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RESUMEN

La aterosclerosis es un trastorno crénico de la pared del vaso caracterizado
por la acumulacion de macrofagos, la proliferacion de células musculares lisas
y la elaboracion de matriz extracelular en la intima. Se ha observado que una
funcion deficiente de la via L-arginina-6xido nitrico (NO)-GMPc o bien un ex-
ceso de endotelina-1 (ET-1) es responsable, al menos en parte, de la disfuncién
endotelial asociada a la arteriosclerosis. Esta disfuncion del endotelio constitu-
ye una de las primeras etapas del desarrollo de la aterosclerosis. En los ultimos
anos se han empleado con éxito los inhibidores del enzima 3-hidroxi-3-metil-
glutaril coenzima A (HMG-CoA) reductasa (estatinas) en el tratamiento de las
dislipemias y la aterosclerosis. Estos farmacos reducen los niveles de colesterol
a través de la inhibicion de la sintesis de mevalonato, el precursor de los este-
roles en la célula. Estudios clinicos recientes han sugerido la idea de que, ade-
mas de su papel como agentes hipocolesterolemiantes, las estatinas pueden me-
jorar la funcién endotelial por mecanismos adicionales. Basandonos en estas
observaciones, hemos estudiado el efecto potencial de las estatinas sobre la ex-
presion de los factores vasoactivos ET-1 y NO en células endoteliales de aorta
bovina (CEAB). Nuestros resultados demuestran que la Atorvastatina y la Sim-
vastatina reducen significativamente la sintesis de ET-1 y la expresion de su pre-
cursor, la pre-proET-1. Asimismo, el efecto inhibidor de la expresion del RNAm
de la pre-proET-1 persiste en la presencia de concentraciones proaterogénicas
de lipoproteinas de baja densidad oxidadas (LDLox). Aunque estos farmacos por
si mismos no modifican significativamente la expresioén de la NO sintasa en-
dotelial, son capaces de reducir claramente la inhibicion de la expresion pro-
vocada por las LDLox en CEAB. Por lo tanto, las estatinas podrian modular el
tono vascular a través de la modificacion de la expresion de factores endote-
liales vasoactivos.

Palabras clave: Estatinas, endotelina, oxido nitrico, HMG-CoA reductasa, en-
dotelio.
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ENDOTHELIAL DYSFUNCTION IN ATHEROSCLEROSIS:
PROTECTIVE ROLE OF STATINS

SUMMARY

Atherosclerosis is a chronic disease of the vascular wall characterized by ma-
crophage accumulation, vascular smooth muscle cell proliferation and extracellu-
lar matrix intimal formation. A deficient function in the L-arginine-nitric oxide
(NO)-cGMP pathway or an excess of endothelin-1 (ET-1) have been related with
the endothelial dysfunction associated to arteriosclerosis. This derangement is one
of the first steps in the atherogenetic process. Inhibitors of 3-hydroxi-3-methyl-
glutaryl CoA reductase (statins) have been succesfully employed in the treatment
of dyslipidemia and atherosclerosis. These drugs reduce cholesterol levels by in-
hibiting mevalonate synthesis, a precursor step in the sterol biosynthetic pathway.
Recent clinical studies have reported that, aside from their cholesterol lowering
action, statins may ameliorate endothelial function by additional mechanisms.
Based on these observations, we have studied the potential effect of statins on the
expression of the endothelial vasoactive factors, ET-1 and NO in bovine aortic en-
dothelial cells (BAEC). Our results show that Atorvastatin and Simvastatin signifi-
cantly reduce the synthesis of ET-1 and the expression of the pre-proET-1 mRNA.
This effect is also evident in the presence of proatherogenic concentrations of oxi-
dized low density lipoproteins (oxLDLs). Although no significant modification of
endothelial NO synthase levels was observed in the presence of these drugs alone,
they clearly reduced oxLDL-mediated inhibition in BAEC. Thus, statins may con-
tribute to the regulation of vascular tone by modifying the expression of endot-

helial vasoactive factors.

Key words: Statins, endothelin, nitric oxide, HMG-CoA reductase, endothelium.

INTRODUCCION

En los Gltimos 15-20 afos se ha demostrado que el
endotelio juega un papel importante en la regulacion
del tono vascular y, por tanto, de la presion sanguinea.
Dicha capacidad se basa en el control paracrino ejer-
cido por las células endoteliales sobre la capa de cé-
lulas musculares lisas adyacentes, mediante la secre-
cién de factores vasoactivos. Entre éstos destaca la en-
dotelina-1 (ET-1), que es un potente péptido vasocons-
trictor, y el 6xido nitrico (NO) y la prostaciclina (PGl,)
que producen vasodilatacion. Probablemente, la libe-
racion basal de NO sea la encargada de mantener un
tono vasodilatador en condiciones normales. La NO
sintasa endotelial es la responsable de catalizar la trans-
formacion de L-arginina a L-citrulina y NO. Dicho en-
zima presenta un modelo de regulacién complejo, tanto
a nivel transcripcional como post-traduccional (ver tra-
bajo de Feron y Michel en este mismo niimero).

