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La asociacion de la aterosclerosis con diferentes facto-
res de riesgo, entre ellos los valores elevados de lipopro-
teinas de baja densidad (LDL), la hipertension, la diabetes
y el habito tabaquico, generd la hipétesis de «respuesta al
dano» para explicar la génesis y el desarrollo de las lesio-
nes. De acuerdo con esta hipétesis, uno de los episodios
mas tempranos en la aterogénesis es la acumulacion de
LDL en la pared arterial, donde sufren modificacion oxida-
tiva. Estas LDL perturban la funcién endotelial y, con ello,
todas las propiedades antiaterogénicas del endotelio.
Ademas, los macréfagos y las células musculares lisas
captan estas LDL, a través de diferentes receptores, y se
transforman en células espumosas, cuya acumulacién
progresiva en la intima contribuye a la evolucién de las le-
siones. Por tanto, el desarrollo de las lesiones comporta la
activacion tanto de las células endoteliales como de las
musculares lisas y de los monocitos/macréfagos. En dicha
activacion intervienen mudltiples factores de crecimiento
(PDGF, EGF, etc.), citocinas (IL-1B, TNFa, entre otras) y
las propias LDL modificadas, que a través de diferentes
vias de transduccion de sefiales activan factores de trans-
cripcién, como el factor nuclear kappa B (NF-xB) o proto-
oncogenes como c-fos, c-myc, que regulan la expresion
de genes involucrados en la respuesta inflamatoria/prolife-
rativa de las lesiones.

Palabras clave: Aterosclerosis. Célula muscular lisa
(CML). Lipoproteinas de baja densidad (LDL). Macrdfagos.
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Cellular and Molecular Biology
of Atherosclerotic Lesions

The association of atherosclerosis with the most com-
mon risk factors including elevation of low density lipopro-
tein (LDL) levels, diabetes, hypertension and cigarette
smoking, led to the hypothesis of «response to injury» to
explain how the lesions develop. According to this hypot-
hesis, one of the earliest events in atherogenesis is the
accumulation of LDL in the arterial wall where they under-
go oxidation. These LDL impair endothelial function, and
thus, all the antiatherogenic properties of the endothelium.
In addition, macrophages and smooth muscle cells take
up these LDL, through different receptors, and become
foam cells. The accumulation of foam cells in the arterial
wall contributes to lesion development. Therefore, lesion
development involves the activation of endothelial cells, as
well as smooth muscle cells and monocytes/macropha-
ges. In this activation different growth factors (PDGF,
EGF, etc.), cytokines (IL-1B, TNFa, etc.) and the modified
LDL themselves, play an important role. Through several
signal transduction pathways these molecules activate
transcription factors, such as the nuclear factor kappa B
(NF-xB) or protooncogenes such as c-fos, c-myc, that re-
gulate the expression of genes involved in the inflamma-
tory/proliferative response of the lesions.

Key words: Atherosclerosis. Smooth muscle cells
(CML). Low density lipoproteins (LDL). Macrophages.

(Rev Esp Cardiol 2001; 54: 218-231)

INTRODUCCION

En los ultimos afios se han producido importantes
avances en el conocimiento de la aterosclerosis, enfer-
medad que subyace en la mayor parte de los episodios
cardiovasculares. Actualmente la hip6tesis mds acepta-
da considera la aterosclerosis como el resultado de una
respuesta inflamatoria de la pared a diferentes formas
de lesion. El cardcter crénico del proceso conduce a la
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formacién de lesiones focales o placas que, en fases
avanzadas, pueden ocluir la luz de los vasos directa-
mente o mediante complicacién trombdtical?,

La acumulacién de lipoproteinas de baja densidad
(LDL) en el espacio subendotelial parece ser uno de
los primeros episodios asociados al desarrollo de le-
siones aterosclerdticas. Las LDL retenidas en la pared
sufren procesos de oxidacién (LDLox) y generan pro-
ductos con actividad quimiotictica para monocitos y
células musculares lisas (CML). Los monocitos atra-
viesan el endotelio, y se diferencian a macréfagos,
captan de forma masiva LDLox y se transforman en
células espumosas cuya acumulacién en la {ntima ori-
gina la formacién de la estria grasa’. En la aterogéne-
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ABREVIATURAS

bFGF: factor de crecimiento de fibroblastos.

CI: cardiopatia isquémica.

CML: células musculares lisas.

EGF: factor de crecimiento endotelial.

eNOS o NOS III: 6xido nitrico sintasa endotelial.

G-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos.

GDP: guanosin difosfato.

GM-CSF: factor estimulante de colonias de granulo-

citos y macrofatos.

GTP: guanosin trifosfato.

HMG-CoA: 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A.

ICAM-1: molécula-1 de adhesion intercelular.

IGF-1: factor de crecimiento insulinico-1.

IL: interleucinas

IL-1p: interleucina-1 beta.

INF-y: interferén gamma.

iINOS o NOS II: 6xido nitrico sintasa inducible.

LDL: lipoproteinas de baja densidad.

LDLag: LDL agregadas.

LDLmm: LDL minimamente modificadas.

LDLox: LDL oxidadas.

LOX-1: lectin-like ox-LDL receptor-1.

LpL: lipoproteinlipasa.

LRP: low density lipoprotein receptor-related protein.

MAP cinasas: proteinasas activadas por mitégenos.

MCP-1: proteina-1 quimiotéctica de monocitos.

M-CSEF: factor estimulante de colonias de macrofatos.

NF-xB: factor nuclear kappa beta.

ON: 6xido nitrico.

