde proteínasrelacionadas

con procesosinflamatorios, incluyendo genes de moléculasde adhesión(Collins et al.,

1995),quimioquinascomoMCP-l e IL-8 (Uedaet aL, 1994;Ferranet al., 1995)y elPDGF

(Khachigian et al., 1995). Porestemotivo el NF-icB esun elementoclave en la respuesta

inflamatoriay representauna dianamolecularinteresanteparael desarrollode terapiasanti-

inflamatorias.

Otro factor de transcripciónnuclearimplicado en la aterosclerosises la proteína

actuvadora-l(AP-l) (Karin, 1995), formadopor las proteínascJuny cFosque dan lugar a

liomo o heterodímeros(Jun-Juno Fos-Jun).El AP- 1 estáimplicado en la regulación de

genesrelacionadoscon el crecimiento(Angel et al., 1990)y con la expresióndel colágeno1,

principalproteínade matrizque se encuentraen las lesionesateroscleróticas(Chung et al.,

1996).
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p5o

Transcripción de genes

Figura 6. Esquemadela activación del factor nuclear-rB. El factor nuclear KB esun complejo
dimérico que seforma por la combinaciónde los distintosmiembrosde la familia Reí, comoes el
caso del p50 y p65, dicho complejo se encuentrainactivo en el citoplasmaal estarunido a una
proteina inhibitoria denominadaIicB. El NF-icB puede ser activado por múltiples estímulos
extracelularesqueactivanunaseriede señalesde transducciónqueconducena la fbsforilación del
liB y a su posteriordegradación.Estopermitela translocacióndel dímeroal núcleodondeseuneal
DNA, participandode estemodoen la activaciónde la transcripciónde diversosgenesimplicadosen
la respuestainflamatoria.

Señales

citoplasma
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7.- SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA VASCULAR

El sistema renina-angiotensina(SRA) desarrolla un importante papel en la

homeostasiscirculatoria(Dzau et al., 1991).En el SRA sistémico,la reninasegregadapor

el riñón convierteen angiotensina1 cl angiotensinógenosegregadoporel hígado(figura7).

Finalmente,la angiotensina1 es convertidaen angiotensinaII (Mg II) porel enzimade

conversiónde la angiotensina(ECA) presenteprincipalmenteen el endoteliovascular

pulmonar. Sin embargo,se ha demostradoque los componentesdel SRA también son

sintetizadospor las célulasdela paredvascular(Dietet al., 1996;Lindpainteretal., 1993).

Angiotensinógeno

4— Renina Productos ínacttvos

Anglotensina ¡

~m
Bradiquin¡na

~ L-Arginina ENDOT

~ ¡

ntracc¡on Crecimiento CGMP 1 ¡ CML
renon Diterenciacion Relajankn 3 3

Figura 7. Esquema delos componentesdelsistemarenina-angiotensina.
Abreviaturas:ECA: enzimade conversiónde la Angiotensina;NOS: óxido nítrico sintasa;NO:

óxidonítrico; ENDOT: endotelio;CML: célulamuscularlisa.

Sólo existendudasde que la renina sea sintetizadaen la propiaparedvascularo

simplementeseacaptadadel plasma.Entodocaso,lo importanteno essuprocedenciasino

el hechode queunavezen laparedvascularpareceregularsedemaneraindependientea la

plasmática(Dzauesal., 1994).
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La confirmacióna nivel experimentalde que la concentraciónde ECA tisular es la

que controla la producciónlocal de Aixg II (Rakugi et aL, 1994; Schunkertes al., 1990)

demuestraque el SRA tisular esreguladoindependientementedelplasmático.La ECA no

sólo produceAng II, sino quetambiéninactivala rutade las bradiquininas,que sonpotentes

factoresvasodilatadoresy antiproliferativos(Hornig esal., 1997).

7.1.- ANGIOTENSINA II Y PATOGENIA VASCULAR

LaAng II esunpotentevasoconstrictorqueactúaa travésde diferentessubtiposde

receptores;existen al menos dos grandes grupos, denominadosAT1 y AT2 que se

diferencianpor su unión a antagonistas,susceptibilidada agentesreductoresy segundos

mensajeros.La mayoríade los efectoscardiovascularesde la Ang II estánmediadospor el

receptorAT1, mientrasqueelpapelde los receptoresAT2 no estámuy claro(Reaganet al.,

1996).

La Ang II puedeproducir estrésoxidativo (Oskarssonet al., 1997) y elevar la

presiónsanguíneaalterandode estemodo la estructuray función arterial. La hipertensión

puedeincrementarla permeabilidadde las CE (Wienerel al., 1969)y produciruna seriede

cambiosen dichascélulasqueinducenaumentode la adherenciade leucocitos,acumulación

de CML y macrófagosen el espaciosubendoteliale incrementode la matriz extracelular

(Takasakiet al., 1990).

En los últimos añosse vieneconsiderandoa la Mg II como una citoquinamásya

quepareceestarimplicadaen la proliferacióncelulary en el acúmulode matriz extracelular

(Egido, 1996).Además,tieneun efectodirecto sobreel desarrolloy migraciónde las CML

al activarla expresiónde factoresde crecimientocomo el PDGF,FGF y TGF-jB (Itoh et al.,

1993; Gibbons et al., 1992). También hay evidenciasque muestranque la Mg II es

quimiotáctico de monocitos(Goetzelet al., 1980) y tiene la capacidadde estimular la

transformaciónde monocitos a macrófagosen presenciade LDLox y estosa su vez en

presencia de estas lipoproteinas pueden provocar la expresión celular de ECA y

posiblementela síntesisde Mg II (Dzau et al., 1996). Estosdatossugierenque el sistema

remna-angiotensinaestáimplicado en la formacióny progresiónde la placaaterosclerótica.
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7.2.- EFECTODE LOS INHIBIDORES DE LA ECA EN LA ATEROSCLEROSIS

Pocosfármacoshantenido un impactotan marcadoen la Cardiologíaactualcomo

los inhibidoresde la ECA (iECAs). Se tratade un grupode fármacosque seusaronen un

principio comobipotensoresy posteriormentehan mostradosu eficacia en pacientescon

disfunciónsistólicaventricularizquierda(DSVI), como se hapodidocomprobaren ensayos

clínicos como el CONSENSUS(TheCONSENSUSTrial studygroup, 1987)y el SOLVD

(The SOLVD ínvestigators, 1991) ya que disminuyenla mortalidadcuandose añadenal

tratamientoconvencional(Digoxina y diuréticos). De igual modo, si se administrantrasun

infarto de miocardio con DSVI, previenenla dilataciónventriculary reducenla mortalidad

(Pfeffer et al., 1992).En losúltimos añosha comenzadoa especularsecon la posibilidad de

que, además,tenganacción antiaterogénicay puedandisminuir la incidencia de eventos

isquémicosagudosya que en los estudiosSAVE (Pfeffer et al.., 1992)y SOLVD, reducían

la incidencia de angina inestabley de infarto de miocardio en un 15% y un 23%,

respectivamente.

7.2.1.-Efecto sobre la formación y progresión de la placa

En el estudioTREND (Mancini et al., 1996),seha visto que la administracióndel

iECA quinapril durante seis mesesnormaliza la función endotelial en un 22% de los

pacientesque previamente presentabandisfúnción endotelial, esta acción se debe

probablementea una menordegradacióndel NO, potentevasodilatador,por una reducción

de la producciónde radicalessuperóxidoo a un aumentode la síntesisdeNO.

Por otra parte,se sabeque una vezproducidoel daño endoteial,la Mg II al ser

quimiotácticapuedeestimularla migraciónde neutrófilosy macrófagoshaciael interior del

vaso(Farberet al., 1990)y ademásestimulael crecimientoy proliferaciónde CML, puesto

que induce una serie de proto-oncogenes(c-fos, c-myc), citoquinas y factores de

crecimiento comoel PDGF (Lonn et al., 1994). Estoshechoshablanen favor de que los

iECAs puedan interferir con las fases de formación y progresión lenta de la placa

(Chobanianet al.. 1990),aunqueésto sólo se ha confirmadoa nivel experimental(Clozel et

al., 1993;Beil et al., 1990)y no en humanos.
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7.2.2.-Efectos de protección en la rotura de la placa

Los iECAs son eficacesen la eliminación de radicales de oxígeno citotóxicos y

LDLox, que son altamenteaterogénicasy puedensercaptadaspor losmacrófagosque se

van acumulandoen la placa. En este sentido, seha comprobado que el tratamiento con

iECAs disminuye la infiltración de macrófagosy su contenido en colesterolen el modelo de

aterosclerosisde conejolúperlipémico,aumentandola matriz extracelular (Chobanian et al.,

1990). Así pues,esposibleque los iECAs reduzcanla tasade eventosisquémicosagudos

disminuyendoel inflitrado de macrófagosque, comohemosvisto, puedendebilitar la placa

y hacerlamássusceptiblea la rotura. Sin embargo,estosefectosno sehan comprobado

hastaahoraen un modelo de aterosclerosisinducido porhiperlipemiay daño vascular.Las

lesionesasi obtenidastienencomponentefibroso, celulary graso,y sonmásparecidasa las

presentesen la aterosclerosishumana.Por otra parteno seha descritoa quénivel actúan

los iECAs parareducirel infiltrado de macrófagos.

Otrosautoreshanpropuestoquelos iECAs podrianreducirla incidenciade la rotura

de la placaal disminuirla tendenciaalvasoespasmo,producidoporla liberaciónde factores

vasoconstrictorescomo la endotelina-l. Sin embargose trata de una hipótesisqueno ha

sido demostrada(Lonn el al., 1994).

7.2.3.-Efectoen la trombosisde la placa

No todarotura de placa da lugar a un trombo oclusivo y, por tanto, a un evento

isquémico agudo (Davies, 1997). El tamañodel trombo puedevariar segúnel sustrato

trombogénicode la placay el estadode los mecanismosde coagulacióny fibrinolisis en ese

momento.

Estudiosrecientesen humanosmuestranla implicaciónde la Ang fl en la atenuación

de la tromboilsisal estimularel inhibidor del activadordelplaminógeno(PM) (Feeneret al.,

1995;vanLeeuwenet al., 1994).Estopotenciaríala trombogénesisquesigue a la rotura de

las placasy hariamásprobableque resultaranen una oclusión total o subtotal del vaso,

dando lugar a los eventosisquémicosagudos(infarto de miocardio, angina inestablee,

incluso,muertesúbita).
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Partede los efectosbeneficiososde los iECAs en la enfermedadcoronariapueden

debersea queinterfierencon la formaciónde trombossobrela lesión aterosclerótica.Así, se

ha visto ¡ti vivo que reducenla agregaciónplaquetariay la sensibilizacióna sustancias

proagregantesinducidapor la Ang II (Swartzes al., 1990). Además,como la expresiónde

PAl aumentaen presenciade Mg II (Vaughanet al., 1995)así como en respuestaal daño

vascularen la neointimade la carótidade rata(Hamdanet al., 1996), la administraciónde

iECAs puedefavorecerla fibrinolisis.

Por otra parte, los iECAs aumentanla producciónendotelial del activador del

plasminógeno(t-PA) ¡ti vivoal evitar la degradaciónde la bradiquinina(Smith et al., 1985),

e incrementanla producciónde uroquinasaen cultivo de células endoteliales(BeIl et al.,

1992).En humanos,seha demostradoqueel Captopril reduceel incrementode los niveles

plasmáticosde PAI-l (Wright et al., 1994) que se produce en el post-infarto agudo de

miocardio(1AM) y que podríaconstituirun factorderiesgoparareinfarto (Hamstenet al.,

1987).
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8.- LOS INHIBIDORES DE LA HMG-CoA REDUCTASA

Las evidencias experimentalesy epidemiológicasque asocian los niveles de

colesterolelevados,especialmenteel colesterolLDL, y un riesgoaumentadode enfermedad

coronaria(LaRosaet al., 1990;Pekkanenet al., 1990)hanproducidoun enormeinteréspor

el desarrollode fármacosquereduzcanesteriesgo; de estemodo la inhibición de la síntesis

de colesterol se ha convertido en uno de los objetivos principales del desarrollo

farmaceútico.

A pesar de su reciente introducción para el uso clínico, los fármacos

hipolipemianteshan demostradouna alta eficacia en reducir la incidencia de eventos

isquémicos(Brown et al., 1996 ) y concretamente,los inhibidores de la HMG-CoA

reductasao estatinasdisminuyen la mortalidad total y coronaria, tanto en prevención

primaria (Shepherdet al., 1995) como secundaria(The 4S investigators, 1994). Estos

efectos no son explicables por la escasareducción en la progresión de las lesiones

ateroscleróticasque consiguen(Brown et al., 1996)y sehan atribuido aunaposibleacción

estabilizadorade la placa. Por otra parte, los inhibidoresde la HlvIG-CoA reductasahan

demostrado,en modelos experimentales,que son capaces de estabilizar la placa

ateroscleróticacuantitativamente(Dowell et al., 1995;Shiomi et al., 1995).

Una de las razonespor las quela terapiadietéticatieneuna efectividadlimitada para

reducirlos nivelesde colesterol,esquela mayorpartede ésteno seingierecon la comida,

sino que esfabricadoen el hígadomedianteel procesode biosíntesis.Las estatinasreducen

los niveles de colesterol al inhibir el pasolimitante en la ruta de biosíntesisde este: la

conversióndel 3-hidroxi-3-metilglutari¡ coenzimaA (HMG-CoA) en mevalonatomediante

el enzima HMG-CoA reductasa(Figura 8). El bloqueo de esteenzimadepleccionalas

células de derivadosdel ácido mevalónico,entre los que se encuentranlos isoprenoides

(Goldstein et al., 1990). La prenilación de proteínasrepresentaun nuevo tipo de

modificación post-traduccionaly las proteínasisopreniladasjueganun papelfundamentalen

numerososprocesoscelulares(Guijarro et al., 1997). Las proteínasde la familia Ras

(proteinasG implicadasen la transducciónde la señal desdediferentesreceptores)son

activas cuando estánasociadasa la membranay esta asociacióndependede su unión

covalenteaun isoprenil de 15 carbonos(famesil).
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La expresión de formas activadasde Ras conduce a una activación de la

transcripciónespecíficamentea travésdel factor nuclearicB (NF-KB) (Finco et al., 1993).

La disminución de la produccióndel colesterol endógenoinduce un aumento de la -

expresiónde receptoresLDL, en la superficiede loshepatocitos,a los queseunenlasLDL

circulantes,reduciéndoselos nivelesde colesterol.
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Figura 8. Rutadebiosíntesisdel colesterol
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8.1.,LAS ESTATINAS COMO TRATAMIENTO DE LA ATEROSCLEROSIS

El tratamientode la aterosclerosisesun campode investigaciónmuy activo, donde

sevan diseñandonuevosfármacosque estánsiendo ensayadostanto a nivel experimental

como clínico; el primero de éstos fije la compactina(Endo es al., 1976), seguido por

lovastatina(Aiberts, 1980),nravastatina(Tsujita es al., 1986), simvastatina(Stukkeret al.,

1985) y fluvastatina(Kathawala, 1991). Todosestoscompuestostienenun estructurade

anillo similar al mevalonato(Figura 9) diferenciándoseen suformaactiva quepuedesercon

anillo abiertoy con carácterhidrofilico (pravastatínay fluvastatina)o anillo cerradoy con

carácterhidrofóbico(lovastatinay simvastatina).Estascaracterísticasles confierendistintos

nivelesde eficacia(Bocanel al., 1994;Davignonet al., 1992).

FI

o

H
CH

0

COMPACTINA

H

HO

PRAVASTAliNA

FI

LOVASTATINA

H
COBA

F ~— -

~CH<Chll
N

FLUVASTATINA

o:
CFI0 FI ello

SIMVASTAT INA

C.

2•

ATORVASTATINA

Figura 9. Formasestructuralesde distintasestatinas.
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Por otro lado, algunosestudiossugierenque los niveleselevadosde triglicéridos

plasmáticostambién se correlacionancon un mayor riesgo de enfermedadcoronaria, en

especialcuandoestetipo de dislipemia se asociaa unosnivelesbajosde colesterolHDL

(Assniannel al., 1992;Patschesal., 1992).

En estesentido, estudiosrecientesimplican a los niveleselevadosde trigjicéridos

con el incrementode algunosfactoresde coagulación(VIL, VILIO y X~) y con un aumento

del PM-l (Silveria esal., 1994;Asplund-Carlsonesal., 1993). Todo estoha conducidoa la

obtenciónde un nuevaestatina(Figura 9) denominadaatorvastatina(Atv) que ademásde

reducir los niveles de colesteroltotal y LDL, disminuye los triglicéridos (Bocan et al.,

1994). En trabajospreviosa nivel experimentalatorvastatinaes superiora lovastatinay a

simvastatinaen la reducciónde la lesión aterosclerótica,atribuyéndoseen partea su acción

directasobrela paredvascularpor su mayor caracterlipofilico y su posiblemayor afinidad

porel enzima(Bocanet al., 1994).

En resumen, los datos experimentalesy los obtenidos en ensayosclínicos

preliminaressugierenque las estatinasconstituyenherramientasimportantesdentro del

arsenal terapeútico para tratar la hipercolesterolemiay para la prevención de la

aterosclerosis.
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Los síndromescoronariosagudos(SCA) se debena la formación de un trombo

sobrela placaateroscleróticafundamentalmentepor la rotura de la misma. En estarotura

juegaun papelmuy importantela inflamación,ya quelas placasinestablespresentanun gran

infiltrado de macrófagos.En los últimos aflos, seha visto que los inhibidoresde la ECA y,

sobretodo los inhibidores de la HMG-CoA reductasason capacesde reducir la incidencia

de SCA, aunqueno seconoceel modo en que actúan.En el presentetrabajo, pretendemos

estudiarenun modelode aterosclerosisfocal los mecanismosporlos cualesla inhibición de

la ECA y del HMG-CoA reductasa podrian estabilizar las placas ateroscleróticas,

centrándonosfundamentalmenteen susposiblesaccionessobreel componenteinflamatorio

de las mismas.

Los objetivosconcretosson los siguientes:

A. Evaluaren un modelo de aterosclerosisexperimentalel efectodel inhibidor de la ECA

quinapril sobrediferentesparámetrosrelativosa la estabilidadde la lesiónaterosclerótica:

1. Infiltrado de macrófagosy presenciade colágeno1.

2. Presenciade quimioquinas:MCP-1 e IL-8.

3. Citoquinasproinflamatorias:LL-fli y TNF-a.

4. Proliferaciónde CML: PDGF-B.

5. La activaciónde NF-xB: factornuclearimplicadoen el control de la transcripción

de quimioquinasy la proliferaciónde CML. En estapartenoscentraremostanto en

su activacióncomo en su localizaciónen la lesión.

B. Determinaren un modelo similar el efectode aton’astatina,un potenteinhibidor de la

HMG-CoA reductasa,sobre el infiltrado de ¡nacrófagosy la expresión de MCP-l,

definiendola implicacióndel factornuclearKB en esteproceso.

C. Estudiar¡ti vitro la participaciónde la Ang II y las LDL en la expresiónde MCP-l, y

su efecto sobre la activación del factor nuclear que lo regula, el NF-KB en dos de los

principalestipos celularesimplicados en la patogeniade la aterosclerosis,los monocitosy

las CML.



