NEFROLOGIA. Vol. XXII. Suplemento 5. 2002

QO

Papel del inhibidor del ciclo celular p27
durante el remodelado vascular

V. Andrés y A. Diez-Juan

Laboratorio de Biologia Vascular. Instituto de Biomedicina de Valencia. Consejo Superior de Investigaciones Cientificas. Valencia.

RESUMEN

Las células de la pared arterial presentan normal-
mente una tasa de proliferacién celular muy redu-
cida. Sin embargo, la hiperplasia de células vascu-
lares es una caracteristica del remodelado vascular
inducido por diversos estimulos fisiopatolégicos (por
ejemplo, neovascularizacion, arteriosclerosis y re-es-
tenosis post-angioplastia). El avance en el conoci-
miento de los mecanismos moleculares que contro-
lan el crecimiento celular en la pared vascular puede
facilitar el desarrollo de terapias anti-proliferativas
para el tratamiento de la patologia vascular obs-
tructiva. En esta revision se discuten estudios re-
cientes que demuestran el papel de la proteina su-
presora de crecimiento p27 durante el remodelado
vascular.

INTRODUCCION

La arteriosclerosis y las enfermedades cardiovas-
culares asociadas (por ejemplo, infarto de miocardio
e infarto cerebral) ocupan el primer lugar entre las
causas de mortalidad y morbilidad en paises indus-
trializados, siendo su prevalencia significativamente
superior en pacientes con insuficiencia renal grave
en comparacion con la poblacién general. Se acep-
ta que la arteriosclerosis es un complejo proceso in-
flamatorio de naturaleza multifactorial en el que in-
tervienen varios tipos celulares'. Diversos factores de
riesgo cardiovascular —genéticos y modificables—
desencadenan un proceso de disfuncién endotelial
que determina la adhesion de leucocitos a la pared
arterial y su proliferacion. Estas células liberan cito-
quinas que provocan una respuesta proliferativa y
migratoria del miocito liso vascular (MLV) de la ta-
nica media. Ademas, el MLV «activado» produce
gran cantidad de componentes de la matriz extra-
celular que se acumulan en la placa ateromatosa.
En la fase aguda de la enfermedad, la ruptura del
ateroma vy los procesos tromboticos ocasionan acci-
dentes isquémicos agudos?.

Si bien la derivacién ortocoronaria y la angio-
plastia resultan inicialmente muy eficientes para la

revascularizacion de tejidos isquémicos, su eficacia
a largo plazo se ve comprometida en un ndmero
elevado de pacientes. Asi, el 25-40% de los pa-
cientes que se someten a angioplastia sufren la re-
oclusion (re-estenosis) de la arteria afectada, tipica-
mente en un plazo de 2 a 12 meses'. Se acepta que
la proliferacion celular excesiva en la pared arterial
es un factor importante en la re-estenosis post-an-
gioplastia y durante la oclusion arterial en pacientes
sometidos a derivacion ortocoronaria' 3.

La proliferacién celular en organismos eucariotas
requiere la actividad de holoenzimas constituidos
por una subunidad catalitica, denominada quinasa
dependiente de ciclina (CDK, cyclin-dependent ki-
nase), y una subunidad reguladora denominada ci-
clina®. Durante las diferentes fases del ciclo celular
se fosforilan substratos celulares gracias a la activa-
cion coordinada de diversos complejos CDK/ciclina.
La actividad de los holoenzimas CDK/ciclina se in-
hibe por medio de su interacciéon con proteinas de
la familia CKI, las cuales se clasifican en las subfa-
milias CIP/KIP (p21, p27 y p57) e INK4 (p15, p16,
p18, p19)*. El balance neto entre los niveles de
CDKs, ciclinas y CKls constituye un importante me-
canismo de control del ciclo celular.