PAI-1: inhibidor del activador del plasminégeno
tisular.

PCNA: antigeno nuclear de células proliferantes.

PDGEF: factor de crecimiento derivado de plaquetas.

PECAM-1: molécula-1 de adhesion plaquetaria y
endotelial.

PGIL,: prostaciclina.

TGF: factor de crecimiento transformante beta.

TNFa: factor necrosante de tumores alfa.

t-PA: activador del plasmindgeno tisular.

VCAM-1: molécula-1 de adhesion vascular.

VEGEF: factor de crecimiento del endotelio vascular.

VLA-4: very late antigen-4.

VLDL: lipoproteinas de muy baja densidad.

sis intervienen multiples factores de crecimiento, cito-
cinas y otras sustancias producidas por las células en-
doteliales, las CML, los macréfagos y los linfocitos T,
que regulan la respuesta inflamatoria y la proliferacién
celular®. El resultado de la interaccidn de estos facto-
res es una respuesta fibroproliferativa que hace evolu-
cionar la estria grasa a placa aterosclerdtica mas com-
pleja. La rotura o ulceracién de las placas inestables
tiene como consecuencia la exposiciéon de superficies
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Fig. 1. Microfotografia de una tincion con tricrémico de Masson de
una seccidn correspondiente a una arteria coronaria humana que pre-
senta una lesion avanzada. Se pueden apreciar el nicleo lipidico y la
gran cantidad de matriz extracelular que constituye el componente
mayoritario de la placa que contribuye a obstruir la luz del vaso. a: ad-
venticia; I lumen; m: media; ng: ndcleo graso; t: trombo.

procoagulantes y protrombdticas que provocan la acti-
vacion de plaquetas y la formacion de trombos, que
pueden desencadenar complicaciones clinicas, o bien
contribuir al crecimiento de la placa de forma asinto-
matica®. En la estabilidad de las placas desempefia
un papel clave su cubierta fibrosa, formada fun-
damentalmente por proteinas de matriz extracelular
sintetizadas por las CML como el coldgeno y proteo-
glicanos. Las placas mds vulnerables contienen un
gran nucleo lipidico envuelto por una cubierta fibrosa
delgada. Este nicleo se compone de material lipidico
intracelular, que ha sido internalizado por macréfagos
y CML, y lipido extracelular, que deriva de la reten-
cién de lipoproteinas circulantes y del liberado por las
células que sufren necrosis. En la figura 1 se expone
una lesién avanzada de una arteria coronaria humana
donde se observan su ntcleo lipidico y la presencia de
un trombo parcialmente organizado que provoca, en
gran medida, la oclusién del vaso.

PAPEL DE LAS LIPOPROTEjNAS DE BAJA
DENSIDAD EN LA ATEROGENESIS

El colesterol se transporta en el plasma como compo-
nente de las lipoproteinas. Aproximadamente dos ter-
cios del colesterol total son transportados por las LDL.
Las concentraciones plasméticas elevadas de LDL son
un factor de riesgo para el desarrollo prematuro de ate-
rosclerosis y cardiopatia isquémica (CI)'2. Reciente-
mente, varios ensayos clinicos con farmacos hipolipe-
miantes, en concreto con los inhibidores del enzima
3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) re-
ductasa (estatinas), han demostrado una estrecha rela-
cién entre los valores circulantes de LDL vy el riesgo de
muerte asociado a CI®°,

219



Rev Esp Cardiol Vol. 54, Num. 2, Febrero 2001; 218-231

José Martinez-Gonzédlez et al.— Biologia celular y molecular
de las lesiones aterosclerdticas

Fig. 2. Esquema de los mecanis-
mos celulares y moleculares que
dan origen al inicio y progresion de
las lesiones aterosclerdticas. En zo-
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las LDLox retenidas en la pared y la produccién incrementada de la proteina 1 quimiotactica para monocitos (MCP-1), penetran en la pared y son
activados a macréfagos, proceso en el que también intervienen las LDLox. Los macréfagos captan LDL modificadas y se transforman en células
espumosas. Las células musculares lisas (CML) de la media activadas por citocinas y factores de crecimiento liberados en las lesiones se transfor-
man a un fenotipo sintético, migran a la intima atraidas por factores quimiatrayentes y proliferan contribuyendo a la evolucion de las lesiones.

La hipercolesterolemia se asocia no sélo con un
mayor depésito de lipidos en las lesiones sino que va-
lores elevados de LDL alteran diferentes funciones
tanto de las células endoteliales como de las CML y
de los monocitos. Las LDL alteran la funcién endote-
lial: producen una respuesta disminuida de la dilata-
cién dependiente de endotelio'! y un incremento de
las moléculas de adhesion, proteinas que se localizan
en la membrana de las células endoteliales y funcio-
nan como puntos de anclaje al endotelio de monocitos
circulantes'?. En células endoteliales en cultivo, con-
centraciones aterogénicas de LDL (> 160 mg/dl) pro-
vocan cambios en el metabolismo del dcido araquidé-
nico'?; alteran la produccién de 6xido nitrico (ON) y
radicales libres!*!%; incrementan la expresion de molé-
culas de adhesién per se y la inducida por citocinas, y
aumentan la adhesién de monocitos'. En la figura 2
se esquematiza cémo la infiltracién de las LDL en el
espacio subendotelial y su retencién por las proteinas
de matriz extracelular alteran la homeostasis de la pa-
red vascular.