III.- MATERIALES Y METODOS
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1.- MODELOS EXPERIMENTALES

1.1.-DISEÑO

Los estudiosfueronrealizadossobreconejosmachosNew Zealandde 3 a 4 Kg de

peso(media3,4 ±0,6 1(g). Todoslos animalesfueronmanipuladossegúnlanormativade la

UF (BOE223/1988y 265/1990).Seutilizó un modelo de aterosclerosisaceleradaen el que

sepretendiósimular las lesionesquesedesarrollanen humanos,esdecir,focales,con cierto

gradode estenosisy con una composiciónmixta fibrocelular.La aterosclerosisfue inducida

mediantedietahiperlipemiantecombinadacon desecaciónendotelialde un segmentoaislado

de arteria femoral (figura 10), segúnuna técnicapreviamentedescrita(Lee Veen et al.,

1982).

Para realizar los estudiospresentadosen estatesis se desarrollarondos modelos

expenmentales:

Modelo A: donde seutilizó un inhibidor del enzima de conversiónde la

angiotensina(Quinapril).

ModeloB: dondeseadministróun inhibidor de la 3-hidroxi-3-metilglutaril

coenzimaA reductasa(Atorvastatína).
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1.1.1.-Modelo A

Con el fin de estudiarlos procesoscríticos que estánimplicadosen la formacióny

progresiónde la lesión aterosclerótica,sedesarrollóun modelo experimentalde acuerdo

con el esquemaque semuestraen la figura 11. Dicho modelo constade los siguientes

pasos:

DIA -2 DIAO

o
OlASOlA 7

o
* SIN

~¡5
• DAÑO ENDOTELIAL

• DIETA HIPERLIPEMICA

* 2% COLESTEROL
•% ACEITE CACAHUETE

—~:1 BIOLOOIA

HISTOLOGtA

Fi2ura 11. Esquemadelmodelo.

1.- Inicio delmodelo

Seemplearonun total de 35 animalesquefberon distribuidosal azar,dosdíasantes

de la induccióndel dañoendotelial,en dosgrupos:

- Grupode tratamiento(Quinapril)

- Gruposin tratamiento.

La distribuciónde los animalessegúnlos estudiosrealizadossemuestraen la tabla V.
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Tabla y. Distribuciónde los animalesseg4nlos distintosestudios

Estudiosdeexpresión~éncaeinmunohistoanimica(n=40)

n=16 —---> Sin tratamiento
n=16 > Tratados
n=8 > Sanosa los queno seles indujodañoni recibierondiesaaterogáiica

Determinacióndela actividaddelfactornuclearKB (n=18)

n=6 > Sm tratamiento
n=6 >. Contratamiento
n=6 > Sanos

Determinacióndela actividadde la ECA vascular(n=18)

n=l0 > Estosanimalesfueron sacrificadostras 2 díasde tratamientoy
sin habersufridointervenciónquirúrgica

n8 > Sanos

II.- Induccióndela aterosclerosis

En las 24 h previas, a los animalesen ayunasy antes de la inducción del daño

vascularse les extrajo sangrede la venamarginal de la orejapara determinarlos niveles

plasmáticosde lípidosy ECA.

La aterosclerosistite inducidapor desecaciónendotelialsegúnun método descrito

por LeeVeen (figura 10). Los animalesse anestesiaroncon Smg/Kgde xylazina (Rompún,

BayerAG, Leverkusen,Alemania)y 35 mg/Kg de Ketamina(Ketolar,Parke-Davis)porvía

intramuscular. Además se realizó anestesia local mediante inyección subcutáneade

Lidocaina al 2% (Braun, Barcelona,España).Treinta mm. antesdel abordajequirúrgico,

realizado en condiciones de esterilidad, se administraron 125 mg/Kg de cefazolina

(Laboratorios Llorente, Madrid) por vía intramuscular como medida de profilaxis

antibiótica.

A continuación se deterininó la tensión arterial en la arteria femoral con un

esfigmomanómetro.Finalmente,se preparóel campoestéril y se realizó el dañovascular.

Mediantedisecciónseexpusouna arteriafemoral y se aisló un segmentode unos2 cm de

longitud medianteligaduras.En la parteproxinialde dicho segmentose realizóunapunción
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de escapey la zonadistal secanulócon una agujade 27-O, por la que seinfrndió suero

salinoy, seguidamente,80 mI/xtin denitrógenodurante8 mm. Finalmente,se lavéde nuevo

con suerosalino,sequitaronlas ligaduras,sehizo hemostasiaporcompresión,se marcóla

zonalesionadamedianteclips de titanio (Ethicon, Somerville,Nt EEIJU) y se suturó la

herida.A continuaciónserepitió el procedimientoen la arteriafemoralcontralateral.

Tras el procedimientoquirúrgico se suministróa los animalesuna dietaaterogénica

de 2% de colesteroly 6% de aceitede cacahuete(Letica,Barcelona)‘ad libitum’.

lIIy IV.- Sacrificio

Un primergrupo de animalesfue sacrificadoa los 7 díasy otro a las 4 semanasde

haberseinducido el daño.

Los conejos fueron anestesiadoscomo en los procedimientosanteriores, y se

expusieronlas arteriasfemoralesy la aortaabdominal.Secanulóestevaso,secortó el flujo

por encimacon una ligaduraparainfundir suerosalino y serealizó unapunciónde escape.

Durante la infusión, se ligó y se extrajo el segmentodañado de una arteria femoral,

destinadaparaestudiosde biologíamolecular.Seguidamentese lequitó la capaadventicial,

y se congeléen nitrógenoliquido (cuando fue necesariotambién se extrajo la aorta).A

continuación,se sacrificó a los animalespor sobredosisintracardiacade pentotalsádico

(Abbot, Madrid) y seinfundierondesdeaorta100 ml de formaldehidoal 4% en PBS a una

presiónde 100 mm Hg. Finalmentese ligó y extrajo el segmentolesionadode la arteria

femoral para análisis histológico. Se alternó la arteria femoral escogida para cada

procedimientode maneraque, al final, hubierael mismo númerode arteriasde cadalado

parahistologíay parabiologíamolecular.
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1.1.2.- Modelo B

En estemodelo, evaluamosel efecto de un inhibidor de la HMG-CoA reductasa

sobre las lesionesateroscleróticasya formadas(figura 12). Este diseño tenía como fin

simular la secuenciade acontecimientosque tienen lugar en el tratamiento de la

aterosclerosisen el ser humano. Así, el tratamientohipolipemiante suele comenzarse

frecuentementeunavez que el pacienteha sido diagnosticadode enfermedadcoronariay

tienelesionesateroscleróticasestablecidas.

* NO TRATAMIENTO

ATORVASTATINA (5m día)

II1

DM O 4 SEMANAS

III

8 SEMANAS

•DAÑO ENIDOTELIAL

• DIETA HIPERUPIDEMICA

• 0.5% COLESTEROL

• 14% ACEITE BE COCO

Q
• ANGIOGBAFIA

• DIETA NORMAL

• RANIDOMIZACION

• SACRIFICIO

•ART. BIOLOGLA
MOLECULAR

•ART. IUSTOLOGLA

ti

Fi2ura 12. ModeloB.
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1.- índucciónde la aterosclerosis

El dañoendotelial se realizó medianteel protocolodescritoanteriormentesobreun

total de 27 animales,igualmente,antesdel procedimientose les extrajo 10 ml de sangre

para determinaciónde lípidos plasmáticos.A continuación se les suministré una dieta

aterogénicacon 0.5 % colesterol y 14 % aceite de coco (Mucedola, Italia) durante4

semanas,manteniéndolesenjaulasindividuales.

II.- Control Angiográfico

Al cabode 4 semanasse realizó una angiografiacontrol con el fin de excluir del

estudioa los animalesquepresentaranoclusióntotal de la arteria.Estecasose presentóen

un total de 4 conejos.

Los animalesseanestesiaronporvía intramusculary serealizó profilaxis antibiótica

de manerasimilar al procedimientode dañoendotelial.

Tras realizar laparotomiamedia, se separóel paqueteintestinal y, por disección

roma, se expusola aortaabdominal.Despuésde colocaruna ligadura para controlar el

sangradoen dichovaso,secanulópordebajoy se infundieron250 j.tg de nitroglicerinapara

evitar el espasmo.Un minuto después,y bajo radioscopia,se inyectaron2 ml de contraste

(loxaglatode sodio, Hexabris320; ROVI SA, Madrid) diluidosen 2 ml de suerosalino al

0.9%.Las imágenessegrabaronen video VHS. Finalmente,tras infundir 10 mi de suero

salino, seretiró la cánulay la ligadura, sehizo hemostasiapor compresióny se suturépor

planos.

Despuésde realizar el control angiografico, a los animalesse les retiró la dieta

aterogénica,seles suministróunadieta estándary sedistribuyeronal azaren dosgrupos:

- Sin tratamiento(n=9)

- Tratadoscon fármaco(n=7)

Ademásse consideróun grupocontrol de animalessanosno intervenidos(n7)

1111.-Sacrificio

Al cabode 8 semanaslos animalesfUeron sacrificados,siguiendoel procedimiento

descritoen el modeloanterior,
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1.2.-TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

ModeloA

Sonmuchoslosestudiosqueimplicanal sistemarenina-angiotensinaen el desarrollo

de la enfermedadcoronariay el infhrto de miocardio(Lonn et al., 1994). Con el propósito

de profundizar en estos aspectosdecidimos emplear,en este modelo, el inhibidor del

Enzima de Conversiónde la Angiotensina(iECA) Quinapril que fue donadopor Parke

Davisen formade hidrocloruroen polvo. El quinapril fue disuelto en el aguade bebidaa

unadosisde 1 mg/Kg/día,calculadaen función delconsumodiado; tambiénsecontrolóel

pesode los animalesparaquerecibiesenunadosisadecuadadelfirmaco.

ModeloB

El interés en el desarrollo de firmacos que reduzcan el riesgo de enfermedad

cardiovascular,como consecuenciadel descensode las concentracionesplasmáticasde

colesterol,ha ido aumentandoen los últimos años. Por estemotivo, en estapartedel

estudioempleamoscomo tratamientoun fármaco bipolipemiante,más concretamente,un

inhibidor de la HMG-CoA reductasa(enzimalimitanteen la ruta de síntesisdel colesterol),

llamado Atorvastatina (CI-981, donadapor Parke Davis). Atorvastatina (Atv) es un

potenteinhibidor de la HMG-CoA reductasa,que ademásde bajarlos nivelesde colesterol

tambiénproduceun descensode los niveles de triglicéridos en plasma. El fármaco se

suministró a los animalesjunto con la dieta estándara una concentraciónde 5 mg/Kg/dÍa

durante4 semanas.Para asegurarque toda la comida era consumiday de estemodo

confirmar la correctaadministracióndel fármaco,durantela primera semanalos animales

recibieron50 gr de dieta, 100 gr durantela segunday 150 gr durante las dos últimas

semanas.

1.3.- ESTUDIOS LIFIDICOS

Los lipidos fueron analizados mediante técnicas estándarpor medio de un

autoanalizador(Abbott VP Bichromatic Analyzer) y con métodosenzinúticosestándar

(bioMerieux, Lyon, France). El análisis lipidico permitió determinarel colesterol total,

colesterolLDL, colesterolHDL y triglicéridos.
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1.4.-PRESION SISTOLICA Y ACTiVIDAD DE LA ECA

Debido al empleode un ¡ECA, los animalesexperimentaronunabajadade la tensión

arterial; éstafue estimadaempleandoun esfigmomanómetroen la arteriafemoral antesde

realizarla intervenciónquirúrgica.Por otro lado seextrajeron10 ml de sangrede la vena

marginalde la orejade los animales,previoayuno,paramedirla actividadséricade la ECA.

1.4.1.-Medidade la actividadséricay tisularde la ECA

Las determinacionesdela actividadde laECA fueronhechasen sueroy en muestras

de arteria aorta congelada.En ambos casosla actividad fue definida por un método

espectrofotométrico(Sigma)basadoen la reacciónenzimíticacatalizadaporla ECA, donde

el furilacilfenilanilgilcilgilcina (FAPGO) es hidrolizado a furaciffenilalanina (FAP). La

hidrólisis del FAPGO produceuna disminución de la absorbanciaa 340 mr que es

directamenteproporcionala la actividadde laECA en la muestra.

ECA

FAPGG FAP + GO

En el casode la actividadde la ECA tisular,las muestrasfueronhomogeneizadasen

0.05 mol/L NaCíy 0.05%de Tritón XlOO, pH 7.5 y centrifugadasa 12000 xg durante10

mm. a 40C. El sobrenadanteresultantefue usadoparael análisis.
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2.- ESTUDIOS IIISTOPATOLOGICOS

2.1.-ANÁLISIS MORFOMETRICOS

Despuésde fijar las arteriascon formaldehidoal 4% en PBS, secortaronen piezas

de 5 mm y se incluyeronen parafina. Con un microtomo(Micron, Francia)se realizaron

cortes de 4 ¡ini de grosor, se tiñeron con orceina y se fotografiaron. El análisis

morfométrico se realizómedianteuna tableta digitalizadora(Qenius 1212, Key Systems

Corp, Taiwan)conectadaa un ordenadorpersonaly el programaautoCAD 10.0 (Autodesk

AG). Las áreasde la luz vasculary las comprendidaspor dentro de las láminas elástica

interna(LEí) y externa(LEE) sedeterminaronporpíanimetria.Lasáreasde la lesióny de la

mediase obtuvieronde la siguientemanera:

Area de la lesión(Intima) = áreade LEI - áreade la luz

Areade la media (Media) = áreade LEE - áreade LEí

Finalmente, se valoré el cociente íntima/mediay el porcentajede estenosis

vascular(Intima/LEI x 100), seleccionandoen cadaarteria de cadaanimal, el corteque

mostrabamayorseveridadde estenosis.

2.2.- INMIJNOHISTOQIJIMICA

2.2.1.-Desarrollo

Los cortesde las arteriasincluidos en parafinafueronen primerlugardesparafinados

y posteriormenterehidratados.La actMdadde la peroxidasaendógenase anuló incubando

los cortesen peróxidode hidrógenoal 3%: metanol(1:1) durante30 mm. Se utilizaron los

siguientesanticuerpos:
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- Anticuerpomonoclonalparamacrófagosde conejo(RAM 11, DAKO, Carpinteria,

California, EEUU) (TsukadaT et al., 1986). Parapoderutilizar el anticuerpotite necesario

una digestión enzimáticapreviacon tripsina (Sigma España)durante 1 h. Con el fin de

bloquearla unión inespecíficaseincubé el tejido con tampón bloqueanteconsistenteen

suerode caballo al 6% y albúminade suerobovino (BSA) al 4% en PBS a pH 7 (lh). El

anticuerposediluyó a una concentraciónfinal de proteínade 84 hg/ml en suerode caballo

al 1% y BSA al 4%en PBS, aplicándoseduranteotrah.. El anticuerposecundario,anti-IgG

de ratónconjugado con peroxidasa(HRPO, Seralab,Sussex,Inglaterra),sediluyó a 1:100

en BSA al 4% y seincubédurante30 mm.

- Anticuerpo monoclonalpara célulasmuscularesde conejo (HHF35, ENZO

Diagnostics,New York, EEUU) (Gown AM et al., 1985).Los tejidos se incubarondurante

1 h. con tripsina (Sigma) parafacilitar la exposiciónde los antígenos.Se utilizó como

tampón bloqueantesuerode cabraal 6% y 4% de BSA en PBS (1.30 h). El anticuerpo

primano se incubé directamentey al transcurrir 1 h. se aplicó el anticuerposecundario

arriba indicado.

- Anticuerpovoliclonal para MCP-J humano (ImmugenexCorp., Los Angeles,

California, EEUU). Este anticuerpo pudo utilizarse al presentarreacción cruzadacon

conejo.La unión no específicafue bloqueadaincubandoel tejido 1 h. en tampónbloqueante

(6% de suerode caballo y 4% de BSA en PBS). Transcurridoestetiempo seañadió el

anticuerpoa unaconcentraciónde 70 ¡ig/mi diluido en 1% de suerode caballoy 4% de

BSA en PBS durantetoda la noche a 40C. El segundoanticuerpo, antí IgO de cabra

producidoen burro y conjugadocon peroxidasa(The Binding Site, Binningham, Reino

Unido) se diluyó 1:100en4%deBSA en PBS y seincubédurante30 mm.

- Anticuerpopoliclonalpara colágeno1 (SouthernBiotechnology,Associates,INC.

Birmingham, EEUU). Se realizó una digestiónenzimática,del tejido con tripsina 20 mm.,

previa a la incubacióncon el tampónde bloqueo (2% suerode caballo, 1% BSA en PBS)

durante10 mm. Finalizadoestetiempo se añadióel anticuerpoprimario a unadilución 1:20

durantetoda la noche a 40C. Las seccionesse incubaron con el mismo anticuerpo

secundarioutilizado parael MCP-1 durante1 h.
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En todos estos casos, las preparacionesfueron reveladasdurante 10 mm a

temperaturaambientecon 0.05%3,3’-diaminobenzidina(Dako) y 0.01%de peróxidode

hidrógeno en PBS (solución sustratopara peroxidasaque desarrolla una coloración

marrón). Finalmente, las muestrasse tiñeron con hematoxilina, se deshidratarony se

montaronenPertex(Medite,Alemania).

- Anticuerpomonoclonalantí IL-8 humana(IMMUGENEX Corp. Los Angeles,

Ca, EEUU). Los tejidos seincubarondurante1 h con tampón de bloqueo(6% suerode

cabray 4%BSA en TBS). Transcurridoestetiempo seañadióel anticuerpoprimario a una

concentraciónde 50 vgr/ml diluido en tampón de bloqueo(1% suerode cabray 4% BSA

en TBS), durantetodala noche.El anticuerposecundario,un anti IgO de ratónproducido

en cabray conjugadocon biotina, se incubó durante1 h., al cabode la cual se añadióel

complejo Estreptavidina-biotina/fosfatasaalcalina (StreptABComplex/AP, DAKO X/S

Denmark)durante30 mm. parapoderamplificar la señal.A continuaciónseaplicó solución

de sustratoparafosfatasaalcalina( Fast Red SubstrateSystem,DAKO Corp. Carpinteria,

CA, USA) (lQ mm), que desarrollóuna coloración roja. Para terminar, las muestrasse

contrastaroncon hematoxilinay semontaronen glicerol.

Para descartarque existieratinción no específica,en cadaensayo se incluyó un

controlnegativosin el anticuerpoprimario o con un suerono específico.

2.2.2.-Doble inmunoltistoquimica

Desarrollamosestatécnica con el propósito de comprobarla localizaciónde los

macrófagosy las célulasde músculoliso en la lesión. Seutilizaron los anticuerposdescritos

arriba(anti-RAM1 1 y anti-HIHIF35) pero en estecaso se empleó un anticuerposecundario

conjugadocon peroxidasapara las CML y otro conjugadocon fosfatasaalcalinapara los

macrófagos,de esta forma apareceuna coloración marrón y roja respectivamente,que

permitedistinguir dichascélulas.
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2.3.-HIBRIDACION INSITU

Seccionesde 4jim de tejido incluido en parafina, se montaronsobreportaobjetos

pretratados(ALPES al 2% en acetona),se desparafinaronen xilol, serehidratarony sefijaron

con 1.5% paraformaldehido-l.5%glutaraldehido(10 mm.). A continuaciónlas muestrasse

trataron con levamisol 5 mM (30 mm., t.a) y se digirieron con HCI 0.2 N (20 mm.) y

proteinasaK0.1 M Tris pH 7.8, 0.005 M EDTA, 0.5% SDS (y/y). Después,los tejidos se

refijaron, deshidratarony sesecaron.Las muestrasse hibridarona 42 oc en cámarahúmeda

durantetodalanocheen unasoluciónde hibridación(2x SSC, lx Denhardt,0.1 M fosfato

sódico pH 6.5, sulfato de dextrano 10%, formamida desionizada40%, complejo de

ribonucleasaVanadyl24 mM y tRINA de levadura0.5 mg/mI) en presenciade 0.4 ng/pl de

ribosondadesnaturalizadamarcadacon digoxigenina. El excesode sondase lavó con 2x

SSC (5 mm.) y 0.2x SSC (3 mm.). Finalmenteel experimentosereveló con un anticuerpo

anti-digoxigeninaconjugado con fosfatasa alcalina, y posterior incubación 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%) (y/y) (10-30 mm.). La reacciónse detuvo lavandocon 10

mM Tris pH 8 y 1 mM EDTA. Como control negativose realizaronexperimentosen

presenciade la ribosondasentidomarcadacon digoxigemna.