p27 Y NEOVASCULARIZACION

La formacién de nuevos vasos sanguineos (neo-
vascularizacion) juega un papel clave durante di-
versos procesos fisiolégicos y patolégicos. Diversos
estudios han demostrado la presencia de microvasos
en la placa de ateroma humano’?3, observandose
una neovascularizaciéon mas prevalente en la neoin-
tima de arterias con mayor grado de estenosis y
mayor incidencia de rotura del ateroma®. Zhang y
cols. observaron la ausencia de microvasos en el
97% de ateromas coronarios humanos con una re-
lacion intima/media inferior a 0,54, mientras que el
98% de las arterias con intima/media superior a 0,54
mostraron neovascularizacion®. Utilizando un mo-
delo de arteriosclerosis experimental, Moulton y
cols.’® han demostrado que la administracion de in-
hibidores del proceso de neovascularizacion (en-

17



V. ANDRES y A. DIEZ-JUAN

dostatina y TNP-470) reduce significativamente el ta-
mano del ateroma. Estos estudios sugieren que la
neovascularizaciéon de la placa ateromatosa puede
jugar un papel determinante durante la patologia de
arteriosclerosis.

La neovascularizacion requiere el remodelado de
la matriz extracelular y la proliferacién y migracion
de células endoteliales. Estudios recientes de nuestro
laboratorio sugieren que la CKI p27 es un inhibidor
del proceso de neovascularizacion!. Mediante la uti-
lizacion de vectores adenovirales, demostramos que
la sobreexpresion inducible de p27 inhibe significa-
tivamente la proliferaciéon y migracion de células en-
doteliales de cordén umbilical humano en cultivo.
Ademads, la capacidad de estas células para formar
estructuras tubulares sobre Matrigel disminuye en
presencia de niveles elevados de p27. De acuerdo
con estos resultados, la sobreexpresion inducible de
p27 inhibié la recuperacion del flujo sanguineo vy la
formacion de neocapilares en un modelo murino de
isquemia quirdrgica.

p27 Y RE-ESTENOSIS

Se ha demostrado que el remodelado vascular en
arterias sometidas a angioplastia se caracteriza por
una fase inicial de proliferacion del MLV, seguida del
re-establecimiento del fenotipo quiescente en un
plazo de tiempo variable, dependiendo del modelo
animal (tipicamente 2-4 semanas). Estudios recientes
sugieren que p27 contribuye a este bloqueo prolife-
rativo: 1) cultivos de MLVs quiescentes muestran un
gran aumento de los niveles de p27 unida a CDK2,
fendbmeno que se asocia con la inhibicién de la ac-
tividad CDK2, represion transcripcional del promotor
de ciclina A e inhibicién de la proliferacion celu-
lar'213; 2) el retorno al estado quiescente del MLV
en fases posteriores del remodelado vascular post-an-
gioplastia se asocia con la induccién de p27, feno-
meno que puede contribuir al cese de proliferacion
en estas células' . De acuerdo con esta hipdtesis,
la terapia génica basada en la sobre-expresion de p27
mediante adenovirus recombinantes reduce el desa-
rrollo de la lesion neointima en diversos modelos de
angioplastia experimental'>'>. Lamphere y cols., han
demostrado recientemente que proteinas quiméricas
p27-p16 muestran una mayor actividad antiprolifera-
tiva en comparacioén con p27 y p16, sugiriendo su
mayor eficacia en abordajes de terapia génica para
el tratamiento de re-estenosis'®.

El factor de crecimiento fibrobastico basico
(bFGF) juega un papel clave en la proliferacion ini-
cial del MLV de la tinica media en las fases tem-
pranas post-angioplastia'”'?. Por el contrario, el tra-
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tamiento con anticuerpos que neutralizan la accién
de bFGF no inhibe la proliferaciéon del MLV de la
lesion neointima que se desarrolla en fases poste-
riores?, y la infusiéon con bFGF sélo aumenta lige-
ramente la proliferacion de MLVs presentes en la le-
sion'7:19. Esta respuesta proliferativa atenuada del
MLV de la lesion ocurre a pesar de la activacién ro-
busta de la via de sefializacion de MAPK y de la in-
ducciéon de reguladores positivos del ciclo celular
(por ejemplo, ciclina D, ciclina E, CDK2 y CDK4)'.
La respuesta diferencial del MLV de la media y de
la lesion se correlaciona con diferencias en los ni-
veles de p27, de modo que su expresion es muy ele-
vada en MLVs aislados a partir de lesion neointima
en comparacion con MLVs de la tdnica media'.
Ademas, la infusion de bFGF no reduce la expresion
de p27 en arterias con lesiones establecidas'.