En la aterosclerosis, se ha observado una funcién
deficiente de la via L-arginina-NO-cGMP o bien un
exceso de ET-1, explicando, al menos en parte, la
disfuncion endotelial presente en los vasos ateros-
cleréticos.

Se ha atribuido un papel preponderante en el ini-
cio y progresion del proceso aterogénico a las lipo-
proteinas de baja densidad oxidadas (LDLox). Estas
actGan produciendo dafio endotelial directamente,
aumentando la adherencia y migracion al espacio
subendotelial de monocitos y linfocitos T y estimu-
lando la diferenciaciéon y activacion de macréfagos.

Desde hace algunos afios, se ha introducido una
nueva clase de farmacos en el tratamiento de la ate-
rosclerosis, los inhibidores del enzima 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) reductasa, mas
conocidos como estatinas. La HMG-CoA reductasa
es el enzima limitante de la sintesis de colesterol en
el higado. Su inhibicién provoca una reduccién de
los niveles de colesterol y de LDL plasmaticos y una
menor susceptibilidad de las LDL a ser oxidadas, lo
cual se traduce en el tratamiento beneficioso de la
hiperlipidemia y la enfermedad coronaria y en la
prevencion de la formaciéon de nueva placa de ate-
roma.

Estudios clinicos recientes han sugerido la idea de
que, ademas de su papel como agentes hipo-
colesterolemiantes, las estatinas pueden mejorar la
funcién endotelial por mecanismos adicionales. Este
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concepto ha surgido de la observacion de que los
efectos beneficiosos derivados del tratamiento con
estos farmacos se manifiestan mucho antes de que
pueda observarse algtin efecto en la regresion de las
placas ateromatosas. Sin embargo, aln no se cono-
ce bien la base fisiologica de dichas observaciones.

BREVE RECORRIDO POR LA ATEROSCLEROSIS:
DE LA HIPERCOLESTEROLEMIA A LA
FORMACION DE LA PLACA DE ATEROMA

La aterosclerosis es la causa mas frecuente de mor-
bilidad y mortalidad en los paises occidentales. Los
niveles elevados de colesterol sérico o hipercoleste-
rolemia, y mas especificamente de colesterol de la
fraccion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL),
constituyen uno de los principales factores de ries-
go de desarrollo del proceso aterogénico. Estas li-
poproteinas son captadas por el endotelio, donde
pueden ser modificadas quimicamente, dando lugar
a las LDL oxidadas (LDLox). Una vez formadas, las
LDLox pueden danar directamente el endotelio pro-
duciendo disfuncion endotelial. Las LDLox alteran la
membrana celular y pueden modificar su permeabi-
lidad, facilitando asi la entrada pasiva de particulas
lipoprotéicas en la intima de la arteria. Uno de los
parametros asociados con la disfuncién de la célu-
la endotelial es el aumento de la adherencia y mi-
gracion al espacio subendotelial de los monocitos y
linfocitos T. Este se produce como consecuencia de
la expresion en el endotelio de moléculas especifi-
cas de adhesiéon como la selectina E, la molécula de
adhesion intracelular-1 (ICAM-1) y la molécula de
adhesion de la célula vascular (VCAM-1), y de pro-
tefnas quimiotacticas como la proteina quimiotacti-
ca de monocitos-1 (MCP-1) y el factor estimulante
de colonias de macrofagos (M-CSF)'. Una vez que
los monocitos y los linfocitos T alcanzan la intima,
las LDLox de origen endotelial y otras sustancias aso-
ciadas con la aterogénesis van a participar en la
transformacion del monocito a macréfago y su ulte-
rior activacion. La captacién de LDLox por los ma-
crofagos no esta regulada por el nivel intracelular de
colesterol, lo que permite la acumulacion excesiva
de colesterol esterificado en vesiculas lipidicas que
se depositan en el citoplasma y que confieren al ma-
crofago el aspecto de célula espumosa. La presen-
cia masiva de células espumosas en la intima cons-
tituye la primera lesion morfolégicamente visible, la
estria grasa. Los macréfagos activados y las células
espumosas van a liberar una gran variedad de mo-
[éculas: mitégenos como el factor de crecimiento de-
rivado de las plaquetas (PDGF) y el factor de creci-
miento de fibroblastos basico (bFGF), citocinas como
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el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) y la inter-
leucina-1 (IL-1) y sustancias quimiotacticas como M-
CSF y MCP-1. Estas moléculas inducen el recluta-
miento de nuevos monocitos y linfocitos y la mi-
gracion de células del musculo liso de la media
hacia la intima vascular, donde estimulan su proli-
feracion, la sintesis de tejido conectivo y la libera-
cion de factores de crecimiento y mediadores de in-
flamacion. Asimismo, los macrofagos activados libe-
ran especies reactivas derivadas del oxigeno como
H,0, y O,, con gran capacidad para oxidar las LDL
del vaso. En la lesion aterosclerética temprana, los
factores liberados por el endotelio, el muisculo liso
y las células espumosas van a actuar de forma au-
tocrina y paracrina, provocando una amplificacion
en cascada de los fenémenos descritos hasta este
momento.