2.3.1.- Ribosondasempleadas.Marcaje

Se utilizó una ribosondaparaPDGF-B (462 pb) de rata, que sepreparómediante

RT-PCRusandolos siguientescebadores:

(5’): 5’-CTOAGO OGOATCCCAflC-3’ (3’): 5’-CCT CCA G%JOTCACTG TGO-3’

La RT-PCR serealizó con extractosde RNA de higadode rataque sirvieroncomo

moldes. Tras la transcripción reversa, la PCR se llevó a cabo bajo las siguientes

condiciones:desnaturalización(94 0C, 1 mm.), unión (57 0C, 1 mm.), y elongación(72 0C, 2

mm.) durante40 ciclos. El producto de RT-PCR seligó al vectorPCR~ 3 (Invitrogen,

USA). Las ribosondasdel PDGF-B, sentidoy antisentido, se sintetizarona partir del

vector linearizado,mediantelas polimerasas5% y T7 respectivamenteen presenciade

digoxigenina-1l-UTP, (DIG RNA labelingkit, Boehringer-Mannheim,Alemania).
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2.4.- CIJANTIFICACION

En cadaanimal seeligieronlas seccionesque presentabanla máximaestenosis.Se

llevó a caboun aná]isismorfométricocomputerizado,con el sistemade análisis de imagen

semiautomáticoCue-2(Olympus).Las preparacionesarterialesteñidascon los anticuerpos

sedigitalizaroncon un microscópioOlympus(BH-2) conectadoaunavideocámaraCCD y

al sistema de análisis de imagen Cue-2. Tras la adquisiciónde la imagen, un rango de

valoresde grisesde O a255 fue asignadoa cadapixel. Lasáreasmarcadasen la íntimay la

mediasedelimitaron;de estaformael análisisautomáticose llevó a caboestableciendoen

primer lugarun nivel umbral,seguidode una mejoraen la imagen(convirtiendolos pixels

próximosal blancoa blanco, los próximos al negro a negro y extendiendolos restantes

pixels uniformementesobrelos rangosde valoresde los nivelesde grises)y finalmente se

realizóunasegmentación(transformandola imagena otra imagenbinaria). Deestaformase

obtuvounavaloraciónen ¡im2.

La cuantificaciónde la hibridaciónjn situ (PDGF)y de la inmunohistoquimicade los

anticuerpos]IL-8 y Col 1 no se pudo realizar medianteel analizadorde imagen arriba

descrito,por lo quesellevó a cabounavaloraciónarbitrariapordosobservadoresdistintos,

sin conocimientodel grupo al que pertenecíanlos animalesestudiados.Se asignó un valor

arbitrario de O a 3 segúnla intensidadde la tinción que mostrabacadapreparacióny se

calculóel valor medioparacadaanimal.
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3.- CULTIVOS CELULARES

3.1.-CELUILAS MUSCULARES LISAS (CML)

Las CML fueronaisladasde aortatorácicade ratay cultivadassegúnel métodode

Owens modificado (OwensOK et al., 1986). Brevemente,la grasa adheriday el tejido

conectivode la aortatorácicafueron cuidadosamenteretirados,los vasosfueron abiertos

longitudinalmentey premcubadosen DMEM (Whitaker,Waflcersville, MD), conteniendo1

mg/ml de colagenasa(tipo II, 290 U/mg), penicilina(10U/mi) y estreptomicina(100 ~xg/ml)

(Sigma)durante15-20 mm a 370C en 95% de airey 5% de CO
2. Lasaortasse cortaronen

piezasde 1 mm de longitud, y se incubaron1.5-2 h más con colagenasa.Tras lavar dos

vecescon PBS para separarlas células, éstassecontarony sesembraronen DMEM con

suerode ternerafetal (SU) al 10% en frascosde plásticosde cultivo (Costar,Cambridge,

MA) a una concentraciónde ío
4 células/cm2.Los pasesse hicieron a intervalos de 2

semanasy seusaronlas célulasentrelos pases20 y l0&

3.2.-LINEA CELUILALR U937

Las células U937 (línea celular monocítica humana)se obtuvieron de la ATCC

(AmericanType Culture Collection, Rockville, Maryland) (1593-CRL)y se cultivaron en

mediode cultivo RPMII (BioWhitaker)suplementadocon 2 mM de glutamina,50 U/ni] de

penicilina, 50 hg/ml de estreptomicinay con 51W al 10%.

4.- AISLAMIENTO DE LDL

Las LDL humanasse auslaron del plasmade sujetos normolipémicosmediante

ultracentriflugaciónsecuencialen el intervalode densidadde 1.019 a 1.063 Kg/L. Tras su

aislamiento,las lipoproteinasse dializaronen PBS con 10 gmoVL de EDTA, se pasarona

travésde un filtro de 0.45 ¡.ini, se diluyerona 1 mg/ml y sealmacenarona 40C en atmósfera

de N
2, para evitar su oxidación duranteun máximo de 2 días antesde ser usadas.La

presenciade endotoxinasen las preparacionesse descartómedianteel ensayoLirnulus

(WhittakerBioproducts).
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5.- ESTUDIOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

5.1.- EXTRACCION DE RNA

Las arterias,previamentecongeladasen nitrógenolíquido, fUeron pulverizadasen

una cámarametálicacongelada.En el caso de las células, su crecimiento se detuvo por

incubaciónen medio con STF al 0.5%durante48 h. y posteriormenteseincubaroncon los

correspondientesestímulos.En amboscasosel RINA total se obtuvo utilizando la técnica

del isotiocianato de guanidinio-fenol-cloroformoen medio ácido (Chomezynskiet al.,

1987). Tejido y célulasse lisaron por tratamientocon 0.8 ml de solución de lisis de RNA

(isotiocianatode guanidina4 M, citrato sódico25 mM pH 7, N-laurilsarcosina0.5% (p/v)

y 13-mercaptoetanol0.1 M) añadiéndosesecuencialmente,0.8 ml de fenol (equilibradoen

tampónTris lOmM con EDTA 1 mM pH 7.6), 80 gí de acetatosódico2 M a pH 4.0 y 160

h1 de una mezcla cloroformo/isoamilico (relación 49:1) (y/y). Con esta extracción se

consiguióeliminar el DNA y las proteínasde la fraccióncelularinicial, quedándonoscon el

RNA contenidoen la fasesuperioracuosa.El RNA seprecipitóa -20 0C con isopropanol

duranteun minimo de una h. Se centrifugó durante30 mm y el precipitadoresultantese

resuspendióen 0.3 ml de la soluciónde lisis de RNA, se volvió a precipitara -20 0C con un

volumen equivalentede isopropanol, se lavó con etanol al 70% y, una vez seco, se

resuspendióen H
20 tratadacon dietil pirocarbonato.

La concentracióny purezadel RNA sedeterminópor espectrofotometríaa 260 y

280 nm. La absorbanciaa 260 nm nos indica la concentracióndel RNA (1 unidad de

absorbanciacorrespondea 40¡.±g/ml),mientrasque la relación260/280nosindica su pureza

(unarelacióncercanaa2 correspondeaun RNA sin contaminaciónproteica).
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5.2.-NORTHERN BLOT

En los estudiosiii vivo, ante la insuficientecantidadde RNA obtenido de cada

animalparapoderhacerun Northemblot, sedecidió emplear5 ¡ig de RNA decadaanimal

del mismo grupoparahacerunamezcla,cogiendo20 ¡xg de ésta.Paralos estudiosiii vitro

seutilizaron 30 ~igde RNA de las células.Las muestras(20-30 ~.±gde RNA/pocillo) se

desnaturalizaronen formamida50%, formaldehido6%, MOPS lx (MOPS 0.1 M pH 7,0,

acetatosódico40 mM, EDTA 5 mM) y 2 h1 de bromurode etídio (0.5 mg/mi) durante15

mm. a 55 0C y se enfriaron rápidamenteen hielo (para evitar su renaturalización).Se

añadieron3h1 de tampón de carga(glicerol 30% (y/y), azul de bromofenol0.25% (p/v) y

xilen cianol 0.25%(p/v)) y secargaronen un gel de agarosaal 1% (Promega,Madison,WI,

EEUU) en condicionesdesnaturalizantes(6% de formaldehido y MOPS lx) (y/y) en

presenciadel tampónTAE (Tris-HCL 12 mM pH 7,0, acetatosódico 6 mM, EDTA 0,3

mM).

El análisis electroforéticose llevó a caboen una cubetahorizontal (BioRad), con

tampónde desarrolloTAE lx y empleandoun voltaje constantede 80 voltios durante5 h.

aproximadamente.Transcurridala elecroforesis,se comprobóla calidad del RNA en un

transiluminadorde luz ultravioleta(InternationalBiotechnology,Inc. New Haven,EEUU)

que permite observar el bromuro de etídio intercalado entre las bases del RNA

(preferentementea los RNA ribosómicos,que sonlos másabundantes).

Se procedióentoncesa la transferenciadel RNA desde el gel de agarosaa una

membranade nylon (Genescreen,New EnglandNuclear,Boston,MA), por capilaridad,en

tampónfosfato 0.025M. El RNA transferidosefijó a las membranasmedianteexposición

durante3 mm. a la luz ultravioleta producidapor una lámparade 245 nm y posterior

calentamientoa 80 0C durante90 mm.

5.3.-PREHIBRIDACIONE HII3RIIDACION

Las membranasse prehibridarondurante6-8 h. a 42 0C en una solucióncompuesta

por: tampónfosfato 50 mM a pH 6.5, 50% de formamidadesionizada(y/y), 1% SDS (p/v),

Sx SSC (SSC1x es citrato sódico 15 mM (pH 7.0) NaCí 150 mIvl), lx de solución de

Denhardt(1% Ficolí (p/v), 1% BSA (p/v) y 1% poliviilpirrolidina (plv)) y 0.1 mg/ml de

DNA de espermade arenquedesnaturalizado.
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La hibridación se llevó a cabo en la misma solución suplementadacon 20% de

sulfatode dextranoy aproximadamente7x106 cpmde la sondamarcada(como se describe

abajo),previamentedesnaturalizada.Despuésde 24 h. de incubacióna 42 0C, el excesode

sondaradiactivaseeliminó de las membranasmediantelos siguienteslavados:

1.- 0.1% SDS,2%SSC30 mm. temperaturaambiente

2.- 0.1%SDS, l%SSC3Omin.550C

3.- 0.1%SDS, 0.1%SSC 15 mm. 550C dosveces

Las membranasse expusierona películasdel tipo X-Omat 5 (EasmantKodak,

Madrid) en pantallasde intensificacióndurante3-6 díasa -70 0C.

Despuésde lavarlas membranaspararetirar la sondamarcadaunida(3 mm. en H
20

a 95
0C), se rebibridaron con la sondade la Gliceraldehido-3‘-fosfato deshidrogenasa

(G3PDH),que al serun gen constitutivoseempleó como control interno y de estemodo

asegurarque sehabíacargadola mismacantidadde RNA en cadapocillo.

Lasautorradiografiasse cuantificaronpordensitometrado(bnageQuant,Molecular

Dynamic, Sunnyvale, California, EEUU), corrigiendo los resultados en fimción de la

expresiónde la G3PDHy espresándoseen unidadesdensitométricasarbitrariasreferidasal

basalen cadaexperimentocon célulaso a los animalescontrolen los experimentosin vivo.

5.4.-1’REPARACION DELAS SONDAS

5.4.1.-Sondasutilizadasparaestudiosiii vitro

LíneamonocítícaU937

- MCP-1 humano

(Plásmidosuministradopor la ATCC; JS/pGEM-hJE34).

- G3PDHrata(productode PCR).

Célulasmusculareslisas

- MCP- 1 rata(productode PCR).

- G3PDH rata(productode PCR).
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5.4.2.-Sondasespecfficaspara estudiosin vivo

Las sondasde MCP-l y colágeno 1 especificaspara conejo fueron obtenidas

purificandolosproductosdePCR(ver PCRpreparativadescritaabajo).

5.4.3.-Purificación y marcaje de sondas

DNA plasmidico

:

La sondadecDNA delMCP- 1 humanoseutilizó en formade fragmentopor lo que

fue necesariosu aislamiento.Lasbacteriasque contenianel plásmido se crecierondurante

toda la nocheen 25 ml de medio LunaBertaní, con 100 ~xg/mlde ampicilina purificándose

posteriormentemedianteDNA WizarC~’ Midipreps(Promega,Madison,EEUU).

Unavezaisladoel plásmido, el inserto seobtuvo mediantela utilización del enzima

de restricciónXhoI. La sondasemarcópor el método del randomprimer (Boebringer

Mannheim,Alemania)con a-[32P]-dCTP.

Productosde PCR

:

Los productos de PCR utilizados como sondas fueron aislados mediante

electroforesisen un gel de agarosade bajo punto de fusión (FMC Bioproducts,Rockland

EEUU) y se purificaron tratándoloscon Wizard PCRPreps(Promega,Madison,EEUU).

Sumarcajese realizó con a-[32P]-dCTP empleandorandomprimersy el fragmentoKlenow

de la DNA polimerasa1.

En amboscasosla cuantificacióndel DNA serealizó pormedidade la absorbanciaa

260 mr (1 unidad de absorbanciacorrespondea 50 hg/ml de DNA bicatenario) y se

comprobóque la relaciónentrelas absorbanciasa 260 y 280 nm era cercanaa 2 para así

descartarcontaminaciónproteica.
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5.5.-ESTUDIOS POR RT-PCR

Transcripcióninversa(Rfl

Paralos estudioscon animales,semezclaroncantidadesiguales(1 ~ig)de RNA

procedentesde cadaanimal del mismo grupo,(aunqueparacomprobarla fiabilidad de los

resultadosobtenidosde estemodo, se utilizó estatécnicaen el RNA de cadaanimal por

separado).1 jxg de RNA de cadagrupo de conejosy de cadaexperimentocon célulasse

transcribió a cDNA medianteincubacióncon 20 h1 de tampón de transcripción(5 mM

MgCh, 10 mM TríS-HCL pH 8.8, 50 mM KCL, 0.1% Tritón X-l00, lniM mezcla de

dNTPs, 50 ng de una mezclaaleatoriade nucleótidos).La mezclasedesnaturalizóa 65 0C

durante15 mm. y seenfrió en hielo. A continuaciónse añadieron20 unidades(U) de un

inhibidor de RNasas(RINasin,Promega)y 15 U de transcriptasainversadel virus Moloney

de las aves(AMV, Promega).Estamezclase incubóa 15 0C (10niin.), a 42 0C (30 mm.) y

finalmentea95 0C (5 mm.) parainactivarla enzima.

Reacciónencadenade lapolimerasa(PCR

)

Las reaccionesde amplificaciónserealizaroncon cebadoresespecificosdescritosen

las tablasVIII y IX. CadaPCRserealizó en una mezclade reacción:5 h1 de la reacciónde

la transeriptasainversa,2 jil de tampón lOx de la Taq polimerasa(Tris-HCl 100 mM pH

8,3, KCI 50 mM, MgCI
2 25 niM, los primers correspondientesa 0.1 mM, 0.25 U de Taq

polimerasa(Promega)y ct-[
32P]-dCTP en 25 h1 de volumen de reacción.La amplificación

del cDNA se realizó durante25, 30, 35 y 40 ciclos para establecerla linealidad de la

reaccion.

En el caso de la PCR preparativa se realizó sin incluir nucleótidos marcados,

durante40 ciclos, con el fin de obtener la mayor cantidad posible de fragmento. Los

productosobtenidosde las distintas PCRs se sometierona electroforesisen geles de

poliacrilamida/ureaal 4% en tampón TBE lx (Tris-HCI 45 mM pH 8.0, ácidobórico 45

mM, EDTA 1 mM pH 8,0). Las muestrassedesnaturalizarona 800C durante10 mm. en una

mezclacon formamida50% y tampón de carga 1%. Los geles se expusierona películas

sensiblesa los rayosX y se densitometraron.Los resultadosse expresaroncomo unidades

arbitrariasdedensitometradoen relacióna la expresiónde G3PDH.
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Tabla VI. Cebadoresempleadosparala PCi?.

GEN * cebador sentido Tamaño Fuente

* cebador antisentido inserto (ph)

McP-1 5’- TOTGCrrGCCcAGCCAOATG-3’ 230 Akahcdn,1993

5’- GToTcTGcAnTrcrrGTcc-3’

11-8 5’- AAccrrccTocToTc’rCTGA-3’ 226 Aicahodxi,1993

5- TcTGcAcccAc’lTITcCrrG-3’

5’- TAcATGAAGAGCTGcTTCcAGGAcc-3’ 607 Cm~m, 1989

5’- L366AACrGGOCAGAcTcAAATrcCA-3’

TNF-a 5’- AAACccOCAAGTOOAOOO-3’ 398 ~,akhov,1990

5’- AAOTAGACCTOCCCGGAC-3’

COL I(a2) 5’-AM.AAGACAAATGAATGGGOA-3’ 423 Wiggings, 1993

5’- TcrrAcAAAGnrrGAcArrrC- 1’

GIPDH 5’-AATGCATCCTGCACCACCAA- 3’ 515 Kaoflo, 1993

5’- ATACTGrTACTTATACCGATG- 3’

Tabla Vil. Condicionesde ampftficación

Gen Desnaturalización Uni6n Extensión

MCP-1 45” 94’C 45” 54~C 1’ 72”C

IL’-8 45” 94’C 45” 540C 1’ 72’C

W-lp 45” 94~C 45” 620C 1’ 720C

TNF-a 45” 94’C 45” 580C 1’ 72’C

COL 1(a2) 45” 940C 45” 500C 1’ 720C

G3PDI-1 45” 94’C 45” 54’C 1’ 72’C
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6.-ANALISIS DE LA ACTIVACION DEL FACTOR NUCLEAR KB (NF-KB)

6.1.- EXTRACCION DE PROTEINAS

6.1.1.-Proteínas celulares(de tejido)

Para la extracción de proteínas de tejido se utilizó, con modificaciones,un método

previamente descrito (Negoro et al., 1995). Las piezas arteriales congeladas fueron

pulverizadasen una cámarametálicay resuspendidasen 1 ml de tampónde extracciónfrío

(Hepes-NaOH20 mM pH 7.6, 20% glicerol (y/y), 0.35 M NaCí 5 mM MgCI2, 0.1 mM

EDTA, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF, 1 ¡.¡g/ml pepstatinaA). El homogeneizadose agitó

vigorosamentedurante30 mm., los materialesinsolublesseprecipitaronpor centrifugación

a40.000xg (30 mm. a 4
0C) y el sobrenadantesedializó todala nocheen un tampón de

diálisis ( 20 mM Hepes-NaOHpH 7.8, 50 mM KCI, 20% glicerol (y/y), 1 mM PMSF, 1

mM DTT y 0.1 mM EDTA). El dializadosecentrifugó a 10.000xg (15 mm. a 4 0C) y se

almacenóa -80 0C hastasu estudio.La concentraciónde proteínafue determinadapor el

métodoBCA (Pierce,Rockford, It).

