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ESTUDIO CON INHIBIDORES  DE LA
CICLOOXIGENASA

La inhibicién de la trombosis secundaria, es decir trombosis desencadenada por
un trombo pre-existente, se evalud sobre la hipdtesis que en dicho fenomeno a pesar de
ser dependiente de la trombina podria también depender de la activacion de la via del
acido araquidonico (AA) en las plaquetas. Se estudiaron por tanto, dos farmacos
antiagregantes que bloquean de la ciclooxigenasa (Cox) plaquetaria (aspirina, triflusal y
su metabolito activo, el HTB). Este tipo de superficie desencadenante del trombo intenta
simular las situaciones clinicas donde existe un trombo residual, que es altamente
trombogénico, en la zona donde se ha producido una lesion vascular. Para llevar a cabo
este estudio se utilizdo el conejo como modelo experimental. Los experimentos se
dividieron en dos partes, segin la duracion del tratamiento: tratamiento agudo, en la
que se administr6 una sola dosis del farmaco por via i.v. el mismo dia del procedimiento
experimental; y tratamiento crénico, en la que se realizo una administracion diaria del
farmaco por via oral (p.o.) durante una semana. En el grupo de animales sometidos al
tratamiento cronico también se estudiaron los efectos del tratamiento sobre la expresion

de Cox vascular.

TRATAMIENTO AGUDO

En esta seccion se describen los resultados obtenidos en el grupo de conejos que
recibieron aspirina, triflusal y HTB por via i.v. A los animales se les administré un
unico bolo i.v. de aspirina (5 mg/kg), triflusal (10 mg/kg), HTB (10 mg/kg), o suero
fisiologico (placebo).
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Trombo Formado sobre un Trombo Prefor mado sobre Pared Vascular

Lesionada: Trombosis Secundaria

El experimento de trombosis secundaria se realizd a los 30 minutos de
administrar aspirina (ASA, n=3), triflusal (TFS, n=4), HTB (HTB, n=2) o placebo
(Control, n=12). Se utilizaron animales sanos con plaquetas sin marcar, para formar el
trombo primario (Inductor, n=21). En el grupo tratado con placebo también se
determind la trombosis primaria para realizar el andlisis comparativo respecto la

secundaria.

Marcaje de las Plaguetas. Parametr os Hematoldgicosy de Coagulacion

El marcaje de las plaquetas se realiz6 el dia anterior al experimento de
trombosis. En la Tabla 12 se resumen los datos del marcaje y en la Tabla 13 los valores
medios hematoldgicos durante el experimento. No hubo diferencias entre los cuatro
grupos experimentales para dichos parametros. El valor medio del aPTT a lo largo del

experimento en todos los grupos fue de 180% (ratio respecto al valor basal).

PARAMETRO CONTROL ASPIRINA TRIFLUSAL HTB
Lisisde plaquetas(%o) 10,2 £0,1 11,3 £0,1 13,1+0,3 7,4+0,3
Eficiencia (%) 80 +3 88 +3 8145 85+5
Dosisinyectada (LCi) 49 + 1 48 + 1 45+ 2 48 +2

Tabla 12. Resumen del marcaje de plaquetas en los cuatro grupos de tratamiento, el grupo inductor no
aparece en la tabla ya que no se realizo el marcaje de sus plaquetas.

PARAMETRO CONTROL ASPIRINA TRIFLUSAL HTB
RBC (x10%ul) 45+0,6 47402 47402 45+0,5
HCT (%) 28+ 1 29 + 1 29+2 28+3
PLT (x10%ul) 322+ 79 321 + 48 366 + 62 263 + 49

Tabla 13. Principales valores medios hematologicos obtenidos durante el experimento de deposicion
plaquetar.
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Deposicion Plaquetaria

Los experimentos de deposicion plaquetar se realizaron a una velocidad de
cizalladura de 212 s™ y se utilizaron dos tipos de sustratos: subendotelio de conejo
(lesion ligera) y tunica media de cerdo (lesion severa). El trombo primario se indujo
perfundiendo durante 5 minutos sangre de conejos sanos no tratados (inductor), cuyas
plaquetas no estaban marcadas radioactivamente. El trombo secundario se formo al
perfundir durante 5 minutos mas sangre del animal tratado (aspirina, triflusal, HTB o
placebo), las plaquetas del cual si estaban marcadas radioactivamente. Se evalud la

cantidad de plaquetas (trombo secundario) depositadas sobre el trombo primario.

Ademas, para estandarizar el modelo de trombosis secundaria o trombo residual,
en el grupo control también se analiz6 la deposicion plaquetaria sobre pared vascular
(trombo primario) en los dos tipos de substratos (perfusiones de 5 minutos utilizando
sangre con plaquetas marcadas). Los resultados obtenidos aparecen en la Figura 21,
donde se muestra que los valores de deposicion plaquetaria del trombo secundario
fueron significativamente mayores a los del trombo primario (subendotelio de conejo,
p<0,05; media de cerdo, p<0,05). Como también se describe en el estudio con FFR-
rFVIla (trombo primario), al comparar los dos tipos de lesiones se aprecia que la
deposicion sobre lesion severa es mucho mayor que sobre lesion ligera, tanto en el

trombo primario como en el secundario.

En la Figura 22 se muestra la deposicion plaquetaria (trombo secundario)
obtenida en los cuatro grupos de tratamiento. Al perfundir sangre de conejos tratados
con aspirina, triflusal y HTB sobre un trombo preformado sobre subendotelio (p<0,001)
(Figura 22A) y sobre tinica media (p<0,001) (Figura 22B) la deposiciéon disminuy6

significativamente respecto al grupo control.
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Figura 21. Deposicion plaquetar total en el grupo control (placebo) sobre lesion ligera (subendotelio de
conejo, n=8) (A) y severa (B) (tinica media de cerdo, n=7) (trombo primario), y sobre un trombo
preformado sobre lesion ligera (A) (n=11) y severa (B) (n=8) (trombo secundario), al perfundir durante 5
minutos a baja velocidad de cizalladura (212 s™). * p<0,05 vs. trombo primario.

< A 1007 B
s <
25 - o
S < _ 80
W E S
on 20 55
< OB 60-
- ] < bo]
Oz 15 g 3
Zz © o = %
O a * * pd f_ES 40 -
0% 10- * og as *
DX L L 03 *
~ N X T N
Eos 0% 2
[a) \ L \
0 n T T T L e 0 - R
Contrd HTB  Triflusad Aspirina Control  HTB  Triflusal Aspirina

Figura 22. Deposicion plaquetar total al perfundir en un trombo preformado sobre pared vascular con
lesion ligera (subendotelio de conejo) (A) y severa (tunica media de cerdo) (B) a baja velocidad de
cizalladura (212 s'l), en los cuatro grupos de tratamiento (lesion ligera, C, n=11; ASA, n=6; TFS, n=4;
HTB, n=5; lesion severa, C, n=8; ASA, n=6; TF, n=7; HTB, n=3). * p<0,05 vs. grupo control.
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TRATAMIENTO CRONICO

En este apartado se describe la parte del estudio en la cual el tratamiento se
aplico de manera crénica. A los conejos se les administré oralmente aspirina (30
mg/kg/dia), triflusal (40 mg/kg/dia) o placebo durante 8§ dias, y al final de este periodo
se evalud la trombosis secundaria. Se realizé un estudio preliminar con varias dosis
(aspirina: 10, 20 y 30 mg/kg/dia; triflusal: 15, 30 y 40 mg/kg/dia) para determinar la
dosis efectiva en cada caso (los resultados no se muestran). Las dosis minimas con las
que se obtuvo una inhibicion de la trombosis secundaria fueron las que se eligieron para

realizar el estudio, 30 mg/kg/dia de aspirina y 40 mg/kg/dia de triflusal.

Seguimiento de los Par ametr os Hematol6gicos y Bioquimicos

Los pardmetros hematoldgicos y bioquimicos se determinaron en todos los
grupos de animales (Control: Placebo n=8; Aspirina: Aspirina 30 mg/kg/dia n=7,
Triflusal: Triflusal 40 mg/kg/dia n=5) antes de empezar el tratamiento (basal) y al
finalizarlo (experimento), ya que la modificacion de alguno de estos parametros podria

indicar un efecto de los farmacos utilizados.

Los datos referentes a los parametros hematologicos que se resumen en la Tabla
14 muestran que no se encontraron diferencias significativas en ningun caso. En la
Tabla 15 se muestran las determinaciones bioquimicas en los mismos grupos de
tratamiento. Todos los valores encontrados se situaron dentro de los intervalos de

normalidad para el conejo.



Resultados 145

GRUPO CONTROL ASPIRINA TRIFLUSAL
Per 'Odq ., Basal Post-tto Basal Post-tto Basal Post-tto
deter minacion

RBC

(x106/mm3) 5,6+0,2 5,3+0,1 54+0,2 5,4+ 0,2 5,5+0,2 54+0,2
PLT

(x103/ mmg) 446 +46 464 +36 470+28 465 £ 35 429 +20 428 £31
HCT (%) 34+1 34+1 33+1 33+1 33+1 33+11
MCV

(micron mm?®)
MCH

(pico grams)
HGB (%)
WBC

(x10% mm®)

61+1 59+3 60 £ 1 62+1 61+1 62+1
20,1+0,3 20,0x0,5 214+03 21,2+03 21,0+x0,5 21,1+£04
11,1+0,3 11,2+0,2 124+04 11,2+04 123+0,3 11,0£0,3

6,806 60x04 70£01 63£0,7 84%£0,7 68+0,6

Tabla 14. Parametros hematoldgicos en los diferentes grupos de tratamiento, al empezar el tratamiento
(basal) y al finalizarlo después de 8 dias (post-tto).

GRUPO CONTROL ASPIRINA TRIFLUSAL

(Fj’er |od9 . Basal Post-tto Basal Post-tto Basal Post-tto
eterminacion

AST (U/L) 18+3 35+ 13 20+3 30+2 33+5 46 £ 8

ALT (U/L) 47 +7 54+ 8 42+6 59+9 43+5 55+8

BUN

(mg/d)) 12+1 151 11+1 15+1 13+1 16 +1

Creatinina

(mg/dl) 0,720 0,7+0,1 0,8+0,1 0,7+0,1 0,7+0,1 0,8+0,1

Proteinas

Totales (g/dl) 5,7£0.2 4,6 £0,1 4,7+0,2 43+0,2 4,7+£0,2 4,4+0,3

Tabla 15. Parametros bioquimicos en los diferentes grupos de tratamiento, al empezar el tratamiento
(basal) y al finalizarlo después de 8 dias (post-tto).

Trombo Formado sobre un Trombo Prefor mado sobre Pared Vascular

Lesionada: Trombosis Secundaria

Los estudios de trombosis se realizaron al finalizar el periodo de 8 dias de

tratamiento con aspirina (ASA 30, n=7), triflusal (TFS 40, n=5) o placebo (Control,
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n=8). Se utilizaron animales sanos, con plaquetas sin marcar, para formar el trombo

primario (Inductor, n=20).

Marcaje de las Plaquetas. Parametr os Hematoldgicosy de Coagulacion

El marcaje de las plaquetas se realiz6 el dia anterior al experimento de
trombosis. En la Tabla 16 se resumen los datos del marcaje y en la Tabla 17 los valores
medios de coagulacion y hematologicos durante el experimento. No hubo diferencias

entre los tres grupos experimentales para dichos parametros.

PARAMETRO CONTROL ASPIRINA TRIFLUSAL
Lisisde plaquetas (%) 33+5 16 +1 19+1
Eficiencia (%) 83+2 88 +2 87+3
Plaquetas inyectadas (x10°) 1,9+0,3 2,1+0,2 2,0+0,3
Dosisinyectada (uCi) 53+3 52+3 52+5

Tabla 16. Resumen del marcaje de plaquetas en los tres grupos de tratamiento, el grupo inductor no
aparece en la tabla ya que no se realizo el marcaje de sus plaquetas.

PARAMETRO CONTROL ASPIRINA TRIFLUSAL
aPTT (% basal) 159+ 17 127+ 51 160 + 39
PT (% basal) 103 +2 12249 138 + 20
Fibrinégeno (mg/dl) 274+ 19 308 + 14 274 + 11
RBC (x10%pl) 4,4+0,2 4,6+0,2 4,6+0,1
HCT (%) 27+1 28+ 1 29+ 1
PLT (x10%pl) 281+ 13 289 + 12 322+22

Tabla 17. Principales valores medios de coagulacion y hematologicos obtenidos durante el experimento
de deposicion plaquetar.
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Deposicion Plaquetar

El estudio de deposicion plaquetar se realizd en las mismas condiciones que en
la primera parte del estudio (tratamiento agudo), pero las perfusiones se realizaron a alta

velocidad de cizalladura (1700 s™).

Tal como se observa en las Figuras 23A y 24A, la deposicion plaquetar
disminuy6 significativamente al perfundir sangre de conejos tratados con aspirina y
triflusal sobre un trombo preformado sobre lesion ligera (p<0,05) y severa (p<0,05). Al
analizar la deposicion axial (Figuras 23B y 24B) se observo una tendencia a obtener el
patron caracteristico: segmento a > segmento b > segmento ¢ (Badimon L et al., 1989).
También se observo la reduccion de la deposicidon plaquetaria en los grupos tratados
farmacoldgicamente respecto al grupo control, aunque no siempre se alcanzo la

significacion estadistica en los tres segmentos.
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Figura 23. Deposicion plaquetar total (A) y axial (B) sobre un trombo preformado sobre pared vascular
con lesion ligera (subendotelio de conejo) a alta velocidad de cizalladura (1700 s™), en los tres grupos de
tratamiento (C, n=12; ASA, n=12; TFS, n=9). Grafica A: * p<0,05 vs. grupo control; Grafica B: * p<0,05
vs. grupo control en el segmento a, T p<0,05 vs. grupo control en el segmento b 'y £ p<0,05 vs. grupo
control en el segmento c.
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Figura 24. Deposicion plaquetar total (A) y axial (B) sobre un trombo preformado sobre pared vascular
con lesion severa (tinica media de cerdo) a alta velocidad de cizalladura (1700 s™), en los tres grupos de
tratamiento (C, n=12; ASA, n=12; TFS, n=9). Grafica A: * p<0,05 vs. grupo control; Grafica B: * p<0,05
vs. grupo control en el segmento a, T p<0,05 vs. grupo control en el segmento b y ¥ p<0,05 vs. grupo
control en el segmento c.

Composicion del Trombo

Mediante técnicas histologicas se analiz6 la composicion y la forma de los
trombos formados sobre la pared vascular lesionada. Los cortes histologicos obtenidos
del segmento axial b se tifieron con Tricromico de Masson y posteriormente se detectd
la presencia de fibrina y plaquetas mediante tincion inmunohistoquimica. La Figura 25
muestra imagenes representativas de los tres grupos. A diferencia de los trombos
primarios (ver Figura 10 del apartado Estudio con Inhibidor de Factor Tisular, FFR-
rEVIla), el trombo compuesto por el trombo primario y secundario formado sobre
lesion ligera no consistia en una monocapa de plaquetas sin fibrina, sino que estaba
formado por pequefios agregados plaquetarios acompanados de unos pocos filamentos
de fibrina (Figuras 25A, 25B y 25C). El trombo resultante sobre lesion severa era de
gran tamafo, y al igual que los trombos primarios (ver Figura 11 del apartado Estudio
con Inhibidor de Factor Tisular, FFR-rFVIla), estaba compuesto de grandes agregados
de plaquetas unidos a la superficie vascular mediante una importante capa de fibrina

(Figuras 25D, 25E y 25F). En algunos casos se aprecid una segunda capa de fibrina en
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la zona central del trombo (las imagenes no se muestran), que indicaba el inicio de la

formacion del trombo secundario.

Figura 25. Micrografias representativas del trombo compuesto por el trombo primario y secundario
formados sobre de pared vascular con lesion ligera (subendotelio de conejo) (A, B y C) y severa (tunica
media de cerdo) (D, E y F), perfundida a alta velocidad de cizalladura (1700 s™). Las plaquetas aparecen
tefiidas en rojo (B y E) y la fibrina en verde (C y F) (x100 aumentos).

Efecto de la Aspirina y del Trifusal sobre la Expresion de Cox-1 y

Cox-2 en laPared Vascular

Cox-1 y Cox-2 estan implicadas en la fisiologia vascular asi como en la
progresion de la enfermedad aterosclerdtica, ya que son responsables de la produccion
de prostaciclina, molécula antitrombética y vasodilatadora, asi como de mediadores de
inflamacion, que participan en la progresion de la lesion aterosclerotica. Por ello se
estudio el efecto del tratamiento cronico con aspirina y triflusal, a dosis efectivas como
antitromboticas, sobre la expresion de ambos isoenzimas en la pared vascular (no

aterosclerotica).

La expresion génica de Cox-1 y Cox-2 en la arteria aorta se evalué por RT-PCR,
y los resultados se normalizaron con los niveles del gen constitutivo gliceraldehido-3-

fosfato deshidrogenasa (GAPDH). La expresion de proteina Cox-2 se determind
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mediante Western blot (Cox-1 no se pudo estudiar por no disponer de un anticuerpo
especifico). El nimero de muestras analizadas por grupo fue menor que el tamafno
inicial del grupo, ya que no fue posible obtener muestras de RNA y proteina de todos

los animales (Control, n=6; ASA n=6; TFS, n=5).

Expresion Génica de Cox-1y Cox-2

En la Figura 26 se muestra el resultado de la amplificacion de las secuencias
especificas de GAPDH, Cox-1 y Cox-2 en aorta de conejo en los tres grupos de
tratamiento. Tras correr el cDNA amplificado en un gel de agarosa junto al marcador de
peso molecular, las bandas se situaron en las zonas previstas segiin su tamafo
(GAPDH=652 pb, Cox-1=466 pb y Cox-2=282 pb). Al cuantificar la expresion de Cox-
1 normalizada por los niveles de GAPDH, se observdé que en el grupo tratado con
triflusal los niveles fueron variables y la media fue inferior a la de los otros dos grupos,
aunque las diferencias no fueron significativas (Figura 27A). En cambio, los niveles de
Cox-2 (normalizados por GAPDH) estaban disminuidos de manera estadisticamente
significativa (p<0,05) en los grupos tratados con aspirina y triflusal respecto al grupo

control (Figura 27B).
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Figura 26. RT-PCR de GAPDH, Cox-1 y Cox-2 en los tres grupos de tratamiento (Control, n=6; ASA
n=6; TFS, n=5).
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Figura 27. Cuantificacion de la expresion de Cox-1 (A) y Cox-2 (B) (normalizadas con GAPDH) en
arteria aorta en los tres grupos de tratamiento (Control, n=6; ASA n=6; TFS, n=5). * p<0,05 vs. grupo
control.

Expresion Proteica de Cox-2

En la Figura 28A se observan las bandas de proteina Cox-2 obtenidas en los tres
grupos de tratamiento. La cuantificacion densitométrica de las sefiales mostrd una
disminucion significativa (p<0,0005) de los niveles de Cox-2 en los grupos tratados con
aspirina y triflusal respecto al grupo control (Figura 28B). La reduccion de la expresion
de Cox-2 fue mucho mas importante en el grupo tratado con aspirina que en el tratado

con triflusal, aunque la diferencia entre ambos no fue significativa.
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Figura 28. Western blot (A) y cuantificacion (B) de la proteina Cox-2 en arteria aorta en los tres grupos
tratamiento (Control, n=6; ASA n=6; TFS, n=5). * p<0,05 vs. grupo control.
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ESTUDIO CON INHIBIDORES DE LA HMG-CoA
REDUCTASA

La hipétesis a evaluar en esta parte del estudio, consistio en que las estatinas
gjercen efectos inhibidores sobre la trombosis aunque no se produzca una reduccion de
los lipidos plasméticos. Para ello se utilizd un modelo hiperlipémico (cerdo) gque se tratd
con estatinas (pravastatinay simvastating) pero sin modificar 10s niveles plasméticos de

lipidos.

Los animales se dividieron en 4 grupos en funcién de la dietay e tratamiento
recibido: hiperlipémico control (HC), hiperlipémico tratado con pravastatina (HP),
hiperlipémico tratado con simvastatina (HS) y normolipémico control (NC). Los
animales hiperlipémicos fueron alimentados con una dieta hiperlipémica (pienso C-1,
C.1.A. con 2% colesterol, 1% é&cido célico y 20% sebo ternera) durante 50 dias, ya que
es e periodo minimo para obtener lesiones arteriales e incremento de los lipidos
plasmaticos en el cerdo (Pueyo Palazdn C et al., 1998; Alfon J et al. 1999b; Royo T et
al., 2000). La cantidad de pienso recibida fue equivalente a un 3-3,5% del peso
corporal. El tratamiento con estatinas se inicié el dia 50 y la dieta hiperlipémica se
mantuvo. Para estudiar €l efecto del tratamiento farmacol6gico alo largo del tiempo, €
estudio se dividio en dos partes. en la primera, los animales recibieron estatinas durante
50 dias, y en la segunda, durante 100 dias. Se administraron dos dosis de pravastatina (5
y 10 mg/kg/dia) y de smvastatina (2,5 y 5 mg/kg), pero la dosis de pravastatina de 10
mg/kg/dia produjo toxicidad hepéticay se elimind del estudio.

TRATAMIENTO CON ESTATINASDURANTE 50 DIAS

En este apartado se describen los resultados obtenidos en e protocolo
experimental donde los cerdos recibieron una dieta normolipémica (grupo

normolipémico control, NC, n=4) o hiperlipémica durante 100 dias, y estatinas (grupo



154 Resultados

pravastatina 5 mg/kg/dia, HP, n=4; grupo simvastatina 5 mg/kg/dia, HS, n=3) o placebo

(grupo hiperlipémico control, HC, n=6) durante los ultimos 50 dias.

Evolucion del Peso y de los Parametr os Hematol 6gicos, Bioquimicos y

de Coagulacién

El control de los pardmetros hematol 6gicos, bioquimicos y de coagulacién, asi
como del peso de los animales, se realizo periddicamente. La evolucion de estos
parametros alo largo de los 100 dias se muestraen las Figuras 29, 30, 31y 32.

El peso (Figura 29) en todos los grupos estudiados, se incrementd de manera
similar durante todo el periodo. Los vaores obtenidos en las determinaciones
hematoldgicas (Figura 30) y bioguimicas (Figura 31) a lo largo de los 100 dias, se
mantuvieron préacticamente dentro de los valores de normalidad para esta especie y no
se encontraron valores andmalos. Los pardmetros de coagulacion (Figura 32) también
siguieron una evolucion similar en todos los grupos y préacticamente se encontraron

dentro de los intervalos normales para el cerdo.
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Figura 29. Seguimiento del peso de los animales alo largo de los 100 dias que duré el protocolo (HC,
n=6; HP, n=4; HS, n=3; NC, n=4).
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Figura 30. Seguimiento de los principales parametros hematol égicos a lo largo de los 100 dias que duré
e protocolo (HC, n=6; HP, n=4; HS, n=3; NC, n=4). Los intervalos de normalidad para cada parametro
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e protocolo (HC, n=6; HP, n=4; HS, n=3; NC, n=4). Los intervalos de normalidad para cada parametro
aparecen delimitados por lineas punteadas.

Evolucion delos L ipidos Plasmaticos

Al igua que los parametros hematol6gicos, bioquimicos y de coagulacion, los

lipidos se determinaron periodicamente en todos |0s grupos.