La hipercolesterolemia activa la proliferaciéon de
CML vy la expresion de la proteina-1 quimiotéctica de
monocitos (MCP-1)". Las CML en cultivo proliferan
mas rapidamente con suero procedente de pacientes
hipercolesterolémicos que con suero de individuos
normocolesterolémicos'®. Ademds, recientemente
nuestro grupo ha demostrado que el contenido de los
acidos grasos de la dieta, que se traduce en cambios en
la composicién de las LDL, influye en la capacidad
del suero de inducir proliferacién de las CML en culti-
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vo, y que las dietas ricas en 4dcido oleico son las que
resultan menos proproliferativas y, por tanto, poten-
cialmente poseen un mayor poder cardioprotector'.
Estos efectos podrian estar relacionados con la capaci-
dad de las lipoproteinas de activar diferentes vias de
transmision de sefial ligadas al estimulo mitogénico y
de potenciar el efecto de los factores de crecimiento
séricos.

Retencion y modificacion de las lipoproteinas
de baja densidad en la intima
de la pared vascular

El sistema vascular se encuentra recubierto por una
monocapa de células endoteliales que regulan la per-
meabilidad de la pared vascular a elementos celulares
y macromoléculas como las LDL. El flujo de LDL a
través del endotelio tiene lugar segiin un gradiente de
concentraciéon mediante un proceso de transcitosis que
no estd mediado por receptor. Ciertos factores de ries-
go, como la hipertensién o la hipercolesterolemia, fa-
vorecen la penetracién y la retencién de las LDL en la
intima por proteoglicanos y glucosaminoglicanos, lo
que favorece los procesos de modificacién proteoliti-
cos y oxidativos®. Los principales proteoglicanos im-
plicados parecen ser de la familia de los versicanos. In
vitro, el versican puede formar distintos tipos de com-
plejos con las LDL, desde complejos facilmente diso-
ciables hasta agregados insolubles, ambos tipos
de complejos han sido aislados a partir de lesiones hu-
manas?'.
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La retencién de las LDL en la intima favorece el
ataque de diversas enzimas que modifican las LDL e
incrementan su aterogenicidad. La modificacién de las
LDL de la que se tiene un mayor conocimiento es la
oxidacién?, en la que intervienen, en un primer mo-
mento, las células endoteliales y, posteriormente, las
CML y los macréfagos. En primer lugar se generan
unas LDL, que se han denominado minimamente mo-
dificadas (LDLmm), que presentan un grado de oxida-
cion relativamente bajo, pero que activan el endotelio
y poseen mayor capacidad que las LDL nativas de in-
ducir la adhesién de monocitos**?*, En la figura 3 se
observa que las LDLmm producen mds adhesién de
monocitos a las células endoteliales en cultivo que las
LDL nativas. Varios sistemas enzimaticos, como la
mieloperoxidasa y las lipooxigenasas, muy activos en
los macréfagos, se han implicado en la oxidacién de
las LDL?. La oxidacién de las LDL puede ser poten-
ciada por procesos patoldgicos subyacentes como la
diabetes, ya que concentraciones elevadas de glucosa
promueven la glucosilacién y aceleran la oxidacién®.

En los tltimos afios se han acumulado evidencias
que indican que la oxidacién de las LDL desempefia un
papel clave en el proceso de acumulacién de material
lipidico en las placas®. Las LDLox intervienen practi-
camente en todas las etapas del proceso de formacién
de lesiones: inducen la expresién de MCP-1?" y de mo-
léculas de adhesion como la molécula 1 de adhesién
vascular (VCAM-1) y la P-selectina en células endote-
liales, lo que facilita la unién de monocitos circulantes
al endotelio®; provocan apoptosis de las células endo-
teliales® y alteran la produccién de ON y radicales li-
bres, con el consiguiente deterioro de la proteccién an-
tiaterogénesis que ejerce el endotelio®. Recientemente
se ha clonado un receptor para las LDLox denominado
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lectin-like ox-LDL receptor-1 (LOX-1), cuya expresion
se encuentra aumentada en lesiones ateroscleréticas hu-
manas y que podria mediar estos efectos®!.

Las LDLox tambien promueven la diferenciacién de
monocitos a macréfagos, y modulan la activacién en
estas células de factores como el factor nuclear kappa
B (NF-xB)*’. Ademds del estrés oxidativo, el NF-kB
es activado por diversos estimulos inflamatorios como
citocinas, patégenos microbianos y virus. La activa-
cion de este factor se ha detectado tanto en macréfagos
como en células endoteliales y CML de lesiones ate-
roscleréticas®. A diferencia de otros factores de trans-
cripcidn, la activacion del NF-kB no requiere induc-
cion de su expresion. Este factor se encuentra en
forma de heterodimero inactivo en el citoplasma unido
a protefnas inhibidoras denominadas genéricamente
IkB. El heterodimero tipico del NF-kB consiste en una
subunidad p50 y otra p65. Cuando la célula es
estimulada por alguno de los agentes mencionados an-
teriormente, IkB se fosforila y experimenta ubiquitina-
cion, lo que sirve de «sefial» para que sufra degrada-
cién proteolitica. Entonces, el dimero p50/p65 se
transloca al nicleo, donde activa la transcripciéon de
genes diana que poseen en su promotor elementos de
respuesta kB (fig. 4). Entre los numerosos genes regu-
lados por NF-xB se encuentran citocinas [factor necro-
sante de tumores (TNFa), interleucinas (IL)-1,-6 y -8],
factores estimuladores de la formacién de colonias de
granulocitos/macréfagos (G-CSF, M-CSF, GM-CSF),
MCP-1, el factor tisular, varias moléculas de adhesion
(ICAM-1, VCAM-1) y c-myc**%, Por tanto, la activa-
cién del NF-kB parece ser un punto clave en la activa-
cién de mudltiples efectos ligados al proceso ateroscle-
rético. Recientemente, su activacion en leucocitos
circulantes se ha asociado con la angina inestable vy,
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Fig. 4. Activacion del factor NF-xB
por diferentes agentes y modulacién
por dicho factor de la expresion de di-
ferentes genes diana.

dado que dicha activacién puede detectarse antes de un
episodio clinico, se ha postulado que podria estar invo-
lucrado en la rotura de las placas que producen los sin-
dromes coronarios agudos®’.