6.1.2.-Proteínasnucleares(decélulas)

Las célulassehicieronquiescentesen STF al 0.5%durante48 h. y se’ incubaroncon

los diferentesestímulosdurantedistintosperiodosde tiempo. Entonces,se lavaronconPBS

frío y se resuspendieronen tampón-A(10 mM Hepes-NaOHpH 7.8, 50 mM KCI, 2 mM

MgCI
2, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF).Tras mantenerlas10 mm. en hielo las

célulasfrieron centrifugadas,resuspendidasen 2 ml de tampónA y homogeneizadas.Los

núcleosse separaronde la fraccióncitosólicamediantecentrifUgacióna 1000xg (10 mm.).

El precipitadose resuspendióen tampón A. Se añadió KCI 3M gota a gota hastauna

molaridadfinal de 0.39. Las muestrasse incubarondurante1 h. a 4
0C, se centrifugarona

100.000 xg (30 mm.). Los sobrenadantes,con los extractosnucleares,se dializaron en

tampónC (50 mM HepespH 7.8, 50 mM KCI, 0.1 mlvi EDTA, DTT 1 mM, 1 mM PMSF,

10%glicerol (y/y)). Las muestrassealmacenarona -80 0C y la concentraciónde proteinase

determinósegunel métodoarribaindicado.
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6.2.-MARCAJE DEL OLIGONUCLEOTIDO CONSENSO

Los oligonucleótidosconsensode NF-icB (5 ‘-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-

3’) y AP-l (5’-CGCTTGATGAGTCAGCCGGAA-3’)semarcaroncon 10 i.uCi de y-[32P]-

ATP (3000 Cilmmol) (Amersham,Buckinghamshire,ReinoUnido) mediante10 U de T4

polinucícótido quinasa(Promega,Madison,EEUU) durante10 mun., en una reacciónque

contenia70 mmol/L de Tris-HCI, 10 mmoVL MgCI
2 y 5 mmol/L DTT. La reacciónseparó

añadiendoEDTA 0.5 M hastaunaconcentraciónfinal de 0.05 mol/L.

6.3.- ENSAYO DERETARDODE MOVILIDAD ELECTROFORETICA

6.3.1.-Ensayodeunión

Se equilibraron5 .ig de proteínanuclearo 10 jig celular durante10 mm. en un

tampónde unión (Tris-HCI lmM pH 7.5, 50 mM NaCí, lmM MgCI2, 4% glicerol (y/y), 0.5

mM EDTA, 0.5 mM DTT) en presenciade 50 ¡.¡g/ml de poli (dI-dC); a continuaciónlas

muestrasseincubarondurante20 mm. con 0.035 pmolesdel oligonucleótidomarcadoen el

mismotampón. La reacciónseparó añadiendotamuónde carca(250 mM Tris-HCI pH 8.3,

0.2 % azul de bromofenol(p/v), 0.2%xileno cianol (p/v), 2% glicerol (y/y)). Los complejos

proteína-DNA fueron separados del exceso de sonda no unida, en un gel no

desnaturalizantede poliacrilamidaal 4% en 0.25% TBE a 150 V. Una vez terminadala

electroforesislos gelesfrieron secadosy expuestosparaautorradiografia.

6.3.2.-Controles

Ensayosdecompetición

.

Las muestrasse incubaronen tampónC durante10 mm. en presenciade un exceso

de 100 veces molar de sonda fría. Posteriormente,,se añadió la sonda marcada,

continuándoseel experimentoen las mismascondiciones.

Controlnegativo

.

Se desarrollóen las mismascondicionescomentadasarriba, excepto que en este

casose omitió el extracto nuclear.
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Controlpositivo

.

La sondamarcadase añadió a 2jx1 de extracto nuclearHela en las condiciones

anteriormentedescritas.

6.4.- ENSAYOSDE SUPE1UIETARDO

Con el fin de poder determinar las subunidadesimplicadasen la actividad NF-cB

observadaennuestrossistemas,se utilizaronanticuerposfrentea las subunidadesp5O(anti-

p50, Chemikon, Temecula,CA, EEUIJ), páS y c-Rel (anti-p65 y anti c-Rel, Santa Cnn

BiotecbnologyInc. Santa Cruz, CA, EEUU). Para ello se añadió e incubó 1 ~ig de

anticuerpodurante1 h., antesdepararla reaccióny cargarloen el gel.

6.5.-DETECCION DE NF-icB UN SITIJ (SOUTH-WESTERN)

Según una técnicapreviamentedescrita (Wang et al., 1992), desarrollamosun

método que permitedeterminarla distribucióny la actividadde unión al DNA de factores

de transcripciónen el propio tejido a travésde una sondaespecíficade DNA marcadacon

digoxigenina, que contiene la secuenciaconsensodel factor de transcripciónnuclear a

determinar.

6.5.1.-Preparacióndeoligonucleátidos

Se diseñaron oligonucleótidos (CIENOSYS, Londres, UK) que contenían la

secuenciaconsensode DNA a la que se une el NF-icB cuandoseencuentraactivado(Tabla

VIII). Tambiénsediseñóuna secuenciamutadaparadescartarunionesinespecificas.

La dimerizaciónde los oligonucleótidossentidoy antisentido,mediantela mezclade

cantidadesequimolaresa 80 0C durante2 mm. y enfriamiento lento, permitió la obtención

de la sonda.A continuación,éstase marcócon digoxigenina(DIG Oligonucleotide3 ‘-End

LabelingBoebringerMannheixn,Alemania).
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TablaVIII. Secuenciasconsensoy mutadasde losfactoresnuclearesempleados

Factor nuclear secuencia

NF.icB

sentido 5 ‘-AGTI?GAGGGGACrITCCCAGGC-3’
antisentido 5 ‘-GCCTGGGAAAQTCCCCTCAACT-3’

sentido(mutado) 5 ‘.AGYrGAGGCTCC1TTCCCAGGC-3’
antisentido(mutado) 5 ‘-GCCTGGGAÁAGGAGCCTCAACT-3’

6.5.2.-Detección

Secciones de 6-7 ~m de tejido se desparafinaron y se rehidrataron en

concentracionesdecrecientesde etanol. Las muestrasse trataroncon Levamisol (30 mm.)

para inhibir la fosfatasaalcalina endógena.Posteriormentelas muestrasse fijaron con

paraformaldehidoal 0.2% (p/v) (30 mm. a 25 0C) y a continuaciónsetrataroncon pepsina

0.5% en HCI lN pH 1.5 (30 mm. a 370C) (p/v). Transcurridoestetiempo las seccionesse

lavaroncon tampón HEPES 1(10 mM Hepes,40 mM NaCí, 10 mM MgCI
2, 1 mlvi DTT,

1 mM EDTA, 0.25%BSA (p/v) apH 7.4)y seincubaroncon DNAsa 1(0.1mg/mí, 30 mm.

a30
0C) disueltaen HEPES1. Las preparacionesselavaron2 vecescontampón HEPES 2

(10 mM Hepes,40 mM NaCí, 1 mM DTT, 10 mlvi EDIA, 025%BSA (p/v) apH 7.4), se

deshidrataronen concentracionescrecientesde etanoly se incubaroncon el oligonucleótido

marcado(consensoo mutado)durantetoda la nochea 37 0C en cámarahúmeda.

Posteriormentelas muestrasse lavaronen tampón HEPES 1, tampón de lavado

(0.3% Tween 20 en tampón 1: 0.1 M ácidomaleico y 0.15 M NaCí pH 7.5 ) y tampón 2

(Solución de bloqueo: 0.lx SSC 0.1% SDS (p/v) diluida 1:10 en tampón de lavado)

durante1 h.

A continuaciónlas preparacionesseincubaroncon un anticuerpoanti-digoxigenina

conjugadocon fosfatasaalcalina(BoehringerMannheim,Alemania)durantetodala nochea

4 0C. Las preparacionesselavaronen tampón 3 (100mM Tris-HCI, 100 mM NaCí, 50 miM
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MgCI2 pH 9.5) y en tampón de lavadodos vecesdurante10 mm. cadavezy seincubaron

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

La reacciónsedetuvolavandocon 10 mM Tris pH 8 y 1 mM EDTA y seprocedió

al montajede las muestrascon glicerol. Como control negativoserealizaronexpenmentos

sin la presenciade oligosmarcadoscon digoxigenina.

La cantidad de núcleos teñidosen el tejido fUe valoradapor dos observadores

distintos, sin conocimiento del grupo al que pertenecían los animales estudiados

asignándoseunavaloraciónarbitrariade O a 6 segúnla intensidadde la tinción quemostraba

cadapreparacióny secalculóel valor medioparacadaanimal.

DetecciónsimultáneadeNF-rB y macrófagoso CML

Unavez detectadoel NF-,cB, las seccionesse lavaronen PBS, desarrollándosea

continuaciónlas técnicasinmunohistoquimicasparala localizaciónde macrófagoso CML

descritasen lasecciónde inmunohistoquimica.

7.- ANALISIS ESTADISTICO

Para los estudiosestadísticosse utilizó el programa informático de estadística

G’raphPAD InStat(GraphPADSoftware,SanDiego,CA, EEUU).

Los datos se expresaroncomo media ±desviaciónestándar.Los valores de los

lípidos y el análisis morfométricose compararonmediantela U de Mann-Whitney. La

incidenciade infiltración de macrófagosseexpresócomo porcentajey las comparacionesse

hicieron mediante la prueba exacta de Fisher. El resto de los datos obtenidosen la

cuantificación inmunohistoquimica y los datos de biología molecular se compararon

mediantela t de Student.Los resultadosse consideraronsignificativoscuandola p< 005

(doscolas).
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PARTE 1: ESTUDIOSIN VIVO

1.- EFECTO DE LA INHIBICION DE LA ECA

Los IECAs han demostradoser eficaces en el tratamiento de enfermedades

cardiovasculares,como la distbnción sistálica ventricular izquierda (DSVI) (The

CONSENSUSTrial study group, 1987) y la disflinción endotelial(Manciní et al., 1996).

Expezimentalmente,los jECAs disminuyen la extensión de lesiones ateroscleróticas

(Chobaniana aL, 1990),asícomola proliferaciónde CML y la formaciónde neointimatras

dañovascular(Rakugiel al., 1994). Sin embargo,poco se sabesobreel efecto quetienen

enlos distintosmecanismosque desencadenanel avancede la lesiónaterosclerótica.

Hemospretendidoestudiarel efecto de un inhibidor de la ECA, con alta fijación

tisular (Quinapril, 1 mg/Kg/día),sobrela progresiónde una lesióninducidaen conejos.Con

el fin de obtenerunalesiónlo suficientementeimportantecomoparapoderanalizarlaen sus

distintos aspectosutilizamos una dieta hipercolesterolémica(2% colesteroly 6% aceite

cacahuete).Estemodelosedivide en dossubmodelos:

- Modelo de 7 días:dondenospropusimosestudiarsobreunalesióntempranauna sedede

factoresinicialesimplicadosen el desarrollode la lesión.

- Modelo de 28 días: en el que apareceunalesión muchomásmaduray hemospretendido

abordarel efectodel tratamientodel quinapril sobrela evoluciónclínica y morfológicade la

lesión.
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1.1.-EVOLUCION CLINICA EN RESPUESTAAL TRATAMIENTO

1.1.1.-Evolucióndel peso

Los animalesfueron pesadosdesde el comienzodel estudioy posterionnentede

manerasemanalhastael momentodesusacrificio. En general,los animalesexperimentaron

unapérdidade pesohastala segundasemanay luego recobraronun pesosimilar al inicial

hastael final del estudio (Tabla IIX). Estapérdidade pesofue máximadurantela primera

semanay fuemayorenlos animalesquerecibieronquinapril(pc0.05).

TABLA IX. Evolucióndelpesoa los 7y28días <lcg)

7 DLAS Inicial 7 Días

Sin tratamiento(n=9) 3617±223 3364±384 (NS)

Quinapril(n=9) 3627±302 3299±307(p< 0.05)

28 DIAS Inicial 15 Días 28 Días

S¡ntratamiento(n=15) 3690±256 3516±380 3631±382 (NS)

Quinapril(n=9) 3932±415 3740±366 3922±380(NS)

NS: No significativo

1.1.2.-Presiónarterial

La presiónarterial, analizadaen los dosgruposconjuntamente,se determinóen el

momento de la inducción del daño en la arteriafemoral medianteun esfigmomanómetro

(figura 13). Los conejostratadosdos díasantescon quinapril a una dosisde lmg/Kg/dia

presentaronunosvaloresde tensiónarterialinferiores(61 ±16 mmHg; n=22) a los de los

animalessin tratamiento(83 ±12 mm Hg; n=22; p<cO.OOOl). En el momentodel sacrificio

no fue posible determinarla presión arterial debido a la estenosisque presentabanlas

artenasfemoralesen la mayoríade los animales.
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* p< 0.0001

• GB

r
E
E

Figura 13.Presion arteriaL Detenninadamedianteesfigmomanámaroen la arteriafemoral en el
momento de la inducción del daño. Las barrasrepresentanla media±EEM de un total de 22
conejos.

1.1.3.-Parámetrosbioquímicos

La extracciónde 10 ml de sangrede la venamarginalde la oreja de los conejos

(puestosa ayunar 24 horas)y la separacióndel sueropor centrifugaciónnos permitió

determinarel colesteroltotal. Esto se llevó a cabo medianteun autoanalizadory métodos

estándar.

Modelode 7 días: El colesteroltotal aumentó10 vecessobrelos nivelesbasalesde los
mismosanimalesantesde comenzarla dieta(643±343 vs 60 ±24 mg/dl) (tablaXII).

Modelode 28 dios: El colesteroltotal aumentó35 vecessobrelosnivelesinicialesal cabo
de las 4 semanas(tablaX). El quinapril no indujo ningúncambio en los nivelesde colesterol
respectoa los animalessin tratamiento.

TABLA X Nivelesde colesterolsérico (mg/dl)

7 BlAS Inicial 7 Días Incremento(veces>

Sin tratamiento(n= 5) 60±24 643±343 10

Quinapril(n=4) 42±8 414±244 10

28 BlAS Inicial 28 Días Incremento(veces)

Sin tratainiento(n=10) 41±10 1446±425 35

Quinapril(n=7) 49±11 1756±549 35

loo

SIN nO QUINAPRIL
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1.2.-ACTIVIDAD DE LA ENZIMA DE CONVERSION DE LA ANGIOTENSINA

1.2.1.-Actividad en suero

La actividadséricase determinóen el momentodel daño(día 0) apreciándoseuna

disminución significativa de la actividad(70%) en el suerode los animalesque recibieron

tratamientocon quinaprilrespectoa los animalessin tratamiento[(2.54±0.9) x 10.2 U/ml

vs (8.5 ±3) x 10.2 U/ml; p<zO.008]. La actividad de la ECA séricaen el momento del

sacrificio (7 y 28 días) no se pudo cuantificar debido a la turbidez causadapor la

hiperlipidemia(Figura 14).

o

3

to

a

fi

Fi2w-a 14. Actividad sérica en el momento de la inducción del daRo. Las barras
representanla media±EEM

1.2.2.- Actividad tisular

La actividadtisular de la ECA se determinóen aorta.En el momentodel daño(día

0) no hubo cambiossignificativosentrelos conejostratadoscon quinapril y los no tratados

[(1.2±0.2) x í0~3 U/mg, vs(1.1 ±0.4)x ío-~ U/mg].

SIN TTO OUINAPRIL
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En el momento del sactificio la actividad de la ECA vascularde los animales

tratadoscon quinapril (figura 15) disminuyórespectoa los animalessin tratamiento,en

tomoaun 40%a los 7 díasy un 50%alos 28 días [Pía..2:(2.3±1.8)x ío~~ U/mg, n=4, vs

(4.8±5)x l& U/mg, n=6,p=N.S;Día28: (2.14±2)x í(Y3 U/mg, n=7,vs(4.8±1.6) x l0~

~U/mg,n=9;

o

E

o

E
D

Fi2ura 15. Actividad de la ECA tisular a los 7y 28 días. Las barrasrepresentanla media±
EEM.

7 DIAS

SIN “O OUINAPflII SIN no OUINAPRIL
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1.3.-ESTUDIOS HISTOPATOLOGICOS

1.3.i.- Análisis de las lesionesvasculares

El análisis morfométricose realizó de la forma descritaen métodos,sobrecortes

histológicosteñidoscon orceina,que presentabanla máximaestenosisencadaanimal.

Modelode 7 días:

En el momentodelsacrificio todos los animalespresentabanun aumentoneointimal.

Como semuestraen las figuras 16 y 17 la evaluaciónmorfométricarevelóque no había

diferencias significativas en la formación de la neoíntima, estimadacomo la relación

íntima/media(0.125±0.024vs0.165 ±0.03;p=O.3)o lesiónmáxima(28770±47.46¡.1m2

vs45859 ±9372 hm2;p=O.15) aunquesi se encontróunatendenciahaciauna lesión más

atenuadaen los animalestratadoscon quinapril.
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Fi2ura 16. Cuantificación morfométrica de la lesión en el modelo de 7 días. Las barrasen
negro representanla relación íntima/mediay las barrasrayadasla lesiónmáxima. Los datos son la
media±EEM de 6 conejostratadosfrentea 7 sin tratar.
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Modelo28 días:

Las medidas de las lesionesal cabo de 28 días tampoco presentaron diferencias

significativasentrelos dosgruposestudiados,aunqueal igual queen el modelode 7 díasse

apreciauna tendenciahacia la normalizaciónen los conejostratados.En la figura 18 se

muestranlos valoresexpresadoscomo relacióníntima/media(0.39±0.4 vs 1.008 ±0.8;

p=0.13) o lesión máxima(101547±109977 í.im2 vs328691±263104hm2; p0.069)y en

la figura 19 se muestrandosmicrofotografiascorrespondientesa una lesión de un animal

tratadoy otro animalsin tratar.
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Fisura 18. Cuan«ficación morfornétrica de la lesión en el modelo de 28 días. Las barras
en negro indican la relación íntima/media,mientrasque las rayadasrepresentanla lesión máxima
fonnada. Los datos son la media de 6 conejostratadosfrente a 9 conejos sin tratamiento y
representanla media±EEM.
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1.3.2.- Evaluaciónde la presenciade macrófagosy MCP-1

Modelode 7días:

Lasarteriasfueron desparafinadasy seccionesseriadassetrataroncon anticuerpos

paramacró&gosy MCP-1. En la figura 20A se observa,tanto a nivel de la íntima como de

la capamedia,quelos animalessanosno mostraroninfiltrado de macróthgosni producción

de MCP-l (panelinferior). A nivel neointimal,los conejosqueno recibierontratamiento

mostraron una fuerte tinción para MCP-1 que coincidió con un gran infiltrado de

macróthgos(panelsuperior).Porel contrario,el tratamientocon quinapril(panelcentral)se

asocióconunadisminuciónsignificativade infiltración de macrófagos(17±16 ¡un2Vs 4897

±2998pm2;p.CO.03)y de la producciónde MCP-l (3378±693 ¡xm2 vs 8809±2585pm2;

p<O.O2)(figura 20B).

En la capamediael tratamientoindujoun ligero descenso(10%)de la producción

de MCP- 1 respectoa los animalesno tratados.Sin embargo,existió unagranreduccióndel

infiltrado de macrófagos(0 vs695±1388gm2;p<tO.05).

Modelode 28días:

Como se muestra en la figura 2 lA., a nivel neointimal, los conejos que no

recibierontratamientoexhibieronunaintensatinciónparaMCP-1, coincidiendocon un gran

infiltrado de macrófagos(panel superior). El tratamiento con quinapril (panel inferior)

produjo una disminuciónsignificativa del infiltrado de macrófagos(20213±52925 hm2,

n=7 vs 105729±196696 jim2, n=ll; pct0.04) y de la producciónde MCP-l (45582±

68963~sm2,n=8 vs 185642±169784pm2,n=8; p<O.OS)(figura 21B).