Colesterol Total y Triglicéridos

La administracion de la dieta hiperlipémica provocd un incremento de los
niveles plasméaticos de colesterol (representado como niveles plasmaticos en mg/dl,
Figura 33A; y como &rea bgjo la curva, AUC, Figura 33B) en todos |os grupos respecto
a su determinacion basal y respecto a grupo normolipémico control. El tratamiento con
estatinas (entre el dia 50 y 100) no modificoé significativamente la evolucion de los

niveles de colesteral.
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La concentracion de triglicéridos (mg/dl, Figura 33C; y AUC, Figura 33D) no
aumento tras la administracion de la dieta hiperlipémica, y su evolucion alo largo de los

100 dias fue similar y dentro del intervalo de normalidad en todos |os grupos.
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Figura 33. Seguimiento de los niveles plasmaticos de colesterol (A, B) y triglicéridos (C, D) (expresados
como concentracion y area bajo la curva -AUC-) alo largo de los 100 dias que dur6 el protocolo (HC,
n=6; HP, n=4; HS, n=3; NC, n=4). * p< 0,05vs. HC; £ p< 0,05vs. HPy # p<0,05vs. HS.
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Lipoproteinas

Las fracciones lipoproteicas (VLDL, HDL y LDL) también se incrementaron
con la administracién de la dieta hiperlipémica (Figura 34). No se encontraron
diferencias significativas entre grupos hiperlipémicos en los niveles de colesterol HDL,
ni LDL (mg/dl, Figura 34A y 34C, respectivamente; y AUC, Figura 34B y 34D,
respectivamente). Los valores de VLDL fueron més variables (mg/dl, Figura 34E; y
AUC, Figura 34F) y a final del protocolo, los grupos tratados se encontraron
ligeramente por debagjo del grupo hiperlipémico control (Figura 34E), aunque las

diferencias no fueron significativas.

Se cacularon los ratios colesterol total/colesterol HDL y colesterol
LDL/colesterol HDL (Figura 35), paraevaluar larelacion entre las diferentes fracciones
lipoprotei cas en cada grupo. Ambos ratios se incrementaron con la dieta hiperlipémicay

no se apreciaron diferencias significativas entre grupos hiperlipémicos (Figura 35B).
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Figura 35. Evolucién de los ratios colesterol total/colesterol HDL (A) y colesterol HDL/colesterol LDL
(B) alo largo de los 100 dias que dur6 €l protocolo (HC, n=6; HP, n=4; HS, n=3; NC, n=4). * p< 0,05 vs.
HC; £ p<0,05vs. HPy # p<0,05vs. HS.

Agregacion Plaquetar ex vivo

A partir de muestras de sangre obtenidas a final del periodo de tratamiento y
dieta (100 dias) se evalud la agregacion plaquetar en sangre total inducida por colégeno
y en PRP inducida por colégeno y ADP. Los resultados obtenidos en las diferentes
condiciones evaluadas aparecen en la Figura 36, no se encontraron diferencias entre

grupos en ninglin caso.



Resultados 161
~ 0 10 3
8 Sangre Total A Sangre Total ° Sangre Total C
£ - 81 g
E 2 6 é 21
¥ 204 é g
£ T 44 ©
S o S 14
3 10 aQ
o) 21 &
5 =
< 0 T T T T O T T T T O T T T T
2 4 6 8 10 12 2 4 6 8 10 12 2 4 6 8 10 12
Colégeno pg/ml Colégeno pg/ml Coléageno pg/ml
100 100 5
= PRP D PRP El - PRP F
S 75 75 E 4
= < 8
g g g 3
s 07 E %07 5
bl 'g 3 24
B 25 & 5 g
5 5 14
< [
0 T T T T 0 . . . . 0 T T T T
3 6 9 12 15 18 3 6 9 12 15 18 3 6 9 12 15 18
Colageno pg/ml Colageno pg/ml Coléageno pg/ml
100 100 02
- PRP G PR ~ PRP |
X <
- 754 75 4 E 015
E 50 % 50 - & 01
S g §
o]
g 257 & 25 g 0,05 -
< =
0 ‘ ‘ 0 ‘ | 0 ‘ |
2 7 12 Y 2 7 12 17 2 7 12 17
ADP pg/ml ADP pg/ml ADP pg/ml

—&— Hiperlipémico Control
—@— Normolipémico Control
—B— Hiperlipémico Pravastatina
—aA— Hiperlipémico Simvastatina

Figura 36. Agregacion plaquetar ex vivo en los diferentes grupos al final del periodo de dieta y
tratamiento (dia 100) (HC, n=6; HP, n=4; HS, n=3; NC, n=4). Se estudio la agregacion en sangre total a
la que se afiadié colageno como agonista (A, B, C) y plasma rico en plaquetas al que se agregd colageno
(D, E, F) o ADP (G, H, I). La agregacion se expresa en términos de agregacion maxima (A, D, G),
velocidad de agregacion o pendiente (B, E, H) y tiempo de latencia (C, F, I).
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Trombo Formado sobre Pared Vascular Lesionada

Al final el periodo de dieta y tratamiento, se estudio el efecto de la dieta
hiperlipémica y de las dos estatinas sobre la trombosis desencadenada por pared
vascular lesionada (trombo primario). Se realizaron perfusiones sobre lesion ligera y
lesion severa, en condiciones de alta velocidad de cizalladura (1700 s™) y de flujo no

laminar paralelo con estenosis (60-70%).

Mar caje de las Plaquetas. Parametr os Hematol 6gicos y de Coagulacion

En la Tabla 18 se resumen los datos del marcaje y en la Tabla 19 los valores
medios de coagulacién y hematoldgicos obtenidos durante el estudio de deposicion
plaquetar. En los parametros de marcaje no se encontraron diferencias entre los grupos
experimentales. Los valores de coagulacion y hematologicos variaron ligeramente entre

grupos pero oscilaron dentro el rango de normalidad para el cerdo.

Hiperlipémico Hiperlipémico Hiperlipémico Normolipémico

PARAMETRO Control Pravastatina Simvastatina Control

Lisisde plaquetas (%) 1,3+0,0 1,4+0,0 1,6 £0,1 1,4+0,0
Eficiencia (%) 81,3+4,1 81,1 £2.2 78 2,1 80,9 £ 5,1
Plaquetas inyectadas (x10°) 18,6 +3.,6 15+2 14,7+52 20,1+ 1,7
Dosisinyectada (UCi) 384 + 65 313+47 365+ 28 439 +26

Tabla 18. Resumen del marcaje de plaquetas en los grupos de tratamiento (HC, n=6; HP, n=4; HS, n=3;
NC, n=4).
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PARAMETRO

Hiperlipémico

Hiperlipémico

Hiperlipémico

Normolipémico

Control Pravastatina Simvastatina Control
aPTT (% basal) 262 +7 268 £ 10 235+ 6 329+£10
TP (% basal) 94+ 1 99 + 1 89+ 1 105+ 1
Fibrindgeno (mg/dl) 154 +£2 168 £ 1 128 £2 146 £ 1
RBC (x10%pl) 54+0,1 5,5+0,1 5,5+0,1 55+0,1
HCT (%) 27,4+£0,2 27,5+£0,2 27,3+£0,1 27,4 +£0,1
PLT (x10%ul) 35443 377+ 7 393+7 388 + 4

Tabla 19. Principales valores medios de coagulacion y hematologicos obtenidos durante el experimento
de deposicion plaquetar en los grupos de tratamiento (HC, n=6; HP, n=4; HS, n=3; NC, n=4)

Deposicion Plaquetaria

Se determind la deposicion plaquetaria en los cuatro grupos de tratamiento (HC,
n=6; NC, n=4; HP, n=4; HS, n=3) sobre pared vascular lesionada ligera y severamente
en la condiciones flujo laminar paralelo y alta velocidad de cizalladura (1700 s™) y de

flujo no laminar no paralelo y velocidad de cizalladura variable (estenosis vascular).

Deposiciéon Plaquetar en Condiciones de Flujo Laminar Paralelo y Alta Velocidad de

Cizalladura

La Figura 37 muestra la deposicion plaquetaria total sobre lesion ligera y severa
en condiciones de flujo laminar paralelo a alta velocidad de cizalladura (1700 s™) en los
diferentes grupos de animales. Los dos grupos control (hiperlipémico y normolipémico)
tuvieron valores de deposicion similares en todos los casos, y de los dos grupos que
recibieron estatinas, s6lo el grupo tratado con pravastatina tuvo una deposicion
plaquetaria significativamente menor: sobre lesion ligera (Figura 37A) a los 10 minutos

(p<0,05), y sobre lesion severa (Figura 37B) a los 5 (p<0,05) y 10 minutos (p<0,001).
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Figura 37. Deposicion plaquetar total sobre pared vascular con lesion vascular ligera (A) y severa (B) en
condiciones de alta velocidad de cizalladura y flujo laminar (1700 s™) durante 5 y 10 minutos, en los
grupos de tratamiento (lesion ligera, NC, n=32; HC, n=28;HP, n=8; HS, n=17; lesion severa, NC, n=31;
HC, n=28; HP, n=7; HS, n=17). * p<0,05 vs. HC y T p<0,05 vs. NC.

Al analizar la distribucion axial de la deposicion plaquetaria se obtuvo el patron
caracteristico (a > b > c¢) en la mayoria de los casos, como previamente se ha descrito en
los estudios con FFR-rFVIla y salicilatos. También se aprecio la reduccion de la

deposicion en el grupo tratado con pravastatina (Figura 38).
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Figura 38. Deposicion plaquetar axial sobre pared vascular con lesion ligera (A, B) y severa (C, D), en
condiciones de alta velocidad de cizalladura y flujo laminar (1700 s™') durante 5 (A, C) y 10 minutos (B,
D), en los grupos de tratamiento. * p<0,05 HPvs. HC y { p<0,05 HP vs. NC.

Deposicion Plaquetar en Condiciones de Flujo no Laminar no Paralelo y Velocidad de

Cizalladura Variable (Estenosis Vascular)

La deposicion plaquetaria también se determin6 en condiciones de velocidad de
cizalladura variable, que se consiguié con la presencia de un estrechamiento del
diametro (0,2 cm) en la zona central del canal de la cdmara de perfusion (estenosis del

60-70%). En la Figura 39 aparece la deposicion plaquetaria total sobre lesion ligera y
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severa en estas condiciones de flujo en los diferentes grupos de tratamiento. La
deposicion plaquetaria sobre lesion ligera (Figura 39A) a los 5 (p<<0,001) y a los 10
minutos (p<0,05) estaba significativamente incrementada en el grupo hiperlipémico
control respecto al normolipémico control. Ambas estatinas redujeron la deposicion
respecto al grupo hiperlipémico control, aunque soélo el grupo tratado con pravastatina
obtuvo una reduccidn significativa en todas las condiciones (Figura 39B; lesion ligera y

severa: 5 minutos, p<0,001; 10 minutos, p<0,05).

Se estudi6 la deposicion axial, pero a diferencia de los substratos perfundidos a
alta velocidad de cizalladura, en este caso cada substrato se cortd en tres segmentos (a,
b, c) de diferente tamafio, con la finalidad de obtener integro el fragmento central
correspondiente a la zona de estenosis (a=5 mm; b=11 mm; c=5 mm) (Figura 40). Se
encontraron las diferencias significativas entre grupos que ya se vieron con la
deposicion plaquetaria total (Figura 39). Ademads, se observdo que en el grupo
hiperlipémico control, el patron de deposicion axial era diferente al resto de grupos en
todos los casos: la deposicion plaquetaria estaba incrementada significativamente en el
segmento central (b), correspondiente a la estenosis, respecto a los segmentos inicial (a)

y final (c).
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Figura 39. Deposicion plaquetar total sobre pared vascular con lesion vascular ligera (A) y severa (B) en
condiciones de flujo con estenosis y velocidad de cizalladura variable durante 5 y 10 minutos, en los
grupos de tratamiento (lesion ligera, NC, n=31; HC, n=28;HP, n=7; HS, n=17; lesion severa, NC, n=32;
HC, n=34;HP, n=21; HS, n=17). * p<0,05 vs. HC y T p<0,05 vs. NC
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Figura 40. Deposicion plaquetar axial sobre pared vascular con lesion ligera (A, B) y severa (C, D), en
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Correlacion entrelos Lipidos Plasmaticosy la Deposicion Plaquetaria

Se llevé a cabo un andlisis de regresion entre los parametros lipidicos y la
deposicidn plaguetaria para ver si existia alguna relacion entre los niveles plasmaticos
de lipidos y trombosis. No se hallé ninguna correlacion entre ambos factores en ninguna
de las condiciones evaluadas (Tabla20 y 21).

Condiciones Subendotelio Subendotelio TuUnicaMedia TunicaMedia
5min 1700 s* 10 min 1700 s 5min 1700 s* 10 min 1700 st

PARAMETRO r? p r? p r? p r? p

Colesterol Total 30000 097 001 032 001 041 001 03

(mg/dl)

Colesterol HDL 001 048 005 0054 0004 053 0001 076

(mg/di)

Colesterol LDL 0004 056 002 022 00005 051 001 046

(mg/dl)

Colesterol VL DL 002 017 00004 058 003 01 004 005

(mg/dl)

Triglicéridos 002 019 0002 07 0003 056 002 019

Tabla 20. Correlacion (r?) entre | ipidos plasméticos y deposicion plaquetar a altavelocidad de cizalladura
(1700 s™) en los dos tipos de substratos desencadenantes y tiempos de perfusién evaluados.

Condiciones Subendotelio Subendotelio TuUnicaMedia TunicaMedia
5min Estenosis 10 min Estenosis 5 min Estenosis 10 min Estenosis

PARAMETRO r? p r? p r? p r? p
Colesterol Total 0,02 0,22 0,01 0,39 0,01 037 00008 077
(mg/dl)

Colesterol HDL 002 022 001 03l 0003 058 001 034
(mg/dl)

Colesterol LDL 004 007 001 05 001 046 0003 064
(mg/dl)

Colesterol VLDL 5093 gga 002 025 002 016 0003 057
(mg/dl)

Triglicéridos 005 005 003 01 0004 053 00006 08
(mg/dI)

Tabla 21. Correlacion (r?) entre lipidos plasméticos y deposicion plaguetar en condiciones de flujo con
estenosis en los dos tipos de substratos desencadenantes y tiempos de perfusion evaluados.
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Composicion del Trombo

Sobre lesion ligera, en las dos condiciones de flujo estudiadas, se observé una
monocapa de plaquetas adherida a la superficie vascular sin practicamente presencia de
fibrina (Figura41). En cambio, sobre lesion severa se observo la presencia de una capa
de fibrina sobre la cual se depositaron las plaquetas formando agregados (Figura 42).
Cualitativamente la composicion del trombo formado sobre lesion ligeray severa no se

vio significativamente afectada por la hiperlipemiani por el tratamiento con farmacos.

Figura 41. Micrografias del trombo formado sobre pared vascular con lesion ligera a perfundir en
condiciones de alta velocidad de cizalladura (1700 s™) y flujo laminar paralelo (A, B), y de estenosis y
flujo laminar no paralelo (zona con velocidad de cizalladura maxima, apex) (C, D) en e grupo
hiperlipémico control (A, C) y en e grupo tratado con pravastatina (B) y en €l grupo tratado con
simvastatina (D). Las plaguetas aparecen tefiidas en rojo (X200 aumentos). L, indicaluz vascular.
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Figura 42. Micrografias del trombo formado sobre pared vascular con lesion severa a perfundir en
condiciones de ata velocidad de cizalladura (1700 s%) y flujo laminar paralelo (A, B, C), de estenosis y
flujo laminar no paralelo (zona con velocidad de cizalladura méxima, apex) (D, E, F) en & grupo
hiperlipémico control (A, D), en e grupo tratado con pravastatina (B, E) y en el grupo tratado con
simvastatina (C, F). Las plaquetas aparecen tefiidas en rojo y la fibrina en verde (x200 aumentos). L,
indicaluz vascular.

Andlisisdela Plaqueta: Expresion de Rho A Plaquetario

Yaque la proteina Rho A parece estar implicada en la funcionalidad plaquetaria
y podria estar afectada por € tratamiento con estatinas, mediante Western blot se
determind su contenido en la fraccién de membrana (Rho A activo) de las plaquetas
procedentes de |os cuatro grupos de animales.

La Figura 43A muestra las bandas de proteina en cada grupo. La cuantificacion
por densitometria mostré que la cantidad de Rho A de la fraccion de membrana fue
significativamente menor en los grupos tratados con pravastatina (75%) y simvastatina
(53%) (p<0,05) respecto a grupo hiperlipémico control (Figura 43B). Este grupo tenia
los niveles de Rho A de membrana incrementados respecto a grupo normolipémico

control (38%), aungue esta diferencia no fue significativa.
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Figura 43. Western blot (A) y cuantificacion (B) de la proteina Rho A en la fraccion de membrana
plaquetaria en los cuatro grupos de tratamiento (HC, n=6; NC, n=4; HP 5 mg/kg/dia, n=4; HS 5
mg/kg/dia, n=3). * p<0,05 vs. grupo HC.

L esiones Vasculares

Para estandarizar € modelo experimental, se evalud el grado de lesion en todos
los grupos de ensayo. Al finalizar e periodo de 100 dias de tratamiento y dieta se
analizaron las lesiones formadas en la aorta y coronarias mediante diversas técnicas

histol 6gicas.

Extension dela Lesion

El estudio macroscépico de las lesiones se reaizé en segmentos de la aorta

toracicay abdominal (siempre de la misma zona) en un subgrupo de animal es escogidos

aleatoriamente. Los segmentos fijados se tifieron con solucion de Herxheimer,
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guedando la lesion tefiida de color rojo. La extension de la lesion se cuantificO como
porcentaje de area tefiida de rojo respecto a areatotal del segmento.

La Figura 44 muestra los segmentos de aorta tras la tincién. Los segmentos de
aorta toracica procedentes de animales hiperlipémicos, practicamente no tenian lesién,
ademas, macroscopicamente, ésta tenia aspecto de estar en una etapa muy inicial ya que
no se apreciaba un aumento del grosor de la intimay se limitaba a una infiltracion de
lipidos en la pared vascular. Por otro lado, se aprecid que en los segmentos de aorta
abdominal de los animales hiperlipémicos, lalesion era mas extensa y de mayor grosor
(lesiébn mas avanzada) que en los segmentos de aorta torécica. En el grupo

normolipémico control no se hallaron lesiones en ninglin caso.

Figura 44. Fotografias de segmentos de aorta torécica (A-D) y abdomina procedentes del grupo
hiperlipémico control (A, E), pravastatina (B, F), simvastatina (C, G) y normolipémico control (D, H). La
presencia de lesion se detecta porque queda tefiida en rojo.
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Engrosamiento de la Capa intima Aérticay Coronaria

El engrosamiento de la intima se evalud en muestras de aorta torécica abdominal
(zona préxima a la bifurcacién de las arterias iliacas) y de coronaria izquierda
descendente (LAD, zona proximal) tefiidas por el método de Tricrémico de Mason. En
laFigura 45y 46 se muestran cortes representativos de cada grupo de tratamiento de la
LAD y aorta abdominal, respectivamente. La dieta hiperlipémicaindujo laformacion de
lesiones aterosclerdticas moderadas en las dos arterias evaluadas. Se cuantifico la luz
vascular, asi como las areas limitadas por la elastica externa y la eléstica interna. Con
estas medidas se calculd €l area de la intima y de la tunica media, y a partir de estas
areas, se determind el tamario de la lesidn aterosclerdtica definido por el engrosamiento
de la capa intima (&rea intima/area media) y € % de estenosis vascular (100 x area

intima/(éreaintima + arealuz vascular)).

La dieta hiperlipémica, con o sin tratamiento con estatinas, no modifico el
grosor de la capa media en la aorta abdominal (los datos no se muestran). En cambio en
la LAD si se obtuvieron grosores variables de la capa media, que se debieron a que €
segmento analizado estaba muy proximo a la bifurcacién con el cayado adrtico, donde
el diametro del vaso es muy variable. El tamafio de la capa intima de aorta abdominal
estaba incrementado en los animales hiperlipémicos y no se observd que las estatinas
indujesen una reduccién de su tamafio (los datos no se muestran). Al redlizar los
célculos de engrosamiento de la capa intima y porcentgje de estenosis, se obtuvieron
resultados similares entre grupos hiperlipémicos (Figura 47). En la LAD tampoco se
encontraron diferencias significativas entre grupos respecto a area de la capa intima
(los datos no se muestran), al engrosamiento de la capa intima y al porcentaje de
estenosis (Figura 47), ademés se observo que |os animales normolipémicos presentaban

unalesion de tamafio similar alade los grupos hiperlipémicos (Figura 47).
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A

Figura 45. Coronaria izquierda descendente (LAD) de cerdos de los grupos hiperlipémico contral (A),
hiperlipémico pravastatina (B), hiperlipémico simvastatina (C), y normolipémico control (D). L, indica
luz arterid; I, intima; y M, tdnica media.

Figura 46. Aorta abdomina de cerdos de los grupos hiperlipémico control (A), hiperlipémico
pravastatina (B), hiperlipémico simvastatina (C), y normolipémico control (D). L, indica luz arterial; I,
intima; y M, tinicamedia.
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Figura 47. Porcentaje de estenosis vascular (A) y engrosamiento de la capa intima (B) en aorta
abdominal y LAD procedentes de cerdos de los diferentes grupos de tratamiento (HC, n=6; HP, n=4; HS,
n=3 NC, n=4;).* p<0,05vs. HC, 1 p<0,05 vs. HP, y # p<0,05 vs. HS.

Correlacion entrelos Lipidos Plasmaticosy € Tamafio dela Lesiéon Arterial

Se redlizo €l andlisis de correlacion estadistico para determinar si existia una
relacion entre los niveles de lipidos plasmaticos y los parametros que determinan €l

tamanio de lalesion (engrosamiento de la capa intimay % de estenosis).

En la Tabla 22 se muestran los resultados de este andlisis en la aorta abdominal,
al incluir todos los grupos hiperlipémicos. Los niveles de colesterol total, colesterol
HDL y colesterol LDL (AUC) se correlacionaron significativamente y de manera
positiva con €l porcentaje de estenosis de lalesién y engrosamiento de la capa intima de
la aorta abdominal. Al realizar el andlisis en la LAD no se hallo correlacion en ningin

caso (los datos no se muestran).
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Aorta Abdominal

Parémetro Lesion % EstenosisVascular  Engrosamiento Capa intima
Parametro Lipidico r p r p
AUC Colesterol Total (diax mg/dl) 0,76 0,008 0,67 0,02
AUC Colesterol HDL (dia x mg/dl) 0,66 0,02 0,58 0,04
AUC Colesterol LDL (diax mg/dl) 0,64 0,03 0,61 0,03
AUC Colesteraol VLDL (dia x mg/dl) 0,51 0,08 0,45 0,12

Tabla 22. Correlacion (r) entre lipidos plasméticos (AUC) y % de estenosis y engrosamiento de la capa
intima de la aorta abdominal incluyendo todos los grupos hiperlipémicos (n=13).

Composicion dela Lesion

Mediante técnicas de inmunohistoquimica e histologia convenciona se estudio
la composicion de las lesiones aterosclerdticas presentes en aorta abdomina y LAD. Se
determind el contenido en lipidos, fibrindgeno, CML, macréfagosy TF. El contenido de
cada marcador estudiado se expresd como: a) cantidad de marcador dentro de la lesién
(intima), que se obtuvo a normalizar el area tefiida respecto a &rea de la capaintimay
da una idea de la cantidad relativa, b) area total ocupada por marcador en la lesion
(mm?), para obtener la cantidad total de marcador en todo el vaso, y finamente, debido
aque el tamafio de los vasos fue muy variable en laLAD, c) €l &reatotal ocupada por €l
marcador se normalizé por el érea de la media, cuyo tamafio no se modifico por la dieta

0 €l tratamiento, para obtener lacomposicion relativa al vaso.

Contenido Lipidico dela Lesién

L os cortes histol 6gicos se tifieron con tincidn oro y posteriormente se cuantificod

el contenido en lipido (color rojo). La dieta hiperlipémica indujo infiltracion de lipido

enlacapaintimadelaLAD (Figura48) y de la aorta abdominal.
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Figura 48. Microfotografias representativas de LAD de cerdos de los grupos hiperlipémico control (A),
hiperlipémico pravastatina (B), hiperlipémico simvastatina (C), y normolipémico control (D) tefiidos con
tincion oro. El lipido infiltrado en la intima aparece de color rojo (x200 aumentos). L, indicaluz vascular;
I, intima.