PAPEL DE LOS DISTINTOS TIPOS
CELULARES DE LA PARED VASCULAR
EN LA ATEROSCLEROSIS

Papel del endotelio: disfuncidon endotelial

El endotelio integra diversas funciones reguladoras
que contribuyen a mantener la homeostasis de la pared
vascular. Se ha denominado disfuncién endotelial
cualquier alteracién de la fisiologia del endotelio que
produzca una descompensacién de dichas funciones.
El endotelio regula factores que, en algunos casos,
operan antagénicamente. El endotelio regula el tono
vascular mediante la produccién de moléculas vasodi-
latadoras como el ON vy la prostaciclina, y de sustan-
cias vasoconstrictoras como la endotelina y la angio-
tensina I1*. El endotelio posee también propiedades
antitrombdticas gracias a que, en su cara luminal, el
hepardn se asocia a la antitrombina III y la activa, con
lo que previene la activacién de la trombina®. Por tan-
to, una disfuncién endotelial puede producir una per-
turbacién del balance entre los agentes vasoactivos o
entre sus funciones pro y antitrombogénicas, con el
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consiguiente incremento de la adhesién de plaquetas.
En la figura 5 se ilustra la alteracioén por concentracio-
nes aterogénicas de LDL de los valores de expresion
de la enzima NOS de células endoteliales (eNOS o
NOS III), principal enzima reguladora de la produc-
cién de ON en el endotelio®. El endotelio expresa ade-
mds proteinas de membrana que actian como molécu-
las de adhesiéon para receptores especificos de
monocitos y linfocitos T. Estas moléculas son selecti-
nas como la E- y la P-selectina, denominadas asi por
su similitud estructural a las lectinas, y proteinas per-
tenecientes a la superfamilia de las inmunoglobulinas
como VCAM-1 y las moléculas 1, 2 y 3 de adhesién
intercelular ICAM-1, 2 y 3)*. El endotelio activado
por agentes proinflamatorios expresa valores méas ele-
vados de estas moléculas de adhesion y de sustancias
quimioatrayentes, lo que facilita la unién y migracién
de monocitos. El dominio extracelular de estas molé-
culas de adhesién puede facilmente liberarse al torren-
te circulatorio; por ello, en la actualidad se evalda la
validez de los valores de los fragmentos solubles de
estas moléculas como marcadores de evolucién de las
lesiones aterosclerdticas y procesos patolégicos aso-
ciados***.

Son multiples los factores que pueden provocar una
disfuncién endotelial. Los mdés estudiados incluyen
sustancias inmunorreguladoras como el TNF-a y la
IL-1pB, toxinas bacterianas como el lipopolisacdrido vy,
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Fig. 5. Efecto de concentraciones cre-
cientes de LDL nativas (mg/dl) sobre
los valores de ARNm de eNOS de cé-
lulas endoteliales en cultivo, analiza-
dos mediante Northern blot. En la par-
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sobre todo, el colesterol y las LDLox. En cultivos de
células endoteliales se ha comprobado que las LDLox
producen una disminucién de la expresion de los titu-
los de mARN y de proteina de la enzima eNOS%. El
ON liberado por el endotelio no sélo contribuye a
mantener el tono arterial, sino que también evita la
proliferacién de las CML, disminuye la adhesién de
monocitos y la agregaciéon de plaquetas, y preserva
de la oxidacién a las LDL*. Por tanto, la disminucién de
la liberacién de ON potencia el dafo endotelial y faci-
lita la proliferacién de las CML inducida por mitége-
nos. En cambio, la sobreproduccion de ON mediante
un sistema experimental de transferencia génica in
vivo, consistente en la sobrexpresion de la enzima
eNOS mediante un vector adenovirico, bloquea eficaz-
mente la formacién de neointima inducida mediante
dilatacién con balén en el modelo porcino®. La impor-
tancia de esta enzima en la enfermedad cardiovascular
la corroboran diferentes estudios que encuentran una
asociacion entre determinadas variantes polimorficas
del gen de la eNOS, tanto en regiones codificantes
como en la regién promotora, con un mayor riesgo de
enfermedad coronaria*® o de espasmo coronario®’.

El endotelio también desempefia un papel clave en
el proceso de angiogénesis que tiene lugar en las pla-
cas aterosclerdticas. En este proceso, se requieren la
migracién y proliferaciéon de las células endoteliales
para generar nuevos vasos en el interior de las lesio-
nes. La angiogénesis es activada por diferentes facto-
res, como el factor de crecimiento del endotelio vascu-

135

lar (VEGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos
(bFGF), cuya expresién aumenta en respuesta a ciertas
condiciones desencadenantes del proceso como la hi-
poxia**#, El VEGF es un factor angiogénico mitégeno
para las células endoteliales, que aumenta la permeabi-
lidad vascular y modula la trombogenicidad®. El
VEGEF estimula la liberacién por parte de las células
endoteliales de prostaciclina y ON, y a su vez el ON
parece que actia como un regulador endégeno que re-
duce la expresion del VEGF en la pared vascular’'.
Ademds de estos factores, que son generados in situ
por las células que interaccionan en las lesiones ate-
rosclerdticas, la trombina retenida por la matriz extra-
celular, donde permanece funcionalmente activa, pare-
ce desempefiar un papel clave en la regulacion del
proceso. La trombina posee actividad mitogénica para
las células endoteliales’ y modula la actividad de me-
taloproteasas que degradan la matriz extracelular y fa-
cilitan la migracién celular.