A nivel de la capa media también se observóuna disminución del infiltrado de

macrófagosy de la expresiónproteicade MCP- 1 en estegrupo de animales(51% y 20%

respectivamente).
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Figura 20B. Análisis comparativo de la morfometría e inmunohistoquimica de
macrófagos y MCP-I en el modelode 7 días. La gráficadebarrasmuestrael áreade máxima
lesión (blanco,ejederecho),áreapositivaparaMCP-l (rayado,ejeizquierdo)y el áreapositivapara
macrófagos(negro, eje izquierdo). Los datos representanla media ±EEM (hm2). (*p<O.03 y
**p<cO.02 animalestratadosconquinapril VS Sin tratamiento).
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Figura lIB. Análisis comparativo de la morfometría e inmunohistoquimica de
macrófagosy MCP-1 en el modelo de 28 días. La gráfica de barras muestra el área de máxima
lesión(blanco,ejederecho),áreapositivaparaMCP-1 (rayado,ejeizquierdo)y el áreapositivapara
macrófagos(negro, eje izquierdo). Los datos representanla media ±EEM (pm2). (*pcO.03 y
**p<0.02 animalestratadosconquinapril VS Sin tratamiento).
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1.4.-CI1?OQUINAS EN ARTERIAS FEMORALES DANADAS

Lascitoquinassonmediadoresmultipotencialesdela inflamacióny de la inmunidad

quepuedenafectaralas fimcionesclavesde las célulasde la paredvascularinfluyendoen la

iniciación de la lesión,progresióno complicación(Libby et al., 1995).

Por estarazón,nos planteamosen primer lugar determinarsi en los conejos sin

tratamientoestabaaumentadala expresióngénicadeestosfactoresen las arteriasfemorales

dañadas,estudiandoen concretocitoquinasquimiotácticas(quimioquinas)como el MCP-1

e IL~8 y otrascitoquinasproinflamatoriascomo IL-fl3 y TNIF-a. En segundolugar, con el

propósito de elucidar los mecanismosdel efectobeneficiosode la inhibición de la ECA,

determinamossi el tratamientocon el iECA quinapril modula la expresiónde algunosde

estosfactores.

1.4.1.-Expresión de MCP-1

La expresióndel mRINA parael MCP-1 se estudióen cadaarteriaindividualmente

medianteunmétodosemicuantitativode RT-PCR.La amplificacióndel fragmentode MCP-

1, se realizó en las mismascondicionesque el fragmentodel gen de la gliceraldehido-3-

fosfato desbidrogenasa(G3PDH) utilizado como control interno, segúnse describeen

métodos.El densitometradode las bandasmuestraquela amplificación fue lineal hastalos

35 ciclostanto paraMCP-1 comoparala G3PDH. Los datosobtenidosa los 35 ciclos se

utilizaronparalos cálculos.

Modelode 7 días.

Como semuestraen la figura 22 los animalescontrolno mostraronexpresiónpara

MCP-l, mientrasque ésteaumentóde forma significativa en los anmialessin tratamiento

(6.3 ±1.2 U.D; n=6). Los conejostratadoscon quinapril mostraronuna disminución

significativade la expresiónarterialdelMCP-l (3.4 + 1 4 UD n=7;p<O.04 vsanimalessin

tratamiento).En la figura mencionadase muestrauna PCR representativaobtenidatras

hacerunamezclacon 1 ¡.tg de RNA de todoslos animalesde cadagrupode estudio.
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Fi2ura 22. Expresión de MCP-1 en arterias femorales por RT-PCR a los 7 días.
Productos de RT-PCR obtenidosde la mezcla de mRNA de los animales sin tratamiento(A),
tratados con quinapril (Ji), y control (C). Se llevaron a cabo amplificacionesa 25, 30, 35 y 40
ciclos. El analisisdensitométricode los productosde PCR se muestraen la parteizquierda.Los
datosestanenunidadesarbitradasde densitometría (UD); • indica G3PDH, u MCP-1. A la derecha
semuestraunaautorradiografiade los geles.
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Resultadossimilares(~ 50% de reducciónde la expresióndel mRNA en el grupo

tratadocon quinapril) se obtuvieroncuandola mezclade RNA de cadagrupoexperimental

se sometióa análisispornorthernblot (figura 23).
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Figura 23. Análisis por northern blot de la expresión del mRNA del MCP-1 en las
arteriasfemorales.El RNA de los animalesdel mismogrupose mezcló,y elnorthemblot se llevó
a caboconunasondaparaMCP-1 de conejo,marcadacon32P,obtenidaporPCR(“Ver métodos”).
En la partesupenorse muestraun gel con bromurode etidio y en la parte inferior, el análisis
densitométrico.(1) Conejoscontrol,(2) sintratamiento,y (3) tratadoscon quinapril.
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Modelode 28días:

En el momento del sacrificio los conejos que no habíanrecibido tratamiento

presentaronun granincrementoen la expresióngénicadel MCP-1 (4.8±2;n=7) respectoa

los animales control que no lo expresaron(figura 24). El tratamiento con quinapril

disminuyó de forma significativa la expresiónde este gen (2.4 ±1.4, n=t6; p<0.O3 vs

animalessin tratamiento)

Parnorthernblot observamosun descensode un 40%en la expresióndelMCP- 1 en

los conejastratadosconquinapril (nomostrado).
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Fi2ura 24. Expresión de MCI’-) en arterias femorales por RT-PC.R a los 28 días. El
mRNA del MCP-1 y de la G3PDH (control interno) se determinópor RT-PCR utilizando los
cebadoresespecificosen cadacaso.El análisis densitométricode los productosde PCRsellevó a
caboa los 35 ciclosdeamplificación.
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1.4.2.-Expresióne inmunolocalizaciónde IL-8

ILS es un peptido quimiotáctico, pertenecientea la subfamilia de las a-

quimioquinas,producido principalmentepor macrófagosy que se ha implicado en el

reclutamientode células inflamatorias en la placa aterosclerótica(Apostopoulosa al.,

1996). Por estarazóndecidimosestudiarestaquiniioquinamedianteanálisispor RT-PCR

en las femoralesdañadasde los animales,utilizando la mezclade los RNA de los animales

delmismogrupo.

Modelode 7 dios:

En este modelo, estudiamosla expresión de esta quimioquina en las arterias

femorales dañadas.Como se muestra en la figura 25 los animales sin tratamiento

presentaronun granincrementode dichaexpresiónrespectoal grupocontrol (8 veces),que

disminuyómarcadamentecon quinapril (1.9veces).

Modelode28dios:

Siguiendoel mismo objetivo, analizamosla expresióndel niRINA de IL-8 en este

modelo, observándose(figura 25) que al cabo de 28 dias los animalesque no habían

recibidotratamientomostraronun Ñerte incrementoen la expresiónde dichaquimioquina

respectoal grupo control(10 veces).Al igual que en el modelo anterior,el tratamientocon

quinapril disminuyóde maneranotabledichaexpresión(4.7veces).
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Fisura 25. Expresión génica del mRAJA de JL-8 en las arterias fein orales de coneja A)
Modelo de 7 días,Ji) modelode 28 días.El ¡uRNA de11-8 y de G3PDH sedeterminópor RT-PCR
a 30 ciclos de amplificación, utilizándoselas mezclasdel RNA de cadagrupo. En cada caso se
emplearoncebadoresespecíficos.En lapartederechase muestraunaautorradiografiarepresentativa
y enlaparteizquierdael análisisdensitométricode los valoresde densidadópticaobtenidospara11-
8 corregidospor la expresiónde G3PDH.
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Estudioinmunohistoquímico

:

Con elpropósitode determinarsi esteincrementoen la expresióndel mRNA de it-

8 se correspondíacon un aumentode la expresiónproteicaen la arteria,nosplanteamos

estudiar,medianteinmunohistoquimica,el patrón de distribución de esta quimioquina a

nivel neointimaly de capamediaen el modelode 28 días,dondeya apareceunalesión más

madura.Como semuestraen la figura 26 los animalessanosapenaspresentarontinción,

mientrasqueen los animalessin tratamientoseobservóun incrementoen el acúniulode It-

8 a nivel neointimal. Por el contrario, el tratamiento con quinapril produjo una

disminución significativa de la presenciade estaquimioquina(14 + 3 n=9 vs9+ 3, n=5;

p<O.04;valoraciónsemicuantitativa).

A nivel de la capamedia, el tratamientotambién indujo una reducción de la

expresiónproteicade IL-8, aunqueen estecasono se alcanzóla significación estadística

(11+4 n=9 vs8+5 n=5).

Estosresultadosconfirman asílos obtenidosmedianteel análisisde la expresióndel

mRNA comprobandoelimportanteefectoqueejerceel tratamientocon quinapril sobreesta

qwnuoqurna.
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1.4.3.- Expresiónde H.r113

Trasla disrupciónde la superficieendotelial,losmonocitosy plaquetaslocalizadosa

nivel subintimalparecenexpresaren su superficieuna actividadIL-1~ que probablemente

contribuyea los eventostempranos quevan a originar la lesiónaterosclerótica(Wang et al.,

1995).Estudiosrecienteshanvenidoa demostrarqueen la lesiónateromatosala citoquina

IL-1~ producidatantopor célulasespumosascomo porel endotelio,inducela expresiónde

las quimioquinasIL-8 y MCP-l facilitando asila activacióny la transmigraciónendotelialde

las célulasinflamatorias(Dinarello, 1996).

El análisis del mRNA de IL’.113 se realizó medianteRT-PCR a 30 ciclos de

amplificación,utilizandola mezclade losRNA de los animalesdelmismogrupo.

Modelode 7 dios:

Como se muestra en la figura 27, el grupo de animalesno tratadospresentó,

respectoal grupo control, un incremento de la expresión de IL-113 de 2.6 veces. El

tratamientocon quinapnlno modificó esteincremento.

Modelode28dias:

Los animalessin tratamientotras28 díasde dietabipercolesterolémicamostraronun

gran aumentoen la expresiónde estacitoquina respectoal grupo de animalessanos(5

veces).En la figura 27 se aprecia que el tratamientocon quinapril disminuyó de forma

significativa la expresiónde LL-lfr
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Fisura 27. Expresión gén¡ca del mRlVA de ¡L-1/3 en las arteriasfemorales de conejo. A)
Modelo de 7 días, Ji) modelo de 28 días. El ¡uRNA de It-1~ y del G3PDH(control interno) se
determinómedianteRT-PCR a 30 ciclos de amplificación,utilizándosemezclasdel RNA de cada
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1.4.4.-ExpresióndeTNF-«

El TNF-a esotra citoquina prointiamatoriaque juegaun importantepapelen el

desarrollode la lesión aterosclerótica.Se ha demostradoque junto con It- 113 y TGF-13

puedeinhibir la proliferaciónendotelialy ademáspuedeinducir la expresiónde genesde

forma indirecta,como elPDGF,alactuarsobremacróthgos,CML y CE (Rosset al., 1996).

Ademástambiénpareceestarimplicadaen la regulaciónde algunasmetaloproteinasas.

Mediante RT-PCR determinamosla expresión del mRNA del TNIF-a en las

femoralesdañadasa los 7 y 28 días.

Modelode 7 días:

Comosemuestraen la figura 28, los animalesque no fuerontratadospresentaron

un ligero aumentoen los nivelesdel mRINA (1.6 veces)respectoal grupo de animales

sanos.Estosnivelessenormalizaronen el grupoal que se suministróquinapril.

Modelode 28días:

Los animales sin tratamiento mostraronun gran incrementoen la expresióndel

TNF-a (6 veces).Sin embargo,dicha expresiónapenassevió modificadapor el tratamiento

(figura 28).
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Fi2ura 28. Expresión génica del m.RNAdel TNF-a en las arterias femorales de conejo.
A) Modelode 7 días,E) modelode 28 días.El ¡uRNA del TNF-a y de G3PDH (control interno)se
determinópor RT-PCRa 30 ciclos de amplificación,utilizándosemezclasdel RNA de cadagrupoy
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autorradiografiarepresentativay en la parte izquierda el análisis densitométrico del TNF-ct
corregidomedianteG3PDH.
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1.5.- FACTORES DE CRECIMIENTO Y PROTEINAS DE MATRIZ

La producciónde factoresde crecimientoporCE, macrófagos,CML y linfocitos T,

junto con una síntesisincrementadade proteínasde matriz conducea la progresiónde la

lesión ateroscleróticahacia una placa fibrosa (Ross R, 1993). Entre estosfactores de

crecimiento decidimos estudiar, en las arterias femorales dañadasde los conejos, la

expresión del PDGF-B mediante hibridación it> situ. Centrándonosen el análisis del

colágeno 1 como principal proteína de matriz implicada en el procesoaterogénico.Su

análisisse llevó acabomediantenorthernblot.

1.5.1.-ExpresióndePDGF-B

El PDGF-B ademásde ser un importantefactor de crecimientoimplicado en la

acumulaciónde CML en las lesionesateroscleróticas(Uchida et al., 1996), es un potente

factor quimiotáctico de monocitos, sobrelos que inducela expresióndel factor tisular,

principal iniciadorde lacascadade coagulación(Ernofssonet al., 1996).

Mediante hibridación it> sitie, estudiamosla distribución celular del ¡uRNA del

PDGF-B en las arteriasfemoralesdañadasde los animalesdel modelo de 28 días, al

presentaréstosunalesiónmuchomásdesarrollada.

Como se muestraen la figura 29, los conejossanosapenasmostraronexpresión,

mientras que los que no recibierontratamientopresentaronun gran incrementode la

expresióngénicadel PDGF-Banivel de la neointimay de la capamedia(10,2±4y 10,6 ±

3 respectivamentevsanimalessanos;valoraciónsemicuantitativa).Estaexpresióncoincidió

con aquellasáreasque eran positivas para macrófagos.Por el contrario, los animales

tratadoscon quinapril presentaronuna marcadareducciónde la expresiónde estefactor

tanto en la íntima (5.5 + 5 n=7; p=O.0S9) como en la media (4.8 ±5.5, n7; p<O.013),

alcanzandoen éstala significaciónestadistica.

Los controlesnegativosrealizadoscon la sondasentidono mostraronhibridación,

demostrandoasí la especificidadde la técnica.
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1.5.2.- Expresióne inmunolocalizacióndecolágeno1

Los colágenosvascularessoncomponentesdecisivosde la integridadde la pared

vascular,siendoel colágenotipo Ijunto con elmíosde mayorpredominancia.

Modelode 7 días:

Conelpropósitode estudiarsi el colágeno1 estabamodificadoal cabode los 7 días

de haberseproducidoel daño, analizamossu expresiónmediantenorthernblot. Como se

muestraen la figura 30, los animalessanospresentaronuna expresiónbasal.Sin embargo,

tanto los animalessin tratamientocomolos tratados,mostraronun incrementosimilar en la

expresiónrespectoa los animalessanos,siendoésteligeramentemayor en el grupoal que

sele administróel quinapril (1.65y 1.92vecesrespectivamente).

Modelode 28días:

Tambiénquisimosanalizarla expresiónde estaproteína de matriz en las arterias

femoralesdañadasal cabode 28 díasde dieta hiperlipémica.Los resultadosrevelaronun

gran incrementoen la expresióndel mANA respectoa los animalessanos(figura 30), que

cunosamentefue similar tanto en el grupo no tratado (3.7 veces)como en el que se le

adniinistróel fármaco(3.5veces).
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Estudioinmunohistoquímico

:

Unavez que constatamosquela expresióndel niRNA de colágeno1 no variaba con

la administraciónde quinapril, nospropusimosconfirmarmedianteinmunohistoquimica,que

esto ocurria tambiéna nivel de proteína.Con estefin decidimosrealizarel estudioen el

modelode 28 días,porpresentarésteunaslesionesmásacusadas.

En la figura 3 lA se puedeobservarque los animalessanospresentaronun ligera

tinción a nivel de la capamedia. Estatinción apareciófuertementeincrementadaen la

media de las arterias dañadasen comparacióna las sanas(figura 3 iB), pero no hubo

diferenciasentre los animalestratadosy sin tratar (figura 3 lC) (10 ±7 vs 8.2 + 4 8

valoración semicuantitativa).La neoíntima también presentóuna intensatinción para

colágeno1 en ambosgrupos,en estecasotambiénhuboun patrón similar (11.8 ±7 vs 10.5

±5).

Todosestosresultadosconfirmanla existenciade unacorrelaciónentrela expresión

génicay proteicadel colágeno1 en ambosmodelos. -
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1.6.- ACTiVIDAI> NF-icB EN LAS ARTERIAS DE CONEJO

Paramedir la actividadNF-cB se extrajeronlas arteriasfemoralesdañadasy las

aortasabdominalesde tres animalesdistintos de cada grupo (control, sin tratamientoy

tratadocon quinapril). Una vez aisladasse obtuvieronlos extractoscelulares, como se

describeen métodosy semezclaron.

La actividad se cuantificóusando 10 ~xgde proteínatotal de cadamezcla,y los

experimentossehicieronpor duplicado.Los controlesnegativossin extractocelular y los

ensayosde competicióncon un excesode 50 vecesde los oligonucleóticosNF-icB y AP- 1

se realizaronparaestablecerla especificidadde la reaccion.

No se encontróninguna señal en las reaccionessin los extractoscelularesy la

especificidadfue demostradapor el efecto de competicióncon NF-icB frío mediantela

disminuciónde la señalde lasbandasde retardo(nomostrado).

Modelo de 7 días:

- ActividadNF->cB enarteriafemoral:

Con respectoa los controles,las arteriasdañadasde los animalessin tratamiento

mostraronun incrementoen la actividadNF-icB de 7 veces,que disminuyóaun incremento

de 4 vecesen los animalestratadoscon quinapril (Figura 32, lineas 1 y 2). Además,para

caracterizarla actividad NF-icB encontradaen las arterias dañadas,hicimos ensayosde

superretardocon los extractoscelularesde los animalesno tratados.Para ello utilizamos

anticuerposparalas dossubunidadesde NF-icB, pSOy páS.

Tantoel anticuerpoanti-p65como el anti-pSOredujeronla intensidadde la banda

principal. Aunque sólo en presenciadel anticuerpo anti-p50 apareció un complejo de

superretardo(Figura 32, linea 5). Por lo tanto, páS y p5O parecenser componentesdel

complejoNF-icB encontradoen la paredarterial.
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Figura 32. ActividadNF-idi en arterias femorales. En la parte izquierda, los extractos
celulares de 3 conejos diferentes de cada grupo se aislaron y se mezclaron.A continuación,
medianteuna sondade NF-icB se procedióal ensayode movilidad electroforética.(1) Conejos sin
tratatamiento,(2) tratadosconquinapril, y (3) conejoscontrol. En la parteinferior se muestrael
análisis densitométricode lasbandas.Los extractoscelularesde los conejosno tratadostambiénse
incubaronenausencia(4) opresenciade los anticuerposcontralas subunidadesdeNE-icB p5O(5) y
p65 (6). La flechamuestrala presenciadeunabandadesuperretardo.
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- ActividadNF-rB enaorta:

Puestoqueel colesteroltotal séricoal cabode los sietedíaspresentabaun aumento

de 10 vecesrespectoa los nivelesbasales(643 ±343 vs 60 ±24 mg/dl), nos propusimos

detenninarel efecto de la dieta hipercolesterolémicaen la actividad NF-icB de un vaso al

que no habíamosinducido daño. Con estefin, analizamoslos extractosde proteínacelular

obtenidos de las aortas abdominales.Como se muestra en la figura 33, apareció un

incrementode la actividadNF-KB en lasaortasdeanimalessin tratamiento(4 vecessobreel

control)(líneas1 y 2), el tratamientocon quinapril redujo el incrementode dichaactividad2

vecessobreel control (línea 3). Sin embargohay que destacarque la actividadNF-KB fUe

muchomayor en las femoralesdañadasqueen las aortasno manipuladas.
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Figura 33. ActividadNF-KB en arterias aortas. (1) Conejoscontrol, (2) sin tratamiento,y (3)
tratadosconquinapril. En la partederechasemuestrael análisisdensitoniétricode las bandas.
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Modelo de 28 días:

- ActividadNF-rE en la aorta:

Traslos resultadosobtenidosen el modelo de 7 días, decidimos medir la actividad

NF-xB en las aortaspara comprobarel efecto directo que ejercen los altos niveles de

colesterolalcanzadosen estemodelo (1446±425 vs41 ±10) sobreunaarteriano dañada.