La cuantificacion del contenido lipidico se muestra en la Figura 49. Ninguna de
las dos estatinas utilizadas redujeron la proporcién en lalesiéon o la cantidad total en el
vaso de lipido en la aorta abdomina y LAD, aunque se observé unaligera reduccion en
la LAD expresado como &rea ocupada por lipido normalizada por € area de la media
(Figura49D). En todos los grupos la proporcién de lipido en lalesién fue superior en la
aorta abdominal respecto alaLAD (Figuras 49A y 49B).
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Figura 49. Contenido lipidico (tincidn Oro) de lalesion respecto alasuperficie delaintima (A, C), como
areatota (B), y respecto a area de lamedia (D) en aorta abdominal (A, B) y LAD (C, D) procedentes de
los cerdos de los diferentes grupos de tratamiento (HC, n=6; HP, n=4; HS, n=3; NC, n=4).* p< 0,05 NC
vs. HC, £ p< 0,05 NCvs. HP, y # p<0,05 NCvs. HS.

Componentes de la Lesién Vascular

Mediante técnicas inmunohistoquimica se analizé €l contenido de fibrindgeno,
CML, macréfagos y TF de lalesion. Se observd que las lesiones formadas en la aorta
abdominal y laLAD en los animales hiperlipémicos, tenian un contenido importante de
CML vy fibrinégeno (Figura 50 y 51), y en menor medida de macréfagos (Figura 52 y
53). En algunas lesiones también se pudo apreciar presencia de TF (Figura 54). En la
tunica media también se observd un ligero marcaje de TF (Figura 54). El estudio
cualitativo de los cortes mostré que no habia diferencias en la composicion de la lesion

entre los grupos hiperlipémicos. En los animales normolipémicos las zonas de la intima
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ligeramente engrosadas se componian basicamente de CML y en agunos casos se

observo infiltracion de fibrindgeno (Figura51D).

Figura 50. Microfotografias representativas de LAD de cerdos de los grupos hiperlipémico control (A),
hiperlipémico pravastatina (B), hiperlipémico simvastatina (C), y normolipémico control (D); en las que
se observa la presencia de fibrindgeno (rojo) y CML (verde) (x200). L, indicaluz arterid; I, intima.
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Figura 53. Microfotografias representativas de aorta abdominal de cerdos de los grupos hiperlipémico

control (A), hiperlipémico pravastatina (B), hiperlipémico simvastatina (C), y normolipémico control (D);
en las que se observa la presencia de macréfagos (verde) (x100). L, indicaluz arterial; I, intima.
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Figura 54. Microfotografias representativas de LAD de cerdos de los grupos hiperlipémico control (A),
hiperlipémico pravastatina (B), hiperlipémico simvastatina (C), y normolipémico control (D); en las que
se observala presenciade TF (marrén) (x200). L, indicaluz arterial; I, intima.
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El andlisis semicuantitativo del marcaje obtenido para cada uno de los cuatro
marcadores se realizd en la aorta abdominal y se muestra en la Figura 55. La cantidad
relativa (area con tincion positiva/area intima, Figura 55A) y absoluta (érea con tincion
positiva, Figura 55B) de CML no se modifico por € tratamiento con estatinas. Sin
embargo, la proporcién de fibrindgeno (Figura 55A) estaba significativamente reducida
en el grupo tratado con pravastatina respecto al grupo tratado con simvastatina (p<0,05),
pero a expresarse como cantidad absoluta (Figura 55B) no se obtuvieron diferencias
significativas. El contenido en macrdfagos tampoco se redujo por e tratamiento
farmacol6gico. Es més, en el grupo hiperlipémico control la proporcion en la intima
(Figura 55A) y € éarea total ocupada por macréfagos (Figura 55B) en la lesion fue
menor que los grupos tratados, de manera significativa respecto al grupo tratado con
simvastatina (p<0,05). En cuanto a la cuantificacion de TF, el tratamiento con estatinas
no redujo su expresion (Figura 55A y 55B). En la intima de la aorta abdominal del
grupo normolipémico control no se encontrd précticamente presencia de ningin

marcador.
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Figura 55. Contenido en fibrinégeno (FG), CML, macréfagos (MAC) y TF en la lesién respecto a la
superficie de la intima (A) y como &rea total (B) en aorta abdominal procedente de los cerdos de los
diferentes grupos de tratamiento (HC, n=6; HP, n=4; HS, n=3; NC, n=4). * p<0,05 vs. HC, ¥ p<0,05 vs.
HP,y #p<0,05vs. HS
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Correlacion entrelos Lipidos Plasmaticosy la Composicion dela Lesion Arterial

Se estudio s existia una relacion entre los niveles de lipidos plasméticos y los
diferentes componentes de la lesién aterosclerdtica de la aorta abdominal en animales
hiperlipémicos. Los valores del coeficiente de correlacion r fueron elevados y
significativos 0 con tendencia a la significacion, a relacionar el colesterol tota y el
colesterol LDL (AUC) con € éareatotal del vaso ocupada por lipido, CML, macréfagos
y TF (Tabla 23). El Unico marcador que no se correlaciond con los lipidos plasméaticos
fue e fibrindégeno, aungue se halld una correlacion précticamente significativa con el
colesterol HDL. Se obtuvieron resultados similares a analizar el contenido de la intima

expresado como porcentaje de marcador en la intima (los datos no se muestran).

Aorta Abdominal

Marcador dela

. Lipido Fibrinégeno CML M acr 6fagos TF
Lesion
Parametro Lipidico r p r p r p r p r p
AUC Colesteral

Total (diax mg/dl) 06 004 038 02 053 006 074 001 054 0,06

AUC Colesterol HDL
(diax mg/dl)

AUC Colesterol LDL
(diax mg/dl)

AUC Colesterol
VLDL (diax mg/dl)

051 008 05 005 049 009 036 022 036 021

054 006 031 029 054 006 067 002 057 0,048

044 013 034 023 028 034 -01 072 028 034

Tabla 23. Correlacién (r) entre lipidos plasmaticos (AUC) y e contenido en lipido, fibrinbgeno, CML,
macrofagos y TF de la intima (&rea total con tincidn positiva) en aorta abdominal incluyendo todos los
grupos hiperlipémicos (n=13).

Correlacion entreel Tamafioy la Composicion delaLesion Adrtica

Se estudio la relacion que existia entre la cantidad de cada uno de los
marcadores evaluados (area total con tincion positiva) y la extension (%) y el grosor (%

estenosis vascular y engrosamiento de la capa intima) de lalesion de la aorta abdominal.

En los grupos hiperlipémicos todos los marcadores se correlacionaron muy

significativamente y de manera positiva con el porcentge de estenosis vascular y
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engrosamiento de la capa intima (Tabla 24). Se obtuvieron resultados similares al
realizar €l andlisis de la cantidad de los cinco marcadores en la lesiéon expresada como

porcentgje de tincidn positiva en la intima (los datos no se muestran).

Aorta Abdominal

Parametro Tamarfio L esion % Estenosis Vascular Engrosamiento Capa intima
Marcador delaLesion r p r p
Lipido 09 0,002 0,97 0,0008
Fibrindgeno 0,63 0,03 0,75 0,009
CML 0,78 0,008 0,58 0,04

M acr 6fagos 0,65 0,02 0,9 0,002
TF 0,78 0,007 0,86 0,003

Tabla 24. Correlacion (r) entre los marcadores de lalesion (lipido, fibrindgeno, CML, macréfagosy TF)
y €l tamafio de la lesion (% estenosis y engrosamiento de la capa intima) de la aorta abdominal,
incluyendo todos los grupos hiperlipémicos (n=13).

Expresion Génicade MCP-1, eNOSy Cox (1y 2) en la Pared Vascular

Se estudié la expresion de varios genes implicados en la evolucion de lalesion
aterosclerética (MCP-1, eNOS, Cox-1 y Cox-2) en la aorta abdominal de los cerdos de
los cuatro grupos de tratamiento. El andlisis de la expresion de MCP-1 y de e-Nos se
realiz0 mediante la técnica de RT-PCR semicuantitativa, y € de Cox-1 y Cox-2
mediante RT-PCR cuantitativa (tiempo real).

Expresién de MCP-1

En la Figura 56 se muestran las bandas de cDNA amplificado de GAPDH (265
pb) y MCP-1 (215 pb), asi como los resultados de la cuantificacion densitométrica de
las bandas. Los grupos hiperlipémicos tenian la expresion de MCP-1 (ratio MCP-
1/GAPDH) significativamente aumentada respecto a grupo normolipémico control

(p<0,05). El tratamiento con estatinas no modifico los niveles de este gen.
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Figura 56. RT-PCR de MCP-1y GAPDH (A) y cuantificacion de MCP-1 (normalizado por GAPDH)
(B) en la aorta abdominal procedente de los cerdos de los diferentes grupos de tratamiento (HC, n=6; HP,
n=4; HS, n=3; NC, n=4). * p<0,05vs. HC y # p<0,05vs. HS.

Expresién deeNOS

El andlisis de la expresion eNOS (889 pb) en aorta abdominal (Figura 57A)
mostré que los niveles de este gen estaban significativamente reducidos en los grupos
hiperlipémicos (Figura 57B), y que e grupo tratado con simvastatina presentaba mayor
expresion de eNOS respecto al grupo hiperlipémico control (p<0,05).
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Figura 57. RT-PCR de eNOS 'y GAPDH (A) y cuantificacion de eNOS (normalizado por GAPDH) (B)
en la aorta abdominal procedente de los cerdos de los diferentes grupos de tratamiento (HC, n=6; HP,
n=4; HS, n=3; NC, n=4). * p<0,05 vs. HC, 1 p<0,05vs. HP, y # p<0,05vs. HS.

Expresion de Cox-1y Cox-2

El andlisis de la expresion de Cox-1 y Cox-2 se realizO mediante RT-PCR
(tiempo real) y los resultados obtenidos se normalizaron con los niveles del gen
constitutivo RNA ribosomal 18S (rRNA 18S). La Figura 58 muestra e nivel de
expresion de Cox-1 y Cox-2 en los diferentes grupos. Los niveles de Cox-1 estaban
reducidos en los grupos hiperlipémicos, esta diferencia alcanzd la significacion respecto
al grupo tratado con pravastatina (p<0,05). La expresion de Cox-2 fue ligeramente
inferior en los grupos hiperlipémicos control y simvastatina, aungque esta reduccion no
fue significativa. El tratamiento con estatinas no modificd significativamente la

expresion de Cox-1, ni de Cox-2.
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Figura 58. Cuantificacién de la expresién de Cox-1 (A) y Cox-2 (B) (normalizada con rRNA 18S) en
aorta abdominal procedente de los cerdos de los diferentes grupos de tratamiento (HC, n=6; HP, n=4; HS,
n=3; NC, n=4). 1 p<0,05 NC vs. HP.

TRATAMIENTO CON ESTATINAS DURANTE 100 DIAS

Una serie de animales se trataron durante 100 dias con estatinas después del

periodo inicial de 50 dias con dieta, para estudiar la evolucion de lalesion.

A continuacion se describe la serie de procedimientos realizados en el protocolo
experimental con modelo porcino en e que se administré una dieta normolipémica
(grupo normolipémico control, NC, n=4) o hiperlipémica durante 150 dias, y estatinas
(grupo pravastatina 5 mg/kg/dia, HP, n=3; grupo simvastatina 2,5 mg/kg/dia, HS, n=3)
o placebo (grupo hiperlipémico control, HC, n=3) durante los ultimos 100 dias.
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Evolucion del Peso y de los Parametr os Hematol 6gicos, Bioquimicos y

de Coagulacién

Las Figuras 59, 60, 61 y 62 muestran la evolucion del peso y de los parametros

hematol dgicos, bioquimicosy de coagulacién alo largo de los 150 dias.

Al igua que en los grupos tratados durante 50 dias, € incremento de peso
durante e periodo (Figura 59) fue similar en todos los grupos, y los parametros
hematol dgicos (Figura 60) y bioguimicos (Figura 61) se situaron dentro del rango de
normalidad para la especie. La evolucion de los pardmetros de coagulacion (Figura 62)

también fue similar en los cuatro grupos y no alcanzaron valores fuera de la normalidad.

150

—e&— Hiperlipémico Control
—@— Normolipémico Control
—— Hiperlipémico Pravastatina
—&— Hiperlipémico Simvastatina

PESO (kg)

0 25 50 75 100 125 150
Periodo (Dias)

Figura 59. Seguimiento del peso de los animales alo largo de los 150 dias que duré el protocolo (HC,
n=3; HP, n=3; HS, n=3; NC, n=4).
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Figura 60. Seguimiento de los principales parametros hematol 6gicos a lo largo de los 150 dias que durd
€l protocolo (HC, n=3; HP, n=3; HS, n=3; NC, n=4). Los intervalos de normalidad para cada parametro
aparecen delimitados por lineas punteadas.
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Figura 61. Seguimiento de los principales parametros bioguimicos a lo largo de los 150 dias que durd €l
protocolo (HC, n=3; NC, n=4; HP, n=3; HS, n=3). Los intervalos de normalidad para cada parametro
aparecen delimitados por |ineas punteadas.
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Figura 62. Seguimiento de los principal es parametros de coagulacion alo largo de los 150 dias que durd
el protocolo (HC, n=3; HP, n=3; HS, n=3; NC, n=4). Los intervalos de normalidad para cada parametro
aparecen delimitados por |ineas punteadas.

Evolucién delos L ipidos Plasmaticos

Colesterol Total y Triglicéridos

Los niveles de colesterol total (mg/dl, Figura 63A) se redujeron en e grupo
tratado con pravastatina a partir del dia 85. En € grupo tratado con simvastatina se
observé también una reduccion no significativa a partir del dia 135 (Figura 63A). En €l
grupo hiperlipémico control, |os niveles se mantuvieron estables entre los dias 50 y 135,
incrementandose ligeramente en la Ultima etapa. Al final del periodo (dia 150) los
grupos tratados con pravastatina y simvastatina alcanzaron una reduccién del 44% y
30% respecto a grupo normolipémico, y del 35% y 15% respecto a valor obtenido a
inicio del tratamiento (dia 50), respectivamente. Los valores de AUC de colesterol total
(Figura 63B) también estaban ligeramente reducidos en los grupos tratados respecto a

grupo hiperlipémico control, pero sin llegar ala significacion.

Los valores de triglicéridos (mg/dl, Figura 63C; y AUC, Figura 63D) fueron

similares en los cuatro grupos.
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Figura 63. Seguimiento de los niveles plasméticos de colesterol (A, B) y triglicéridos (C, D) (expresados
como concentracion y area bajo la curva -AUC-) alo largo de los 150 dias que dur6 €l protocolo (HC,
n=3; HP, n=3; HS, n=3; NC, n=4). * p<0,05 vs. HC;  p<0,05vs. HPy # p<0,05vs. HS.
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Lipoproteinas

Laevolucion de los niveles de las lipoproteinas (HDL, LDL y VLDL) alo largo
del periodo se muestra en la Figura 64. Los niveles de colesterol HDL (Figura 64A)
evolucionaron de manera similar en los tres grupos hiperlipémicos. Los niveles de
colesterol LDL (Figura 64C) y VLDL (Figura 64E) se redujeron tras iniciar €l
tratamiento (dia 50) en los grupos tratados con pravastatina 'y simvastatina (reduccion
del 35% y 35% de colesterol LDL, y del 64% y 32% de colesterol VLDL,
respectivamente, respecto al valor obtenido e dia 50). Al final del periodo, ambos
pardmetros fueron inferiores respecto a grupo hiperlipémico control (reduccion del
33% Yy 32% de colesterol LDL, y del 82% y 52% de colesterol VLDL, respectivamente),
aungue esta reduccion solo fue significativa en el grupo tratado con pravastatina €l dia
150 para € colesterol VLDL. Los valores de las tres lipoproteinas expresados como
AUC también estaban ligeramente reducidos en los grupos tratados respecto a grupo

hiperlipémico control (Figuras 64B, 64D y 64F), pero tampoco se obtuvo significacion.

En los ratios colesterol total/colesterol HDL y colesterol LDL/colesterol HDL
(Figura 65) se observé una tendencia a la reduccion a partir de la administracion del
tratamiento (dia 50), que fue significativa en € grupo tratado con pravastatina el dia
135. Al fina del periodo (dia 150), los dos pardmetros estaban reducidos respecto a

grupo hiperlipémico control, aunque la diferenciano Ilegd a ser significativa.
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Figura 64. Seguimiento de los niveles plasméticos de colesterol HDL (A, B), LDL (C, D) y VLDL (E, F)
(expresados como concentracién y area bagjo la curva -AUC-) a lo largo de los 150 dias que dur6 €l
protocolo (HC, n=3; HP, n=3; HS, n=3; NC, n=4). * p<0,05 vs. HC; 1 p<0,05vs. HPy # p<0,05vs. HS.
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Figura 65. Evolucion de los ratios colesterol total/colesterol HDL (A) y colesterol LDL /colesterol HDL
(B) alo largo de los 150 dias que durd el protocolo (HC, n=3; HP, n=3; HS, n=3; NC, n=4). * p<0,05 vs.
HC; £ p<0,05vs. HPy # p<0,05 vs. HS.

L esiones Vasculares

L os resultados obtenidos en €l estudio de las lesiones vascul ares fueron bastante
variables entre individuos, sobretodo en el grupo tratado con estatinas, en € que hubo
un animal que desarroll6 lesiones muy avanzadas y de gran tamafio, que se salian de la
normalidad para este modelo experimental (ver Figura 66). Debido estavariabilidad y a
reducido tamafio de muestra, en este apartado el andlisis comparativo entre grupos se
realiz6 de manera cualitativa, y solo se aplicaron pruebas estadisticas para comparar 10s

animal es hiperlipémicos con los normolipémicos.
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Figura 66. LAD de animal hiperlipémico tratado con pravastatina. Se puede apreciar unalesion de gran
tamafio que protuye de forma considerable en laluz vascular, incluso hay presencia de calcificaciones en
€l nicleo de lalesion.

Extension dela Lesion

En las Figuras 67 y 68 se muestran los segmentos de aorta toracica 'y abdominal
tras ser tefiidos con tincion de Herxheimer, respectivamente. Se observé que lalesion en
la aorta abdominal tenia mayor grosor que en la aorta torécica, ya que probablemente se
encontraba en una etapa mas avanzada. La cuantificacion de la extension de la lesion
(100 x area de la lesién/area total del segmento) mostré que las estatinas no indujeron

regresion de lalesion (Figura 69).

Figura 67. Fotografias de segmentos de aorta toracica procedentes del grupo hiperlipémico control (A),
pravastatina (B), simvastatina (C) y normolipémico control (D). La presencia de lesidn (estria grasa) se
detecta porque queda tefiida en rojo.
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Figura 68. Fotografias de segmentos de aorta abdominal procedentes del grupo hiperlipémico control
(A), pravastatina (B), simvastatina (C) y normolipémico control (D). La presencia de lesion (estria grasa)
se detecta porque queda tefiida en rojo.

80 T

HC HP HS NC HC HP HS NC

Figura 69. Extensidn delalesion en la aortatoréacica (A) y abdomina (B) procedentes de los cerdos de
los diferentes grupos de tratamiento (HC, n=3; NC, n=4; HP, n=3; HS, n=3).* p<0,05 vs. grupos
hiperlipémicos.
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Engrosamiento de la Capa intima Adrticay Coronaria

En las Figuras 70 y 71 se muestran cortes representativos de cada grupo de
tratamiento de la LAD y aorta abdominal, respectivamente. Las lesiones inducidas por
la hiperlipemia fueron moderadas y de reducido tamafio, a pesar de incrementar el
periodo de dieta. Al igual que en los animales tratados durante 50 dias, €l area de la
media de |a aorta abdominal fue similar en todos los animales, en cambio en laLAD fue
muy variable debido ala proximidad de la bifurcacion con el arco aortico (los datos no
se muestran). El tratamiento con estatinas fue incapaz de reducir el tamafio de lesion en
las dos arterias evaluadas (Figura 72). Ademas, se observé que € engrosamiento de la
intimay el porcentgje de estenosis vascular en la LAD era superior en el grupo tratado

con pravastatina debido a animal que desarrollo lesiones de gran tamario (Figura 72).

Figura 70. Coronaria izquierda descendente (LAD) de cerdos de los grupos hiperlipémico control (A),
hiperlipémico pravastatina (B), hiperlipémico simvastatina (C) y normolipémico control (D). L, indicaluz
arterial; |, intima; y M, tnica media.
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Figura 71. Aorta abdomina de cerdos de los grupos hiperlipémico control (A), hiperlipémico
pravastatina (B), hiperlipémico simvastatina (C) y normolipémico control (D). L, indica luz arterid; I,
intima; y M, tinicamedia.
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Figura 72. Porcentgje de estenosis vascular (A) y engrosamiento de la capa intima respecto al grosor de
lamedia (B) en aorta abdominal y LAD procedentes de |os cerdos de los diferentes grupos de tratamiento
(HC, n=3; HP, n=3; HS, n=3; NC, n=4). * p<0,05 vs. grupos hiperlipémicos.
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Correlacion entrelos Lipidos Plasmaticosy €l Tamarfo dela Lesion Arterial

Se estudid la relacion entre los lipidos plasmaticos y € tamafio de la lesion
(extension de lalesion, estenosis vascular y engrosamiento de la capa intima) en la aorta
abdominal, torécica y LAD en los grupos hiperlipémicos. No se hallé ninguna
correlacion significativa entre los lipidos plasmaticos (AUC) y la extension de lalesién
en la aorta abdominal y torédcica (Tabla 25). Tampoco se obtuvieron valores
significativos respecto la estenosis vascular y € engrosamiento de la capa intima en la
aorta abdominal (Tabla26) y LAD (los datos no se muestran).

Parametro Lesion % Extension delalLesion
TipodeVaso Aorta Toracica Aorta Abdominal
Parametro Lipidico r p r p
AUC Colesterol Total (diax mg/dl) 0,13 0,7 0,25 0,48
AUC Colesterol HDL (dia x mg/dl) 0,08 0,81 -0,08 0,8
AUC Colesterol LDL (dia x mg/dl) 0,44 0,66 0,24 05
AUC Colesterol VLDL (diax mg/dl) -0,08 0,81 0,24 05

Tabla 25. Correlacion (r) entre lipidos plasméticosy la extension de lalesién (%) en la aorta abdominal
y toréacicaincluyendo todos los grupos hiperlipémicos (n=9).

Aorta Abdominal

Par&metro Lesion % Estenosis Vascular Engrosamiento Capa i ntima
Parametro Lipidico r p r p

AUC Colesterol Total (diax mg/dl) 0,33 0,35 0,5 0,2
AUC Colesterol HDL (diax mg/dl) 0,05 0,89 0,12 0,74
AUC Colesterol LDL (diax mg/dl) 0,25 0,47 04 0,25
AUC Colesteraol VLDL (dia x mg/dl) 0,18 0,3 0,38 0,28

Tabla 26. Correlacion (r) entre lipidos plasméticosy la extension de lalesién (%) en la aorta abdominal
y torécica incluyendo todos los grupos hiperlipémicos (n=9).

Composicion dela Lesién
Contenido Lipidico dela Lesién
La Figura 73 muestra la acumulacion lipidica en la LAD inducida por la dieta

hiperlipémica. El tratamiento con estatinas no modifico e contenido lipidico de la

lesién (Figura 74), expresado como porcentgje de tincidn positiva en la intima (Figuras
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74A y 74B), &rea total con tincidn positiva (aorta abdominal, Figura 74C) y érea con

tincion positiva normalizada por el area de la media (LAD, Figura 74D). La proporcion

de lipido en la intima fue mayor en la aorta abdominal que en laLAD (Figuras 74A y
74B).