Debido a la acumulacion elevada de macréfagos
en la intima del vaso, el endotelio sufre una distor-
sion mecanica, que se acompana de la lesién qui-
mica producida por los lipidos oxidados, los radi-
cales libres del oxigeno y las proteasas liberadas por
los macréfagos. De este modo, los macréfagos pue-
den erosionar la superficie endotelial, causando mi-
croulceraciones. La lesion del endotelio permite a
las plaquetas adherirse a la pared arterial, liberando
nuevos mitdgenos y citocinas que contribuyen a la
migracion y proliferacion del musculo liso. Final-
mente, la estria grasa se transforma en una placa fi-
brosa que irrumpe en el interior del vaso y que, en
funciéon del grado de desarrollo que ésta alcance, li-
mitara en menor o mayor grado el flujo sanguineo.
La degeneracion necrética de la placa ateromatosa,
debida a la acumulacién de lipidos y residuos de
células muertas en un estadio mas avanzado de la
patologia, favorece la trombosis caracteristica de las
placas complejas.

En resumen, la hipercolesterolemia induce disfun-
cion endotelial y ésta, a su vez, va a suponer el co-
mienzo del proceso aterogénico. Sin embargo, que-
dan adn por definir los mecanismos especificos de
dafio endotelial. A continuacién se describe el papel
del endotelio como principal regulador del tono vas-
cular para después analizar las anomalias de esta
funcion asociadas con la aterosclerosis.

EL ENDOTELIO COMO REGULADOR DEL
TONO VASCULAR

El endotelio vascular no es simplemente una ba-
rrera fisica que separa la sangre de la pared vascu-
lar. Ademas, contribuye de forma esencial a la ac-
cion antitrombética y antifibrinolitica, puede con-
trolar la proliferacion vascular, actuar en la vigilan-
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cia inmunitaria y regular el tono y la reactividad vas-
cular. Esta multiplicidad de acciones determina que
las repercusiones fisiopatoldgicas derivadas de la dis-
funciéon del endotelio sean también variadas, parti-
cipando en la patogénesis de diversas enfermedades
vasculares como la hipertension arterial y la arte-
riosclerosis.

Las células endoteliales sintetizan diversas sustan-
cias vasoactivas de accién paracrina que regulan el
tono de las células musculares lisas subyacentes.
Estos factores endoteliales pueden ejercer efectos va-
sodilatadores, como el NO, la PGl, y el factor hi-
perpolarizante derivado del endotelio, o vasocons-
trictores, como la ET-1 y el tromboxano A,.

NO y PG,

El NO se genera en las células a través de la oxi-
dacion del aminoécido L-arginina con oxigeno mo-
lecular, siendo el otro coproducto de esta reaccion
biolégica la L-citrulina?. Esta reaccion esta cataliza-
da por un grupo de enzimas, las NO sintasas (NOS),
que requieren para su actividad mdaltiples cofacto-
res, entre los que se incluyen la tetrahidrobiopteri-
na, hemo, NADPH, FAD, FMN y calmodulina. Se
han identificado al menos tres diferentes isoformas
del enzima: i) la NOS neuronal, implicada en neu-
rotransmision, ii) la NOS inducible por citocinas y
productos bacterianos, descrita inicialmente en ma-
crofagos aunque también presente en otros tipos ce-
lulares en respuesta a la infeccién, la inflamacion,
la lesion de tejidos, etc. y iii) la NOS endotelial
(NOSe), responsable de la liberacion del NO en el
arbol vascular, cuyos efectos fisiolégicos principales
son mantener un tono vascular vasodilatador y evi-
tar la agregacion plaquetaria.

La NOSe se expresa de forma constitutiva en el
endotelio, si bien esta sujeta a un complejo patrén
de regulaciéon tanto a nivel transcripcional como
post-traduccional® 4. Es la Gnica de las tres isofor-
mas que permanece anclada a la membrana plas-
matica, siendo esta localizacion crucial para preser-
var su actividad biolégica. Esta se activa a través del
influjo de Ca?* controlado por canales especificos
de la membrana plasmatica. Estos canales se abren
en respuesta a diversos estimulos de tipo humoral:
bradiquinina, acetilcolina, trombina, ADP, ATP e his-
tamina. M&s comun parece ser el control que se ejer-
ce a través del flujo sanguineo”: cuando aumenta la
tension o las fuerzas de rozamiento que soportan los
vasos se abren dichos canales, permitiendo la acti-
vacion de la NOSe a través de su uniéon a la
Ca?*/calmodulina. EI NO producido en las células
endoteliales difunde en todas las direcciones. Cuan-

do alcanza el musculo liso vascular adyacente, se
estimula la sintesis de GMP ciclico (GMPc) a través
de la activacion de la guanilato ciclasa soluble. Este
aumento de GMPc provoca, por un proceso com-
plejo y relativamente poco conocido, un descenso
de los niveles intracelulares de Ca?*, la relajacion
de la musculatura lisa vascular y la dilatacion del
vaso, que se manifiesta como una disminucién de
la presion arterial (fig. 1). EIl NO de las células en-
doteliales también difunde hacia la luz del vaso,
donde inhibe la adhesion de las plaquetas al endo-
telio y su agregaciéon por un mecanismo dependiente
del aumento de los niveles de GMPc intraplaqueta-
rios.