Papel de los monocitos/macréfagos

Debido al caricter de respuesta inflamatoria-fibro-
proliferativa crénica del proceso aterosclerético, los
monocitos y linfocitos T tienen un papel clave tanto en
su génesis como en la progresion de las lesiones. Uno
de los episodios mds tempranos en la formacién de le-
siones aterosclerdticas es la adhesién de monocitos
circulantes al endotelio y su migracién a la intima*. El
aumento de la unién de monocitos al endotelio parece
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deberse a un incremento de la expresion, por parte del
endotelio activado, de alguna de las moléculas de ad-
hesién mencionadas anteriormente, que son inducidas
por agentes proaterogénicos como citocinas o las
LDLox. Los monocitos adheridos al endotelio pene-
tran en la intima, atraidos por las LDLox y otras sus-
tancias quimiotdcticas sintetizadas por el endotelio ac-
tivado, como el MCP-1%. En la adhesién de los
monocitos a la pared se ha propuesto un modelo segin
el cual una primera interaccién 14bil entre el monocito
y el endotelio se produciria a través de las selectinas.
En el endotelio activado, la sobrexpresion de VCAM-1
e ICAM-1 permitirfa la unién mds estable de los mo-
nocitos a través de receptores especificos. Por ejem-
plo, VCAM-1 se une especificamente a very late anti-
gen-4 (VLA-4) de los monocitos, que es un receptor
perteneciente a la subfamilia b, de las integrinas. Pos-
teriormente, el monocito atraviesa el endotelio a través
de los espacios intercelulares donde participan otras
proteinas especializadas como la molécula de adhesion
plaquetar-1 (PECAM-1).

La activacién en la intima de los monocitos a ma-
créfagos es estimulada por las LDL modificadas y di-
ferentes moléculas producidas por los linfocitos T, las
células endoteliales y las CML. Los linfocitos T pro-
ducen interferon-y (INF-y) y TNF-a, que activan los
monocitos, asi como factores estimuladores de la for-
macién de colonias como el GM-CSF, que estabilizan
los macréfagos y estimulan su proliferacién®. En rato-
nes Knock-out para INF-y se ha observado que la ca-
rencia de este gen protege contra la aterosclerosis. Los
ratones deficientes en INF-y presentan lesiones mas ri-
cas en coldgeno y de menor contenido lipidico®.

Captacion de LDL modificadas:
receptores scavenger

Uno de los procesos clave en el desarrollo de las le-
siones aterosclerdticas es la captaciéon de LDL modifi-
cadas por los macréfagos. Los macrdéfagos poseen la
capacidad de captar LDL modificadas en grandes can-
tidades y de convertirse en células espumosas®. La
acumulacién de células espumosas en la intima condu-
ce a la formacidén de la denominada estria grasa. La es-
tria grasa corresponde a la lesidn tipo Il en la clasifica-
cién aceptada por la American Heart Association, que
categoriza las lesiones aterosclerdticas en VIII fases o
estadios™.

La interaccién de las LDL con los proteoglicanos
de la intima favorece los procesos de modificacién y
agregacion de las LDL. En la agregacién de las LDL
parece que desempefian un papel importante otros
factores como la fuerza de cizalladura, y actividades
enzimdticas como la fosfolipasa A, y la esfingomieli-
nasa®>>’. Las LDL agregadas (LDLag) aisladas de
las lesiones aterosclerdticas son captadas dvidamente
por macréfagos en cultivo mediante fagocitosis™,
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TABLA 1. Expresion de receptores lipoproteicos
en arterias normales y ateroscleréticas

Arteria Lesion Tipo
normal aterosclerética  celular

Receptores de la familia del LDL-R

LDL-R + + CMLS2

VLDL-R + ++ EC, CML

LRP ++ +++  CML, M2
Receptores scavenger

SR-Al'y SR-All - ++ M@, CMLS263

CD36 - + M@

LOX-1 + + EC, CMLS"

Nivel de expresion: +: ausente o bajo; +: moderado; ++: alto. CML: células
musculares lisas de pared vascular; EC: células endoteliales: M@: macréfagos;
LDL-R: receptor de las LDL; VLDL-R: receptor de las VLDL; LRP: low density
lipoprotein receptor-related protein; SR-Al y SR-All: receptores scavenger de
la clase A; CD36: receptor scavenger de la clase B; LOX-1: receptor del tipo le-
citina que une LDL oxidada.