Con estepropósitoanalizamoslos extractosde proteínacelular obtenidosde las aortas

abdominales.

Comose muestra en la figura 34, las aortasde animalessin tratamientopresentaron

un merementode la actividadNF-KB (9 vecessobreel control) (línea 1), mientrasque el

tratamientoconquinapril redujoel incrementode dichaactividad (6 vecessobreel control)

(linea 2).

Por otro lado, caracterizamosla actividad NT-icB encontradaen las aortasde los

ammalessin tratamientomedianteensayosde superretardo.Tanto el anticuerpoanti-p65

como el anti-pSOredujeronla intensidadde la bandaprincipal. Además,el anticuerpoanti-

p50 indujo la apariciónde un complejode superretardo(Figura 34, línea5).
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Figura 34. ActividadNF-rB en arterias aortas. (+) Extractosnuclearesprocedentesde HeLa
se incubaroncon el oligonucleátidomarcadoy se utilizaron como control del ensayo,(-) control
negativosin extractocelular, (1) conejossin tratamiento,(2) tratadoscon quinapril, y (3) conejos
control. En la parte inferior se muestrael análisis densitométricode las bandas.Los extractos
celulares de los conejosno tratadostambién se incubaron en ausencia(4) o presenciade los
anticuewoscontralas subunidadesde NF-KB p5O (5) y p65 (6). La flechamuestrala presenciade
unabandade superretardo.

456
-v

o
tr 4-

o

23

u

o
e

Eo
15

eo
O
• 10
~0
o
o
e
e



98Resultados

- Detecciónde la activacióndeNF-rE iii situ en arteriasfemorales:

Con la intención de determinarin sim la presenciade NF-icB activado en las

lesiones,utilizamosla nuevatécnicade South-Westenx(‘Ver métodos”).La cuantificación

de núcleosteflidos en el tejido se llevó a cabo segúnuna valoración semicuantitativa,

comprendidaentreO y 6 segúnla intensidadde la tinción quepresentabacadapreparación.

De esta maneraencontramosque el 80% de los animales sin tratamiento mostraron

positividaden la mediay en la neointimaparaNF-icB, mientrasque sólo un 40% de los

animalestratadoscon quinapril mostraronpositividad. No sedetectóactividadNF-KB en

los animalessanos(figura 35). La incubación de las preparacionescon una secuencia

mutada de NF-KB no mostró tinción, demostrandoasí la especificidad de la técnica

(resultadosnomostrados).

Además,con elpropósitode estudiarquétipo de células en la lesión eranpositivas

para la actividad NF-KB, realizamosdoble tinción con anticuerpos específicospara

macrófhgosy CML. En la figura 36A se muestraunadobleinmunobistoquimicade la lesión

de un animalsin tratamiento,en la queapareceen marróneláreaocupadoporCML y enun

ligero rosa,el áreainvadidapor macrófagos.Ambos tipos celularespresentaronactividad

NF-KB. En la figura 36B semuestraun tinción doble de la zonade la cápsulade la lesión,

dondeseaprecianlosnúcleoscon actividadNF-KB en azuloscuro(flecha)y el citoplasma

de las CML en marrón. En la figura 36C apareceel áreacorrespondientea la zonaocupada

por los macrófagos,dondese muestranlos núcleosen azul oscuro(flecha) y el citoplasma

de los macrófagosenmarron.
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2.- EFECTO DE LA INHIBICION DE LA HMG-CoA REDUCTASA

Los inhibidores de la HMG-CoA reductasao estatinashan demostradoser muy

eficacesen reducirla mortalidadtotal y cardiovascuiar,tanto en prevenciónprimaria (The

45 investigators,1994)como en secundaria(Shepherdet al., 1995).Sin embargo,aunque

sesabequelas placasricas en lípidos sonmáspropensasa romperse,los mecanismospor

los quelos inhibidoresde la HMG-CoA reductasareducenlos eventoscoronariosno están

demasiadoclaros.

En este sentido, en un modelo experimentalde hiperlipidemia mixta (0.5% de

colesteroly 14% de aceitede coco),hemosabordadoel estudiodel efectodel tratamiento

con atorvastatina(Atv), unanuevaestatinaque ademásde reducirlosnivelesde colesterol

total y LDL disminuyelos triglicéridos(Bocanet al., 1994). Concretamenteestudiamossu

acciónsobrela progresiónde la placay el contenidode macrófágoscomo marcadorde su

estabilidad.

2.1.- EVOLUCION DEL PESOY DE LOS LIFIDOS PLASMÁTICOS

El pesode los animalessecontrolósemanalmentecon el fin de ajustarla dosis del

medicamentoen fUnción de suevolución.Trasla cirugía seobservóunaligera disminución

del pesomedio de los animales(3% tras la inducción del daño endotelialy 14% tras la

angiografiacontrol),que serecuperóen los doscasoshastavaloresnormalesal cabode las

cuatrosemanas.El tratamientoconAtv no modificó la evolucióndelpeso(sin tratamiento:

3.2±0.7kgvsAtv:3.3±0.7kg).

En la tabla XI observamosque en el momento de la distribución aleatoria,tras 4

semanasde dieta al 0.5% de colesteroly 14% de aceitede coco, el colesterolplasmáticoy

el colesterolLDL estabanelevadosunas20 vecessobrelos valoresiniciales,los triglicéridos

2 vecesy las HDL no se modificaron.Tras el tratamiento,en el momentodel sacrificio, el

grupo tratado con Atv presentóuna disminución significativa del colesterolplasmático

(60%; p.cO.0’4), del colesterolLDL (40%;p.c0.O2)y de los triglicéridos(50%; p<O.02)con

respectoal grupocontrol. El colesterolHDL no semodificó con el tratamiento.
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TABLA XI. Valores de los lípidos en elpíasma (mg/dl)

DISTRIBUCION
ALEATORIA

SACRIFICIO

Sin tratamiento Atorvastatina

Colesterol 54 ±43

LDL

ffDL

42±63

25 ±16

Triglicéridos 63 ±18

1000±419*

907±455*

27±12

133 ±78

BASAL

595 ±404

79 ±29

25±9

96 ±28

249 ±322

49±2t

25±7

51 ±33~

p<0.004 vsvaloresiniciales; p<O.04,#p<002vsanimalessin tratamiento.
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2.2.-ANALISIS DE LAS LESIONESVASCULARES

La evaluaciónde la lesión serealizó sobrecorteshistológicosteflidos con orceina.

Los datosseobtuvieronevaluandolos cortesque presentabanla máxima lesión en cada

animal. Como podemoscomprobaren las Figuras 37 y 38, la estenosismáxima de las

arteriasfemoralesde los animalestratadosconAtv fUe significativamentemenorqueaquella

del grupo sin tratamiento,estimadacomo la relacióníntima/media(0.129±0.038vs 0.412

±0.322; p=0.OOl) o comoporcentajedel áreade la luz ocupadapor la lesión (10.06±

7.03%vs21.24±13.54%;p=0.O38).
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Figura 37. Análisis morfométricode las lesiones.Cuantificaciónmorfométricade la lesión.
Las barrasen negro representanla relación íntima/mediay las barrasrayadasel porcentajedc luz
ocluida. Los datos son la media dc 7 conejos tratadosftente a 8 sin tratar. p=O.OO1 vs Sifl
tratamiento;~p—0038 vssin tratamiento.Lasbarrasrepresentanla media±EEM.
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2.4.-EXPRESIONDE MCP-1EN LAS ARTERIAS FEMORALES

La expresióndelmENAde MCP- 1 secuantificóporRT-PCR,y trascomprobarque

la amplificacióndel fragmentoera linealhastalos 35 ciclos,los resultadosvaloradossonlos

obtenidostras 30 ciclos de amplificación. Como podemosobservaren la Figura 40, la

expresiónde MCP-1 aumentó2 vecesen el grupono tratado,con respectoa los controles.

Esteincrementofue atenuadoporel tratamientocon Atv.
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Figura 40. Expresión de MCP-I en arteria femoraL El RNA se obtuvo de las arterias
femoralesmezclandoel procedentede los animalesdel mismogrupo. TrassometerloaRl se realizó
la PCR durante25, 30 y 35 ciclos de amplificación,valorando¡os resultadosobtenidosa los 30
ciclos que se muestran en la parte izquierda. En la parte derecha se muestra el análisis
densitométricodel MCP-l corregidopor G3PDH.
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2.5.- EXPRESION PROTEICA DE MCP-1 EN LAS LESIONES

La presenciade MCP-1 en la neoíntima y en la media, en las seccionesque

presentabanla máximaestenosis,seevaluómedianteinmunohistoquimicacon un anticuerpo

policlonal anti-MCP-l (Figura 41). Todos los animales del grupo sin tratamiento

presentabantinción paraMCP-l frente a 5 de 7 animalesdel grupo de Atv. El áreade

tinción se cuantificó automáticamente,como se describe en los métodos, y fUe

significativamentemás bajo en el grupo de Atv que en el grupo sin tratamientoen la

neolotima (3881±3898 ¡xm2 vs 41657±43141gm2; p.c0.OOO2)y en la media (10027±

341 .±m2vs 16584 ±5401j.tm2, p<0.O2) (Figura 42). Los animalescontrol no mostraron

tinción.

La presenciade macrófagosen la neoíntimacoincidió con la expresiónde MCP-l.

Sin embargo,como seapreciaen la Figura41, el MCP-l tambiénpareceestarpresenteen la

capamediay en áreasde la neoíntimadondeno hay macrófagos,sugiriendoque las células

de músculoliso vascularpodrianserlas responsablesde su síntesis.
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2.6.-ACTIVACION NF-KB EN LA FEMORAL LESIONADA, AORTA E JUGADO

Mediante la técnica del South-Westemnos planteamosdeterminar in sztu la

presenciade NF-icB activadoen las lesiones.La cantidadde núcleosteflidos en el tejido se

calculó segúnunavaloraciónsemicuantitativacomprendidaentreO y 6 segúnla intensidad

de la tinción quepresentabacadapreparación.Deestaforma, se encontróactividadNF-KB

en la neointimay en la mediade 4 de 7 animalesestudiadosen el grupo queno recibió

tratamiento(todosellos=2), y en niguno del grupo de animalessanos.Atv produjo una

disminucióndel 60%y 65% de los valoresmediosde activaciónen la íntimay en la media

respectivamente.En la Figura 43 se muestraun ejemplode un animalsin tratamiento(A),

tratadoconAtv (B) y un animal sano(C). Cuandolas preparacionesseincubaroncon el

oligonucleótidomutanteparaNF-KB no se apreció tinción alguna,lo que demuestrala

especificidadde la sondaempleada.

Puestoque NF-KB puedeestarpresentetanto en macrófagoscomo en CML, nos

propusimosestudiar,mediantela técnica de doble tinción, cualesde estascélulas eran

responsablesde la actividadencontradaen las lesiones.Como sepuedever en la Figura 44,

la actividadNF-KB se detectóen los animalesno tratadosen áreastefiidasparamacrófagos

y CML. Sin embargo,debidoa quehayuna mayorcantidadde CML eslógico pensarque

unagranpartedelNF-KB activadoen el vasolesionadosedebaa estascélulas.
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Puestoque seha demostradoqueuna dieta aterogénicapuedeinducir la activación

del NF-KB en el hígado (Liño et al; 1993), nosplanteamosestudiarmediantegelesde

retardo si la activación de este fictor en hígado y aorta podía ser moduladapor el

tratamientoconAtv.

Extractosproteicosde los grupostratados,sin tratar y sanosse mezclaronen sus

distintosgruposutilizándoseparalos ensayos10 ~tgde proteínatotal de cadamezcla.Con

respectoa los animalessanos,el NF-KB seencontróactivadoen el hígadoy en la aortade

los conejossin tratamientomientrasqueaquellostratadoscon Atv presentaronunamarcada

reducciónde la activaciónen ambosórganos(Figura 45). Los ensayosde competiciónse

realizaronen presenciade los oligonucleótidosNF-KB y AP- 1 filos, para establecerla

especificidaddela reacción,quefue demostradaparael NF-KB, mediantela disminuciónde

las bandasde retardo,perono parael AP-1 (Figura45).

El AP- 1 esun factorde transcripciónimplicado principalmenteen la regulaciónde

los genesde la matriz extracelulary metaloproteinasasy pareceteneruna importancia

secundariaen el control de los genesimplicadosen la inflamación. Por estemotivo nos

propusimosdeterminarla activaciónde estefactoren el hígadoy en la aortade los conejos.

Como semuestraen la Figura45, la actividadAP- 1 seincrementóen la aortae hígadode

los conejos sin tratamientopero no fue modificada por el tratamiento con Atv. Los

experimentosde competición con AP-l filo, pero no NF-KB, hicieron desaparecerlos

complejosmarcados.
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Figura45.Actividad NF-rE y AP-1 en la aorta e hígadode los con4os.La activaciónde
NF-KB (panelessuperiores)y AP-1 (panelesinferiores)se determinóen la aorta(panelesizquierdos)
ehígado(panelesderechos)de los conejos.Los extractoscelularesse mezclarony a continuaciónse
procedió a la realización del experimento.(1) Conejos control, (2) conejos sin tratamiento,(3)
conejostratadoscon atorvastatina.,(4) ensayosde competicióncon NF-KB frío (panel superior)y
AP-l frío (panelinferior). + controlpositivo con extractonuclearHela.
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PARTE II: ESTUDIOS IN VITRO

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

Los macrófagossoninicialmentelos responsablesdel incrementode MCP-1 en las

arteriasateromatosas(Nelkenet al., 1991), aunquelas CML tambiénpuedensintetizaresta

quimioquina. Paramostrarel efecto de la Mg II y las LDL en la expresióndel MCP-l,

realizamosexperimentosen cultivosde la líneamonociticaU937y en CML de rata.

Estudiospreliminaresllevadosa caboen nuestrolaboratoriohan demostradoque la

máximaexpresiónde MCP-l seobservaal cabode 6 horas,tanto en células monocíticas

como vasculares(datosno mostrados).Por tanto, los experimentosserealizaronen células

en estado de reposopreincubadasdurante24-48 horas en medio al 0.5% de STF y

estimuladascon Ang II (l0~~ molIl) y con LDL (100gg/ml) durante6 horas.

Expresión en células monocíticas:

La Ang II (l0~~ mol/l) y laLDL nativa indujeronun incrementoen la expresióndel

niRNA del MCP-l de 3 y 2 veces respectivamente(Figura 46A y 46B). El TNF-ct,

empleadocomocontrol positivo, produjoun incrementoen la expresiónde 6 veces.

Paraanalizarsi la movilizaciónde NF-KB podriaestarimplicadaen la activación del

MCP-l inducidapor la Mg II y LDL, preincubamoslas célulasdurante1.5 horascon 200

gmolIl de pirrolidin-ditiocarbamato(PDTC),una sustanciaqueinhibe ¡a activaciónde NF-

KB en algunos tipos celulares (Schrecket al., 1992). En todos los experimentos,la

expresiónde MCP-l fue completamentebloqueadapor la preincubacióncon PDTC,

sugiriendoque el incrementoen la expresióndel mRNA de MCP-l por estosestímuloses

mediadopor la activaciónde NF-KB.
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Fiuura 46. ExpresióndeMCP-I en célulasmonocíticas.Lascélulasfuerondeplecionadasy
estimuladasdurante6 horascon los diferentesestímulos.Como control interno seempleóel RNA
ribosomal28S. A. (1) Basal. (2) Ang II (UY9 molIl) (3) TNF-a bOU/ml. (4) Mg fl (1O~ mol/l)
preincubadodurante1.5 h. con 200 i.mol/l de PDTC. B. (1) Basal.(2) TNF-a 1001J/ml.(3) LUL
(100!xg/ml). (4) LDL(b00j.tg/ml) preincubadodurante1.5 h. con 200 i.¡mol/l de PDTC. En la parte
inferior se muestran los análisis densitométricos expresados en unidades arbitrarias de
densitometrado.-Los datosconstituyenun experimentorepresentativode 2 realizados.
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Células musculares lisas:

La incubación de las CML con Mg II (l0~~ molIl) y con LDL (100 ~tg/ml)

incrementó la expresión del gen de MCP-l de 3.3 y 2 veces respectivamente.La

preincubaciónde estascélulas con PDTC disminuyó, en ambos casos, dicha expresión

(Figura47).
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Figura 47. Expresión del MCP-1 en CML. En esta Figura se muestraun experimento
representativode dos realizados. (1) Basal. (2) Mg II (l0~~ mol/l) (3) Mg II (1O~ mol/1)
preincubado1.5 h. conPDTC (200 imol/I) (4) LDL (100 }ig/mI) (5) LOL (100 ~g/ní1)preincubado
durante1.5 h. con 200 jmolll de PDTC. Como control de cargaseutilizó el RNA ribosomal285
teñido con bromurode etidio. En el margenderechoapareceel análisisdensitométrico.
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2.- ACTIVIDAD NF-icB EN MONOCITOS Y CML ESTIMU?LADAS

CON ANG II

Células monocíticas:

Las célulasU937 seincubaronconAng II <íot ío~9y 10.10mol/l) durante30, 60 y

120 mm. Paraestimar la cantidadde NF-KB activo, los extractosnuclearesobtenidosse

corneronen gelesde retardo.La inducciónóptima seencontrótras 1 h. de estimulación,

volviendo casia losnivelesbasalesa las 2 h. por lo quelos experimentosserealizarona 1 h.

La especificidad de la reacción se estableció utilizando los controles descritos

anteriormente.

La Mg II aumentóla actividadNF-KB, siendomáxima a la dosisde l0~ molIl (3

vecessobreel basal).El LPS, un fuerte inductorde la activaciónde NF-KB en macrófagos,

seutilizó como controlpositivo (figura 48). La preincubaciónde estascélulascon PDTC

anulóla activacióndeNF-KB (nomostrado).

La preincubaciónde los extractosnuclearesdurante1 Ii con 1 ~xgde anticuerpoanti-

pSOo anti-p65redujola intensidadde las bandasmientrasqueel anticuerpoanti-pSOindujo

la apariciónde un complejode superretardo(figura 48, línea9).

Células musculares lisas:

También quisimossabersi la Mg II podíainducirla activaciónde NF-KB en CML.