Otros efectos fisiolégicos relevantes del NO deri-
vado del endotelio son la inhibicién de la adheren-
cia y quimiotaxis de los monocitos y de la prolife-
racion de las células del musculo vascular.

La PGl, es un prostanoide biciclico dienoico, de-
rivado del acido araquidénico (AA) mediante la ac-
cion de varios enzimas. Se sintetiza predominante-
mente en el endotelio y se libera a nivel extracelu-
lar, actuando de forma paracrina sobre las plaque-
tas y las células musculares lisas. Inhibe la agrega-
cién y activacion plaquetaria y promueve la relaja-
cion del musculo liso vascular. Parte de la accion
de la PGl, parece tener lugar a través de receptores
de membrana acoplados a proteinas G capaces de
activar la adenilato ciclasa, conduciendo al aumen-
to subsiguiente de AMP ciclico intracelular (fig. 1).
La PG, también es sintetizada en plaquetas y célu-
las musculares lisas, contribuyendo a regular los
efectos antes mencionados.

La PGI, no se almacena en la célula, sino que es
sintetizada y liberada cuando las células estan so-
metidas a diversos estimulos como bradiquinina,
acetilcolina o angiotensina Il. Asimismo, su sintesis
esta incrementada por estimulos de tipo mecanico
como las fuerzas de rozamiento vascular. Por lo
tanto, los estimulos que desencadenan la sintesis de
PGl, van a ser analogos a aquellos que potencian
la liberacion de NO, permitiendo una accién con-
certada de ambos agentes en la relajacion de la fibra
muscular lisa del vaso y en la inhibicién de la agre-
gacion plaquetaria?.

La ET-1

La ET es uno de los péptidos vasoconstrictores mas
potentes hasta ahora caracterizados®. Se han descri-
to hasta el momento tres isopéptidos denominados
ET-1, ET-2 y ET-3, que tan sélo se diferencian en su
estructura en algin aminoéacido. Las células endote-
liales sélo sintetizan ET-1 en forma de un propépti-
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Fig. 1.—Modulacién del tono del misculo liso vascular por el endotelio. La célula endotelial libera factores endoteliales prorrelajan-
tes como NO y PIG,, o procontractiles como la ET-1, dependiendo del tipo de estimulo recibido. Estos agentes vasoactivos desen-
cadenan la sintesis y/o liberacién de sustancias que modulan el tono la célula muscular lisa adyacente, produciendo vasodilatacién

0 vasoconstriccion.

do de 201 aminoacidos, la pre-proET-1, que poste-
riormente sufre una serie de escisiones proteoliticas.
Mediante la accién de una endopeptidasa especifi-
ca de pares de aminoacidos basicos da lugar a la
Big-ET-1 de 38 aminoacidos, que finalmente sufre
una segunda protedlisis por la llamada enzima con-
versora de endotelina (ECE), dando lugar a la ET-1
de 21 aminoacidos. Puesto que la ET-1 no se alma-
cena dentro de la célula, tanto la regulacion de la
transcripcion de la pre-proET-1 como sus modifica-
ciones proteoliticas posteriores constituyen los ele-
mentos clave de regulaciéon de la sintesis de este
péptido. Su biosintesis esta regulada por estimulos
de naturaleza quimica o mecanica, entre los que se
incluye la trombina, angiotensina Il, vasopresina,
factor de crecimiento transformante-§ (TGF-B), ion6-
foro de Ca?*, ésteres de forbol y fuerzas de roza-
miento vascular.

La ET-1 acttia sobre dos tipos de receptores ET, y
ET, que se encuentran ampliamente distribuidos en
los lechos vasculares. Los ET, se encuentran en las
células del musculo liso y median la contraccion in-
ducida por ET-17. Los receptores ET, se encuentran
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en las células endoteliales y median la liberacion de
NO y PGl, inducida por ET-1 y ET-3, produciendo por
tanto relajacion vascular que podria modular su ac-
cién vasoconstrictora. Una vez producida la union de
la ET-1 a su receptor especifico de la célula muscu-
lar lisa, se produce una activacion de la fosfolipasa C
y un aumento de los niveles citoplasméticos de ino-
sitol trifosfato. Este suceso desencadena un aumento
de la concentracion intracelular de Ca?* y la con-
traccion de la fibra del masculo liso vascular (fig. 1).
Por otra parte, la ET es un potente agente mito-
génico de diversos tipos celulares, estimulando la
sintesis de DNA. Este efecto estd mediado, en parte,
por la estimulacion de la expresion de determinados
protooncogenes como c-fos 'y c-myc-18.