mientras que las LDLox se captan a través de los re-
ceptores scavenger. Ninguno de estos mecanismos de
captacion de LDL estd regulado por la concentracién
intracelular de colesterol, por lo que se produce acu-
mulacién de colesterol en los macréfagos y CML.
Los receptores scavenger mejor caracterizados son
los tipos I y II de la clase A, que han sido clonados
en diferentes modelos animales y en humanos®. Es-
tos receptores funcionan como proteinas de membra-
na homotriméricas. Cada monémero posee 6 domi-
nios estructurales. Mediante estudios de mutagénesis
dirigida se ha podido establecer que la regién colage-
no-like, que posee una elevada carga positiva, consti-
tuye la region de unién a las LDLox. Ademas de la
oxidacién, cualquier modificacién de las LDL que
aumente su carga negativa posibilita su captacién por
este tipo de receptores, por ejemplo, la glucosilacién
no enzimadtica producida por concentraciones de glu-
cosa en sangre asociadas a la diabetes®'. En la tabla 1
se indican algunos de los receptores para lipoprotei-
nas nativas y modificadas expresados por las células
de la pared vascular sana y en las lesiones ateroscle-
réticas

El colesterol libre es citotéxico, por lo que las célu-
las lo reesterifican por medio de la enzima aciltransfe-
rasa y lo acumulan, junto con triglicéridos y fosfolipi-
dos, en el interior de vacuolas. Sin embargo, la
capacidad de las células de acumular el colesterol es
limitada. La formacién de centros necréticos en las
placas ateroscleréticas se atribuye precisamente a la li-
sis de células espumosas que han saturado su capaci-
dad de neutralizar el colesterol libre por esta via®.

Degradacién de la cubierta fibrosa
por los macréfagos

La aterosclerosis puede contemplarse como un
proceso inflamatorio crénico. Una caracteristica fun-
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damental de cualquier respuesta inflamatoria es la ac-
tividad de enzimas con capacidad de degradar el teji-
do conectivo extracelular. En este proceso se atribuye
un papel muy activo a los macréfagos que producen
enzimas que degradan el tejido conectivo, como las
metaloproteasas (colagenasa intersticial, gelatinasas
y estromelisina)®. Las placas, de localizacién nor-
malmente excéntrica, son mas vulnerables a sufrir ro-
tura o ulceracién en las zonas de unién a la pared, re-
gién definida como el hombro de la placa®. Estas
dreas contienen pocas CML; en cambio, en ellas
abundan los macréfagos y linfocitos T, que secretan
factores como TNF-a o IL-1PB, los cuales activan la
produccién de metaloproteasas por parte de las CML
y, sobre todo, los macréfagos®’. La destruccién de la
matriz extracelular por estas enzimas que degradan
coldgeno y proteoglicanos debilita la cdpsula fibrosa
de las placas y contribuye a su inestabilizacién y ro-
tura.

En animales de experimentacién se ha comprobado
que, al disminuir las concentraciones plasmadticas de
LDL mediante la dieta o firmacos hipolipemiantes, se
reduce la cantidad de macréfagos en las lesiones y, por
tanto, también disminuye la expresiéon de metalopro-
teasas que degradan la matriz extracelular® y otros
marcadores de inflamacion expresados por los macré-
fagos como la NOS inducible (iNOS o NOS ID)%7!,
cuya expresion se ha asociado con un incremento del
estrés oxidativo en las lesiones’.
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Papel de las células musculares lisas

Las CML son el componente celular mayoritario de
las lesiones aterosclerdticas iniciales, donde puede al-
canzar hasta el 90% del contenido celular’®, y también
de la neointima de placas reestenéticas™. En cambio,
en las lesiones avanzadas la fracciéon de CML que pre-
senta marcadores de proliferacion celular activa (p. €j.,
el antigeno nuclear de células proliferantes -PCNA-)
es inferior al 1%, En las lesiones avanzadas predomi-
na la matriz extracelular sobre las CML, por lo que ac-
tualmente se cuestiona la relevancia de la proliferacién
de las CML en la aterosclerosis y se especula sobre el
papel protector que pueden ejercer, sobre todo por la
capacidad de las CML de sintetizar proteinas de matriz
extracelular, principal componente de la cubierta fibro-
sa de las placas.

Las CML de la capa media son activadas por mo-
léculas secretadas por el resto de células presentes
en las lesiones aterosclerdticas?, con lo que sufren
una transformacién fenotipica: CML de fenotipo
contrictil no proliferativo se transforman en células
que proliferan activamente, que migran atraidas por
agentes quimioticticos y que producen proteinas de
matriz extracelular (coldgeno, elastina y proteoglica-
nos). Esta transformacién activa la expresion de ge-
nes que codifican receptores de membrana para fac-
tores de crecimiento como el PDGF. Ademads, se
estimula la producciéon de factores de crecimiento
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(PDGF, IGF-I, etc.) y citocinas (TGFp, IL-1, etc.), a
través de los cuales las CML modulan su propia acti-
vidad y la de otras células que intervienen en la ate-
rogénesis. En la figura 6 se resumen algunos de los
factores de crecimiento, citocinas y otras moléculas
por medio de los cuales se modulan entre si las acti-
vidades de las CML, células endoteliales y monoci-
tos/macroéfagos.

La rotura de una placa aterosclerética espontdnea,
o provocada por una técnica de revascularizacién
como la angioplastia, ocasiona la pérdida de los ele-
mentos antitromboéticos del endotelio, como el ON y
la PGI,, ademds de la exposicién de estructuras de la
pared que producen la formacién de trombos’®. Las
plaquetas al agregarse liberan el contenido de sus
granulos ricos en mitégenos, como PDGF y el EGF,
que inducen la migracién y proliferacién de las
CML. Utilizando modelos animales, sobre todo el
modelo porcino, se ha establecido que en los prime-
ros dias (1 a 4) se producen hipertrofia y cierta proli-
feracion de las CML en la media. Posteriormente las
CML migran a la intima, donde proliferan activa-
mente’®.