p27 y ARTERIOSCLEROSIS

La proliferacion celular en la pared arterial se ha
observado en todas las fases de desarrollo de la le-
sion arteriosclerdtica’ 2!, si bien estudios con cone-
jos hiperlipidémicos han demostrado una correla-
cion inversa entre el tamano de la lesion y el indice
de proliferacion arterial?2-24. Estos estudios sugieren
que la respuesta proliferativa en la pared arterial
ocurre fundamentalmente durante las fases iniciales
del proceso aterogénico. Tanner y cols.'* han suge-
rido la existencia de una correlacién inversa entre
los niveles de p27 vy la tasa de proliferacion del MLV
en ateroma humano. lhling y cols.?> también obser-
varon expresion de p27 en lesiones ateromatosas hu-
manas, sugiriendo que p27 puede jugar un papel im-
portante en el efecto antiproliferativo del TGF-f; en
la placa arteriosclerdtica.

Los estudios anteriores sugieren la importancia de
p27 en la regulacién de la proliferacion celular en
el ateroma. Estudios recientes de nuestro laboratorio
demuestran una relacién causa-efecto entre p27 y la
arteriosclerosis inducida por dieta hipercolesterole-
miante?®. Utilizamos en nuestro estudio ratones de-
ficientes en p27, los cuales presentan un aumento
de proliferacion celular asociado con gigantismo e
hiperplasia de diversos 6rganos?”?°. Teniendo en
cuenta que el ratén es poco susceptible al desarro-
[lo de ateromas??, cruzamos ratones deficientes en
p27 y ratones deficientes en apolipoproteina E (apoE)
para obtener animales con diferentes dotaciones de
p27 en un entorno de predisposicion al desarrollo
de ateromas. Estudios previos han demostrado que
la ausencia de apoE en el ratén induce hipercoles-
terolemia y arteriosclerosis espontanea, proceso que
se acelera con una dieta aterogénica®’. Los anima-
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les carentes de p27 y con una dotaciéon normal de
apoE (apoE+/+p27-/-) no desarrollaron hipercoleste-
rolemia y no mostraron ateromas. Por el contrario,
los tres grupos de ratones apoE-/- desarrollaron una
hipercolesterolemia severa, que no se vio afectada
por la dotacién de p27. En concordancia con nu-
merosos estudios previos, la ausencia de apoE pro-
voco la aparicion de ateromas, principalmente en el
cayado de la aorta. Los ratones apoE-/- con uno o
dos alelos de p27 inactivados (apoE-/-p27+/- y apoE-
/-p27-/-, respectivamente) mostraron un aumento
progresivo en la severidad del proceso aterogénico.
En conjunto, estos estudios sugieren que el desen-
cadenante de la arteriosclerosis es la hipercolestero-
lemia, lograda en este modelo animal mediante la
inactivacion de apoE, y no la ausencia de p27. Asi,
los ratones apoE+/+p27-/- alimentados con la dieta
aterogénica mantienen niveles normales de coleste-
rol y no desarrollan arteriosclerosis. Sin embargo, la
inactivacion total de p27 en ratones hiperlipidémi-
cos acelera significativamente el proceso aterogéni-
co, observandose un fenotipo intermedio en ratones
con un Unico alelo de p27 inactivo. Por medio de
técnicas de inmunohistoquimica comprobamos que
el aumento de arteriosclerosis en los ratones apoE-
/-p27-/- se asocia con un incremento en la tasa de
proliferacion de macrégafos y MLVs. Estos estudios
demuestran una relacién causal entre el descenso en
el nivel de expresion de p27 y el desarrollo de la
placa de ateroma. Estudios futuros deberan investi-
gar la pauta de expresion temporal y espacial de p27
en diferentes fases del desarrollo del ateroma, tanto
en modelos de arteriosclerosis experimental como
en tejido arterial humano.
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