Comose muestraen la figura 49 , la Ang II aumentóla activaciónde NF-KB en los mismos

tiempos y dosis ensayadospara las células monocíticas.Así, la dosis de ío~~ produjo un

aumentode 7 vecesrespectoa los nivelesbasales.La activación de NF-icfl disminuyó

cuandolascélulassepreincubaroncon 200 pmol/l de PDTC durante1.5 h.
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En los ensayosde superretardo,la preincubaciónde las células con el anticuerpo

anti-pSOdurante1 h. disminuyóla intensidadde la bandaprincipal, mientrasqueel anti-p65

casilahizo desaparecer(figura 49).
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Fi2ura 48. Actividad NF-rl? en células monoc¡’ticas estimuladas con Ang II. Las células
U937 seincubaroncon los estímulosdurantelos períodosdetiempo indicados.En el panelde la
izquierda se muestraun experimentorepresentativode 3 realizadosy el análisis densitométrico
apareceen el panel inferior. (1) Basal30 mm. (2) Mg II (1W9 mola) 30 mm. (3) Basal lh. (4) Ang
U (10~~ mol/l) lb. (5) Ang II (10~ moIl) lb. (6) LPS (1>xg/ml) lb. Los extractosnuclearesse
incubaroncon anticuerposparalas subunidadesP50Y P65 de NF-KB (panelderecho):(7) Basal(8)
Mg II (10~~mol/l) (9) Mg II (1O-~ mola)conanti-p50y (10)Mg U (10-~molñ) conanti-p65.
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Fi2ura 49. ActividadNF-id? en célulasmusculareslisas estimuladascon Ang II Las
CML sedeplecionarony luegoseincubarondurantelh. con los estímulos.Las preincubacionescon
PDTC se llevaron acabodurante1.5 h. a 200 i.tmol/l de concentración.En el panel izquierdo se
muestraun experimentorepresentativode 3 realizadosy el análisdensitométricoapareceen la parte
inferior. (1) Basal. (2) Mg II (1W7 mola)(3) Mg II (10-y mola)+ PDTC (4) Mg fi (lW9mol/l) (5)
Mg JI (i0-~ mol/l) + PDTC (6)LPS (lpg/ml). En el panelderechoaparecenlos extractosnucleares
incubadoscon los anticuerposparalas subunidadesde NF-KB (p50 y p65). (7) Basal.(8) Mg II
(10~mola)(9)Mg II (10~mol/l) conanticuerpoantí p50 y (10) Mgfi (1O~ mola)con anti p65.
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3.- ACTiVIDAD NF-icB EN MONOCITOS Y CML ESTIMULADAS

CON LDL

Células monocíticas:

Las célulasU937 sedeplecionarony se incubaroncon LDL (100 ¡xg/ml) durante1 y

2 h. Con el propósitode detenninarla cantidadde NF-KB activo seextrajeronlos extractos

nuclearesy secorrieronengelesderetardo.LasLDL produjeronaumentode la activación

de NF-KB de 3 vecesrespecto a los nivelesbasalestras 1 h. de incubación(Figura SOA),

volviendo casi a los nivelesbasalesa las 2 h. La preincubaciónde las células con PDTC

disminuyóla activaciónde NF-KB (no mostrado).

Células musculares lisas:

En estascélulastambién comprobamos la capacidadde las LDL para activarel NF-

KB durante1 y 2 h, siendola inducciónóptimatras 1 h de incubación.Como se muestraen

la Figura SOR,lasLDL produjeronun incrementode la activaciónde 2.5 vecesrespectoa

losnivelesbasalestras lb. de incubación(línea2). Esteincrementofié similaral observado

al incubarlas célulascon un fuerte inductorde NF-icB como es el TNF-a (línea 3). La

preincubaciónde lascélulasconPDTCdisminuyóla activaciónde NF-KB (nomostrado).
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F¡~nra 50. ActividadNF-rE en U937yCML estimuladasconLDL. La actix4dadNF-KB se
deterniinóen (A) células14937 y (B) CML. En amboscasoslas célulasfueron deplecionadasy se
incubaronconLDL (100 pg/ml). (A). (1) Basal 1 h. (2) LDL 1 h. (3) Basal 2 h. (4) LOL 2 h. (B).
(1) Basal 1 h. (2) LOL lh. (3) TNF-ct. Las flechasindican la formaciónde los complejos.
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El proceso de aterogénesisse produce como consecuenciade las múltiples

interaccionesentre estímulos dañinos que actuan sobre el endotelio y las respuestas

reparativasdela paredarterial.Esto conduceaunaacumulaciónintraarterialde lípidos intra

y extracelulares,macrófagos,célulasT, CML, proteoglicanos,colágenoy fibras necióticas.

La existenciade unareaccióninflamatoriaes la claveen la aterogénesisy, más importante

aún, en la rotura y trombosis de las placasya formadas,que da lugar a los síndromes

coronariosagudos.La presenciade célulasinflamatoriasen la placaes favorecidapor la

liberaciónde factoresquimiotácticostalescomo LDLox y quimioquinas.Entreéstasdestaca

el MCP-1, queesexpresadoen respuestaaunagranvariedadde estimulostanto in vitro, a

travésde LDL, IIL-1f3 y TNF-a(Takahashietal., 1995),como iii vivo(Yu et al., 1992).La

expresiónde éstay otrasquimioquinasestácontroladaporun factornuclear,el NF-KB.

La participaciónde la activación del factor nuclear KB en la patogénesisde la

aterosclerosisesunaideaatractivay novedosa.En estatesishemospodido comprobarque

la infiltración de macrófagosy la expresiónde MCP-1 estánaumentadasen las placas

ateroscleróticasde maneraparalelaa la activaciónde NF-KB.

Medianteel desarrollode un modelo experimentalde aterosclerosisaceleradahemos

estudiadoalgunos de los mecanismosimplicados en el desarrolloy rotura de la placa

aterosclerótica.Los resultadosobtenidosdemuestranque:

1.- El sistemarenina-angiotensinapuedejugarun papelmuy importanteen lapatogénesisde

la aterosclerosis,al considerarquela Mg II puedeserresponsable,al menosen parte,de la

acumulación de macrófagosa nivel neointimal al promover la expresión de MCP-1,

probablementeatravésde la activaciónde NF-KB.

2.- La administraciónde un inhibidor de la HMG-CoA reductasa,enzimaclaveen la ruta de

síntesisdel colesterol, reducela severidadde las lesionesateroscleróticas,asi como la

infiltración de macrófagosy la expresiónde MCP-1 en la placa,probablementea travésde

la inhibición de la activación de NF-i<B. La menor presenciade macrófagos,ademásde

mediaren parteel efectodel enlentencimientoen la progresiónde la lesión,podríaexplicar

¡a acciónestabilizadoraobservadaanivel clínico conestosfármacos.
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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 vasosintactos, la actividad de la ECA es generadaprincipalmentepor las CE,

mientrasque duranteel procesoaterosclerótico,las CML de la neointima llegan a ser las

responsablesdel incrementoobservadoen la actividadde la ECA (Rakugiet al., 1994). La

Mg II formada en la vasculaturaestimula el crecimiento de CML asociadocon un

incrementoen la síntesis de DNA y la expresiónde protooncogenesy citoquinas(Dzau,

1993).La infusión exógenade Mg II produceunahipertrofla vacularen vasosno dañados

y potenciala formaciónneointimalen vasosdañadosmediantebalón(Daemenet al., 1991;

Prescotta al., 1991).Todosestoshechossugierenque la Mg II puedeestardirectamente

implicadaen el procesoaterosclerótico.

Muchos grupos han demostradoque los inhibidores de la ECA reducen la

proliferaciónneointimal(Powel¡et al., 1989), lacual pareceestarestrechamenterelacionada

con la actividadde laECA tisular pero no con la sérica(Rakugi et al., 1994). Además,la

hiperpíasianeointimal,esprevenidaporantagonistasdel receptortipo 1 de la Mg II (Al 1)

(Osterriederet al., 1991). Estos efectospodrían estar relacionadoscon el aumento en

quininas,producidospor los inhibidoresde la ECA, lo quepermitiríala generaciónde NO y

prostaciclinasqueinduciríanun efectoantineointimal(Linz et al., 1995).

En nuestromodelo, el quinapril administradodesde2 días anteshasta7 y 28 días

despuésdel daño endotelial a una dosis de 1 mg/Kg/día produjo una inhibición de la

actividadde la ECA sérica(día0) entornoaun 70%. Por el contrario la actividadtisular, en

el momentode producirseel daño,no mostrócambiossignificativosrespectoal grupo sin

tratamiento.Sin embargo,dichaactividadfue inhibida enun 40 % Y 50%tras 7 Y 28 díasde

tratamiento.Por otro lado, no hubo cambiossignificativosen la reducciónde la formación

neointimal,tanto a los 7 como a los 28 días, aunquesi se apreciauna ciertatendenciahacia

la normalizaciónen aquellosanimalestratadoscon quinapril.
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Estos resultadosson comparablesa los observadospor Rakugi y cols., en la

neointimavasculartras el daño endotelial mediantebalón (Rakugi et aL, 1994), quienes

tambiéndescribenunadisociaciónentrela actividadtisulary circulante.Estegrupoademás

muestrauna correlación entre el tamaño neointimal y la actividad de ECA tisular,

demostrandoque sólo a altasdosisde quinapril sealcanzaunadisminuciónsignificativa del

tamañoneointimal,debidoprobablementeala relativadificultad de inhibir la actividadde la

ECA tisular.

1.2.- LA ANG II PARTICIPA EN EL RECLUTAMIENTO DE MACROFAGOS

HACIA LA NEOINTIMA

Segúnlos resultadosobtenidosen estatesis, la Mg II potenciala generación de

MCP-1 tanto en células mononuclearescomo en CML y podría ademásparticiparen el

reclutamientode monocitoshacia la lesión aterosclerótica.El MCP-l es unaquimioquina

cuya presenciaha sido demostradaen lesionesateroscleróticashumanas,fundamentalmente

en las áreasinfiltradas por macrófagos(Nelken et al., 1991) y más frecuentementeen las

placasresponsablesde síndromescoronariosagudos(Weberet al., 1995).

La actividadquimiotácticade la Mg II y sus productosde degradaciónsobrelas

célulasmononuclearesestábien establecida(Goetzelet al., 1980). La Mg II puedeinducir

la generaciónen las CE de factoresquimiotácticosparaneutrófilos(Farberet al., 1990).

Los datos aquí presentadosdemuestranque la administración de quinapril, un

inhibidor de la ECA (iECA) de alta fijación tisular, a animalescon daño endotelial y dieta

aterogénicadisminuyela expresiónde MCP-1 y el númerode macrófagosque invadenla

neoíntimay la media.Esteefectopodríaserdebidoa la reducciónde la Mg II inducidapor

el quinapril. Esto seapoyaen los estudiosin vitro dondela Mg II directamenteaumentala

expresióngénicade MCP-1.

Sin embargo,los iECAs tambiénpuedeninhibir la degradaciónde bradiquininas

(Horniget al., 1997)y modificar la generaciónde NO al disminuir la acumulaciónde Ang 1

y su metabolitoangiotensina-(1-7) que parecetenerpropiedadesantiproliferativas(Freeman

etal., 1996).
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En célulasendoteliales,unadisminuciónenla producciónbasalde NO puedeinducir

un incrementode laproducciónde MCP-l y de la actividadNF-KB (Zeiheret al., 1995).La

Ang II puede inhibir la expresiónde la NO sintasainducible estimuladapor citoquinas

(Nakayamaet al., 1994).En una situaciónde dañovascularcon nivelesincrementadosde

citoquinas,el bloqueode la generaciónde Mg II podríacontribuir a la eliminaciónde su

efecto negativo sobrela producciónde NO. Estapodría ser otra vía por la que estos

fármacospodríantenerun efectobeneficiosoen la reducciónde la acumulaciónde células

mononucleares.

1É3.- LA ANG II PROMUEVE LA EXPRESION DEL mRNA DEL MCP-l VtA

ACTIVACION DE NF-KB EN CULTIVOS DE MONOCITOS Y CELULAS

MUSCULARES LISAS

Nuestrosresultadosdemuestranque el incremento de la expresión de MCP-1

inducidopor la Mg II esmediadoporla activaciónde NF-KB. El mecanismoporel cual la

Mg II promueve la activación de NF-KB no estácompletamentedilucidado. Aunque la vía

de activaciónde estefactor nuclear es multifactorial, pareceestar implicada unaprotein-

quinasaserina-treonina(Suzukiet al., 1994).En diferentescélulastalescomo CML, la Mg

II incrementala fosforilación de tirosinas de las proteínasy activa algunasproteína-

quinasas,incluyendola C (Ullian et al., 1990). Sin embargo,no hay evidenciasdirectasque

muestrenque estaquinasajueguealgún papel en la movilización de NF-KB. La Mg II

tambiénfosforila a los factoresde transcripcióñpertenecientesa la familia STAT a travésde

la activación del receptorATí (Marrero et al., 1995). La proteínaStat3,pertenecientea

estafamilia, esactivadapor la tirosina quinasadel oncogenSrc (Yu et al., 1995), el cual

estáactivadoen CML despuésde habersido estimuladascon Mg II (Ishidaet al., 1995).

Algunosdatosindican quelos intermediariosde reactivosde oxigeno,en concretoel

H2O2, sirven como mensajerosen ¡avíade activaciónde NF-icB (Schrecket al., 1992). De

hecho, antioxidantescomo el PDTC disminuyen la activación de NF-KB y la expresión

génicade MCP-1 y otrosgenesinflamatorios(Collins et al., 1993).
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Investigacionesrecienteshan mostrado que los intermediariosde reactivos de

oxigenotambiénparecenestarimplicados en las señalesde transducciónintracelularde la

Mg II (Puri et al., 1995).Nuestrosdatosmuestranque la inhibición de los efectosde la

Ang II pormediodel PDTCestánen consonanciacon estemecanismo.

1.4.- LA INHIBICION DE LA ECA DISMINUYE LA ACTI’VACION NF-KB EN

VASOS DAÑADOS

Aunqueestudiosprevioshanmostradoque en hámstershiperlipidémicosel inhibidor

de laECA captoprilinhibe la acumulaciónde macrófagosindependientementede la presión

sanguíneay de los lípidos plasmáticos,no se ha propuestoningunaposible explicación

(Kowala et al., 1994). En este trabajo, hemos demostradopor primera vez que la

disminución de monocitos en la neoíntima de conejos hiperlipidémicos tratadoscon

quinapril estáclaramenteasociadaa la reduccióntanto en la activación de NF-KB como en

la expresióndel mRNA y la proteínade MCP-l en laparedarterial (Hernández-Presaet al.,

1997).

Tambiénhemosdemostradopor primeravez la presenciade NF-KB activadoen las

arteriasfemoralesde los conejosmedianteunanuevatécnicade localizaciónin mu. El NF-

KB activado se encontrótanto a nivel de neoíntima como de capamedia, apareciendo

muchomás incrementadoen las femoralesde los animalessin tratamiento.Estosresultados

estánen consonanciacon los estudiosllevadosa cabopor el grupo de Brand, dondese

demuestrala presenciade NF-,cB activadoen lesionesateroscleróticashumanasmediante

técnicasinmunohistoquimicas(Brandet al., 1996).En estaslesionesla actividadNF-KB fue

identificadaen CML, macráfagosy CE. En nuestromodelo identificamosactividadNF-KB

en macrófagosy CML.

Estosresultadosestánde acuerdocon la ideade que la activaciónde NF-icB y la

subsiguienteexpresiónde genesinflamatoriosconducena los eventosquevan adanlugar al

desarrollode la lesión aterosclerótica.La actividadde NF-icB puedeser inducidapor una

amplia variedad de tipos celularesen respuestaal tratamiento con estímuloscomo It- 1,
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TNF-a, stressoxidativo, y LDLox (Grimm et al., 1993). En estatesis, tambiénhemos

demostradoque la Mg II esotro factor quepodría serañadidoa estalista. Cabedestacar

que la actividadNF-xB constitutivaesesencialpara la proliferaciónde cultivos de CML

bovinas(Bellaset al, 1995).

Estudiosrecienteshan demostradoque la inestabilidadde la placa aterosclerótica

estáíntimamenterelacionadacon sucontenidode macrófagos(Morenoel al, 1994). Uno

podríaespecularque durantela aterosclerosistempranaen conejos,la disminuciónde la

producciónde MCP-l y el contenidode macrófagosa nivel neointimal inducido por el

quinapril podríafavorecerla estabilizaciónde la lesión. En estesentido,algunosestudios

realizadosenpacientesa los que selesha suministradoinhibidoresde la ECA han mostrado

una disminucióndelriesgode eventosisquémicosagudos(Yusufetal., 1992).

1.5.- LA DIETA ATEROGENICA POTENCIA LA ACTIVACION DE NF-KB EN

LAS AORTAS NO DANADAS

Una de las respuestasa la dietabipercolesterolémicaesla expresiónde MCP- 1 por

CML (Yu et al., 1992). En conejossometidosa una dieta rica en colesterol,durantelos

primeros10-12diasel endoteliono dañadopareceestarmorfológicamenteintacto, sin que

hayaadherenciade plaquetas(Simionescuetal., 1986).

La hiperlipidemia es uno de los factoresde riesgo más importantespara las

enfermedadescardiovasculares,tanto es así que recientementeseha demostrado,en un

modelo de conejoscon dieta rica en colesterol(Mitani et al., 1996), quela hiperlipidemia

mcrementala actividad de la ECA en vasos sanguíneosexistiendouna estrecharelación

entrela actividadde la ECA tisulary la formaciónde la placa.

Ademásla estimulaciónde CML con LDL in vifro incrementala estabilidaddel

receptorATt (Nichenig et al., 1997). Este hechoesmuy interesanteya que podria estar

relacionadocon la asociaciónentreniveleselevadosde LDL e hipertensiónarterial (Kannel

et al., 1995; Fleschet al., 1994).
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Porotraparte,Liaoy colaboradoreshan mostradoque existeunafuertecorrelación

entre la susceptibilidadde formaciónde la estríagrasaaórticay la activaciónde NF-KB

(Liao et al., 1994).Estos hechosse han confirmado en estudiosrealizadossobreconejos

hipercolesterolémicosdondela administraciónde antioxidantescomo el PDTC redujo la

formaciónde la lesiónneointimal(Kurz et al., 1995).

En este sentido, nuestrosresultadosmuestranque la LDL induceexpresión de

MCP-l atravésde la activaciónde NF-KB en célulasmononuclearesy en CML. Además,el

análisisde las aortasno dañadas,medianteensayosde retardo,mostróunafuerteactivación

de NF-KB debidaúnicamentea la dieta hipercolesterolémica,a los 7 y a los 28 días. El

tratamientocon quinapril redujo dicha actividad en amboscasos. Medianteensayosde

superretardose demuestraque el NF-KB estáformadopor las subunidadesp50 y p65 . Esta

disminución de la actividad NF-KB en las aortas de los animalestratadoscon quinapril

podría ser explicadapor la reducción de la Ang II, generadacomo consecuenciade la

hiperlipidemia.

1.6.-EFECTO DEL QUINAPRIL SOBRE LA EXPRESION DE IL-S

La interleuquina-8(11-8) es un péptido quimiotáctico perteneciente,junto con el

MCP-l, a la familia de las quimioquinas.Hastahacepoco no sehabíadadouna especial

atencióna estepéptido en la aterosclerosis,probablementedebido a que iicialmente fue

ideñtificado como un potentefactor quimiotáctico de neutrófilos,un tipo celular no muy

frecuenteen las lesionesateroscleróticashumanas.

Sin embargo,estudiosrecienteshan mostradoque estaquimioquinaes induciday

producidapor macrófagosespumososen las placasde ateroma(Wang et al., 1996),y que

estáimplicadaen muchosprocesosbiológicos relacionadoscon la aterogénesis.Así, es un

potentefactor quimiotácticoy/o mitogénico de linfocitos 1 (Larsenet al., 1989), de CML

.(Yue et al., 1994) y de CE (Szekaneczet al., 1994),pudiendode estemodo participaren el

engrosamientointimal.
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Todoestosugiereque ]IL-8 podríaestarimplicadaen la migracióny proliferaciónde

CML. contribuyendo,porun lado, a la formaciónde la placaateroscleróticay, porotro, a su

desestabilizacióny rotura a través de sus propiedadesangiogénicas(Szekaneczet al.,

1994).