Figura 73. Micrografias de segmentos de LAD procedentes de un animal hiperlipémico (A) y
normolipémico (B) tefiidos con tincidn oro. El lipido infiltrado en la intima aparece de color rojo (x200
aumentos). L, indicaluz vascular; |, intima.
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Figura 74. Contenido lipidico (tincién Oro) de lalesion respecto alasuperficie de laintima (A, C), como
areatotal (B), y respecto al &rea de la media (D) en aorta abdominal (A, B) y LAD (C, D) procedentes de
los cerdos de los diferentes grupos de tratamiento (HC, n=3; HP, n=3; HS, n=3; NC, n=4).* p<0,05 vs.
grupos hiperlipémicos.
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Componentes de la Lesiéon Vascular

Las Figuras 75, 76, 77, 78 y 79 muestran microfotografias representativas de la
LAD y aorta abdominal de los cuatro grupos de tratamiento, donde se localiza
fibrinégeno, CML (Figuras 75y 76), macréfagos (Figuras 77y 78) y TF (Figura 79). Se
observo que las lesiones de animales hiperlipémicos tenian bastante contenido de CML,
fibrinégeno y macréfagos y, en menor medida, TF; ademas, se apreci6 presencia de este
altimo marcador en la tunica media. En los animales normolipémicos, las zonas

engrosadas de la intima contenian basicamente CML y pequefias cantidades de

fibrindgeno.

Figura 75. Microfotografias representativas de LAD de cerdos de los grupos hiperlipémico control (A),
hiperlipémico pravastatina (B), hiperlipémico simvastatina (C), y normolipémico control (D); en las que
se observa la presencia de fibrindgeno (rojo) y CML (verde) (x200). L, indicaluz arterid; I, intima.
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Figura 76. Microfotografias representativas de aorta abdominal de cerdos de los grupos hiperlipémico
control (A), hiperlipémico pravastatina (B), hiperlipémico simvastatina (C), y normolipémico contral (D);
en las que se observa la presencia de fibrindgeno (rojo) y CML (verde) (x100). L, indicaluz arterial; I,
intima.

Figura 77. Microfotografias representativas de LAD de cerdos de los grupos hiperlipémico control (A),
normolipémico control (B), hiperlipémico pravastatina (C) y hiperlipémico simvastatina (D); en las que
se observa la presencia de macréfagos (verde) (x200). L, indicaluz arterial; I, intima.
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Figura 78. Microfotografias representativas de aorta abdominal de cerdos de los grupos hiperlipémico
control (A), normolipémico control (B), hiperlipémico pravastatina (C) y hiperlipémico simvastatina (D);
en las que se observa la presencia de macréfagos (verde) (x100). L, indicaluz arterial; |, intima.
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Figura 79. Microfotografias representativas de LAD de cerdos de los grupos hiperlipémico control (A),
normolipémico control (B), hiperlipémico pravastatina (C) y hiperlipémico simvastatina (D); en las que
se observala presenciade TF (marrén) (x200). L, indicaluz arterial; |, intima.
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Se cuantifico la cantidad de cada uno de los cuatro marcadores en la aorta
abdominal. La cantidad relativa de fibrindgeno, macréfagos y TF en la intima (Figura
80A) fue similar en los tres grupos hiperlipémicos.. Al expresar la cuantificacion como
&rea total con tincion positiva (Figura 80B) tampoco se halaron diferencias
significativas entre grupos hiperlipémicos, pero se observé que en e grupo tratado con
pravastatina existia una mayor cantidad de alguno de los marcadores determinados,

respecto el resto de grupos.
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Figura 80. Contenido en fibrinégeno (FG), CML, macréfagos (MAC) y TF en la lesién respecto a la
superficie de la intima (A) y como &rea total (B) en aorta abdominal procedente de los cerdos de los
diferentes grupos de tratamiento (HC, n=6; HP, n=4; HS, n=3; NC, n=4). * p<0,05 vs. grupos
hiperlipémicos.

Correlacion entrelos Lipidos Plasmaticosy la Composicion dela Lesion Arterial

Al analizar todos los animales hiperlipémicos, no se obtuvieron correlaciones

significativas entre el &rea total con tincion positiva en la intima para cada marcador y

los lipidos plasméticos (AUC, Tabla 27) en la aorta abdominal, aunque en e colesterol
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total se observo cierta tendencia ala significacion. Se obtuvieron resultados similares al

analizar la cantidad relativa de cada marcador en la intima (los datos no se muestran).

Aorta Abdominal

Marcador dela

. Lipido Fibrinégeno CML M acr 6fagos TF
Lesion
Parametro Lipidico r p r p r p r p r p
AUC Colesterol

Total (diax mgal) 067 006 053 013 038 058 06 009 033 035

AUC Colesterol HDL
(diax mg/dl)
AUC Colesterol LDL
(diax mg/dl)

AUC Colesteral
VLDL (diax mg/dl)

03 034 007 08 -002 09% 018 06 005 0,89

058 01 03 03 024 05 047 018 025 047

053 013 043 022 032 037 045 02 018 06

Tabla 27. Correlacion (r) entre lipidos plasmaticos (AUC) y € contenido en lipido, fibringeno, CML,
macrofagos y TF de la intima (&rea total con tincidn positiva) en aorta abdominal incluyendo todos los
grupos hiperlipémicos (n=9).

Correlacion entreel Tamafoy la Composicion dela Lesion Aodrtica

Los resultados del estudio de la relacion existente entre la cantidad de cada uno
de los marcadores evaluados (area total con tincion positiva) y el tamafio de lalesion (%
extension de la lesion, % estenosis vascular y engrosamiento de la capa intima) de la
aorta abdominal, se muestran en la Tabla 28. Todos los marcadores se correlacionaron
significativamente con la estenosis vascular y el engrosamiento de la capa intima. Se
obtuvieron coeficientes de correlacion r elevados y una tendencia a la significacion en
el andlisis de la extension de la lesion. Al analizar el contenido de los diferentes
marcadores expresado como porcentaje de la intima, se obtuvieron resultados similares
(los datos no se muestran).
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Aorta Abdominal

Ezr;:jrgetro Tamarfio % ExtLeglé)rr]] dela % Estenosis Vascular Engros?r;r:il;n;o Capa
Marcador delaLesion r p r p r p
Lipidos 0,53 0,13 0,85 0,02 0,92 0,01
Fibrindgeno 0,68 0,05 0,88 0,01 0,92 0,1
CML 0,63 0,07 0,95 0,007 0,97 0,006
M acr 6fagos 0,65 0,07 0,87 0,01 0,92 0,01
Factor Tisular 0,77 0,03 0,99 0,005 0,97 0,006

Tabla 28. Correlacion (r) entre los marcadores de la lesion (lipidos, fibrindgeno, CML, macréfagos y
TF) y el tamafio de la lesion (% extension, % estenosis y engrosamiento de la capa intima) de la aorta
abdominal, incluyendo todos los grupos hiperlipémicos (n=9).

Expresion Genicade MCP-1, eNOSy Cox (1y 2) en la Pared Vascular

Mediante RT-PCR se determiné la expresion de MCP-1, eNOS, Cox-1y Cox-2
en la capa superior (que contiene la intima (lesién), e subendotelio y restos de la capa
media) e inferior (que contiene la tunica media y restos de la adventicia) de la aorta
abdominal.

Expresion de MCP-1

La cuantificacion densitométrica de las bandas de MCP-1 (normalizada por
GAPDH) (Figura 81) mostr6 que los tres grupos hiperlipémicos tenian
significativamente mayor expresiéon de MCP-1 que el grupo normolipémico en la capa
superior, mientras que en la capa media no se observaron diferencias significativas. No
se obtuvo una reduccién significativa de la expresion de MCP-1 por el tratamiento con
estatinas. Se observd que en la capa superior existia mayor expresion de MCP-1 que en
la capa media en los tres grupos hiperlipémicos, si embargo no fue asi en e grupo

normolipémico.
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Figura 81. RT-PCR de MCP-1y GAPDH en la capa superior (A) y en la capamedia (B) y cuantificacion
de MCP-1 (normalizado por GAPDH) (C) en la aorta abdominal procedente de los cerdos de los
diferentes grupos de tratamiento (HC, n=3; HP, n=3; HS, n=3; NC, n=4). * p<0,05 vs. HC, f p<0,05 vs.
HP,y #p<0,05vs. HS.

Expresion deeNOS

El estudio de la expresion eNOS en aorta abdominal (Figura 82), mostré gue no
habia diferencias significativas entre grupos en su expresion. Los tres grupos

hiperlipémicos tendieron a una menor expresion de eNOS en la capa superior respecto
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al grupo normolipémico, sobretodo € grupo tratado con simvastatina. En la capa

inferior los grupos hiperlipémico control y simvastatina tuvieron una expresion de

eNOS mucho menor que e grupo normolipémico y € tratado con pravastatina. En los

cuatro grupos la expresiéon de este gen fue muy superior en la capa superior que en la

capainferior.
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Figura 82. RT-PCR de eNOS y GAPDH en la capa superior (A) y en la capa media (B) y cuantificacion
de eNOS (normalizado por GAPDH) (C) en la aorta abdominal procedente de los cerdos de los diferentes
grupos de tratamiento (HC, n=3; HP, n=3; HS, n=3; NC, n=4). * p<0,05 vs. HC,  p<0,05vs. HP, y #
p<0,05vs. HS.
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Expresién de Cox-1y Cox-2

La Figura 83 muestra los resultados de |a cuantificacion de laexpresion de Cox-
1y de Cox-2 (normalizada por r RNA 18S). Respecto a los niveles de Cox-1, no se
apreciaron diferencias significativas entre grupos en ninguna de las capas analizadas,
aunque se observd una menor expresion en la capa inferior en los grupos
hiperlipémicos. En cuanto a la Cox-2, tampoco se observaron diferencias significativas
entre |0s cuatro grupos en la capa superior, pero se observé una tendencia a una mayor
expresion en los tres grupos hiperlipémicos. En cambio, en la capa inferior se apreci6
que estos grupos (hiperlipémico control y pravastating) tenian niveles de Cox-2
significativamente menores a los del grupo normolipémico control. Al comparar ambas
capas se apreciaron niveles mayores de Cox-2 en la capa superior que en lacapainferior
en los grupos hiperlipémicos, siendo a revés en € grupo normolipémico.

0,05 - 0,05 -
A B
0,04 - 0,04 -
2 2
< 003" < 003
x x
3 3
7 0,02- .
x % 002-
g :
0,01 - 001 [ +
T
0 - 04
HC HP HS NC HC HP HS NC

Bl Capa Superior
O Capalnferior

Figura 83. Cuantificacion de la expresion de Cox-1 (A) y Cox-2 (B) (normalizada con rRNA 18S) en la
capa superior e inferior de la aorta abdominal procedente de los cerdos de los diferentes grupos de
tratamiento (HC, n=3; HP, n=3; HS, n=3; NC, n=4). 1 p<0,05vs. NC.
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Las manifestaciones clinicas de la aterosclerosis coronaria, tales como la angina
y el infarto de miocardio, y los accidentes vasculares cerebrales, suponen la principal
causa de muerte, incapacidad a largo plazo y admision hospitalaria en los paises
occidentales (Bonita R, 1992). Todas estas patologias estdn causadas por la interrupcion
créonica o aguda del flujo sanguineo en determinadas arterias, lo que conlleva a la

aparicion de isquemia local que puede causar graves trastornos e incluso la muerte.

La aterosclerosis es una enfermedad silente de progresion lenta, cuya evolucion
dura, en la mayoria de los casos, muchos afos. Normalmente no produce
sintomatologia, a no ser que la lesion sea de tal tamafio que llegue a estenosar el vaso
produciendo isquemia. Son los episodios tromboéticos los que suelen motivar los
episodios clinicos mas graves, ya que aquellas placas aterosclerdticas mas inestables se
pueden fisurar e inducir la formacién de trombos que ocasionan en muchos casos la
oclusiéon aguda y total del vaso. Ademads, la trombosis mural es también importante en

la progresion de las placas aterosclerdticas, incluso en ausencia de sintomas clinicos.

Entre las estrategias farmacologicas encaminadas al tratamiento y prevencion de
la patologia aterosclerdtica destacan la terapia antitromboética y la dirigida a la
prevencion de la enfermedad, basicamente mediante el control de los niveles
plasmaticos de lipidos. La terapia antitrombotica se aplica a pacientes que han sufrido
un proceso isquémico o que tienen el riesgo de sufrirlo, asi como tras intervenciones de
revascularizacion (angioplastia) realizadas en pacientes con enfermedad aterosclerdtica
sintomatica. Por otro lado, una de las dianas de la prevencion es el control de los niveles
plasmaticos de lipidos, que se consigue mediante la administracion de farmacos
hipolipemiantes. Estos se administran a pacientes que tienen un riesgo importante de
sufrir un proceso isquémico, ya que reunen determinados factores de riesgo ademas de

hiperlipemia, por ello su uso tiene un caracter basicamente preventivo.

Tradicionalmente se han utilizado antitrombdticos como la aspirina y la
heparina, en algunos casos combinados con farmacos fibrinoliticos, pero mediante este
abordaje no se consigue inhibir completamente los eventos trombdticos (Chesebro JH &
Fuster V, 1987; Antiplatelet Trialists’ Collaboration, 1988; Antiplatelet Trialists’
Collaboration, 1994). La aspirina y otros salicilatos, como el triflusal, inhiben la

formacion del TXA; (Roth GJ & Majerus PW, 1975; Roth GJ & Calverley DC, 1994;
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Cruz JP & Sanchez de la Cuesta F, 1995), que es un importante agonista plaquetario,
tras el bloqueo irreversible de la Cox-1 de las plaquetas. Existe un dilema a la hora de
utilizar los salicilatos con el fin de conseguir un efecto antitrombdtico, ya que por el
mismo mecanismo por el cual inhiben la Cox plaquetaria, pueden estar inhibiendo la
Cox vascular, que es la responsable de la produccion de PGI, (Preston FE et al., 1981,
Cruz JP et al., 1992). La PGI, tiene una funcioén antiagregante y vasodilatadora, por
tanto su bloqueo por aspirina o similares da lugar a un efecto contrario al esperado. Hay
que resaltar que la inhibiciéon de la Cox por este grupo de farmacos, no excluye de
forma absoluta el papel trombogénico de las plaquetas, ya que éstas pueden ser
activadas a través de otras rutas. Este aspecto contribuye a explicar que la terapéutica

antitrombotica con salicilatos no sea eficaz en todos lo casos.

Diferentes estrategias alternativas han sido estudiadas, con el fin de hallar
antitromboticos mas eficientes. Entre los farmacos de mas interés estudiados, a parte de
los inhibidores del receptor GPIIb-IIla plaquetario, se encuentran los inhibidores
directos de la trombina, como la r-Hirudina. Estos compuestos inhiben mas
eficientemente la trombosis que la aspirina o la heparina (Meyer BJ et al., 1994), pero
como reaccion adversa esta inhibicidn se acompafia con una alteracion la funcion
hemostatica y riesgo de complicaciones hemorragicas (también ocurre con los
inhibidores del receptor GPIIb-IIla), por ello su utilizacion es limitada (Antman EM,
TIMI 9% Investigators, 1994; GUSTO Ila Investigators, 1994). Recientemente, ha sido
estudiada una nueva alternativa dirigida a inhibir la produccion de trombina bloqueando
la via del TF, responsable de la trombosis desencadenada por lesiones ateroscleroticas
vasculares. La ventaja tentativa de estos compuestos respecto a los anteriores, es que
consiguen un efecto antitrombdtico local sin interferir en la hemostasia a nivel sistémico
(Harker L, et al., 1996). El rTFPI, los anticuerpos anti-TF y el rFVIIai (FFR-rFVIla,
DEGR-rFVIIa) han despertado interés dentro de este ultimo grupo. Los estudios con los
inhibidores del TF son muy recientes y estos compuestos no se utilizan todavia en el
tratamiento rutinario de pacientes con riesgo trombotico, aunque ya se han iniciado los
primeros ensayos clinicos (Lincoff AM, 2000; Abraham E et al., 2001; Erhardsten E,

2001) y los resultados preliminares son optimistas.

La hipercolesterolemia se considera como un factor de riesgo independiente que

afecta al desarrollo de la enfermedad aterosclerdtica, por lo que su control mediante
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farmacos hipolipemiantes es prioritario. Los primeros fArmacos de este tipo en aparecer
fueron los fibratos, como el genfibrocilo, que demostré su efectividad reduciendo la
concentracion plasmatica de colesterol total, asi como la tasa acumulada de eventos
coronarios al cabo de 5 anos (Frick MH et al., 1987). Posteriormente, aparecieron los
inhibidores de la HMG-CoA reductasa (estatinas), con los que se abrieron nuevas
perspectivas puesto que su capacidad hipolipemiante era mayor. Los ensayos clinicos
realizados con algunas estatinas demostraron que podian disminuir la mortalidad
coronaria tanto en prevencion secundaria (estudio CARE y 4S) como primaria (estudio
WOSCOPS). Sin embargo, las evidencias obtenidas de los ensayos clinicos sugieren
que el beneficio terapéutico de las estatinas se debe, ademas de la reduccion de los
lipidos plasmaticos, a otros mecanismos, ya que se describen efectos positivos que
aparecen antes de que se detecte regresion de la lesion (Sacks FM et al., 1996; West of
Scotland Prevention Study Group, 1998). De hecho, numerosos estudios in vitro han
demostrado efectos de las estatinas sobre diferentes procesos implicados en la patologia

aterosclerotica, inclusive en el proceso trombdtico.

Teniendo en cuenta las perspectivas terapéuticas actuales, en esta tesis se ha
estudiado como afectan la presentacion del proceso aterotrombdtico tres grupos de
farmacos, los inhibidores del TF, los inhibidores de la Cox y los inhibidores de la

HMG-CoA reductasa.

Para estudiar los mecanismos de formacion de trombos (deposicion plaquetar)
utilizamos una camara de perfusion ampliamente utilizada en el area cardiovascular
(Badimon L et al., 1986; Badimon L €t al., 1987; Badimon L et al., 1989; Fernandez-
Ortiz A et al., 1994; Badimon JJ et al., 1997; Badimon JJ et al., 1999). La ventaja
principal del estudio de la deposicion plaquetar en una camara de perfusion (sistema ex
Vivo) sobre los sistemas de agregacion in vitro es que se modela las condiciones de flujo
que existen in vivo. Hay interacciones plaqueta-plaqueta o plaqueta-vaso que sélo
ocurren a velocidades de cizalladura determinadas, mientras que en la agregacion in
vitro la velocidad de cizalladura es arbitraria y con agonistas exdgenos. Con respecto a
los sistemas in vivo, la ventaja principal es que se puede controlar el vaso que se expone
y ademas la velocidad de cizalladura esta determinada por el grosor del canal, variables
que en los experimentos in Vivo estan incontroladas ya que los procesos de

vasoconstriccion y vasorrelajacion no pueden evaluarse. Uno de los inconvenientes de
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este modelo, es que en los sistemas de perfusion extracorpéreos es necesario heparinizar
al animal para evitar la activaciéon del sistema de coagulaciéon. No obstante, la
heparinizacion controlada, a un nivel determinado de aPTT no altera la deposicion de
plaquetas ni fibrindgeno respecto a valores basales (Badimon L et al., 1986). A lo largo
de todos los experimentos realizados en cerdos, el aPTT se mantuvo entre el 139% y
330% del valor basal tras la administracion de heparina, y entre el 120% y 180% el

valor basal en los conejos.

Existen otros parametros que pueden alterar la trombosis, como la cantidad de
plaquetas y de eritrocitos en sangre. Se ha demostrado que la concentracion de
eritrocitos afecta en gran medida a la interaccidon plaqueta-pared a alta velocidad de
cizalladura (Turitto VT & Weiss HJ, 1980) por un mecanismo fisico y quimico.
Ademéds, la disponibilidad de las plaquetas cerca de la pared estd afectada por la
concentracion de globulos rojos (Aarts PA et al., 1988), ya que cuando la sangre circula
con un flujo laminar las plaquetas se concentran en la proximidad de la pared vascular y
los eritrocitos circulan por el centro del vaso. En los grupos evaluados en este estudio se
tuvieron en cuenta estos parametros para evitar su interferencia en los resultados
obtenidos. No se hallaron alteraciones significativas del recuento de eritrocitos o de
plaquetas, los parametros del marcaje de plaquetas (lisis de plaquetas, eficiencia del
marcaje, nimero de plaquetas radiactivas inyectadas y dosis) tampoco fueron diferentes
entre grupos, lo que indica que a priori tales parametros no alteraron los resultados de

deposicion plaquetar.

INHIBIDOR DEL FACTOR TISULAR, FFR-rFVlila

Para la eleccion de las dosis en la administracion sistémica de FFR-rFVIla, se
realiz6 un estudio preliminar con varias dosis, con el objetivo de determinar cuales eran
las mas adecuadas para obtener un efecto antitrombdtico (pared vascular no
aterosclerotica) (0,1-2 mg/kg, bolo i.v.). En la bibliografia, no se hallaron estudios
realizados en esta especie, pero varios trabajos en otras especies y con modelos

experimentales de trombosis in vivo (Rao L & Ezban M, 2000), obtuvieron un efecto



Discusion 217

antitrombotico con rFVIlai (FFR-rFVIla y/o DEGR-rFVIla) administrado
sistémicamente, a dosis similares o mas elevadas a las escogidas en este trabajo que
fueron de 0,5 y 1 mg/kg (bolo i.v.). Al realizar el estudio de trombosis en lesiones
aterosclerdticas también se evalud una dosis mas elevada (4 mg/kg), debido al mayor
contenido de TF de la pared vascular. Las diferentes dosis de FFR-rFVIIa se
correlacionaron significativamente con la concentracion de FFR-rFVIla en plasma,
coincidiendo con los resultados de Erhardsten E et al. (2001), que también hallé una
proporcionalidad entre los valores de concentracion méaxima en plasma (Cpax) y area

bajo la curva (AUCy..) y la dosis de FFR-rFVIIa en humanos.

Los valores hematoldgicos y bioquimicos basales no variaron entre los
diferentes grupos y se encontraron dentro de los intervalos de normalidad para el
modelo. Tales resultados indican que a priori no hubieron factores de variacion entre
los grupos que pudiesen afectar las determinaciones obtenidas durante el procedimiento

experimental.

Las diferentes dosis de FFR-rFVIla evaluadas aumentaron significativamente y
de manera dosis-dependiente el PT, mientras que los valores de aPTT y fibrin6geno se
mantuvieron dentro de los intervalos de normalidad. Ademas, los niveles de PT se
correlacionaron con la concentracidon plasmatica de farmaco. La afectacion del PT por el
FFR-rFVIla demuestra que hay una inhibicion de la via del TF (extrinseca), ya que ésta
es la prueba de eleccion para evaluar la funcionalidad de esta via. La falta de efecto
sobre el aPTT y el fibrindgeno, confirma que este compuesto no actia sobre la via por
contacto (intriseca) de la coagulacion. La elongacion del PT por la administracion i.v.
de FFR-rFVIla concuerda con los resultados obtenidos tras la administracion sistémica
de este farmaco y de otros inhibidores del TF en humanos (Erhardsten E et al., 2001,
Kristensen AT et al., 1999; Lev El et al., 2002), conejos (Jang Y et al., 1995; Arnljots B
et al., 2000; Ragni M et al., 1996) y ratas (Han X et al., 1999). Por el contrario, la
administracion local de FFR-rFVIla no implic6é una modificacion del PT (Arnljots B et
al., 1997; Holts J et al., 1998; Arnljots B et al., 2000), ya que la cantidad que podia

llegar a ser absorbida era tan baja que su efecto no era detectable.
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TROMBOSIS

Se ha demostrado que el nucleo graso es el componente mas trombogénico de
las placas aterosclerdticas (Fernandez-Ortiz A et al., 1994) y el TF, presente en grandes
cantidades en este tipo de lesiones, parece ser el desencadenante de la induccion del
trombo cuando estas lesiones sufren rotura (Toschi V et al., 1997). Debido a que el TF
supone un factor de riesgo trombotico determinante en la patologia cardiovascular, se
evaluo el efecto del FFR-rFVIla, un inhibidor competitivo de este factor, sobre la

trombosis desencadenada por pared vascular lesionada.