Activacion de las células musculares lisas
en la media y migracion a la intima

La migracién de las CML es controlada de forma
redundante por un conjunto de moléculas como el
bFGF, PDGF, EGF, la trombina, la angiotensina II y
otras*. Estos mitégenos inducen la expresién de pro-
teasas que degradan la matriz extracelular, como la
plasmina y metaloproteasas. La actividad de estas
enzimas, cuya expresion se encuentra incrementada
en las lesiones ateroscleréticas, facilita la migracién
de las CML. Por otra parte, el balance local entre la
actividad del activador del plasmindgeno tisular
(t-PA) y del inhibidor-1 de dicho activador (PAI-1)
puede repercutir en el proceso de migracién de las
CML y de sintesis/degradacién de matriz extracelu-
lar y, por consiguiente, en la evolucién de las lesio-
nes. Los titulos de PAI-1 estdn incrementados en las
placas ateroscleréticas, sobre todo debido a una pro-
duccién aumentada por parte de las CML”’. Una pro-
tedlisis mural aumentada puede potenciar la migra-
ciéon y proliferacion de las CML. De hecho, al
inducir lesiones intravasculares en animales defi-
cientes en PAI-1, se observan un incremento de la
migracion de las CML y un mayor desarrollo de neo-
intima, procesos que son inhibidos al sobrexpresar
localmente PAI-1 mediante vectores adenoviricos’.
Ademsds, la plasmina participa en la activacién de
metaloproteasas que degradan la matriz extracelu-
lar” y del TGF-B, que es una citocina pluripotencial
sintetizada en forma de zimdgeno inactivo, que entre
otras funciones estimula la produccién de matriz ex-
tracelular *.
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Proliferacion de las células muscualres lisas
en la intima y sintesis de matriz extracelular

Estudios realizados en diferentes modelos animales
indican que el PDGEF es clave en la proliferacion de las
CML en la intima. La sobrexpresiéon de PDGF en la
pared arterial, inducida in vivo con vectores plasmidi-
cos, produce el engrosamiento extraordinario de la in-
tima®®. Ademds, anticuerpos anti-PDGF bloquean la
formacion de neointima en el modelo de angioplastia
en aorta de ratad!. La pérdida del endotelio producida
por una lesién vascular hace que persista, durante va-
rias semanas, la interaccion de plaquetas con la pared,
lo que produce una liberacién permanente de PDGF.
Con la pérdida del endotelio, desaparece la inhibicién
que en condiciones normales ejerce el ON sobre la
proliferaciéon de las CML. Ademds del PDGF, otros
agentes como la trombina y la angiotensina II promue-
ven la proliferaciéon de las CML. La trombina, que se
genera en grandes cantidades en los focos de trombo-
sis (< 130 nmol/1)®2, actiia como agente hipertréfico e
induce la proliferaciéon de las CML®. Los trombos
murales pueden actuar como reservorio de trombina®;
ademds, en las placas aterosclerdticas se ha detectado
un aumento del nimero de receptores para la trombina
en las CML y los macréfagos, lo que potencia su capa-
cidad de respuesta®. La trombina y la angiotensina II
también facilitan la acumulacién de matriz extracelu-
lar, ya que activan la produccién de PAI-1 y reducen la
lisis de las proteinas de matriz por la plasmina®.

El TGF-f, producido en lesiones ateroscleréticas so-
bre todo por los monocitos/macréfagos, induce la sin-
tesis de matriz extracelular por las CML*. Se ha obser-
vado que la sobrexpresion de esta citocina en la pared
vascular, mediante la transferencia de pldsmidos de
expresion encapsulados en liposomas, produce engro-
samiento de la intima por la acumulacién masiva de
coldgeno secretado por las CML?Y,

Induccion de genes ligados a la activacion
de las células musculares lisas

Tanto en las CML en cultivo como in vivo en mode-
los animales en los que se induce lesion en la pared, la
proliferacién de las CML no comienza hasta transcu-
rridos 1 o 2 dias de la exposicién a mitégenos o induc-
cién de lesién. Sin embargo, los mecanismos molecu-
lares que activan las CML tienen lugar de forma
inmediata’. Los mitégenos inducen la expresién de
genes que se expresan débilmente o no se expresan en
las CML en estado quiescente (no proliferativo), y
cuyo mensaje es necesario para completar el ciclo ce-
lular. En primer lugar (transicion de fase G/G,), se in-
duce la expresion de los llamados «genes de respuesta
inmediata», que incluyen protooncogenes como c-fos,
c-jun y c-myc®®; la ciclooxigenasa-2, que es un gen
marcador de respuesta inflamatoria®®, y otros como el
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MCP-1, que actiia como sustancia quimioatrayente
para monocitos, o la trombospondina®. A medida que
las CML progresan en el ciclo celular, se inducen
otros genes como el PCNA, que es una apoproteina
que actia como cofactor del ADN polimerasa delta,
enzima necesaria para la sintesis de ADN, y c-myb
otro protooncogén homdélogo al gen transformador del
virus de la mieloblastosis aviar®!. La expresién maxi-
ma de la mayoria de los genes de induccién temprana
se alcanza entre las 2 y las 6 h posteriores a la induc-
cion, tanto en células en cultivo como en experimentos
in vivo en el modelo porcino®. En el caso de c-fos, la
expresion es més transitoria, alcanza un méaximo entre
30 y 45 min, y al cabo de 2 h sus valores descienden a
los basales. En la figura 7 se presenta el efecto del
tiempo en la induccién de c-fos en CML humanas esti-
muladas con distintos factores de crecimiento poten-
cialmente implicados en la aterogénesis.