ALTERACIONES EN LAS VIAS DE SINTESIS DE
FACTORES ENDOTELIALES VASOACTIVOS EN LA
ATEROSCLEROSIS

Como ya se ha mencionado con anterioridad el
NO, ademas de sus propiedades vasodilatadoras, es
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capaz de inhibir la adhesividad y agregacion pla-
quetaria, la adherencia y quimiotaxis de los mono-
citos y la proliferacion de las células musculares lisas
del vaso. Estos procesos celulares estan intrinseca-
mente relacionados con el desarrollo de la aterogé-
nesis, lo que ha llevado a especular con la idea de
que el NO pudiera ser una molécula endégena an-
tiaterogénica.

En modelos animales y en humanos, la vasodila-
tacion inducida por acetilcolina y por otros factores
prorrelajantes dependientes de endotelio estd dismi-
nuida en los vasos ateroscleréticos?. Ademas, la hi-
percolesterolemia, en ausencia de aterosclerosis fran-
ca, inhibe la vasodilataciéon dependiente de endote-
lio. La suplementacion en la dieta con el precursor
de la sintesis del NO, la L-arginina, puede revertir la
disfuncion endotelial inducida por la hipercolestero-
lemia y reducir la extension del 4rea de la placa y
el grosor de la intima'® ',

Se ha observado que la exposicién in vitro de
vasos normales a las LDLox inhibe la vasodilatacion
dependiente del endotelio en unos minutos, efecto
que parece estar mediado por la lisolecitina, uno de
los principales componentes de las LDLox pero no
de las LDL nativas'?. Estudios realizados in vitro en
cultivos celulares, han demostrado que las LDLox
también impiden la estimulacion de la sintesis de
GMPc inducida por NO, probablemente mediante
la accion de lipidos oxidados abundantes en estas
lipoproteinas'. Aparte de estos efectos, donde pa-
rece estar incrementada la degradacion del NO, se
ha observado que a concentraciones elevadas de
LDLox se puede inhibir la expresion de la NOSe y
la sintesis de NO en células endoteliales en culti-
vo'*. También se ha puesto de manifiesto una re-
duccion de la expresion de la NOSe en vasos de
humanos y animales hipercolesterolémicos'1°.

Actualmente hay miltiples evidencias que rela-
cionan la ET con el desarrollo del proceso aterogé-
nico®. En estudios realizados in vivo se ha observa-
do que la ET sérica aumenta en la hipercolesterole-
mia y la aterosclerosis'’. Se ha documentado la pre-
sencia de ET y sus receptores en células endotelia-
les, macréfagos y células del musculo liso de lesio-
nes aterosclerdticas'8. Asimismo, la infusion exoge-
na de ET acelera la acumulacién de células de
musculo liso en la neointima después de provocar
dafio vascular con balén, mientras que la adminis-
tracién de antagonistas de sus receptores, ET, y ET,,
reduce dicho proceso. Los antagonistas del receptor
ET, también inhiben la acumulacion de células es-
pumosas durante la hipercolesterolemia.

Mediante estudios realizados in vitro en cultivos
celulares se ha podido demostrar que las LDLox pue-
den inducir la sintesis de ET inmunorreactiva en ma-

crofagos y células endoteliales'. En las células del
musculo liso, la ET actGa como un mitégeno de
forma directa o bien de forma indirecta a través de
la induccion de PDGF, factor de crecimiento trans-
formante-p (TGF-B) e interleucina-8 (IL-8). También
induce la producciéon de quimiocinas (MCP-1, IL-8)
en macrofagos, la expresion de moléculas de adhe-
sion (selectina E, ICAM-1, VCAM-1) en células en-
doteliales y la sintesis de tejido conectivo (fibronec-
tina, colageno) en células de musculo liso vascular.

Todos estos hallazgos analizados en conjunto in-
dican que la ET arterial puede facilitar la diapéde-
sis del monocito, estimular la migracion y prolifera-
cion de las células del musculo liso vascular, y pro-
mover la sintesis de tejido conectivo, todos ellos pro-
cesos obligados en la formacion de la placa ateros-
clerética.

El mecanismo hipotético que se presenta en la fi-
gura 2 estd basado en la informacién disponible
hasta el momento e ilustra cémo la ET podria pro-
mover el desarrollo de las primeras etapas de la ate-
rosclerosis.

Obviamente, la ET no es el eslabon central del
proceso aterosclerético. Mas bien, constituye parte
de una amplia red de interacciones de factores va-
soactivos, prostaglandinas, leucotrienos, factores de
crecimiento, citocinas y quimiocinas. Aunque es
cierto que la ET induce la transcripcion de genes y
la sintesis proteica de muchos mediadores de infla-
macién y factores de crecimiento, también es ver-
dad que estos dltimos estimulan la expresion de la
ET, produciéndose una fuerte amplificacién de los
procesos que desencadenan la patologia.

Resumiendo, el desequilibrio entre factores vaso-
dilatadores-antiproliferativos y vasoconstrictores-pro-
liferativos que tiene lugar en la disfunciéon endote-
lial, participa en el desarrollo de la aterosclerosis.
Puesto que el NO tiene efectos inhibidores sobre al-
gunos procesos clave de la aterogénesis, la ET y otros
agentes mitogénicos podrian ejercer una accion pro-
liferativa exagerada cuando la disponibilidad de NO
en los lechos vasculares se encuentra reducida por
la hipercolesterolemia® (fig. 2).