De acuerdo con los resultados obtenidos anteriormente en nuestro grupo
(Badimon L et al., 1986; Badimon L et al., 1988; Badimon L & Badimon JJ, 1989;
Lassila R et al., 1990; Fernandez-Ortiz A et al., 1994), en este estudio se observo que la
deposicion sobre lesion ligera (subendotelio) fue mucho menor que sobre lesion severa
(tnica media), y en ambos casos siempre fue mayor a alta velocidad de cizalladura, ya
que la exposicion de capas internas del vaso y velocidades de cizalladura altas producen
un mayor estimulo trombogénico. También se aprecidé que el tamafio del trombo
resultante a los cinco minutos sobre lesion ligera, se mantuvo o incluso se redujo entre
los cinco y los diez minutos, debido una interaccion plaqueta-pared poco estable;
mientras que sobre lesion severa el trombo crecié de manera lineal a lo largo del tiempo
siendo su tamafio cada vez mayor, ya que el trombo en este caso es mucho mas estable y

se une firmemente a la superficie vascular.

Después de la administracion intravenosa de FFR-rFVIla la deposicion
plaquetaria, a ambas velocidades de cizalladura, disminuy6 cuando se expuso a la
circulacion sanguinea la tinica media adrtica, pero no se modifico con la exposicion del
subendotelio. El analisis de la deposicion axial de plaquetas coincidio con los resultados
obtenidos en la deposicion total, y se obtuvo que el patron caracteristico (segmento a >
segmento b > segmento ¢) demostrado anteriormente (Badimon L et al., 1989), se
mantenia en la mayoria de los casos a pesar de la inhibicion. El mecanismo principal
mediante el cual se depositan las plaquetas sobre subendotelio es la adhesion. Durante
este proceso, las plaquetas expresan el receptor GP Ib, GP Ia-Ila o/y GPlla-IlIb,
dependiendo de la velocidad de cizalladura (Sakariassen KS et al., 1986; Hawiger J,



Discusion 219

1987), y se adhieren a la superficie mediante su unioén a su ligando (vVWF u otros). Este
mecanismo es independiente de la activacion de la cascada de la coagulacion, y por ello
no se acompana de la deposicion de fibrina (Badimon L et al., 1990a), lo cual explica
que el bloqueo del TF por FFR-rFVIla no influya en el depdsito de plaquetas. Al
realizar el estudio inmunohistoquimico del trombo formado sobre subendotelio, se
confirm6 que éste estaba compuesto por una monocapa de plaquetas adheridas al vaso
sin presencia de fibrina, y que no habia diferencias entre el grupo control y el tratado
con FFR-rFVIla. Por otro lado, cuando se produce una exposicion de estructuras
internas de la pared vascular (lesion severa), se origina un estimulo trombogénico muy
importante que da lugar a la activacion de las plaquetas y de la via del TF, asi como de
la produccion de trombina, que conduce a la formacion de agregados de plaquetas y de
una malla de fibrina que estabiliza el trombo y lo adhiere firmemente al vaso (Badimon
L et al., 1990a). El bloqueo por FFR-rFVIla del TF que participa en la formacion del
trombo en estas condiciones, explica la menor deposicion plaquetaria obtenida, ya que
se inhibe la formacion de trombina, que estd implicada tanto en la formacion de fibrina
como en la activacion plaquetaria (Krishnaswamy S et al., 1992). Este efecto inhibitorio
se observo en las dos condiciones de flujo estudiadas, lo que sugiere que la actividad del
FFR-rFVIla sobre la activacion plaquetaria no depende de la velocidad de cizalladura.
El estudio inmunohistoquimico mostrd que el trombo estaba formado por agregados de
plaquetas unidos a la superficie mediante una importante capa de fibrina, y que la
cantidad de plaquetas y de fibrina depositadas sobre la superficie del substrato en el
grupo tratado con FFR-rFVIla era menor que en el grupo control, lo que demuestra la

participacion de la via del TF.

Como se ha comentado previamente, el PT se alargd de manera dosis-
dependiente con la administracion de FFR-rFVIIa, demostrando la inhibicion de la via
del TF. Al analizar la relacion entre los valores de PT y los niveles de FFR-rFVIIa en
plasma y la deposicion plaquetaria sobre lesion severa, se obtuvo una cierta correlacion
(inversa), lo cual indica que la via del TF de la coagulacion y la activacion plaquetaria
estan relacionadas cuando se produce un estimulo trombogénico importante. Sin
embargo, sobre lesion ligera no se hallé ninguna relacidon, confirmado la independencia

de la via del TF en presencia de estimulos poco trombogénicos.
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De acuerdo con nuestros resultados, estudios previos en diferentes modelos in
ViVO e in vitro han demostrado la inhibicion de la trombosis con inhibidores del TF. En
un estudio realizado en humanos con el mismo modelo de trombosis ex vivo (1700 s™)
utilizado en este trabajo (cdmara L.Badimon), anticuerpos contra TF y rTFPI redujeron
la deposicion plaquetaria y de fibrina en arterias normales lesionadas severamente, y
con lesion aterosclerdtica -donde hay gran cantidad de TF (Toschi V et al., 1997)- pero
a diferencia de nuestro estudio el tratamiento se aplico localmente (Badimon JJ et al.,
1999). En modelos in vitro con células que expresan TF, el rFVIlai (FFR-rFVIla 6
DEGR-rFVIIa) inhibi6 la activacion plaquetaria y la generacion de trombina en un
sistema estatico, y cuando se sometieron a velocidades de cizalladura entre 65 y 650 s
se observo una reduccion en la deposicion de fibrina (Rao L & Ezban M, 2000). El
tratamiento topico y sistémico con rFVIla también disminuyd la trombosis sobre lesion
severa, expresada como deposicion de plaquetas y/o de fibrina, en modelos in vivo,
donde no se controlan las condiciones de flujo (Kirchhofer D et al., 1995; Jang Y, et al.,
1995; Harker L et al., 1996; Rao L & Ezban M, 2000; Lev EI et al., 2002).

Otro indicio que apunta hacia el mecanismo de inhibicion de la trombosis sobre
lesion severa por FFR-rFVIIa a través del bloqueo de la via del TF, es que la agregacion
plaquetar ex vivo inducida por colageno y ADP no se modifico con la administracion de
este compuesto. Estos resultados indican que el bloqueo de esta via de la coagulacion es
independiente de la activacion plaquetaria si en el medio hay agonistas plaquetarios.
Cuando existe una lesion vascular in vivo, la trombosis desencadenada depende
basicamente de la via del TF (Nemerson Y, 1988; Rappaport SI & Rao VM, 1996;
Fuster V et al., 1996), donde la activacion de plaquetas se debe en casi su totalidad a la
trombina presente en el medio (Krishnaswamy et al., 1992), y por tanto el bloqueo del
TF produce una disminucién en la produccion de trombina y, consecuentemente, de la
agregacion plaquetaria y de la formacion de fibrina. Trabajos previos coinciden con
nuestro estudio, ya que observaron que la agregacion plaquetaria ex vivo en PRP de
animales tratados con FFR-rFVIIa no se modifico tras la adicion de ADP (Ragni M et
al., 1996; Golino P et al., 1998; Golino P et al., 2000). Resultados similares se
obtuvieron al utilizar colageno como agonista, cuando el tratamiento se realizd con un

anticuerpo contra el TF (AP-1) (Pawashe AB et al., 1994; Ragni M et al., 1996).
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Tradicionalmente, se ha pensado que la trombosis se desencadena cuando se
produce una lesion vascular y se expone el TF de las estructuras internas del vaso a la
circulacion sanguinea (Zeldis SM et al., 1972; Nemerson, 1988; Fuster V et al., 1996;
Fuster V et al., 1997). Seglin esta premisa, la aplicacion local de FFR-rFVIla en la
pared vascular lesionada (lesion severa) deberia producir un efecto inhibitorio de la
trombosis. Sin embargo, y en contradiccion con esta hipotesis, la deposicidon plaquetaria
desencadenada por pared vascular sana lesionada ligera y severamente tratada con este
farmaco, no se modifico significativamente en ninguna de las condiciones estudiadas.
La falta de efecto al aplicar localmente FFR-rFVIla, demuestra que este farmaco se ha
de administrar sistémicamente para obtener un efecto inhibitorio sobre la trombosis.
Probablemente, esta falta de inhibicion se deba a que en la pared vascular sana hay muy
poco TF (Maynard JR et al. 1977). Para confirmarlo, realizamos un estudio
inmunohistoquimico de los substratos vasculares, que demostré6 que practicamente no
habia TF en ninguna de las estructuras expuestas a la sangre (subendotelio y tinica
media), mientras que el trombo formado sobre tunica media era altamente positivo para
este factor. Estos resultados sugieren que el TF que participa en la formacion del trombo
proviene de la sangre, tal como afirman trabajos recientes que indican la presencia de un
pool de TF en la circulacion sanguinea -contenido en leucocitos y microvesiculas- que
se activa y participa en los sucesos tromboticos (Suefuji H, 1997; Key NS, 1998; Giesen
PL et al., 1999). Para demostrar esta hipotesis se realizaron estudios de actividad
procoagulante del TF, que mostraron la existencia de TF potencialmente activo en
sangre. Ademas, se observé una inhibicion significativa de su actividad por FFR-rFVIIa
(in vivo ¢ in vitro), indicando la efectividad de este compuesto a nivel circulante. Por
otro lado, el hecho de que s6lo el trombo formado sobre tinica media fuese positivo
para TF, mientras que el formado sobre subendotelio no lo fuera, confirma que el TF
solo participa cuando el estimulo trombogénico es importante, y por ello su bloqueo por
FFR-rFVIla tinicamente sea efectivo en presencia de lesion severa. Recientemente, se
ha descrito que los monocitos y otros leucocitos (neutréfilos) transfieren el TF a las
plaquetas activadas en la zona de formacion del trombo, contribuyendo asi a la
propagacion de éste (Rauch U et al., 2000a). Incluso se ha sugerido que las propias
plaquetas contienen y secretan microvesiculas con TF cuando se activan, promoviendo
la formacion de fibrina localmente y consecuente desarrollo y estabilizacion del trombo
(Miiller I et al., 2003). Estos resultados coincidirian con los observados en esta tesis, ya

que el TF se localizé en el trombo (tinica media) y ademas éste colocalizd con la
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fibrina, indicando que es necesaria la presencia de TF en la zona del trombo para que se
lleve a cabo la formacion de fibrina, y que posiblemente este TF se hallé en la superficie
de las plaquetas que es donde se lleva a cabo la reaccidon en cascada de la coagulacion
(via del TF). Segun esto posiblemente, el mecanismo mas adecuado para explicar la
expansion explosiva del trombo consista en que la reaccion de coagulacion se produzca
localmente en la superficie de formacion del trombo, lo que se traduce en la superficie

de las plaquetas activadas.

Los resultados de este estudio explican los obtenidos en trabajos realizados in
vivo en los que se induce una lesion arterial en un vaso sano mediante métodos
quirtrgicos o mecanicos (angioplastia) (Zeldis SM et al., 1972; Nemerson, 1988; Fuster
V et al., 1996; Fuster V et al., 1997), y demuestran una inhibicion de la trombosis al
administrar inhibidores del TF, los cuales pueden estar actuando sobre el TF circulante.
La diferencia de los modelos in vivo mencionados respecto al nuestro, es que la lesion
vascular se produce en un sistema vivo y nosotros utilizamos substratos arteriales in
vitro. En el caso de los modelos in vivo, en la zona lesionada se produce una induccion
de la expresion de TF al cabo de un tiempo (a partir de las 2 horas) (Marmur JD et al.,
1993), el cual contribuye al proceso trombotico y puede ser inhibido por los inhibidores
del TF; en cambio, en los substratos in vitro la expresion inicial de TF, que es muy
reducida, obviamente no varia a lo largo del tiempo. En esta ultima situacion, la mayor

parte del TF probablemente proviene de la sangre.

Como se ha comentado previamente, el TF se encuentra de manera abundante en
las lesiones aterosclerdticas (Toschi V et al., 1997) confiriéndoles una condicion
protrombotica. Por ello, la adicion de un inhibidor del TF deberia producir una
inhibicion de la trombosis. En este trabajo se evaluo el efecto del FFR-rFVIIa sobre la
trombosis inducida por pared vascular aterosclerotica humana. Tras aplicar FFR-rFVIla
sistémicamente (1 y 4 mg/kg), se obtuvo una tendencia a la inhibicioén en la deposicion
plaquetaria y una inhibicion significativa en la deposicion de fibrina, lo que sugiere que
este farmaco ademas del TF circulante, también inhibe el TF presente en la lesion
aterosclerotica. La inhibicion de la deposicion plaquetaria fue mas efectiva con la dosis
mas alta (4 mg/kg) en las dos condiciones de flujo, sugiriendo que es necesaria una
mayor cantidad de inhibidor para bloquear el TF en presencia de lesion aterosclerdtica,

debido al gran contenido de este factor. Sin embargo, la deposicion de fibrina se inhibio
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de manera similar con las dos dosis, por lo que se concluyd que ambas dosis fueron

igualmente efectivas.

Por tanto, se puede afirmar que la inhibicion de la trombosis por FFR-rFVIIa se
produce mayoritariamente mediante el bloqueo del TF activado de la sangre que
participa en la formacion del trombo. Cuando la pared vascular expresa TF, ya sea por
presencia de una lesion aterdsclerotica o porque ha recibido una agresion, este fairmaco
puede ser efectivo inhibiendo el TF presente en el vaso, ademés del aportado por la

circulacion sanguinea.

INHIBIDORESDE LA CICLOOXIGENASA

En esta parte de la tesis doctoral, los farmacos se administraron por dos vias,
intravenosa y oral. La eleccion de la dosis de aspirina para el tratamiento agudo (5
mg/kg bolo i.v.) se baso en dos estudios realizados con el mismo modelo experimental
de trombosis secundaria realizado en cerdo (Meyer J et al., 1994; Meyer J et al., 1998).
Las dosis de triflusal y HTB (10 mg/kg bolo i.v.) se eligieron en funcion de su potencia
respecto la aspirina (la dosis equivalente de triflusal es 30-50% mayor a la dosis de la
aspirina; Cruz JP & Sanchez de la Cuesta F, 1995), y de varios estudios realizados en
ratas y conejos donde las dosis de triflusal entre 10 y 50 mg/kg (i.v. o p.o.) tuvieron
efecto sobre la trombosis (Cruz JP & Sénchez de la Cuesta F, 1995). Para elegir las
dosis para el tratamiento cronico, al igual que con el FFR-rFVIla se realizo un estudio
preliminar a partir varias dosis (aspirina, 10, 20 y 30 mg/kg/dia p.o; triflusal, 15, 30 y 40
mg/kg/dia), para determinar las dosis minimas con efecto antitrombotico. Las dosis que
se eligieron finalmente fueron mayores que las dosis con efecto antitrombdtico del
estudio agudo (30 mg/kg/dia para la aspirina y 40 mg/kg/dia para el triflusal), debido a
que la via de administracion era diferente (p.o. se requieren dosis mayores que i.v., ya

que no se administran directamente en la sangre).

En los conejos tratados cronicamente con estos farmacos (8 dias), los pardmetros

bioquimicos no se modificaron con la administracién de aspirina o triflusal, y todos los
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valores obtenidos se encontraron dentro de los intervalos de normalidad para esta
especie, al igual que los valores hematolédgicos y el peso, indicando que los farmacos no

produjeron toxicidad o efectos colaterales.

Los valores de coagulaciéon obtenidos fueron similares entre grupos. Estos
resultados muestran que el tratamiento con aspirina, triflusal y HTB no altera la cascada
de la coagulacion, ya que su efecto antitrombotico se basa en la modificacion de la
funcionalidad plaquetaria. Los efectos de la aspirina y otros salicilatos han sido
ampliamente estudiados y en humanos se ha observado que las dosis terapéuticas no
causan alteraciones de la hemostasia, a no ser que exista una alteracion de la hemostasia
subyacente (Patrono C, 2001). Solo en casos de dosis altas se produce un alargamiento
del PT debido a una inhibicioén de la sintesis hepatica de factores VII, IX y X (Owens
MR & Cumino CD, 1980).

TROMBOSIS

En el proceso aterotrombdtico, una vez se ha formado el trombo sobre una lesion
aterosclerotica que ha sufrido rotura, éste puede lisarse por fibrinolisis fisiologica o
induccioén farmacoldgica. La presencia de este trombo mural residual predispone a la
oclusion trombotica recurrente del vaso (Van Lierde et al., 1990; Fuster V et al., 1990;
Davies SW et al., 1990; Gulba DC et al., 1991), por lo que supone un factor de riesgo
trombotico importante. Debido a que en muchos casos el tratamiento antitrombdtico se
aplica tras la aparicion de sintomas isquémicos, donde hay presencia de un trombo
residual, se evalud la eficacia de dos inhibidores de la Cox (aspirina y trifusal) sobre la

trombosis inducida en estas condiciones (trombosis secundaria).

A fin de realizar el estudio con los farmacos, previamente se estandarizaron las
condiciones experimentales para tener un modelo de trombosis secundaria adecuado.
Para ello, se evalud la trombosis primaria, es decir aquella desencadenada por la pared
vascular lesionada, y la trombosis secundaria en el grupo control. En las diferentes
condiciones evaluadas, se obtuvo una mayor deposicion plaquetaria al perfundir sangre

sobre un trombo ya preformado (trombosis secundaria). Estos resultados demuestran
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que el estimulo trombogénico del trombo es mucho mayor que el de la pared vascular
lesionada, ya sea una simple desendotelizacion (subendotelio) o la exposicion de capas
profundas de la pared (tinica media). Estos resultados coinciden con diferentes estudios
clinicos, que demuestran que la existencia de un trombo residual predispone a la
reoclusion trombotica del vaso (Van Lierde et al., 1990; Fuster V et al., 1990; Davies
SW et al., 1990; Gulba DC et al., 1991). Ademas, Meyer J et al. (1994), utilizando el
mismo abordaje experimental en el modelo porcino, también obtuvieron una mayor
trombosis secundaria sobre tunica media, perfundiendo a alta velocidad de cizalladura
(1700 s™). Con nuestro modelo hemos demostrado que a menor velocidad de cizalladura
(212 s, la deposiciéon sobre un trombo preformado también es significativamente
superior que sobre pared vascular, independientemente del grado de lesion. Asimismo,
los resultados de trombosis secundaria obtenidos sobre lesion ligera, sugieren que
ademds de la deposicion plaquetaria producida por el mecanismo de adhesion de las
plaquetas a la superficie vascular (Badimon L et al., 1990a), también se esta
produciendo agregacion plaquetaria. De hecho, una cierta proporcion de plaquetas que
forman parte del trombo primario, pueden estar activadas y cuando se perfunde
nuevamente sangre, éstas estimularian nuevas plaquetas formando agregados
minusculos. Confirmando esta hipotesis, el estudio inmunohistoquimico demostré la
presencia de fibrina y pequefos agregados plaquetarios sobre la superficie
subendotelial, aunque el tamafio del trombo resultante (primario y secundario) era
mucho menor que el obtenido sobre tinica media, el cual también se componia de

fibrina y de agregados plaquetarios.

La administracion de un tnico bolo i.v. de aspirina, triflusal y HTB redujo
significativamente el tamafio del trombo secundario formado sobre lesion ligera y
severa. Este efecto antitrombotico también se observd tras la administracion oral de
aspirina y triflusal durante 8 dias. Estos resultados demuestran que estos farmacos, a las
dosis utilizadas, son capaces de inhibir la activacion plaquetaria estimulada por un
trombo preexistente, y que el triflusal junto a su metabolito HTB tienen una eficacia
similar a la aspirina. A diferencia del FFR-rFVIla, que inhibe indirectamente la
activacion plaquetaria a través de la reduccion de la produccion de trombina, los
salicilatos ejercen un efecto directo sobre la plaqueta sin alterar la cascada de
coagulacion. Su mecanismo de accion se basa en la inhibicidn irreversible de la Cox-1

plaquetar y consecuentemente de la produccion de TXA,, que participa en la activacion
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plaquetaria (Roth GJ & Majerus PW, 1975; Roth GJ & Calverley DC, 1994). Ademas,
el triflusal y sobretodo su metabolito, el HTB, tienen un efecto anadido sobre las
plaquetas ya que son capaces de inhibir la fosfodiesterasa aumentando
consecuentemente los niveles de cAMP intraplaquetario (Garcia-Rafanell J et al., 1986),

el cual tiene una accion contraria al TXA,, y por tanto inhibe la agregacion plaquetaria.

Se ha demostrado que el crecimiento del trombo sobre un trombo preformado
sobre una superficie vascular severamente lesionada, perfundida a alta velocidad de
cizalladura, depende basicamente de la trombina que se forma en grandes cantidades en
el trombo (Meyer J et al., 1994; Meyer J et al., 1998). Como se ha comentado
previamente, la trombina se produce principalmente por la via del TF en condiciones de
lesion vascular. El mecanismo de crecimiento del trombo sobre un trombo preformado,
tanto a alta como a baja velocidad de cizalladura, en los modelos de lesion severa y
ligera estudiados, probablemente también dependa de trombina, aunque en el caso de
lesion ligera de una manera muy tenue, debido a que el estimulo trombogénico es
menor. En este estudio, dos tipos de salicilatos (aspirina y triflusal) y el metabolito
activo de uno de ellos (HTB), han inhibido el crecimiento del trombo, indicando que a
pesar de la importante participacion de la trombina en el proceso, el bloqueo de la
formacion de TXA, plaquetario reduce la capacidad de las plaquetas para agregarse. A
priori, la trombina y el TXA; actiian en la plaqueta por dos vias independientes, aunque
se ha demostrado que la aspirina a dosis altas también inhibe la agregacion secundaria
inducida por trombina, colageno y AA, ya que reduce la produccion plaquetaria de
diacilglicerol (Werner MH et al., 1991). Este ultimo mecanismo podria ser el
responsable de la inhibicion plaquetaria en este modelo. Respecto al trombo secundario
formado sobre lesion ligera, en el que se ha sugerido que participan ambos mecanismos
de agregacion y adhesion plaquetaria, se ha descrito que tanto la aspirina como el
triflusal también ejercen inhibicion de la adhesion de las plaquetas al subendotelio (Cruz
JP et al., 1995). Meyer J et al. (1994, 1998) demostraron que la aspirina administrada en
bolo i.v. a la dosis de 5 mg/kg en cerdo es incapaz de inhibir la trombosis secundaria a
alta velocidad de cizalladura. En nuestro modelo, la dosis de 5 mg/kg i.v. de aspirina se
utilizdé en el estudio de trombosis realizado a baja velocidad de cizalladura, y se
administr6 una dosis mayor (30 mg/kg/dia p.o.) y repetida (8 tomas), en el estudio
realizado a alta velocidad de cizalladura. Esto sugiere que la inhibicion del crecimiento

del trombo secundario se consigue utilizando una mayor dosis de antiagregante, y que
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una dosis incapaz de inhibir la trombosis a alta velocidad de cizalladura, donde el
estimulo trombogénico es elevado, si induzca inhibicion a velocidades de cizalladura
menores. Ademas, se ha de tener en cuenta que la especie animal utilizada no fue la
misma, de manera que las dosis no tienen porqué ser equiparables. Los efectos de la
aspirina a las dosis utilizadas se pueden extrapolar a los del triflusal y HTB, ya que las

dosis de éstos fueron corregidas para ser equivalentes.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la aspirina y el triflusal,
a las dosis utilizadas, inhiben con la misma eficacia la trombosis desencadenada por un
trombo preexistente, situacion altamente trombogénica, mediante la inhibicion de la

agregacion plaquetaria.

