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Aldehydes mediate tissue factor
induction: a possible mechanism
linking lipid peroxidation to
thrombotic events

Los aldehidos median la induccién de factor tisular: un posible
mecanismo de unién entre la peroxidacion lipidica v los
fenémenos trombdticos

Cabré A, Girona J, Vallvé JC, Masana L.
J Cell Physiol. 2004;198:230-6.

El factor tisular (tissue factor, TF), que se expresa en las
placas ateroscleréticas y colocaliza con lipidos oxidados,
inicia el proceso aterotrombético. En este estudio se ha
analizado el efecto de los aldehidos derivados de la pe-
roxidacion de los 4cidos grasos poliinsaturados sobre la
expresion de TF en células musculares lisas vasculares
humanas (human vascular smooth muscle cells). Los re-
sultados demuestran que el hexanal y el 2,4-decadienal
(2,4-DDE), 2 aldehidos apolares, incrementan la expre-
sién de TF. Las células musculares lisas vasculares hu-
manas expuestas a hexanal durante 2 h mostraron un
aumento en las concentraciones de proteina de TF de 7
veces respecto a las células no tratadas, mientras que la
exposicion a 2,4-DDE durante 30 min las aumenté 2,2
veces. Esta induccion por aldehidos de la expresion pro-
teica del TF se correlaciond con un aumento de los valo-
res del ARN mensajero. Ensayos de retardacién de la
movilidad electroforética demostraron que la actividad
de unién del factor de transcripcion AP-1 (proteina acti-
vadora 1; c-Fos/c-Jun) al promotor de TF estaba elevada
en respuesta a estos productos de oxidacién. Este au-
mento se asocié a un incremento de la actividad trans-
cripcional de c-fos, que fue revertido mediante un pre-
tratamiento con simvastatina. Se concluye que la
induccién de TF por aldehidos puede contribuir a la
gravedad del proceso aterogénico.

COMENTARIO

La aterotrombosis, caracterizada por la rotura de la lesion
aterosclerdtica y la consiguiente aparicion de trombosis,
es la principal causa de la aparicion de los sindromes co-
ronarios agudos y de mortalidad cardiovascular. En la ac-
tualidad se estd dedicando una gran atencion al estudio
de los mecanismos que regulan el proceso trombdtico pos-
terior a la rotura de la placa ateromatosa, donde el TF pa-
rece desarrollar un papel muy importante determinando la
capacidad trombogénica de la placa. Este TF es una glu-
coproteina transmembrana de 47 kDa que participa en la
regulacién de la hemostasia v la trombosis. Después de
una lesién vascular, el TF queda expuesto al torrente san-
guineo, su dominio extracelular se une al factor de la coa-
gulacion VII activado (VIIa) v de esta forma se inicia la
via extrinseca de la cascada de la coagulacién. La forma-
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cién del complejo TF:VIla activa por procesos proteoliti-
cos los factores IX y X a sus formas activadas IXa y Xa,
respectivamente. Como resultado de la activacion de esta
cascada de la coagulacién por el TF, se inician la forma-
cién de trombina, la activacion plaquetaria y la trombo-
sis. Por lo tanto, el TF v los factores que inducen su expre-
sion representan una diana farmacoldgica muy atractiva
para evitar la aterotrombosis desencadenada por la rotura
de la placa ateromatosa. Precisamente en este interesante
estudio de Cabré et al se profundiza en el descubrimiento
de nuevos mediadores responsables de la induccion de la
expresion de TF en células musculares lisas vasculares.
En concreto, estos autores describen que los productos fi-
nales de la oxidacion de los dcidos grasos poliinsaturados
de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), los aldehidos,
inducen la expression de TF. Este hecho relaciona la pre-
sencia de LDL oxidadas con la aparicién de acontecimien-
tos trombdticos a través de la induccion de TF. Uno de los
resultados mds interesantes de este estudio es la presencia
de un mayor contenido de aldehidos apolares, dentro de
los que se incluyen el hexanal y el 2,4-DDE, en una placa
arterosclerética humana comparada con una arteria nor-
mal no patoldgica. Este dato establece de forma clara que
los aldehidos formados por la oxidacion de los dcidos gra-
sos poliinsaturados de las LDL se acumulan en las lesio-
nes ateroscleréticas. El tratamiento de las células muscu-
lares lisas vasculares con hexanal y 2,4-DDE causé una
rdpida e importante induccion tanto de los valores de pro-
teina como de ARN mensajero del TF a través de un meca-
nismo que los autores atribuyen a un incremento de la ac-
tividad de unién del factor de transcripcion AP-1
(c-Fos/c-Jun). Sin embargo, aqui aparecen diferencias en-
tre los 2 aldehidos estudiados, puesto que mientras el 2,4-
DDE incrementa la unién de AP-1 al promotor de TF, el
hexanal no la modifica. Este dato hace pensar que en la
induccion de TF producida por el hexanal estdn implica-
dos otros mecanismos que deberian estudiarse en el futu-
ro. Estos otros mecanismos activados por el hexanal po-
drian ser responsables de las diferencias en la cinética de
la induccion de TF, va que el 2,4-DDE consigue la mdxi-
ma induccién a los 30 min, mientras que con el hexanal
ésta aparece a las 2 h. Los autores atribuyen el aumento
en la union de AP-1 al promotor de TF tras el tratamiento
con aldehidos a un aumento en la expresion de c-fos, uno
de los miembros de la familia de factores de transcripcion
AP-1. Aunque los resultados presentados parecen indicar
que los aldehidos incrementan la unién de AP-1 al promo-
tor de TF a través de la sintesis de novo de c-fos, quizd
este hecho hubiera quedado mds sélidamente establecido
mediante la utilizacion de inhibidores de la sintesis de
novo de proteinas, como la cicloheximida, o de la activi-
dad transcripcional, como la actinomicina D. En este es-
tudio también se aporta una via farmacoldgica para inhi-
bir la induccién de la expresion de TF por aldehidos. Las
estatinas, y en concreto la simvastatina, un fdrmaco que
también es capaz de disminuir la produccion de aldehi-
dos, parecen reducir la induccion en la expresion de c-fos
producida por el 2,4-DDE. Sin embargo, los autores no
profundizan en el mecanismo de accion responsable de
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este efecto de las estatinas, lo que hubiera aumentado no-
tablemente el interés del estudio. En resumen, en este tra-
bajo, muy bien diseiiado y de una alta calidad, se identifi-
ca la presencia de un incremento de las concentraciones
de aldehidos apolares en las lesiones aterosclerdticas y
uno de los posibles mecanismos por los que pueden indu-
cir la expresién de TF. Estos resultados pueden permitir
establecer una conexion directa entre la oxidacion de las
LDL en las placas ateromatosas vy el desarrollo de aconte-
cimientos trombdéticos mediados por la induccién en la
expresion de TF.