LAS ESTATINAS NO SOLO ACTUAN COMO
AGENTES HIPOCOLESTEROLEMIANTES

En el momento actual, la lucha contra la ateros-
clerosis y sobre todo su prevencién, se basa en la
reduccion de la colesterolemia por varios procedi-
mientos entre los que se encuentran la limitacion del
colesterol en la dieta y el tratamiento farmacolégi-
co para inhibir la absorcién intestinal y la sintesis
hepatica de colesterol.
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Fig. 2.—Modelo hipotético ilustrando cémo las alteraciones de la sintesis de ET y NO promueven la aterogénesis. Las LDL después
de atravesar la pared arterial se transforman en LDL minimamente modificadas (LDLmm) vy, finalmente, en LDL oxidadas (LDLox).
Estas Gltimas estimulan la sintesis y secrecion de ET en la células endoteliales y en los macréfagos residentes en la intima. La ET po-
tencia la sintesis de selectina E, VCAM-1, e ICAM-1 en el endotelio e induce a los macréfagos a producir MCP-1, que facilita el re-
clutamiento de monocitos en la pared arterial. La ET estimula su propia sintesis y la liberacién de factores de crecimiento y media-
dores de inflamacién en las células musculares lisas de la intima y los macréfagos, promoviendo la migracién y proliferacién de las
células musculares lisas de la media. También se incrementa la generacién de fibronectina (FN) por las células del musculo liso. Los
macréfagos estimulados por la ET liberan especies reactivas derivadas del oxigeno que pueden incrementar la oxidacién de las LDL
del vaso. Las LDLox también inhiben la sintesis y aceleran la degradacion del NO. Dado que el NO inhibe la quimiotaxis de mo-
nocitos y la migracién y proliferacién de las células musculares lisas (representado en la figura por «//»), la reduccién de la disponi-
bilidad del NO en el vaso se traduce en una mayor accién proaterogénica de la ET. TXA,: tromboxano A,.

La introducciéon de los inhibidores del enzima
HMG-CoA reductasa (estatinas) ha revolucionado el
tratamiento farmacolégico de las dislipidemias debi-
do a su elevada eficacia y tolerabilidad?®. Actual-
mente, las de mayor interés desde un punto de vista
clinico son la lovastatina, la pravastatina, la simvas-
tatina, la fluvastatina y la atorvastatina (fig. 3A). El
mecanismo de acciéon de estos farmacos se basa en
la inhibicién competitiva y reversible de la transfor-
macién del HMG-CoA a mevalonato (fig. 3B), que
es el precursor de los esteroles celulares, como el
colesterol, y también de los lipidos isoprenoides?! 22,
Entre estos Gltimos se encuentra el dolicol, necesa-
rio para la glicosilacion de proteinas, las ubiquino-
nas de la cadena respiratoria mitocondrial, la iso-
pentenil adenina, que interviene en la modificacion
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de ciertas formas de RNAt, y los isoprenoides far-
nesil y geranilgeranil pirofosfato que participan en
la modificaciéon post-traduccional de ciertas protei-
nas y en particular de las proteinas G como la pro-
teina Ras. No debe resultar extraio, por tanto, que
las estatinas, ademas de su capacidad para inhibir
la sintesis hepatica de colesterol, también sean ca-
paces de modificar otras funciones celulares.
Como vya se ha indicado, la aterosclerosis es un
trastorno crénico de la pared del vaso caracteriza-
do por la presencia de monocitos, macréfagos vy lin-
focitos T en las lesiones, asi como por la prolifera-
cion de las células musculares lisas y elaboracion
de matriz extracelular. Se han acumulado un gran
nimero de evidencias que han permitido establecer
el papel antiaterogénico de las estatinas a través de
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Fig. 3.—Estructura quimica de diversos inhibidores de la HMG-
CoA reductasa (A) y reacciéon enzimética que inhiben (B).

su accion en la pared vascular??. Se ha demostrado
que la pravastatina inhibe la sintesis de colesterol en
macréfagos tanto in vivo como in vitro. Asimismo,
la atorvastatina, simvastatina y lovastatina reducen
el contenido de células espumosas en las lesiones
ateroscleréticas de animales hipercolesterolémicos?*.

Las estatinas también pueden influir en la trans-
cripcion del DNA vy la proliferacién celular. Por
ejemplo, la simvastatina bloquea la induccién de la
sintesis de DNA estimulada por el PDGF en células
mesangiales, la fluvastatina y la lovastatina inhiben
la proliferacion de las células del masculo liso, y la
pravastatina reduce la migracion transendotelial y la
quimiotaxis de los monocitos?>. La lovastatina inhi-
be la citotoxicidad de las células asesinas naturales
inducida por IL-2. Estos efectos se pueden revertir
con mevalonato pero no con colesterol. Estos ha-
llazgos indican que parte de las acciones beneficio-
sas adyuvantes al tratamiento de las dislipemias y
aterosclerosis con las estatinas podrian estar media-
das por la reduccion de precursores del colesterol,
y no simplemente por su accion sobre los niveles
de LDL?3. En este sentido, se ha observado que el
tratamiento con estatinas mejora la vasomotricidad
y la respuesta a agonistas dependientes del endote-