EXPRESION DE LA CICLOOXIGENASA VASCULAR

Existen al menos dos isoformas de la Cox, una constitutiva (Cox-1) y una
inducible (Cox-2), las cuales tienen acciones cataliticas similares (Smith WL et al.,
1996). La Cox-1 se expresa de manera constitutiva en el endotelio de los vasos y es
responsable de la sintesis de prostaciclina (PGI;) (Smith WL et al., 1996), de
propiedades vasodilatadoras y antitromboticas, ademas de la formacion de TXA; en la
plaqueta e induciendo, por tanto, la agregacion plaquetaria. Sin embargo, el
descubrimiento de la isoforma Cox-2, que inicialmente se vinculd a procesos
inflamatorios y es inducida por diferentes productos de la inflamacion (Herschman HR,
1996; Wu KK, 1995), desveld posteriormente, que es la isoforma mayoritariamente
productora de PGI; en la pared vascular. Esta isoforma se ha implicado también en el
proceso aterosclerdtico (Ross R, 1993; Gordon D, 1996; Schonbeck U et al., 1999;
Baker C et al., 1999). Recientemente, se ha atribuido a los salicilatos la capacidad de
inhibir el factor nuclear de transcripcion NF-kB (Kopp E & Ghosh S, 1994), que es
responsable de la regulacion de la expresion de varios genes implicados en el proceso
inflamatorio (Baeuerle PA & Baltimore D, 1996), entre los que se encuentran la Cox-2
y la i-Nos. El hecho de que farmacos como la aspirina o el triflusal tengan la capacidad
de inhibir la expresion de estos genes, explicaria el gran potencial antiinflamatorio de

los salicilatos que no es posible atribuir a la simple inhibicion de la actividad de la Cox.
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Debido a que los salicilatos se utilizan normalmente en la prevencion y
tratamiento de la aterotrombosis, en este trabajo se estudio el efecto de la aspirina y del
triflusal, a dosis antitrombdticas, sobre la expresion de la Cox en la pared vascular sana,
ya que el tratamiento antitromboético en zonas de lesion estd asociado al tratamiento de

zonas arteriales con endotelio sano, que podrian verse alteradas.

La expresion de mRNA de Cox-1 en aorta de conejos no se modificd por el
tratamiento durante 8 dias con aspirina y triflusal, aunque cabria mencionar que los
niveles en el grupo tratado con triflusal fueron variables y el valor medio estaba por
debajo del control. Por el contrario, la expresion de mRNA y de proteina de Cox-2 se
redujo de manera significativa en los dos grupos tratados con aspirina y triflusal,
sobretodo los niveles de proteina. Estos resultados indican que en primer lugar, la Cox-1
vascular estd afectada minimamente por la aspirina y el triflusal; y segundo lugar, la
pared vascular sana de conejo expresa ambas isoenzimas. La mayoria de trabajos
publicados resaltan que asi como la Cox-1 se encuentra de manera constitutiva y se
halla normalmente en muchos tejidos, la Cox-2 es practicamente inexistente (Schonbeck
U et al., 1999; Stemme V et al., 2000; Hong BK et al., 2000; Catella-Lawson F et al.,
2001; Wong E et al., 2001), y para observar su expresion debe de haber sido inducida
por moléculas implicadas en el proceso inflamatorio (Wu KK, 1996). El hecho de que
en este estudio se describa la presencia de mRNA y de proteina de Cox-2 en pared
vascular sana, coincide con estudios recientes que sugieren un papel fisioldgico de este
enzima. En el sistema circulatorio se ha demostrado que este enzima puede estar
relacionada con la produccion de PGI, vascular tanto en individuos sanos como en
pacientes ateroscleroticos (Catella-Lawson F et al., 1999; McAdam BF et al., 1999).
Tales resultados sugieren que la Cox-2 ejerce un papel fisioloégico. Ademas, en otros
tejidos, como la mucosa gastrica, se ha descrito que la Cox-2 se expresa de manera
constitutiva y que probablemente, est¢ implicada en diversas funciones fisiologicas
(Feng L et al., 1993; O’Neill GP & Ford-Hutchinson AW, 1993; Zimmermann KC et
al., 1998; Wallace JL, 1999).

El efecto de este tipo de farmacos sobre la expresion de Cox es un aspecto que
todavia no ha sido aclarado, ya que los resultados publicados hasta ahora son
contradictorios. Por lo que se refiere a la Cox-1, en ninglin estudio se ha observado una

modificacion de su expresion por esta familia de farmacos (Barrios-Rodiles M et al.,
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1996). Respecto la Cox-2, hay estudios en los que no se observa una afectacion, o
incluso, como caso aislado, se ha demostrado una induccién tras la administracion de
aspirina en mucosa gastrica (Davies NM et al., 1997). En cambio, hay otros que afirman
una inhibicidon de su expresion por aspirina, triflusal y otros salicilatos (NSAIDs), tanto
in vitro como in vivo, en diferentes tipos celulares y tejidos. Cuando todavia no se habia
descubierto la existencia de dos isoformas de Cox, Wu KK et al. (1991) demostraron
que la aspirina inhibia la induccion de Cox en celulas endoteliales (HUVEC)
estimuladas con IL-1. La aspirina y su metabolito, el salicilato sddico, redujeron los
niveles de mRNA y de proteina de Cox-2 en diferentes tipos celulares in vitro e in vivo
(Xu XM et al., 1999). Recientemente, se ha descrito que el HTB vy el triflusal, pero no la
aspirina, inhibieron la expresion de Cox-2 en monocitos y células de astrocitoma in
vitro (Fernandez de Arriba A et al., 1999; Hernandez M et al., 2001) y en células
inflamatorias in vivo (Fernandez de Arriba A et al., 1999). Por otro lado, estos
resultados no fueron reproducidos tras el tratamiento con aspirina a dosis mayores en
varios trabajos in vitro donde se utilizaron fibroblastos (Kujubu DA & Herschman HR,
1992), macréfagos (O’Sullivan MG et al., 1993; Barrios-Rodiles M et al., 1996) y
células epiteliales de pulméon (Mitchell JA et al., 1997). La contradiccion entre
resultados puede deberse a una regulacion especifica de la Cox-2 por salicilatos segin el
tipo celular o a una respuesta dependiente del tipo de estimulo (Fernandez de Arriba A
et al., 1999). El mecanismo mas probable mediante el cual los salicilatos parecen estar
inhibiendo la expresion de mRNA de Cox-2, y consecuentemente, de proteina, es
mediante el bloqueo del factor de transcripcion NF-kB (Kopp E & Ghosh S, 1994). Este
efecto se ha descrito recientemente con HTB vy triflusal (Bayon Y et al., 1999).

En todos los trabajos hasta ahora publicados, previamente al tratamiento, se
indujo la expresion de Cox-2 mediante diversos estimulos (lipopolisacaridos (LPS), IL-
1, ésteres de forbol, etc.). En esta tesis, sin embargo, se describe que los salicilatos
inhiben la Cox-2 basal en la pared vascular aodrtica sin previa induccion. Con los datos
actuales es dificil discernir si el mecanismo de inhibicion de la expresion de este enzima
por salicilatos es el mismo que cuando ha habido una induccién previa. Seria interesante
estudiar la expresion del factor de transcripcion NF-kB en situacion basal y determinar
si existe una relacion con la expresion de Cox-2. Por otro lado, si los salicilatos son

capaces de inhibir niveles basales de Cox-2, también podrian ser potentes inhibidores de
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esta isoenzima en situaciones de inflamacion, como en la aterosclerosis, donde la Cox-2

se encuentra inducida de manera importante.

En estos ultimos afios se ha potenciado la utilizacion de inhibidores especificos
de Cox-2 en procesos inflamatorios. Debido a que estos firmacos no ejercen efecto
sobre la Cox-1, era esperable una reduccion en la incidencia de reacciones adversas
descritas con los salicilatos clasicos. Diversos estudios clinicos han demostrado que los
inhibidores de la Cox-2 no son tan beneficiosos como se esperaba, ya que tanto en
pacientes aterosclerdticos como en voluntarios sanos se ha observado una reduccion en
los niveles de PGI, vascular, que ademas se acompafia de mayores niveles de TXA;
debido a la falta de inhibicion de la Cox-1 plaquetaria. Como resultado, se obtiene una
situacion de vasoconstriccion generalizada que puede favorecer los procesos
aterotromboéticos. Mediante el uso de aspirina y otros salicilatos que inhiben
(funcionalmente) ambas isoenzimas, el equilibrio PGI,-TXA, se mantiene y por ello el
resultado global es un beneficio en la enfermedad isquémica coronaria. Pero este
equilibrio se obtiene siempre que no se utilicen dosis elevadas, ya que nuestro estudio
demuestra que dosis considerables de aspirina y triflusal, con las que se consigue
reducir la trombosis cuando el estimulo trombogénico es importante (trombo residual),
podrian estar afectando la expresion de Cox-2 vascular. De hecho, la terapéutica con
salicilatos ha demostrado que dosis bajas de salicilatos son tan efectivas como
antitromboticas como dosis elevadas, debido a que las dosis bajas inhiben la Cox
plaquetaria sin afectacion de la Cox vascular, mientras que las dosis altas si la afectan
(Patrono C, 2001). Cabe resaltar que en este estudio se ha observado una tendencia a
una mayor reduccion de Cox-2 a nivel proteico en el grupo tratado con aspirina que en
el grupo tratado con triflusal. Tal observacion es importante, ya que podria explicar que
el triflusal y su metabolito HTB preserven los niveles de PGI, mientras que la aspirina
los reduzca de manera importante, cuando se utilizan a dosis equivalentes (McNeely W
& Goa KL, 1998). Sin embargo, en este trabajo no se determinaron los niveles de PGIy,

y no podemos concluir si existia afectacion por los farmacos utilizados.

Los resultados obtenidos en la pared vascular demuestran que la aspirina y el
triflusal no modifican la expresion de Cox-1, mientras que inducen la inhibicion de la
expresion de Cox-2, lo cual junto a su efecto directo sobre la funcionalidad del enzima,

se podria traducir en una reduccion de la sintesis de PGI,.
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INHIBIDORESDE LA HMG-CoA REDUCTASA

El objetivo del estudio con estatinas consistid en evaluar el efecto de éstas sobre
la trombosis de manera independiente a su efecto hipolipemiante, por lo que se
seleccionaron unas dosis y un protocolo de administraciéon tales que no produjesen una
reduccion significativa de los lipidos plasmaticos. Para ello, la administracion de los
farmacos se inici6 una vez se habia obtenido un animal dislipémico, es decir, con
lipidos plasmaticos elevados y presencia de lesiones (alimentacion con dieta
hiperlipémica durante 50 dias), lo que hacia mas dificil obtener una reduccion de los
lipidos con el tratamiento. La homeostasis del colesterol esta regulada por la absorcion
intestinal del colesterol y por la sintesis enddgena (hepatica) de colesterol. El aumento
de la absorcion produce una reduccion en su sintesis y viceversa. Los niveles elevados
de lipidos en plasma conseguidos por una dieta rica en colesterol priman el mecanismo
de absorcion intestinal de colesterol y reducen la sintesis endogena. Al ser esta sintesis
endogena de colesterol la que es bloqueable por estatinas, en nuestro modelo dicha
inhibicién no produjo cambios importantes en niveles de lipidos que provenian

mayoritariamente de la absorcion (tratamiento durante 50 dias).

Para la eleccion de la dosis de pravastatina (5 y 10 mg/kg/dia p.o.) se tuvieron
presentes estudios previos realizados en nuestro grupo sobre inhibicion de la induccion
de hiperlipémia, donde la dosis minima de esta estatina con la que se obtuvo una
inhibicién del aumento de lipidos en plasma, acompanada de la inhibicion de la
progresion de la lesion en cerdos, fue de 3 mg/kg/dia administrada conjuntamente con
una dieta hiperlipémica (Alfon J et al., 1999b). Las dosis de simvastatina (2,5 y 5
mg/kg/dia) se escogieron en funcion de su potencia en relacion a la pravastatina (las
dosis equipotenciales de la simvastatina son un 50% inferiores a las de pravastatina,
Roth BD et al., 1991; Lea AP & McTavish, 1997). También se tuvieron presentes otros
estudios con modelos similares, pero hay muy pocos estudios con estatinas que utilicen
como modelo experimental el cerdo. En uno de ellos, la simvastatina utilizada a dosis
entre 1 y 5,3 mg/kg/dia redujo los niveles plasmaticos de colesterol total y colesterol
LDL en cerdos con hipercolesterolemia familiar (Hasler-Rapacz J et al., 1996). En otros
modelos experimentales aterosclerdticos (mono, conejo, cobaya), existen numerosos

trabajos donde se administraron diferentes estatinas a un rango de dosis muy amplio
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(entre 0,1 y 50 mg/kg/dia) con efectos a nivel de lipidos plasmaticos y de las lesiones
ateroscleroticas (Ishida F, et al., 1990; Bocan TMA et al., 1994; Shiomi M et al., 1995;
Harsch M et al., 1997; Williams JK et al., 1998; Conde K et al., 1999; Fukumoto Y et
al., 2001; Miyazaki A & Koga T, 2002). Segun estos trabajos, y teniendo en cuenta las
diferencias de dosificacion debido a la especie animal, las dosis utilizadas en este
estudio se situaron en un rango medio-alto. Una vez elegidas las dosis, al iniciar la
administracion se observo hepatotoxicidad con la de 10 mg/kg/dia, por lo que esta dosis

fue descartada del estudio.

El objetivo de este estudio fue evaluar como se puede ver afectado el proceso
aterotrombotico por las estatinas en condiciones de dislipemia. Para conseguir estas
condiciones, los cerdos se alimentaron con una dieta enriquecida en 1% de colesterol,
2% de 4cido cdlico y 20% de sebo de ternera. Estudios previos realizados en nuestro
laboratorio (Pueyo Palazon C et al., 1998; Alfon J et al., 1999a; Alfon J et al., 1999b;
Royo T et al., 2000) demostraron que el acido colico, que es un acido biliar, ayuda a
aumentar los niveles plasmaticos de colesterol cuando se administra conjuntamente con
el colesterol y el sebo de ternera en la dieta. El sebo de ternera se utilizdo como fuente de
acidos grasos saturados, ya que es especialmente rico en los acidos miristico (Ci4) y
estedrico (Cig). Sin embargo, este tipo de dieta no induce elevacion de los triglicéridos
plasmaticos. La administracion de esta dieta durante 50 dias indujo la elevacion de los
niveles plasmaticos de colesterol acompafiada de la formacidon de estria grasa y placa
aterosclerotica en la aorta abdominal y en las coronarias de los animales (Pueyo Palazon

Cetal., 1998; Alfon J et al. 1999a; Alfon J et al. 1999b; Royo T et al., 2000).

Todos los cerdos alimentados con dieta hiperlipémica y tratados con estatinas
(100 y 150 dias), aumentaron de peso a un ritmo muy similar. Que el ritmo de ganancia
de peso sea parecido entre grupos es importante para el andlisis posterior del efecto de
las estatinas sobre los lipidos y la aterogénesis, ya que indica una similitud de ingesta.
Al igual que en los conejos, ni la dieta ni los farmacos, a las dosis utilizadas, produjeron
efectos toxicos, ya que los pardmetros hematoldgicos y bioquimicos tuvieron una
evolucién similar entre grupos y se encontraron practicamente dentro de los intervalos

de normalidad para el cerdo, sin relacionarse con el tipo de dieta o tratamiento.
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No se hallaron alteraciones destacables de los pardmetros de coagulacion en
ningun caso. Segun estudios previos, no esta claro si las estatinas y/o la hiperlipemia
ejercen algin efecto sobre los parametros de coagulacion. Se ha descrito que la
hipercolesterolemia esta relacionada con niveles elevados de fibrindgeno, aunque los
datos de la bibliografia sobre el efecto de las estatinas sobre el fibrindgeno son
contradictorios (Koh KK, 2000). En estudios anteriores realizados en nuestro grupo la
atorvastatina, pero no la simvastatina, aumentd el aPTT sin afectar al resto de
parametros en conejos, y los grupos hiperlipémicos alcanzaron niveles de fibrinogeno
ligeramente superiores (Alfon J et al. 1998a). En cambio, y de acuerdo con nuestros
resultados, los valores fueron similares entre los grupos en cerdos tratados con
pravastatina y simvastatina (Alfon J, 1998). Tampoco hubo modificacion de los niveles
de fibrinégeno y aPTT en pacientes tratados con pravastatina y simvastatina (Rauch U

et al., 2000b).

EVOLUCION DE LOSLIPIDOSPLASMATICOS

La administracion de la dieta hiperlipémica indujo un aumento de los niveles
plasmaticos de colesterol total y de las tres fracciones lipoproteicas en los cerdos. A
diferencia de otros modelos ateroscleroticos, en el modelo utilizado en este estudio no
se obtuvo un incremento de los niveles de triglicéridos, como ya se habia descrito en
estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio con el mismo modelo (Pueyo
Palazon C et al., 1998; Alfon J et al. 1999b; Royo T et al., 2000). Tal como
esperabamos, la administracion de pravastatina y simvastatina durante 50 dias no
produjo una reduccion significativa de los niveles de colesterol total, ni de colesterol
LDL respecto al grupo control hiperlipémico. Al aumentar el tiempo de tratamiento a
100 dias, en cambio, se hall6 una tendencia a la reduccion por las dos estatinas del
colesterol total y colesterol LDL, incluso del colesterol VLDL y de ambos ratios, que
llegd a ser significativa en algunos casos con pravastatina. Los niveles de colesterol
HDL se mantuvieron practicamente constantes en ambos protocolos de administracion,

aunque en el tratamiento de 100 dias tendieron a aumentar.
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En la mayoria de los modelos aterosclerdticos que aparecen en las referencias
bibliograficas, si la induccion de hiperlipemia se acompafia de la administracion de
estatinas y, exceptuando algunos casos donde las dosis son muy bajas, se obtienen
reducciones significativas del colesterol total y colesterol LDL en pocas semanas (entre
el 15-60%) (Ishida F, et al., 1990; Bocan TMA et al., 1994; Shiomi M et al., 1995;
Hasler-Rapacz J et al., 1996; Harsch M et al., 1997; Williams JK et al., 1998; Alfon J et
al. 1999a; Alfon J et al. 1999b; Conde K et al., 1999; Fukumoto Y €t al., 2001;
Miyazaki A & Koga T, 2002). A diferencia de éstos, e intentado simular lo que pasa en
pacientes hipercolesterolémicos, en este estudio se aplicd un periodo de progresion, con
el objetivo de alcanzar un estado de dislipemia (administracion de dieta hiperlipémica
sin tratamiento), y seguidamente se inicio el tratamiento con estatinas. A priori, este
modelo aterosclerdtico es mas extremo y parece mas dificil conseguir una modulacién
de los lipidos una vez la hiperlipemia, debida a absorcion intestinal de colesterol, esta
instaurada. Los ensayos clinicos en humanos han demostrado extensivamente el efecto
hipolipemiante de las estatinas, pero hay que tener en cuenta que, a diferencia de
nuestro modelo, en la mayoria de los casos el tratamiento farmacoldgico se acompafio
de una normalizacién de la dieta. Simulando esta situacidn, en un estudio realizado en
conejos a los que se les administrd dieta aterogénica durante 4 semanas, y dieta normal
junto con atorvastatina (5 mg/kg/dia) durante 4 semanas mas, se obtuvo una reduccion
significativa del colesterol total y colesterol LDL (Bustos C et al, 1998), lo que sugiere
que la normalizacion de la dieta es un factor casi tan importante como el tratamiento
farmacoldgico, sobretodo en el conejo que muestra niveles extremos de LDL (alrededor
de unos 1200 mg/ml) tras dos semanas de ingesta de dieta hiperlipémica. Por el
contrario, en humanos hay una poblacion muy importante que tiene una alteracion del
metabolismo lipidico (hipercolesterolemia familiar) donde el colesterol endogeno es el
responsable de la elevacion de los lipidos plasmaticos, por ello el bloqueo de su ruta
metabolica por las estatinas implica un efecto hipolipemiante muy evidente. La
efectividad de este tipo de farmacos sobre el metabolismo del colesterol se observo en
un estudio en el que la administracion de simvastastina (0,7-5,3 mg/kg/dia) durante 3
semanas a cerdos con hipercolesterolemia familiar, redujo significativamente los niveles

de colesterol total y colesterol LDL (25-27%) (Hasler-Rapacz et al., 1996).

El efecto hipolipemiante de las estatinas no se limita al bloqueo de la sintesis

endogena de colesterol, ya que también inducen un incremento de la expresion de
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receptores hepaticos de LDL, con lo que se aumenta la captacion de LDL (Goldstein JL
& Brown MS, 1977). Este fendmeno podria explicar que tras administrar pravastatina y
simvastatina durante 100 dias si se observase una modesta reduccion de los lipidos
mientras que administrandolas durante 50 dias no. De hecho, se ha descrito que el efecto
hipolipemiante de la atorvastatina en cerdos proviene mayoritariamente de la inhibicién
de la secrecion de apolipoproteina B de las VLDL y no de la regulacion al alza de los
receptores hepaticos de LDL (Burnett JR et al., 1997). Estos resultados concordarian
con los obtenidos con nuestro estudio (tratamiento de 100 dias), ya que la fracciéon mas
afectada por la pravastatina y la simvastatina (administradas durante 100 dias) fue la

VLDL.

TROMBOSIS

Los inhibidores de la HMG-CoA reductasa son un grupo farmacolédgico que se
ha utilizado tradicionalmente en la prevencion de la aterosclerosis, debido a su potencial
hipolipemiante y la consecuente mejoria de las lesiones ateroscleroticas. Debido a que
la hiperlipemia parece estar relacionada con la activacion plaquetaria (Badimon JJ et
al., 1991; Lacoste L et al., 1995; Rosenson RS & Lowe GDO, 1998), se penso que las
estatinas podrian ejercer un efecto antitrombdtico mediante la reduccion de los lipidos
plasmaticos. Recientemente, se ha sugerido que estos farmacos producen efectos
beneficiosos en las células de la pared vascular a través de mecanismos a diferentes
niveles, independientemente de su efecto hipolipemiante (Lefer AM et al., 2001,
Takemoto M & Liao, 2001). Nuestro objetivo fue investigar posibles efectos sobre la
trombogenicidad de la sangre, que fueran independientes de los efectos de las estatinas

sobre la lipemia sistémica.

Al evaluar el efecto las estatinas sobre la trombosis desencadenada por pared
vascular lesionada, se observd que so6lo la pravastatina (5 mg/kg/dia) inhibio
significativamente la deposicion plaquetaria inducida tanto por lesion ligera como
severa, en condiciones de alta velocidad de cizalladura y flujo laminar paralelo. En
cambio, en condiciones de estenosis y flujo no laminar paralelo (turbulento) se

obtuvieron reducciones en los grupos tratados con pravastatina y simvastatina (5



236 Discusion

mg/kg/dia), aunque la significacion estadistica solo se alcanzo en ambos tipos de lesion
con la pravastina. La deposicion en la zona de estenosis méxima (segmento axial b de
los substratos vasculares), estaba significativamente incrementada en el grupo
hiperlipémico control respecto a los segmentos no estenosados, y al resto de grupos.
Tales resultados indican que, por un lado, ambas estatinas inhiben la trombogenicidad
de la sangre, aunque la pravastatina parece ser mas potente que la simvastatina, a pesar
de que esta ultima se utilice a una dosis el doble de potente (2,5 mg/kg/dia de
simvastatina equivalen a 5 mg/kg/dia de pravastatina), ya que inhibe la deposicion
plaquetaria en todas la condiciones evaluadas, e incluso alcanza valores de deposicion
por debajo del control normolipémico, mientras que la simvastatina solo tiene efecto en
condiciones de flujo con estenosis. Por otro lado, en el modelo utilizado la hiperlipemia
solo indujo un incremento de la deposicion plaquetaria en condiciones de flujo no
laminar paralelo y estenosis, mientras que en condiciones de flujo laminar paralelo y
velocidad de cizalladura alta los valores obtenidos fueron similares al grupo
normolipémico control. Ademas, la hiperlipemia tampoco indujo una mayor agregacion

ex Vivo evaluada en agregémetro.