La activaciónde NF-KB pareceserindispensableparala transcripcióngénicade It-

8, aunquedependiendodel tipo celular, NF-11L6 y AP-1 parecenser también requeridos

(Mukaidaet al., 1994; Muñoz et al., 1996). En estesentido,tras los resultadosobtenidos

sobrelas CML dondela Ang II indujo activaciónNF-KB, estudiamossi la inhibición de la

generaciónde Ang II debidoal tratamientocon quinapril podríadar lugara la normalización

de la expresiónde 11-8en las arteriasfemoralesdañadas.

Nuestrosresultadoshanmostradoque la inducciónde dañoendotelial en la arteria

femoral de los conejosprodujoun aumentoen la expresiónde IL-8 tantoen el modelode 7

como en el de 28 días. El tratamiento con quinapril redujo de forma significativa la

expresióngénicay proteicaen ambosmodelos.

Una hipótesisinteresante,que explicaríaestoshechos,es que el descensode IIL-8

podríaestarrelacionadoconel incrementoen la generaciónde NO comoconsecuenciade la

inhibición de la ECA, ya queseha demostradoqueel NO regulala expresiónde 11-8 por el

bloqueode la activaciónde NF-KB (Mdrew etal., 1995;De-Caterinaet al.; 1995).

1.7.- EXPRESIONDEIL-1f3 Y TNF-a

IIL-133 y TNF-ct soncitoquinasproinflamatoriasquejueganun importantepapel en

el desarrollode la lesión aterosclerótica.Ambascitoquinasjunto con el TGF-~ inhiben la

proliferaciónendotelial e inducenla expresiónde genesde forma indirecta,como el PDGF,

al actuarsobremacrófagos,CML y CE (Ross et al., 1996). Tambiénpuedenregular la

producciónde MCP-l (Libby et al., 1995)y de moléculasde adhesión(Braun et al., 1995)

contribuyendode estaforma a la migracióny adhesiónde monocitos.
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En nuestro modelo experimental(7 y 28 días) ambascitoquinas se encontraban

aumentadasen los animalescon aterosclerosisno tratada.La administraciónde quinapril,

tansolo produjoun ligero descensoen suexpresión,quefue algomásacusadoa los 7 dias.

Los datosaquípresentadossugieren,por tanto, que el sistemarenina-angiotensina,

almenosen las condicionesdenuestroestudio,no esclaveen su regulación.

1.8.-REGULACION DEL PDGF-B Y COLAGENO1 PORQUINAFRIL

1.8.1.-Efectosobrela expresióndePDGF-B

Uno de los principalesfactoresde crecimientoimplicadosen el procesoaterogénico

esel PDGF, quepuedeaparecercomo dosproductosgénicosdistintossegúnsus cadenas

proteicas,PDGF-A y PDGF-B(Raineset al., 1990).En estatesisnoshemoscentradoen el

estudiodel PDGF-B que esun importantefactor mitogénico y quimiotáctico de CML,

implicado en la migraciónde éstashacia la íntima(Uchida et al., 1996)promoviendoasí el

desarrollode la lesión aterosclerótica.Recientementeseha demostradoque el PDGF-B

puede inducir la activación de NF-KB en CML de rata, pudiendoestar implicada esta

activaciónen la proliferaciónde dichascélulas(Obataet al., 1996).

El PDGF-B tambiénesconsideradoun potentefactor quimiotáctico de monocitos,

sobrelos que inducela expresióndel factor tisular, principal iniciador de la cascadade

coagulación(Ernofssonel al., 1996).

Uchiday colaboradores,han demostradoque la expresióndel PDGF-Bseencuentra

incrementadaen arteriasfemoralesdeconejodañadasmediantebalán(Uchida et al., 1996),

alcanzandola máximaexpresiónal cabode 7 diasy manteniéndosehasta21 días.Acorde a

estosresultados,nosplanteamosanalizar la expresióndel niRNA del PDGF-B, mediante

hibridación iii sítu, al cabode 28 dias de haberseproducidoel dañoendotelial.Laexpresión

génica de PDGF-B incrementótanto a nivel neointimalcomo de capamedia respectoa los

animalescontrol. Sin embargo,el tratamientocon quinapril al cabo de 28 días indujo un

fuertedescensode dichaexpresión.Estosresultados,junto con el hechode que el PDGF-B

seaun factor quimiotáctico de monocitosy puedainducir la proliferaciónde las CML vía
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NF-KB, sugeriríanelposibleefectobeneficiosoquepuedentenerlos inhibidoresde laECA

sobrelaprogresióny estabilidaddela lesión.

1.8.2.-Efectosobrela expresióndecolágeno1

El colágenoconstituyela principal proteínade la matriz extracelularde la placa,

representandoel colágenotipo 1 junto conel III el 60% de proteínatotalpresente(Barnes,

1985) y al menosel 90% del colágenototal (Mecham et al., 1987). El colágeno1 se

encuentraconcretamenteen la íntimade lasplacasfibrosas(Rekhteret al., 1993).

En las placasateromatosas,la expresióngénicadel colágeno1 esfocal y aparece

principalmenteen la cápsulafibrosa, proporcionandorigidezy estabilidad(Davies, 1996).

La reducciónde la síntesisde colágeno1, posiblementepormuerte apoptóticade CML

(GengYJ et al., 1995; Bjórkerudel al., 1996),junto con la presenciade macrófagosque

liberan melaloproteinasas,que degradanel colágenoque forma la cápsula, conduce al

debilitamientode ésta,haciéndolamáspropensaa la rotura(Nikkari et al., 1996).

En nuestromodelo experimental,al cabode 7 y 28 díasde haberseproducidoel

dañoendotelial,los animalesno tratadosmostraronun aumentode la expresióndel niRNA

y de suproteínaapareciendoa nivel de neoíntimay de la capamedia.El tratamientocon

quinapril no modificó esteaumento.

El hechodequeel quinapril reduzcala expresiónde quimioquinas(MCP-1 e 11-8)y

el infiltrado de macrófagossin afectarla expresiónde colágeno1, concuerdacon la hipótesis

de quelos iECAspodríanestabilizarlasplacasateroscleróticas.
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2.- EFECTO DE LA INHIBICION DE LA HMG-CoA REDUCTASA EN

UN MODELO DE HIPÉRLIPIDEMIA MIXTA

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

FORMACION NEOINTIMAL

Los fármacoshipolipemiantesreducenla incidenciade eventosisquémicos(Brown

et al., 1996), en particular, los inhibidoresdel enzimaHMG-CoA reductasadisminuyenla

mortalidadtotal y cardiovascular,tanto en prevención secundaria(The 45 investigators,

1994)como en primaria (Shepherdet al., 1995). Estosefectosno son explicablespor la

escasareducciónen la progresiónde las lesionesateroscleróticasque consiguen(Brown et

al., 1996)y sehanatribuido aunaposibleacciónestabilizadorade la placa.

El tratamiento hipolipemiante intensivo depleciona estas placas de ésteresde

colesterol,reduciendosu tamañoy ofreciendouna imagen de ligera regresiónangiográfica

en un l0%-20%. En estesentido,el tratamientocon atorvastatina,un nuevoinhibidor de la

HtvIG-CoA reductasa,indujo una reducción significativa del tamaño de la lesión en un

modelode hiperlipidemiamixta en conejos.

Sin embargo,las estatinasconsiguenunareducciónde la incidenciade trombosisde

placamucho mayor(unas10 veces)(Brown et al., 1990),que no puedeexplicarsepor las

modestasregresionesobservadas.La disminución del númerode macrófagos,inducidapor

el tratamientoen nuestromodelo, podría aportaruna explicaciónalternativaa los efectos

beneficiososencontradosen los ensayosclínicos.
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2.2.- LA INUIIJICION DE LA HMG-COA REDUCTASA: ¿VENTAJAS MAS

ALLA DE LA REDUCCION DEL COLESTEROL?. EL PAPEL DE LOS

ISOPRENOIDES

Aunquelos resultadosbeneficiososde los inhibidores de la HMG-CoA reductasa

puedenser explicadosa travésde su acción hipolipemiante,ciertosdatos sugierenque

ademáspodríantenerun efectodirecto sobrela paredarterial.Dehecho,los inhibidoresde

la HMG-CoA reductasao estatinas,han sido beneficiososen una variedadde modelosde

daño vascularo renal en la ausenciade efectossignificativos sobre el colesterol sérico

(Bandohet al., 1996;Guijarroel al., 1996).

Recientemente,se ha mostrado que la inhibición de la HMG-CoA reductasa

mediantepravastatinaesta asociadacon una reducción en episodiosde rechazoagudo

cardiacoo renalen receptorestransplantados(Katznelsonet al., 1995; Kobaslúgawaet al.,

1995).

Lasestatinasejercensu accióndirectaen unpasotempranoen la ruta de biosíntesis

delcolesterol:la conversióndel 3-hidroxi-3-metil-glutarilcoenzimaA en ácidomevalónico

(Goldsteinet al., 1990).El metabolismodelmevalonatoproduceuna seriede intermediados

isoprenoides,incluyendo el farnesil, el geranilgeranil,y el dolicol. Los isoprenoidesson

necesariosparala proliferacióncelular y otrasfimcionescelularesimportantes.La potencia

del efecto de las estatinasa nivel de la paredvasculardependeríade su afinidad por el

enzimay de su capacidadpara penetraren las células de la paredvascular(Bocan et al.,

1992),siendomayoren las máslipofilicas (Bocanet al., 1992;Sliskovicet al., 1992).

Estoshechosinducen a pensarque la reducción de isoprenoidespodría explicar

algunosde los efectosbeneficiososde los inhibidoresde la HMG-CoA reductasa,como la

inhibición de la proliferación de las CML (Massy et al., 1996). Esta hipótesisestá de

acuerdocon el trabajode Somay colaboradores(Somaet al., 1993)quienesmuestranque

lovastatinapuede reducir la formaciónneointimal en un 33% en un modelo de conejos

normocolesterolémicos.Por otro lado, estudiosprevioshan demostradola mayor eficacia

de atorvastatinaen reducirel tamañode las lesionesateromatosasfrente a otrasestatinas

menos lipofihicas, a pesar de conseguirsimilares reduccionesde colesterol plasmático

(Bocanet al., 1994).
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2.3.- LA INHIBICION DE LA HMG-COA REDUCTASA ANUILA LA

INFILTRACION DE MACROFÁGOS EN LA LESION Y REDUCE LA

EXPRESION DE MCI>-1

La mayoríade las trombosisde las lesionesateroscleróticasvan precedidasde una

fisura en las mismasqueponeen contactosunúcleolipídico con la sangre(Fusteret al.,

1992; Fernández-Ortizet al., 1994). En general, suelen ser placas que ocasionansólo

estenosisleveso moderadaspero con un alto contenidolipídico. En su rotura juegaun

papelimportantela reaccióninflamatoriay sehademostradola presenciademacrófagosen

la proximidadde las zonasfisuradasen placascomplicadasprocedentesde pacientescon

síndromescoronariosagudos(vanderWal et al., 1994;MorenoS al., 1994). Estascélulas

son capacesde liberar enzimas proteoliticas que degradanla cápsula de la lesión

aterosclerótica,debilitándolay facilitandosurotura(Hemxeyel al., 1991;(ialis et al., 1994).

La presenciade macrófagosen la lesión esfavorecidapor factoresquimiotácticos

talescomoLDLox y MCP-l. En estesentido,atorvastatinano sólo reducela generaciónde

LDLox sino tambiénla síntesisde MCP-1. Nuestrosresultadosmuestranque el tratamiento

con atorvastatinareduceel MCP-1 y elimina la infiltración de macrófagosen la lesión

ateroscleróticay estopodríaayudara explicar el efecto estabilizadorde las estatinas.Hay

que destacarqueel tratamientocon atorvastatinano comenzóal inicio del experimentosino

tras 4 semanasde dieta hiperlipémica, intentando imitar así las condiciones de la

aterosclerosishumana,dondelas estatinasseutilizan, en la mayoríade los casos,una vez

quela aterogénesisha comenzado.

Sin embargo,pese a la ausenciade macrófagosen las lesiones de los conejos

tratadoscon atorvastatina,laexpresiónde MCP- 1 no fue completamenteanulada, lo que

sugiereque el fármacopodríamodularmecanismosadicionalesimplicadosen la infiltración

a nivel neointimal, talescomo la expresiónde moléculasde adhesióny otrasquiniloquinas.

En este sentido, se ha visto que la hipercolesterolemiapuedeinducir la expresiónde

moléculasde adhesiónvascular(Li et al., 1993).

El mecanismode reducciónen la expresiónde MCP- 1 a nivel vascularno puedeser

dilucidadocon los datospresentadosen estatesis,ya queno podemosexcluir la posibilidad

de que atorvastatinatambiéntengaun efecto directo sobrelas lesionesateroscleróticas.En
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estesentido,estudiosin vitro realizadospor nuestrogrupo mdican que la inducciónde

MCP-l en las CML y monocitospor factoresque estánsobreexpresadosen la lesión

vascular(Ang II, IL-l y TNF-ct), puedeser reducidamedianteel pretratamientode las

célulasconatorvastatina(Ortegoet al., enviado),excluyendoasí la posibilidadde acciones

mediadasporla reduccióndelcolesterolsérico.

También se demuestraen estetrabajo que la Mg II, IL-l y TNF-ct inducenla

activación de NF-KB en CML y que el bloqueode estaactivacióninhibe la expresiónde

MCP-l. Puesto que atorvastatina modula el NF-KB inducido por estos factores,

posiblementeinhibe la expresiónde MCP-l a travésde estemecanismo.Estosresultados

sugierenquepartede los efectosencontradosin vivo porel tratamientocon atorvastatina

podríanserdebidosa un efectodirectodel firmacosobrelas placasateroscleróticas.

Estahipótesis,esquematizadaen la figura 51, explicaría los mecanismoscelulares

porlos queel tratamientocon unaestatina,en estecasoatorvastatina,induceunareducción

delnúmerode macrófagospresentesen la placade ateroma.
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2.4.- ATORVASTATINA REDUCE LA ACTIVACION NF-KB EN AORTA,

HIGADO Y ARTERIA FEMORAL

Ya que el incrementodelípidosplasmáticospuedeinducir la expresiónde MCP-l a

través de la activación de NF-KB (Liao et al., 1994), la disminución de los lípidos

plasmáticosproducidapor el tratamientocon atorvastatinapodría tambiénfavorecerla

reducciónde la activacióndeNF-KB y la expresiónde MCP-1.

Los resultadospresentados,quemuestranunadisminuciónde la actividadNF-KB en

aortae hígadodeconejoscon hiperlipidemiay tratadoscon atorvastatinapodríanreforzar

estahipótesisyaqueestostejidossolo estuvieronexpuestosal aumentode lípidossin existir

dañolocal. Esteefectopareceespecificosobreel NF-KB, ya quela activaciónde AP-l, otro

factor de transcripción comúnmenteincrementado durante la inflamación y también

relacionadoal dañovascular(Miano et al., 1993),no sevió modificadaporel tratamiento.

Además de la reducciónimportantede la LDL plasmática,atorvastatinatambién

produjo una disminución significativa del nivel de triglicéridos. Estudios recienteshan

mostradounacorrelaciónde niveleselevadosen plasmacon un mayorriesgode trombosis,

atribuido al incrementodel complejodel factor VII por lipoproteinasricas en triglicéridos

(Gotto et al., 1995).

Porotro lado, en las arteriasfemoralesdañadasanalizamosla presenciade NF-cfl

activado mediantesu localización in sflu. Los animalessin tratamientopresentaronun

mayor incremento de NF-KB activado que aquellos tratados con atorvatastina,

localizándosedichaactivaciónen la íntima y la media.En las arteriassanasno se detectó

actividadNF-KB.

En conclusión,la disminuciónde estefactor nuclearpodríareducir la expresiónde

muchosgenesinflamatoriosimplicados en el procesoaterosclerótico.Nuestrosresultados

proporcionanunaexplicaciónpotencialal efectobeneficiosode los inhibidoresde la HIvIG-

CoA reductasaen la reducciónde eventosisquémicosobservadaen enfermostratadoscon

estosfármacosen estudiosclínicos.
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L- LA ANG fi 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 aterosclerosisfocal inducido en conejos mediantedieta rica en

colesteroly daño endotelial por nitrógeno,hemosobservadoque el inhibidor de la ECA

quinapril inhibe laECA séricaen un 70%mientrasquela vascularesreducidaen un40%en

la fase temprana(7 dias) y en un 50% en la faseavanzada(28 dias). Sin embargo,estas

inhibicionesno parecensuficientespuestoque a pesarde observaruna disminuciónen la

lesión,éstano fue significativa.

2.- La expresiónde algunosfactoresinflamatorios(MCP-l, IL-8 y PDGF-B) relacionados

con el reclutamientode monocitosy CML, estáincrementadaa nivel vascular,coincidiendo

estehechocon un aumentode la actividaddel factor nuclearque los regula,el NF-xB, y

con una elevacióndel infiltrado de macrófagosen la lesión.La administraciónde quinapril

reducetodosestoseventos.

Medianteestudiosin vitro demostramosquela Ang II induceactivaciónNF-xB y la

expresiónde MCP-l en monocitosy CML, sugiriendoquela inhibicirin de la generaciónde

Mg II debidoal tratamientocon quinapril pareceestarasociadaala c isminuciónobservada

del infiltrado de macrofagosy a la reducciónde la actividad NF-KB vasculary de los

factoresqueregula (MCP-l, ]TL-8 y PDGF-B).

3.- La expresiónde colágeno1, factor asociadoa la estabilidadde la placa, se encuentra

incrementadatanto en la fase temprana(7 días) como en la más avanzada(28 días). El

tratamientocon quinapril no modificasu expresión(génicay proteica).

Estos resultadoscontribuirían a la disminución del riesgo de rotura de la placa

ateroscleróticaal conferiríaunamayor estabilidad.
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fi.- 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 aterosclerosisaceleradasimilar al anterior, la administración del

inhibidor delaHMG-CoA reductasaatorvastatinareducede formasignificativael colesterol

total, LDL y triglicéridosy la formaciónneointimal.

5.- Las LDL inducenexpresióndeMCP-l y activación de NF-KB en monocitosy CML.

Esto hacepensarque el colesterolpuedeserresponsabledel incrementode actividadNF-

KB observadoen la aorta e hígado de los animalesno tratados.La administración de

atorvastatinano sólo reduce la actividad NF-KB en las lesiones (30% vs 60%) en

macrófagosy CML, sino que tambiéndisminuyesignificativamentela expresiónde MCP-l

en la neointimay en lacapamedia,ademásdeanularel infiltradodemacrófagosen la lesión

6.- Estosresultadossugierenque probablementela reduccióndel colesterolsea la principal

responsablede los efectosvistos en nuestromodelo, aunqueno debemosdescartarque

atorvastatina,ademásde su acciónhipolipemiante,pudieratenerun efectodirecto sobrela

lesión.

En resumen,en dos modelosde aterosclerosisexperimentalhemosdemostradola

participaciónde factoresquimiotácticosen el infiltrado de células inflamatorias.Asimismo,

hemosobservadoquela activacióndel factorde transcripciónNF-KB puedeestarimplicado

en muchos de los procesosque conducena la desestabilizacióny rotura de la placa

ateroscleróticaque dan lugar a los eventosisquémicosmásgraves. La administraciónde

quinapril y de atorvastatinareducenestos riesgos, aportandonuwas expectativasde

abordajeen la patogeniade la aterosclerosis.
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