lio en pacientes hipercolesterolémicos. En uno de
estos estudios, la perfusiéon coronaria mejor6 después
del tratamiento de 12 semanas con fluvastatina, su-
giriendo que no es un proceso atribuible a la re-
gresion de la placa de ateroma, ya que ésta se ob-
serva después de periodos de tratamiento prolonga-
dos?®. La base de esta mejoria radica probablemen-
te en la normalizaciéon de la funcién endotelial. Asi-
mismo, las estatinas reducen la morbilidad y morta-
lidad cardiovascular en pacientes con vy sin arterio-
patia coronaria?’-?8. Este efecto también se mani-
fiesta de forma precoz durante el tratamiento hipo-
lipemiante, antes de apreciarse remodelado alguno
de la placa.

En sintesis, cada vez resulta mas evidente que
el descenso relativamente temprano de la mortali-
dad observada en los ensayos clinicos con estati-
nas no se puede atribuir a una reduccion del vo-
lumen de la placa y de los lipidos que contiene o
a la reducciéon de la aterosclerosis coronaria, fe-
némenos dependientes de los niveles de coleste-
rol. Existen evidencias experimentales de que las
estatinas poseen efectos sobre la funcién inmuno-
l6gica y la proliferacion celular independientes de
las concentraciones plasmaticas de las LDL. Ca-
bria esperar que la mejoria de la respuesta car-
diovascular a agonistas dependientes del endote-
lio reduzca el estrés hemodinamico sobre las pla-
cas y disminuya la probabilidad de rotura aguda
y trombosis.

De acuerdo con estos antecedentes, hemos estu-
diado en primer lugar el efecto potencial de las es-
tatinas por si mismas sobre la expresién de los fac-
tores vasoactivos ET-1 y NO en células endoteliales
de aorta bovina (CEAB) vy, en segundo lugar, el po-
sible papel de estos farmacos en un modelo experi-
mental donde se simulaban condiciones proaterogé-
nicas mediante la exposicion de las células endote-
liales a LDLox. Como se describe a continuacion,
nuestros resultados demuestran que las estatinas re-
ducen significativamente la sintesis de ET-1 y la ex-
presion de su precursor, la pre-proendotelina-1. Asi-
mismo, estos farmacos reducen claramente la inhi-
bicion de la expresion de la NOSe mediada por
LDLox.

EFECTOS DE LAS ESTATINAS SOBRE LA
EXPRESION DE FACTORES ENDOTELIALES
VASOACTIVOS

Las estatinas inhiben la expresion de la ET-1

Las estatinas inhiben la expresion del transcrito
de la pre-proET-1 de forma dependiente de la con-
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centracién y del tiempo de tratamiento. Mediante
analisis de Northern blot se determin6 que las dos
estatinas empleadas en este trabajo, atorvastatina
y simvastatina, redujeron significativamente la ex-
presion de la pre-proET-1 después de 24 h de tra-
tamiento. Este efecto fue maximo (52 = 15% de
inhibicion por atorvastatina y 57 = 12% de inhi-
bicién por simvastatina) con la concentracién de
10 pM y era observable a partir de la concentra-
cion de 2 pM de atorvastatina (44 = 16% de in-
hibicién) y de 5 pM de simvastatina (37 = 13%
de inhibicién). Asimismo, la inhibicién de la ex-
presion del RNAm de la pre-proET-1 ejercida por
ambas estatinas era detectable a las 8 h y maxi-
ma entre las 16 y 24 h de exposicion a los far-
macos, con una ligera recuperacion después de
48 h que resulté significativa en el caso de la ator-
vastatina. A continuacion, realizamos experimen-
tos encaminados a establecer alguna correlaciéon
entre los niveles de pre-proET-1 y los niveles de
ET-1 existentes. Los tratamientos con atorvastatina
0 con simvastatina provocaron una reduccion sig-
nificativa de los niveles de ET-1 (25% por ator-
vastatina y 50% por simvastatina aproximada-
mente), como se determind por ELISA en el medio
de cultivo condicionado durante un periodo de
tiempo de 4 h en CEAB pretratadas con alguno de
los dos farmacos durante 24 h.

Las estatinas no modificaron significativamente la
estabilidad del RNAm de la pre-proET-1, sugiriendo
gue probablemente la inhibicién de su expresion se
produce a nivel transcripcional (datos de los auto-
res). Ademés, el mevalonato, pero no el colesterol,
revirtio la reduccién de la expresion de la pre-
proET-1 mediada por estatinas (datos de los auto-
res). Este hecho sugiere que algin metabolito del
mevalonato aparte del colesterol podria desempe-
fiar un papel en el control de los niveles basales
del RNAm de la pre-proET-1.