El nimero de genes vinculados a la activacién de las
CML es, en realidad, mds amplio y aumenta a medida
que la tecnologia del ADN recombinante se ha aplica-
do sistemdticamente para aislar genes involucrados en
este proceso. Recientemente, nuestro grupo ha comu-
nicado el aislamiento y caracterizacién de un nuevo
gen (Nor-1) que se induce, en las CML estimuladas
con suero, PDGF y trombina®®. Este gen se ha implica-
do en procesos de apoptosis y migracién celular en
otros sistemas celulares®*, por lo que potencialmente
podria estar involucrado en la regulacién de la pobla-
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cién de CML en lesiones aterosclerdticas, proceso que
resulta clave tanto en la evolucién como en la estabili-
zacion de las lesiones.

Para que se produzca la induccién de la expresion
de los genes ligados a la activacién de las CML, es ne-
cesario que el estimulo que aporta el mitégeno en la
membrana celular se transmita a la maquinaria que re-
gula la transcripcién en el nicleo. La mayor parte de
los factores de crecimiento actdan sobre las CML a
través de receptores especificos pertenecientes a la fa-
milia de receptores tirosincinasa que activan la via de
las cinasas dependientes de mitégenos (MAP cinasas)
a través de Ras®. Los receptores tirosincinasa poseen
un dominio extracelular que confiere la especificidad
de ligando; un dominio transmembrana, y un dominio
citoplasmatico con actividad tirosincinasa. Cuando se
une un factor de crecimiento a su receptor, éste se au-
tofosforila en residuos de tirosina del dominio cito-
plasmatico. Estos residuos tirosina fosforilados son un
blanco para proteinas citoplasmaticas como Grb2, que
actiia como conector con Sos, que es una molécula que
estimula el intercambio de nucledtidos de Ras. Ras es
una proteina que se une a la membrana plasmatica me-
diante grupos isoprenoides (farnesilo) y que, en estado
inactivo, esta unida a GDP. La unién Grb2-Sos activa
Ras mediante el intercambio de GDP por GTP. Ras ac-
tivado desencadena una cascada de fosforilacién a tra-
vés de Raf, que transmite la sefial, mediante la via de
las MAP cinasas hasta el nicleo, donde se promueve
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Fig. 8. Colocalizacién de LDL modificada por agregacion y low density
lipoprotein receptor-related protein (LRP) en células musculares lisas
(CML). Fotografias de microscopia confocal de CML incubadas con
anticuerpos anti-LRP (cadena f3) (en verde) y con 50 pg/mL de LDL
agregadas (A) o nativas (B) marcadas con el marcador fluorescente
1,1’-dioctadecyl-3,3,3’,3 -tetramethylindocarbocyanine (Dil) (en rojo)
(magnificacion x5.000). (Modificada de Llorente-Cortés et al, 2000.)

la expresion de factores de transcripcion que controlan
el proceso de proliferacion celular. El proceso es en rea-
lidad mas complejo, porque normalmente se activan
vias paralelas en las que participan otras proteinas; sin
embargo, la via comun en la que confluyen diferentes
sefiales parece ser la via de las MAP cinasas depen-
dientes de Ras?’. En el sistema cardiovascular esta via
es activada, ademés de por mitégenos, por citocinas y
por inductores de estrés e hipertrofia®®.

Formacién de células espumosas
a partir de células musculares lisas

Las CML que proliferan activamente tienen una
gran capacidad de sintetizar proteoglicanos que, al in-
teraccionar con las LDL, favorecen su agregacién y
captacién por las CML y macréfagos®!®. Las CML
activadas expresan receptores scavenger a través de
los cuales captan LDL modificadas'®! y dan origen a
células espumosas®®. Nuestro grupo ha demostrado
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que las CML también captan las LDLag a través del
low density lipoprotein receptor-related protein
(LRP)!9? y acumulan cantidades significativas de éste-
res de colesterol, considerados un marcador de forma-
cién de célula espumosa'®. En la figura 8A se observa
la colocalizacion en las CML de LDLag marcadas con
un producto fluorescente y LRP marcado con un anti-
cuerpo especifico. LRP es un receptor endocitico mul-
tifuncional de 600 kDa que pertenece a la familia de
los receptores de LDL y que es altamente expresado
en las CML de pared vascular (tabla 1). El receptor ac-
tivo consta de dos cadenas: una de unién a ligandos
(cadena o) y otra de anclaje en la membrana (cadena
B)'%4. El LRP une distintos ligandos que incluyen lac-
toferrina, trombospondina, distintas lipoproteinas plas-
maticas tales como VLDL, LpL, complejos LpL-lipo-
proteinas ricas en triglicérido y Lp (a). Puesto que el
LRP estd altamente expresado en CML y que este re-
ceptor no estd regulado por las concentraciones intra-
celulares de colesterol, el LRP puede considerarse un
mecanismo de alta capacidad/baja especificidad que
permite la captacién por las CML de una gran canti-
dad de LDLag. Las LDL modificadas in vitro por
agregacion son similares en estructura a las que se han
encontrado en las lesiones ateroscleréticas!®1%. La re-
tencién y agregacion de la LDL subendotelial son pro-
cesos clave en la aterogénesis y, puesto que el LRP
estd altamente expresado en las lesiones aterosclerdti-
cas263107 1a captacién de LDL modificada por agrega-
cién a través del LRP podria tener un papel significati-
vo en la acumulacion intracelular de lipido en CML en
placas ateroscleréticas.
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