Para comprobar si la deposicion plaquetar estaba influida por los lipidos
plasmaticos, se estudi6 la correlacion entre ambos factores. No se obtuvieron valores
significativos y los coeficientes de correlacion fueron muy bajos, ademas, como se ha
comentado previamente, no se obtuvo una reduccidon significativa de los niveles de
colesterol total y tampoco de las fracciones lipoproteicas con ninguna de las dos
estatinas. Asimismo, los grupos hiperlipémicos, con niveles elevados de lipidos, no
mostraron una deposicion plaquetar claramente superior al grupo normolipémico. Estos
resultados sugieren que el mecanismo por el cual la simvastatina y la pravastatina
(sobretodo esta ultima) reducen la deposicion plaquetaria es independiente de su efecto
sobre los lipidos plasmaticos; y que en este modelo los niveles de lipidos plasméaticos no

estan relacionados con el estimulo trombogénico.

Los datos de la literatura son contradictorios en cuanto al efecto de las estatinas
sobre la activacion plaquetar y la trombosis. Se ha descrito que la simvastatina reduce la
reactividad plaquetar in vitro en pacientes con hipercolesterolemia del tipo Ila, tratados
con 20 mg/dia de simvastatina, de manera dependiente de la reduccion del colesterol

total (Notarbartolo A et al., 1995). Sin embargo, existe un estudio similar (Broijersen A
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et al., 1997), en el que la simvastatina redujo el colesterol total sin modificar la
agregabilidad plaquetar ex vivo. Tampoco se obtuvo una reduccion de la deposicion
plaquetar ex Vivo sobre lesion severa y ligera en conejos hiperlipémicos tratados con
simvastatina (2,5 mg/kg/dia) (Alfon J et al., 1999a). En estudios de trombosis X Vivo en
pacientes hipercolesterolémicos, la simvastatina (20 mg/dia) tampoco inhibi6 el trombo
desencadenado por lesion severa (Lacoste L & Lam JYT, 1996), mientras que en un
estudio realizado en condiciones similares si se obtuvo inhibicion, y este efecto se
atribuyo a la reduccion de los lipidos plasmaticos (Rauch U et al., 2000b). Se ha
descrito que la simvastatina administrada a pacientes hipercolesterolémicos reduce la
produccion de trombina y de varios factores de coagulacion reduciendo la coagulacion
sanguinea (Szczeklik A et al., 1999; Undas A et al., 2001), sin embargo, como se ha
comentado previamente en nuestro estudio ni la pravastatina ni la simvastatina
modificaron significativamente los pardmetros de coagulacion. Respecto a la
pravastatina, y al igual que en esta tesis, varios trabajos también afirman que inhibe la
trombosis. Asi, Lacoste L et al. (1995, 1996) y Rauch U et al. (2000b) obtuvieron una
reduccion de la trombosis €Xx Vivo sobre tunica media porcina (lesion severa) a alta
(2546 y 1700 s') y baja velocidad de cizalladura (754 s') en pacientes
hipercolesterolémicos tratados con 40 mg/dia de pravastatina, sin embargo esta
inhibicién la atribuyeron a la reduccion del colesterol plasmatico, mientras que en otro
estudio en humanos se obtuvieron resultados similares, pero no se observé una relacion
significativa con los niveles de colesterol (Dangas G et al., 2000). Otras estatinas
también han demostrado un efecto inhibitorio sobre la trombosis, como la atorvastatina,
que inhibiod la deposicion plaquetaria sobre lesion ligera a alta velocidad de cizalladura
(Alfon J et al., 1999a y 1999b) y la activacion plaquetaria en ratones
normocolesterolémicos (Laufs U et al., 2000); o la fluvastatina, que redujo la
agregacion plaquetaria €X Vivo en pacientes hipercolesterolémicos (Oshamah H et al.,

1997).

Aunque hay evidencias de que las estatinas puedan tener un efecto sobre la
trombosis y la actividad plaquetaria, el mecanismo por el cual ejercen esta accién no
esta claro. Como se ha comentado, diferentes estudios relacionan el efecto
antitrombotico con la disminucion de los niveles de lipidos plasmaticos (Lacoste L et
al., 1995; Lacoste L et al., 1996; Rauch U et al. 2000b; Dangas G et al., 2000), que es el

objetivo terapéutico del tratamiento con estatinas. Notarbartolo A et al. (1995) describio
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una reduccion de la excrecion urinaria de 11-deshidro-TXB,, que es un marcador de la
biosintesis del factor proagregante TXA,, en pacientes con hipercolesterolemia del tipo
[Ta tratados con simvastatina, en los que la reactividad plaquetar in vitro estaba
reducida. Esta reduccion se correlacioné con la reduccion del colesterol total. Sin
embargo, hay un estudio que se contradice con éste (Broijersen A et al., 1997), en el
cual la simvastatina redujo el colesterol total sin modificar la excrecion de 11-deshidro-
TXB,, ni los niveles de B-tromboglobulina (un indicador de la secrecion plaquetar), ni
la agregabilidad plaquetar ex vivo. Por otro lado, existen trabajos que apuntan a una
reduccion de la relacion colesterol/fosfolipidos de la membrana plaquetar debido a su
efecto hipolipemiante (Oshamah H et al., 1997; Lijnen P et al., 1996), que se traduce en
una menor activacion plaquetaria. No obstante, en el mismo estudio en el que se
observo una reduccion de la relacion colesterol/fosfolipidos de la membrana plaquetar
acompanada de una menor agregacion plaquetar €X Vivo, en pacientes
hipercolesterolémicos tratados con fluvastatina, esta estatina también redujo la
agregacion in vitro (Oshamah H et al., 1997), indicando que el efecto era independiente
de los lipidos. Asimismo, otras familias de hipolipemiantes, como los que interfieren la
absorcion intestinal del colesterol (Schor k et al., 1990) o la secrecion hepatica de
VLDL (Pueyo Palazon C et al., 1998), reducen los lipidos sin modificar la reactividad
plaquetar, mientras que en este trabajo hemos obtenido una reduccion de la deposicion
plaquetaria por estatinas sin reduccion de los lipidos plasmaticos, lo cual sugiere que la
estatinas tienen un efecto directo sobre las plaquetas que es independiente de su accion

hipolipemiante.

Previamente se ha comentado que el TF estd presente en la circulacion
sanguinea, contenido en monocitos o libre, y se ha descrito que sus niveles estdn
aumentados en pacientes con riesgo de incidente cardiovascular (Suefuji H, 1997; Key
NS, 1998; Giesen PL et al., 1999). En este trabajo hemos demostrado que este pool de
TF circulante participa activamente en la trombosis desencadenada por lesiones severas
(Estudio con Inhibidor del TF, FFR-rFVlla). Las estatinas podrian estar ejerciendo un
efecto inhibitorio sobre el TF circulante que reduciria el riesgo protrombdtico, ya que se
ha descrito que inhiben la expresion de este factor en macrofagos en cultivo y en las
lesiones ateroscleréticas (Aikawa M et al., 2001; Baetta R et al., 2002). En este trabajo
no se ha determinado directamente el TF en sangre, pero en caso de existir una

reduccion es posible que se tradujese en una menor de deposicion plaquetar sobre lesion
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severa sin cambios en lesion ligera. Ya que hemos hallado una reduccion de la
trombosis en ambos tipos de lesion sin relacion con los parametros de coagulacion, el
mecanismo apunta hacia un efecto directo sobre la plaqueta sin afectacion de la cascada

de coagulacion.

Al inhibir la HMG-CoA reductasa, las estatinas también reducen la sintesis de
los intermediarios de la via del mevalonato (Goldstein JL & Brown MS, 1990; Van AL
& D’Souza-Schorey C, 1997). Alguno de los productos de esta via son los isoprenoides,
como el geranilgeraniol (GGPP), que estdn implicados en la modificacion post-
transcripcional de las proteinas. Entre las numerosas proteinas que han de sufrir
cambios postranscripcionales para ser funcionales se incluyen las Rho GTPasas (Hall A,
1998). Tras la isoprenalizacion de Rho, el Rho inactivo situado en el citosol es activado
y se transloca a la membrana. Se ha demostrado que las estatinas reducen los niveles de
Rho activo en diferentes tipos celulares (Essig M et al., 1998; Laufs U et al., 1999,
Amerongen GP et al., 2000), lo que supone una accion independiente a la modulacion
de los lipidos. Uno de los efectos de la inhibicion de la isoprenalizacion de Rho es el
aumento de la expresion de eNOS (Laufs U et al., 1998), enzima responsable de la
produccion de NO, en diferentes tipos celulares. Este efecto de las estatinas también se
ha descrito en trombocitos y plaquetas (Laufs U et al., 2000), acompafiado de una

reduccion de su actividad debido a la mayor produccion de NO.

En este estudio hemos observado por primera vez en la literatura que la
pravastatina induce una inhibicidon significativa de los niveles de Rho A activado
presente en la membrana plaquetar. La simvastatina también mostr6 niveles de Rho A
activado reducidos respecto al grupo control hiperlipémico. El grado de inhibicion de
esta proteina se acompafi6 de la reduccion de la deposicion plaquetar en las diferentes
condiciones (sobretodo en las condiciones de estenosis vascular), lo que indica una
cierta relacion entre el Rho A activado y la actividad plaquetar. No hemos evaluado los
niveles de eNOS en las plaquetas, pero se podria hipotetizar que un aumento en la
expresion de eNOS como consecuencia de la reduccion de Rho activado, implicaria una
menor activacion plaquetaria in vivo y ex vivo, debido a un aumento de la produccion de
NO. El NO inhibe la activacion y agregacion plaquetaria ya que incrementa los niveles
intraplaquetarios de AMPc (Anggard E, 1994). Esto concordaria con nuestros resultados

de deposicion plaquetaria, ya que se observo una reduccion con estatinas; pero no con
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los obtenidos en la agregacion ex vivo, donde la respuesta a ADP y colageno fue similar

y no se vio reducida en los grupos tratados (PRP y sangre total).

Rho A en su forma activada también estd implicado en el cambio
conformacional de las células, necesario para la expresion de receptores de membrana
asi como su contractibilidad (Chardin P et al., 1989; Mackay DJ & Halls A, 1998;
Kaibuchi K et al., 1999), sucesos que se llevan a cabo durante la activacion plaquetaria.
La unién de agonistas plaquetarios, como la trombina, a los receptores de superficie
causan la activacion de Rho A (Bodie SL et al.,, 2001). Rho A participa en la
organizacion del citoesqueleto de actina a través de los complejos de adhesion focal,
que son los responsables del anclaje de las integrinas de la superficie plaquetar
(Chrzanowska-Wodnicka M & Burridge K et al., 1996). Se ha sugerido que Rho A esta
implicado en la expresion del receptor GP IIb-Illa en la superficie de la plaqueta, ya que
la adicion de exoenzima C3, antagonista de Rho A, inhibe la agregacion plaquetaria
(Morii N et al., 1992). Los resultados obtenidos en los estudio de trombosis y de
agregacion eX Vivo podrian explicarse por la inhibicion del Rho A activado. La
afectacion de esta proteina podria ejercer un efecto de pasivacion en las plaquetas,
mediante la inhibicién del receptor GP IIb-Illa, y/o alteracion en el cambio
conformacional, ambos procesos necesarios para la funcionalidad plaquetaria. Tal
efecto se revertiria al afiadir dosis elevadas de agonistas plaquetarios o seria
independiente de las vias de activacion plaquetaria por APD o coldgeno, en los estudios
de agregacion ex vivo. De hecho, Gachet C et al. (1997) sugiri6 que Rho A no esta
implicado en la activacion plaquetaria por ADP. Sin embargo, los resultados de
trombosis sugieren de manera mas firme, que estos fArmacos ejercen su efecto a través
de la interaccion plaqueta-pared vascular. Los receptores GP Ib plaquetarios son los
responsables de la adhesion de las plaquetas a la superficie vascular lesionada, mediante
ligandos como el vWF o el colageno (Kieffer N & Phillipis DR, 1990). Alfon J et al.
(1999a, 1999b) obtuvo una reduccion de la deposicion plaquetaria €X Vivo sobre lesion
ligera a alta velocidad de cizalladura (1700 s') en conejos y cerdos
hipercolesterolémicos tratados con atorvastatina, y sugirido que esta estatina modificaba
la funcién del receptor GP Ib, aunque no lo pudo demostrar. Ya que Rho A activado
participa en el proceso de exteriorizacion y funcionalidad de diversas integrinas como el
receptor GP IIb-Illa (Morii N et al., 1992), su inhibicion por las estatinas podria tener

un efecto sobre el receptor plaquetario GP Ib produciendo una alteracion en la adhesion
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plaquetaria. Recientemente se ha descrito que la integrina plaquetaria GP IIb-IlIa,
también llamada integrina o33, ademds de en la agregacion plaquetaria, participa
junto a la GP Ib en la adhesion de la plaqueta a la superficie vascular (Yap Cl et al.,
2000). Schoenwaelder SM et al. (2002) demostraron que Rho A tiene un papel critico
en la regulacion de esta integrina plaquetaria, debido a que proporciona estabilidad a la
adhesion de la plaqueta a la superficie vascular a altas velocidades de cizalladura. De
hecho, los resultados sobre Rho A plaquetario son todavia preliminares y serian

necesarios estudios adicionales que demuestraran esta hipotesis.

Respecto al efecto de la hiperlipemia sobre la trombosis, ha sido ampliamente
descrita la existencia de un relacion entre valores incrementados de colesterol en plasma
y un estado de hipercoagulabilidad de la sangre. Lacoste L et al. (1995), obtuvieron un
aumento de la deposicion plaquetaria en pacientes hipercolesterolémicos utilizando un
modelo de trombosis ex Vivo con la camara de perfusion de Badimon en condiciones de
alta velocidad de cizalladura (754 y 2546 s™). Otros estudios realizados in vitro
demostraron que las plaquetas procedentes de este tipo de pacientes eran mas sensibles
a agonistas plaquetarios (Rosenson RS & Lowe GDO, 1998). Badimon JJ et al. (1991)
también obtuvo mayor deposicion plaquetaria a alta velocidad de cizalladura (1700 s™)
en conejos hiperlipémicos, y este efecto se atribuyd a una mayor interaccion plaqueta-
pared vascular. Numerosos trabajos han demostrado que niveles elevados de LDL
incrementan la reactividad plaquetaria en humanos, debido a un incremento de los
niveles de TXB, (Carvalho AC et al., 1974; Stuart MT et al., 1980; Davi G et al.,
1992), y de trombina plaquetarios (Aoki I et al., 1997) de B-tromboglobulina y factor
plaquetario 4 en plasma, o de microagregados plaquetarios circulantes (Rosenson RS &
Lowe GDO, 1998). Se ha atribuido a un efecto directo de las particulas LDL sobre la
plaquetas (Andrews HE et al., 1987; Nofer JR et al., 1997), ya que producen un
incremento de la relacion colesterol/fosfolipidos de la membrana plaquetar (Opper C et
al., 1995). También se ha descrito un incremento de los niveles plasmaticos de varios
factores de la coagulacion en pacientes hiperlipémicos, como el factor VIla, el
fibrinogeno y el TF (Rosenson RS & Lowe GDO, 1998). Ademads, niveles
anormalmente incrementados de lipidos y fibrindgeno elevan la viscosidad de la sangre,
la cual es mas propensa a formar trombos (Rosenson RS & Lowe GDO, 1998). Sin
embargo, el hecho que en este trabajo la trombosis no se incrementase por la

hiperlipemia en todos los casos, cuestiona la hipotesis preestablecida de que los niveles
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elevados de lipidos por si solos provoquen un estado de hipercoagulabilidad. De hecho,
solo en condiciones de estenosis vascular del 60-70% se obtuvo un incremento de la
trombosis en el grupo hiperlipémico control, lo que sugiere que los mecanismos de
trombosis en situacion de flujo con turbulencias difieren a las de flujo laminar paralelo.
Otra explicacion podria ser que nuestro modelo sélo tiene un factor de riesgo que es la
hiperlipemia, a diferencia de los pacientes humanos, que suelen tener varios (tabaco,
hipertension...), lo que podria explicar que no haya una mayor trombogenicidad de la
sangre en todas las condiciones evaluadas. Otro aspecto a tener en cuenta es que otros
modelos hiperlipémicos como el conejo, alcanzan niveles de lipidos 4 y 5 veces
superiores al modelo porcino, la viscosidad de la sangre en este caso es mucho mayor y

también podria estar contribuyendo al estado protrombotico.

Se puede afirmar entonces, que la pravastatina y en menor medida la
simvastatina afectan, independientemente de su efecto hipolipemiante, la trombosis
desencadenada por lesiones vasculares (erosion y ruptura), probablemente a través de la

interaccion plaqueta-pared vascular.

DESARROLLO DE LA LESION ATEROSCLEROTICA

Uno de los efectos mas importantes que se atribuye a las estatinas es su
capacidad de modificar el tamafio y la composicion de la lesion, haciéndola mas estable
y reduciendo asi los episodios tromboticos. Inicialmente se pensé que este efecto estaba
relacionado con su accién hipolipemiante, pero los trabajos de los tltimos afios sugieren
que estos efectos son independientes de la reduccion de lipidos (efectos pleiotropicos).
Probablemente ambos tipos de efectos contribuyen en la modificacion de la lesion
aterosclerdtica. Recientemente, ha adquirido relevancia la modificacion de la
composicion de la lesion mediante tratamiento farmacologico respecto a la reduccion
del tamafio de la placa, ya que se han observado beneficios desde el punto de vista
clinico sin practicamente modificacion del tamafo de las lesiones (Werner N et al.,

2001).
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Por ello, como parte de este trabajo, y paralelamente al estudio de la trombosis,
se evalu¢ el efecto de la pravastatina y la simvastatina sobre el desarrollo de las lesiones
ateroscleroticas. Trabajos previos en nuestro grupo han demostrado que la
administracion de dieta hiperlipémica a cerdos durante 50 dias es suficiente para obtener
un incremento de los lipidos plasmaticos y lesiones tempranas (estria grasa) en el arbol
arterial (Pueyo C et al., 1998; Alfon J et al. 1999a; Alfon J et al. 1999b; Royo T et al.,
2000). Por ello, en este estudio se administro6 una dieta hiperlipémica durante este
periodo de tiempo y, una vez obtenidos niveles elevados de lipidos en plasma y lesiones
arteriales, se inici6 el tratamiento con estatinas manteniendo la dieta hiperlipémica (50

dias y 100 dias).

Se estudiaron varios aspectos clave relacionados con el desarrollo de la
aterosclerosis, lo que incluye el tamafio de la lesion -evaluada como extension de la
lesion, engrosamiento de la capa intima y grado de estenosis vascular-, y algunos de sus
componentes, como la infiltracion de lipidos, fibrindgeno, CML, macrofagos y TF.
También se analiz6 la expresion de MCP-1, eNOS y Cox (1 y 2) en la pared vascular,

todos ellos relacionados con la patologia aterosclerotica y la funcionalidad vascular.

Tamaioy Composicion delaLesion

La dieta hiperlipémica indujo el desarrollo de lesiones moderadas (estria grasa)
en la aorta y en las coronarias, sobretodo en la aorta toracica donde practicamente no
habian lesiones. El tratamiento con estatinas durante 50 y 100 dias no modifico la
extension de la lesion, ni el porcentaje de estenosis vascular ni de engrosamiento de la
capa intima en los vasos evaluados, incluso se obtuvieron lesiones mayores en alguno
de los animales tratados con estatinas. Estos resultados sugieren que en el modelo
experimental utilizado, que es muy similar al humano, las estatinas no son capaces de
inducir cambios en lesiones muy iniciales ya que el estimulo de la hiperlipemia
sistémica no se ha modificado. Ademads, quizés se necesiten periodos de tratamiento
superiores para obtener este efecto, tal como se ha descrito en pacientes ateroscleréticos

(Crouse III JR et al., 1995; Corti R et al., 2001).
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Tanto el grado de estenosis vascular y de engrosamiento de la capa intima en la
aorta abdominal se correlacionaron significativamente (o una tendencia) con el
colesterol total y LDL en los animales hiperlipémicos (pravastatina, simvastatina y
placebo) tratados durante 50 dias, mientras que en los tratados durante 100 dias no se
obtuvo ningun tipo de relacién. En el primer caso, se demuestra una dependencia del
desarrollo de la lesion con la concentracion de lipidos circulantes, lo cual es 16gico ya
que las estatinas no produjeron una reduccion significativa de éstos. En cambio, al tratar
durante 100 dias con estatinas se comenz6 a observar un efecto hipolipemiante de
ambas estatinas, que no se reflejo en la lesion, ya que no estaba reducida en los grupos
tratados, y por ello no se obtuvo dependencia entre lipidos y tamafio de la lesion. Tales
resultados sugieren que el efecto de las estatinas sobre el tamafio de la lesion
aterosclerotica es dependiente de su efecto sobre los lipidos plasmaticos, es decir, es

necesaria una reduccion sostenida de los lipidos para obtener una regresion de la placa.

Cabria comentar que el engrosamiento de la lesion fue mayor en la coronaria
izquierda descendente (LAD) que en la aorta abdominal, y que el grupo normolipémico
(de edad correspondiente a los hiperlipémicos) tenia lesiones en la LAD de tamafio
similar a los grupos hiperlipémicos, consistente con el hecho de que las lesiones eran
muy iniciales. Debido a que las muestras de los vasos se obtuvieron proximas a la
bifurcacioén con el arco adrtico, era esperable hallar lesiones en esta zona en animales
normales, fendmeno ampliamente descrito en el cerdo y en humanos (Stary HC et al.,

1994).

El modelo utilizado en este trabajo ha intentado simular la situacion de la
patologia aterosclerdtica en humanos, ya que el tratamiento se inici6 una vez se habia
instaurado la dislipemia. Los resultados de este estudio coinciden con los descritos en
varios trabajos realizados con pacientes hipercolesterolémicos, ya que demuestran que
es necesario un periodo largo de tratamiento con estatinas para obtener una reduccion
del tamafio de las lesiones, y normalmente producen reducciones muy poco importantes.
Corti R et al. (2001) obtuvieron una moderada reduccion del area de la capa intima de la
aorta y carotida en pacientes tratados con simvastatina durante 12 meses, pero a los 6
meses de tratamiento todavia no se habia detectado modificacion de las lesiones, cuando
ya existia una reduccion de los lipidos plasmaticos. Resultados similares se obtuvieron

con la pravastatina en el estudio PLAC-II (Crouse III JR et al., 1995). A diferencia de
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nuestro trabajo, en otros estudios en modelos de hiperlipemia en cerdo y conejo, donde
el tratamiento con estatinas se inicié al mismo tiempo que la dieta, se observo una
reduccion en la progresion de la lesion a las pocas semanas de tratamiento (4-8) (Ishida
F, et al., 1990; Bocan TM et al., 1994; Shiomi M €t al., 1995; Harsch M €t al., 1996;
Alfon J et al., 1999a; Alfon J et al., 1999b), lo que sugiere que las estatinas son mucho
mas eficientes inhibiendo la progresion de las lesiones ateroscleroticas que no

induciendo su regresion una vez ésta se ha desarrollado.