El efecto inhibidor de las estatinas sobre los ni-
veles de RNAm de la pre-proET-1 se mantiene en
presencia de factores proaterogénicos. A continua-
cion exploramos si el efecto de la estatinas sobre
los niveles de pre-proET-1 podian modificarse por
la presencia de LDLox, un conocido agente pato-
génico en el desarrollo de la aterosclerosis. Las es-
tatinas resultaron eficaces ejerciendo un efecto in-
hibidor de la expresién de la pre-proET-1 en pre-
sencia de un rango de concentraciones de LDLox
(1-50 pg/ml, 24 h) que son comparables a los ni-
veles a los que las células endoteliales estan ex-
puestas in vivo (fig. 4). A concentraciones elevadas
de LDLox, la atorvastatina mantuvo de forma lige-
ramente mas efectiva que la simvastatina dicho
efecto inhibidor.
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Fig. 4.—El efecto inhibidor de las estatinas sobre la expresion de
la pre-proET-1 persiste en presencia de LDLox. Andlisis de Nort-
hern blot (10 ug de RNA total/calle) mostrando la expresion del
RNAm de la pre-proET-1 en células endoteliales de aorta bovina
(CEAB), después de 24 h de tratamiento con las concentraciones
indicadas de LDLox y en ausencia o presencia de 10 uM de ator-
vastatina o simvastatina. La tincion de las subunidades 28S y 18S
del RNA ribosomal con bromuro de etidio sirvi6 como control
de la carga total del RNA.

Las estatinas impiden la accién de las LDLox
sobre la expresion de la NOSe

Las estatinas no modifican la sintesis de NO. No
se encontraron efectos significativos por atorvastati-
na ni por simvastatina sobre la actividad de la NOSe
(medida como conversion de L-['*Clarginina en L-
[“Clcitrulina) en homogeneizados totales de CEAB
a ninguna de las concentraciones y tiempos de tra-
tamientos analizados (0,1-10 yM, 12-36 h). Tampo-
co se encontraron cambios en la actividad enzima-
tica de la NOSe en células intactas tratadas con ator-
vastatina (10 M, 24 h), como se determiné por acu-
mulacién de NO, o por conversion de L-['*Clargi-
nina en L-["*C|citrulina en presencia del ionéforo de
calcio A23187. Finalmente, no se detectaron cam-
bios en la expresion de la proteina de la NOSe en
inmunoblots después del tratamiento con atorvasta-
tina o simvastatina. Asimismo, la distribucion sub-
celular de la NOSe, que se ha descrito que puede
condicionar su actividad enzimatica, no varié des-
pués del tratamiento con alguno de estos farmacos
(datos de los autores).

Las estatinas previenen la inhibicién de la expre-
sion del RNAm de la NOSe mediada por LDLox. A
continuacién investigamos si la presencia de LDL na-
tiva u oxidada modificaba la expresiéon del RNAm
de la NOSe vy si este proceso podria ser regulado
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por el co-tratamiento con estatinas (fig. 5). La LDLox
pero no la LDL nativa, inhibi6é la expresion del
RNAm de la NOSe en CEAB de forma dependiente
de la concentracion (hasta un 45% de inhibicién) y
tras 24 h de tratamiento (ver figura 5A). Esta inhibi-
cion estaba acompanada por un descenso significa-
tivo de la actividad de la NOSe en células intactas
estimuladas con el ionéforo de calcio A23187 (con-
trol: 6,7 £ 0,3 vs. LDLox a 50 pg/ml: 3,9 = 0,2
pmol/mg protein/min). No obstante, el efecto inhi-
bitorio de la expresién basal del RNAm de la NOSe
ejercido por la LDLox (hasta concentraciones de 10
pg/ml), se redujo claramente en presencia de ator-
vastatina o simvastatina (10 pM, 24h; ver figura 5B).
La simvastatina también previno la inhibicion de la
proteina de la NOSe inducida por 10 pg/ml de
LDLox (datos de los autores).

CONCLUSIONES

Los datos aqui presentados llaman la atencion
sobre el hecho de que las estatinas, ademéas de su
efecto reductor de los niveles plasmaticos de coles-
terol, puedan modificar la expresién de factores en-
doteliales vasoactivos, concretamente la ET-1 y la
NOSe. Aungque somos conscientes de las limitacio-
nes de los modelos de estudio in vitro, resulta ten-
tador especular con la idea de que las estatinas pue-
dan ser capaces de modular la expresion de facto-
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Fig. 5.—Las estatinas reducen el efecto inhibidor de las LDLox
sobre la expresion de la NOSe. Gréficas de barras de los datos
obtenidos mediante andlisis densitométrico del transcrito de la
pre-proET-1, expresados relativos al control y corregidos por la
cantidad de RNAm de la p-tubulina. A: CEAB expuestas durante
24h a 10 pg/ml de LDL nativa u oxidada. B: Células tratadas con
vehiculo, atorvastatina o simvastatina (10 uM, 24 h) en ausencia
o presencia de LDLox (10 pg/ml).

res vasoactivos en un escenario proaterogénico, mo-
dificando el balance de vasoconstriccién a vasodi-
latacion (fig. 6). Estos efectos podrian contribuir a
explicar la mejorfa de la funcién endotelial que se
ha observado durante el tratamiento de la ateros-
clerosis con estos farmacos. Nuestras observaciones
a nivel celular deben proporcionar una base para
emprender futuros estudios en modelos in vivo.
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