Las lesiones formadas en la LAD y aorta abdominal se componian basicamente
de lipido, fibrinogeno, CML y macréfagos, y también habia presencia de TF. Se analizé
la composicion relativa de cada marcador en la placa y su contenido total en el vaso.
Esta consideracion es importante ya que la cantidad relativa de los diferentes
componentes de la lesion determina la estabilidad de la placa. No se obtuvo una
modificaron significativa de la composicion de la lesion en los animales tratados con
estatinas. Al igual que en lo referente al tamano de la lesion, se hallé una correlacion
significativa (o una tendencia) entre los niveles plasmaticos de colesterol total y
colesterol LDL y los cinco marcadores evaluados en los grupos hiperlipémicos tratados
(pravastatina, simvastatina y placebo) durante 50 dias. En cambio, este efecto no se
observo a los 100 dias de tratamiento, lo que corrobora que en el periodo de tratamiento
mas corto habia una dependencia entre la composicion de la lesion y los lipidos
plasmaticos, mientras que en el periodo mas largo ambas estatinas produjeron un efecto
a nivel de lipidos plasmaticos mientras que todavia no habia efectos evidentes a nivel de
la lesion. Estos resultados sugieren, como en el caso del tamafio de la lesion, que es
necesaria una reduccion de los lipidos en plasma durante un tiempo prolongado para
obtenerse cambios en la composicion de la lesion. Por otro lado, y como era de esperar,
se hallaron valores de correlacion elevados entre el tamafio (estenosis vascular y

engrosamiento de la capa intima) y los marcadores de la lesion.

La hipercolesterolemia y otros factores de riesgo inducen disfuncion endotelial,
que da lugar a una serie de alteraciones de la funcionalidad vascular, entre las que se
puede destacar la pérdida del tono vascular y el incremento de la permeabilidad de la
pared vascular, lo que favorece la entrada de los lipidos plasmaticos y proteinas como el
fibrindgeno. La determinacién del fibrindgeno infiltrado da una idea del grado de

permeabilidad de la pared vascular. En los animales no hubo una reduccion significativa
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del fibrindgeno con ninguna de las dosis en los periodos de tiempo estudiados, lo que

podria sugerir que no hubo una recuperacion de la disfuncion endotelial.

La proporcion de macrofagos y de CML determina la estabilidad de la placa
aterosclerotica, puesto que los macréfagos son los responsables de la secrecion de
proteasas que digieren la matriz extracelular. La matriz extracelular proporciona
estabilidad a la lesion y es sintetizada por las CML (Fuster V et al., 1992b). En el
nucleo graso de la placa hay restos de membranas de macrofagos y vesiculas secretadas
por CML que contienen TF activado (Mallat A, et al., 1999; Schecter AD et al., 2000).
En caso de rotura la exposicion a la sangre del TF de la lesion produce un estimulo
trombogénico muy importante (Toschi V et al., 1997). El estudio inmunohistoquimico
mostr6 colocalizacion entre CML y macréfagos, y TF, lo que sugiere que una relacion

entre el TF y ambos tipos celulares.

Hasta ahora no hay una evidencia cientifica clara en relacion al efecto de las
estatinas sobre el contenido de lipidos, macrofagos, TF y CML en la placa
aterosclerotica, aunque en muchos casos se ha descrito inhibicion. Contrariamente a
nuestros resultados, Shiomi M et al. (1995) observaron una reduccion de los
macrofagos y de contenido lipidico en las lesiones aterosclerdticas de conejos
hiperlipémicos tratados con pravastatina durante 48 semanas (50 mg/kg/dia), mientras
que el contenido en CML aumentd. En un estudio similar, la pravastatina administrada
durante 8 semanas a una menor dosis (2,5 mg/kg/dia) no afecté el contenido en
macrofagos, en cambio la simvastatina y la fluvastatina si produjeron una reduccion
(Bocan TM et al., 1994). Varios trabajos han demostrado que las estatinas lipofilicas,
como la simvastatina, atorvastatina o lovastatina, pero no las hidréfilicas, como la
pravastatina, reducen la proliferacion de CML en las lesiones (Soma MR et al., 1993;
Guijarro C et al., 1998; Fukumoto Y et al., 2001). Se ha sugerido que el mecanismo
mediante el cual las estatinas producen esta inhibicion es a través del bloqueo de la
isoprenalizacion de las Rho GTPasas (Takemoto M & Liao J, 2001). Respecto al TF,
hay estudios que demuestran que las estatinas reducen el TF gracias a la inhibicion del
numero y/o activacion de los macréfagos en la placa (Aikawa M et al., 2001; Baetta R
et al., 2002). Sin embargo y contrariamente a estos trabajo, en nuestro estudio tampoco
se obtuvo un efecto claro de las estatinas sobre el contenido de CML ni de TF de la

lesion.
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Los resultados obtenidos en esta tesis respecto al tamafio de la lesién y su
composicidon, sugieren que las estatinas no tienen efecto a corto plazo y que
posiblemente sea necesaria una reduccion de los niveles de lipidos plasmaticos previa a

la obtencion de efectos en la pared vascular.

Expresion Génica de MCP-1, eNOS, Cox-1 y Cox-2 en la Pared

Vascular

La aterosclerosis es un proceso complejo de tipo inmunoproliferativo e
inflamatorio, que se acompafia de la induccién de enzimas y proteinas diversas
implicadas en el proceso inflamatorio. También se acompafia de una alteracion de la
funcionalidad normal de la pared vascular, lo que implica una inhibicion de enzimas y/o
de sus substratos relacionados con la fisiologia vascular. Por ello, en este trabajo hemos
evaluado el efecto de las estatinas sobre la expresion de algunas de estas proteinas,
como MCP-1 y Cox-2, ambas relacionadas con el proceso inflamatorio, y eNOS y Cox-

1, relacionadas con la funcionalidad vascular.

Como ya se ha comentado, las estatinas pueden inhibir la produccion de
isoprenoides, los cuales son esenciales para la activacion de la transduccion del sefial,
inhibiendo la activacion de factores de transcripcion. Entre estos Gltimos se encuentra la
proteina nuclear NF-xB, que estd presente en su forma activa en las lesiones
ateroscleroticas (Collins T, 1993). Entre los genes regulados por este factor de
transcripcion se encuentran el MCP-1, VCAM-1, iNOS y Cox-2 (Kopp E & Ghosh S,
1994; Barnes PJ & Karin M, 1997). La inhibicion del factor de transcripcion NF-kB por
los inhibidores de HMG-CoA reductasa, conferiria a este grupo farmacologico

propiedades antiiflamatorias, mecanismo que también se ha sugerido para los salicilatos

(Kopp E & Ghosh S, 1994).
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MCP-1

MCP-1 es una proteina quimiotactica de monocitos, que se expresa en células
endoteliales, CML, macréfagos y fibroblastos (Rollins BJ, 1991) y que participa
activamente en la migracion de los monocitos hacia la placa aterosclerdtica. MCP-1 se
ha detectado en lesiones aterosclerdticas de humanos, conejos (Yla-Herttuala S et al.,

1991) y primates (Yu X et al., 1992).

En nuestro modelo, donde MCP-1 estaba inducido por la hiperlipemia (en toda
la aorta abdominal y en la capa superior, intima y subendotelio), el tratamiento con
estatinas durante 50 y 100 dias no modificé su expresion en la aorta abdominal.
Trabajos previos en nuestro grupo han demostrado que la atorvastatina y la pravastatina
reducen la expresion de MCP-1 en la pared vascular de cerdos hiperlipémicos,
independientemente de los lipidos plasmaticos (Martinez-Gonzalez J et al., 2001a). En
este estudio el tratamiento se administrd conjuntamente con la dieta hiperlipémica,
frenando el incremento de los lipidos plasmaticos y el desarrollo de la lesion. Sin
embargo, en nuestro estudio, en el cual el tratamiento se administr6 una vez la
hiperlipemia y las lesiones se habian instaurado, no se obtuvo reduccion de los lipidos
en plasma ni del tamafio de las lesiones. Estas diferencias entre ambos estudios podrian
explicar que nosotros no obtengamos una reduccion de MCP-1 con las estatinas. Ya que
los lipidos fueron similares entre grupos (tratamiento 50 dias) o s6lo hubo una tendencia
a la reduccién (tratamiento 100 dias), es posible que sea necesario obtener una
reduccion sostenida de los lipidos para obtener inhibicion de MCP-1 acompafidndose, o
no, de la regresion de la lesion, lo cual sugiere que en caso que existiese un efecto sobre

este gen, éste no seria totalmente independiente de los lipidos.

eNOS

La eNOS se expresa de manera constitutiva en el endotelio de los vasos
sanguineos y, junto a la Cox-1, es responsable de mantener el tono vascular (Pollock JS
et al., 1991) e inhibir la agregacion plaquetaria (Moncada S et al., 1976) mediante la

produccion de NO. La hipercolesterolemia induce disfuncion endotelial, que es uno de
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los procesos mas tempranos del desarrollo de la lesion aterosclerdtica. La disfuncion
endotelial se acompafia de una reduccion de la disponibilidad de NO (Laufs U & Liao
JK, 2000; Takemoto M & Liao J, 2001). Se ha sugerido que esta reduccion de NO se
debe a una menor expresion de eNOS (Lefer AM et al., 2001; Martinez-Gonzalez et al.,
2001c), ya que se ha descrito que las LDL oxidadas, el TNF-a y las condiciones de
hipoxia reducen su estabilidad y tiempo de vida media (Laufs U et al., 1998).

En este estudio, la hiperlipemia redujo la expresion de eNOS en la pared
vascular de animales tratados durante 50 dias, en cambio en los tratados durante 100
dias no se observo una reduccion significativa, lo cual podria deberse a la variabilidad
individual y/o al reducido tamafio de muestra. La dosis de 5 mg/kg/dia de simvastatina
administrada durante 50 dias aumentod significativamente los niveles de eNOS respecto
al grupo tratado con placebo en la aorta abdominal. Sin embargo, la dosis de 2,5
mg/kg/dia durante 100 dias no indujo eNOS en la capa superior de la arteria, incluso
este grupo tuvo niveles inferiores al grupo hiperlipémico control. La pravastatina no
produjo efecto en ningun caso. Estos resultados sugieren que la menor dosis de
simvastatina es inefectiva, o que podria ser un efecto reversible con el tiempo.
Diferentes trabajos han demostrado que la simvastatina y otras estatinas aumentan la
expresion de eNOS in vitro e in vivo (Laufs U et al., 1998; Kureishi Y et al., 2000;
Laufs U et al., 2000). Ademas, estudios realizados en nuestro grupo demuestran que la
simvastatina induce la expresion de eNOS en células endoteliales, previamente inhibida
por concentraciones aterogénicas de LDL nativas (no modificadas) (Martinez-Gonzélez
Jetal., 2001c). El mecanismo propuesto consiste en la inhibicion de la isoprenalizacion
de Rho por las estatinas, lo cual conlleva un incremento de la expresion de eNOS

gracias a la prolongacion de su vida media.

Los niveles de eNOS en la capa inferior (tinica media) de la aorta abdominal,
fueron muy reducidos respecto a los de la capa superior (endotelio y subendotelio). Su
expresion probablemente provenga del endotelio de los pequefios vasos de pared
vascular y de los restos de adventicia, lo cual explica las diferencias de expresion en las

dos capas de la arteria.
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Cox-1y Cox-2

Como ya se ha comentado previamente, existen dos isoformas de Cox, una
constitutiva, la Cox-1, y otra inducible en situaciones de inflamacion, la Cox-2. La Cox-
1 vascular, expresada basicamente por el endotelio, tiene una funcion similar a la eNOS
en el mantenimiento del tono vascular, mediante la produccién de PGI, (Smith WL et
al., 1996). Sin embargo, hay trabajos que han descrito un incremento de la expresion de
Cox-1 en las lesiones ateroscleroticas acompanado de mayores niveles de TXB, (Belton
et al., 2000). Por otro lado, la expresion de Cox-2 estd aumentada en las lesiones
aterosclerdticas (Ross R, 1993; Gordon D, 1996; Schonbeck U et al., 1999; Baker C et
al., 1999). Esta isoforma es responsable de la sintesis de prostaglandinas inflamatorias
en las zonas de inflamacion (Simon L, 1999). Aunque, como se ha comentado
previamente, recientemente también se atribuye a la Cox-2 un papel en la produccion de
PGI, vascular en condiciones normales y de aterosclerosis (Catella-Lawson F et al.,
1999; McAdam BF et al., 1999). De hecho, estudios previos en nuestro grupo han
demostrado que las HDL incrementan la produccion de PGI, en CML a través de la
induccion de Cox-2 (Vidials M et al., 1997). Tales observaciones sugieren que el papel
de las dos isoformas en la patologia aterosclerdtica no esta claro, y cambian el concepto
clasico, en el que a nivel vascular la Cox-1 es beneficiosa y la Cox-2, en cambio, es
perjudicial. Esta ultima podria incluso ejercer un papel protector en la patologia

aterosclerotica.

En este estudio, los niveles de Cox-1 se redujeron por la hiperlipemia y no se
modificaron con las estatinas. En cambio, ni la hiperlipemia ni el tratamiento
modificaron los niveles de Cox-1 en la capa inferior del vaso, cuya presencia
probablemente proviene del endotelio de pequeios vasos y de las CML de la tunica
media (DeWitt et al., 1983). Estos resultados sugieren que la expresion de Cox-1 esta
disminuida en las lesiones ateroscleroticas, y, al igual que lo que se observo con los
salicilatos, las estatinas no ejercen ningun efecto sobre este gen. La reduccion de Cox-1
en la intima vascular de animales hiperlipémicos podria ser indicativa de disfuncion
endotelial, como ya se ha descrito para eNOS (Lefer AM et al., 2001). Existen pocas
publicaciones donde se examine el efecto de la hipercolesterolemia y de las estatinas

sobre la Cox-1. Contrariamente a nuestros resultados, en ninguno de los estudios
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realizados in vivo se ha descrito una reduccion de su expresion en la pared vascular
aterosclerdtica (Schonbeck U et al., 1999; Belton et al., 2000; McGeer P et al., 2002).
Sin embargo, hay un estudio in vitro donde la expresién de Cox-1 en CML enriquecidas
con colesterol estaba reducida (Pomerantz BK et al., 1993). Por lo que se refiere al
efecto de las estatinas, y de acuerdo con nuestros resultados, ni la atorvastatina
(Hernandez-Presa MA et al., 2002), simvastatina (Cipollone F et al., 2003), mevastatina
o fluvastatina (Degraeve F et al., 2001) modificaron los niveles de Cox-1 invitro o in

ViVO en conejo.

Respecto a la Cox-2, su expresion en la totalidad de la aorta abdominal no se
indujo significativamente en los animales aterosclerdticos, aunque se observd una
tendencia. En cambio, en la capa intimal (superior) de la aorta, su expresion estaba
significativamente incrementada en los tres grupos hiperlipémicos, y reducida en la capa
media (inferior), respecto al grupo normolipémico. Las estatinas no tuvieron efecto
significativo sobre la Cox-2 en ninglin caso, aunque se obtuvieron valores ligeramente
superiores con la pravastatina administrada durante 50 dias, y con la simvastatina
administrada durante 100 dias. Los resultados obtenidos sugieren que la Cox-2 esta
inducida en las lesiones ateroscleroticas, y que las arterias sanas también la expresan
pero basicamente en la tinica media. Como previamente se ha comentado, y
coincidiendo con los resultados de este trabajo, varios estudios confirman que la Cox-2
esta inducida en las lesiones aterosclerdticas (Ross R, 1993; Gordon D, 1996;
Schonbeck U et al., 1999; Baker C et al., 1999), y se expresa en macrofagos y CML.
Sin embargo, también se ha observado que la pared vascular no aterosclerotica no
expresa Cox-2 (Belton O et al., 2000), aunque hay estudios que coinciden con el
nuestro, donde si se obtiene una expresion basal de este isoenzima (Stemme V et al.,
2000). La presencia de Cox-2 en pared vascular no aterosclerotica, probablemente
expresada por CML y endotelio, coincide con los resultados obtenidos en aortas de
conejos normolipémicos, lo que sugiere un papel fisioldgico de este enzima. La menor
expresion de Cox-2 en la capa inferior arterial de los vasos aterosclerdticos respecto a

vasos sanos es un aspecto que no esta claro, y que no ha sido previamente descrito.

Seglin este estudio las estatinas, a diferencia de la aspirina y triflusal en conejo,
parecen no tener un efecto claro sobre la expresion de Cox-2. El efecto de las estatinas

sobre la expresion de Cox-2 estd muy poco estudiado, y los trabajos publicados son
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contradictorios. Degraeve F et al. (2001) obtuvieron una induccion de Cox-2 en CML al
tratar con estatinas, acompafiada de un incremento de la produccion de PGI,, a través de
la inhibicion de la activacion de Rho. Por otro lado, Hernandez-Presa MA et al. (2002)
y Cipollone F et al. (2003) describieron una reduccion de su expresion en la placa
aterosclerotica y en CML en cultivo, y se atribuyd al mismo mecanismo mediante el
cual las estatinas reducen la expresion de MCP-1: a través de una menor activacion del
factor de transcripcion NF-kB, causada por la inhibicion de la isoprenalizacion de las
proteinas involucradas en la sefial de transduccion intracelular necesaria para su

actividad.

LIMITACIONESDEL ESTUDIO

Para confirmar de manera mas sélida los resultados obtenidos en los diferentes
apartados de esta tesis doctoral, lo mas adecuado habria sido partir de un tamafio de
muestra superior al utilizado. Debido a la dificultad y al volumen de trabajo que supone
llevar a cabo los protocolos experimentales utilizados, asi como la limitacion en la
obtencion de determinadas muestras, como es el caso de las aortas humanas, no fue

posible tener un tamafio de muestra superior.

En el estudio realizado con FFR-rFVlIla, al evaluar la trombosis sobre aortas
ateroscleroticas humanas no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas
entre grupos en todos los casos. Esto probablemente se debid a la gran variabilidad
obtenida en los resultados de deposicion plaquetaria, ya que se utilizaron lesiones
ateroscleroticas de diversos grados de severidad debido a la baja disponibilidad de
muestras humanas. Ademas, la utilizacion de muestras no conservadas de manera
optima también podria haber contribuido a la falta de significacion. Las aortas humanas
se obtuvieron a partir de autopsias y el tiempo medio entre la muerte de los individuos y
la recogida de la muestra oscil6 entre 15 y 25 horas, pudiendo ser que la mayoria del TF
presente se hubiese degrado. De hecho, se intentd localizar TF en la pared vascular,
pero los tejidos no eran 6ptimos para inmunohistoquimica y los resultados no fueron

concluyentes.



Discusion 253

Por otro lado, en el estudio de la afectacion de la expresion de Cox vascular por
salicilatos y estatinas, no se puede concluir categoricamente si la sintesis de PGI; estaba
afectada por el tratamiento, y si existia relacion con la Cox-2, ya que no se llevo a cabo

la determinacion de metabolitos en orina.

En el estudio realizado con estatinas, no se pudo concluir si la falta de efecto de
la simvastatina sobre la lesion aterosclerdtica a los 100 dias de tratamiento, se debio a la
menor dosis utilizada respecto al tratamiento de 50 dias (2,5 vs. 5 mg/kg/dia) o a una
inefectividad del farmaco. Asimismo, el estudio deberia ser completado ampliando el
periodo de tratamiento, para evaluar posibles efectos de la pravastatina y simvastatina a
mas largo plazo. Hay que tener en cuenta que las estatinas son farmacos para uso
cronico y los ensayos clinicos habitualmente plantean objetivos a 3/5 afios de

tratamiento para medir efectos en objetivos duros (infarto, isquemia o muerte).
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Basdndose en los resultados obtenidos en este trabagjo, se pueden extraer las

siguientes conclusiones para cada uno de los objetivos fijados:

1. Respecto al Objetivo 1: Estudio del efecto de un inhibidor de laviadel TF, el FFR-

rFV1la, sobre la aterotrombosis:

El FFR-rFVIlabloquealavia del TF de manera dosis-dependiente, ya que alarga
el PT sin modificar €l aPTT.

El FFR-rFVIla, administrado sistémicamente, disminuye la deposicion
plaquetaria y de fibrina desencadenada por pared vascular sana lesionada
severamente, pero no por pared vascular sana con lesion ligera, sin afectar la
agregacion plaguetar inducida ex vivo; por lo que se confirmaque el FFR-rFVIla
inhibe la formacion de trombina a través de la via del TF, que es € principa
mecanismo implicado en la formacién del trombo sobre lesiones vasculares

severas.

El FFR-rFVIlainhibe el TF proveniente de la circulacion sanguinea cuando se
expone pared vascular sana ala sangre, ya que la aplicacién local de FFR-rFVIla
no reduce la deposicion plaguetaria (lesion ligeray severa), €l TF se localiza en
el trombo y no en las estructuras de la pared vascular expuestas a la circulacion
sanguinea, y hay presencia de actividad procoagulante del TF en sangre que es
inhibida por FFR-rFVl1la

El FFR-rFVIla, administrado sistémicamente, disminuye la deposicién
plaguetaria desencadenada por pared vascular aterosclerética, lo cual sugiere que
este compuesto es efectivo bloqueando € TF contenido en las lesiones

aterosclerdticas, ademas del procedente de la sangre.
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2. Respecto a Objetivo 2: Estudio del efecto de dos farmacos inhibidores de la Cox

plaguetaria, triflusal y aspirina, sobre la aterotrombosis:

El triflusal, su metabolito HTB, y la aspirina (tratamiento agudo y crénico)
reducen el trombo desencadenado por un trombo residual formado sobre pared
vascular sana lesionada ligera y severamente (trombo secundario), con una
eficacia similar; indicando que en condiciones dependientes de trombina la
inhibicidn de la formacion de TXA; es efectiva en la reduccién de la actividad

plaguetaria.

El triflusal y la aspirina (tratamiento cronico), a dosis antitrombdticas, reducen
la expresion de Cox-2 vascular, sin afectacion de Cox-1. La presencia de Cox-2
en la pared vascular sana y la confirmacion por estudios recientes de su
implicacion en la sintesis de PGIl, vascular, sugieren que € efecto
antitrombético obtenido es el resultado del equilibrio entre la inhibicién del
TXA;plaguetar y de laPGI, vascular.

3. Respecto a Objetivo 3. Estudio del efecto de dos estatinas, pravastatina y

simvastatina, sobre la aterotrombosis.

La pravastatina y simvastatina inhiben la trombogenicidad de la sangre, ya que
reducen la deposicion plaquetaria desencadenada por pared vascular lesionada
ligera'y severamente en condiciones de estenosis vascular y de flujo no laminar
paraelo. Ademas, la pravastatina es méas potente como antitrombdtica que la
simvastatina debido a que también inhibe la trombosis en condiciones de flujo

laminar paralelo y alta velocidad de cizalladura.
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La independencia del efecto antiplaquetar de los niveles plasméticos de lipidos
sugieren un efecto directo sobre la plagueta. La no modificacién de los
parametros de coagulacion ni de la agregacion plaquetar ex vivo, y la reduccion
de los niveles de Rho A activado en la plaqueta, proteina implicada en la
expresion de receptores de adhesion en la superficie, sugieren un mecanismo

dependiente de lainteraccion plaqueta-pared vascular.

Ni e tamafio, ni la composicion de la lesién vascular en condiciones de
dislipemia basal, se modifican a tratar con estatinas durante menos de 100 dias.
Ademas, durante los primeros 50 dias de tratamiento son dependientes de los
niveles plasméticos de lipidos mientras que a los 100 dias de tratamiento,
cuando hay una reduccién de éstos, ya no existe esta dependencia, lo cual
sugiere que las estatinas podrian inducir regresion de la lesion vascular y

modificar su composicion amas largo plazo mediante su efecto hipolipemiante.

En condiciones de dislipemia basal €l tratamiento con estatinas durante menos
de 100 dias, en general, no modifica la expresion de MCP-1, eNOS, Cox-1 y
Cox-2 en la pared vascular.
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