M. Vazquez-Carrera

HDL derived from the different phases
of conjugated diene formation reduces
membrane fluidity and contributes to
a decrease in free cholesterol efflux
from human THP-1 macrophages

Las HDL derivadas de distintas fases de la formacién de dienos
conjugados reducen la fluidez de la membrana y contribuyen a
disminuir la salida de colesterol libre de macrdfagos humanos
THP-1

Girona I, LaVille AE, Sola R, Motta C, Masana L.
Biochim Biophys Acta. 2003;1633:143-8.

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) oxidadas (HD-
Lox) reducen la salida de colesterol libre de las células.
En el presente estudio se ha investigado el efecto de dis-
tintas etapas de la oxidacién de HDL sobre la fluidez de
la membrana y su efecto sobre el eflujo de colesterol li-
bre desde macréfagos, una funcién celular influenciada
por las HDLox. Las HDL se oxidaron a través de la pro-
duccién de dienos conjugados utilizando cobre como
prooxidante. La fluidez de las HDL y de las membranas
de macréfagos THP-1 se evalué por cambios en la aniso-
tropia (r) mediante la sonda fluorescente DPH, conside-
rando que valores bajos de (r) indican mayor fluidez.
Las HDLox derivadas de las fases de propagacién (PP-
HDL) y descomposicién (DP-HDL) son menos fluidas
—(r): 0,263 + 0,001 y 0,279 + 0,002, respectivamente- que
las HDL de la fase de latencia (LP-HDL) y que las HDL
nativas —(r): 0,206 + 0,001- (p < 0,05). Las membranas
de macréfagos incubados con PP-HDL y DP-HDL son
menos fluidas —(r): 0,231 + 0,001 y 0,2439 + 0,002, res-
pectivamente- que las de los incubados con LP-HDL y
HDL nativas —(r): 0,223 + 0,001~ (p < 0,05). Es decir, la
fluidez no solo se redujo en las HDLox, sino también en

65

las membranas celulares expuestas a HDLox. Se observo
una significativa correlaciéon negativa entre la anisotro-
pia de fluorescencia (r) de la membrana de los macréfa-
gos v el eflujo de colesterol libre de estas células (-0,876;
p < 0,05). Por tanto, la menor fluidez de las membranas
se asocia con un menor eflujo de colesterol libre de las
células. En conclusién, el incremento en la oxidacion de
HDL conduce a la pérdida de fluidez de la membrana
del macréfago que puede contribuir a explicar la reduc-
cién en el eflujo de colesterol libre por HDLox.

COMENTARIO

Las consecuencias de la oxidacion de lipoproteinas se han
estudiado sobre todo en el caso de las de baja densidad
(LDL). Steinbrecher et al’ fueron los primeros en describir
la formacion de células espumosas a partir de macréfagos
expuestos a LDL oxidadas (LDLox). Sin embargo, el desa-
rrollo de células espumosas implica no sélo la captacion
no regulada de LDL modificadas, sino también deficien-
cias en los mecanismos que conducen a la eliminacion de
colesterol de las células periféricas. En este sentido, la fun-
cién de las HDL como aceptoras de colesterol desde los te-
jidos periféricos para su transporte al higado y su poste-
rior eliminacién, en el proceso de transporte reverso de
colesterol (TRC), resulta crucial’. La capacidad de las
HDL de promover el TRC, junto a sus propiedades antiin-
flamatorias vy antioxidantes, explica el efecto antiaterogé-
nico de estas lipoproteinas, puesto de manifiesto en diver-
sos estudios clinicos y epidemioldgicos en los que se
aprecia una relacion inversa entre las concentraciones de
HDL vy el riesgo cardiovascular’®. Sin embargo, las HDL
también son susceptibles de ser oxidadas. Las HDL que se
han oxidado por exposicion a cobre se convierten en parti-
culas citotéxicas y proinflamatorias’, y se reduce su capa-
cidad de estimular el eflujo de colesterol desde las células
espumosas, primer paso del proceso de TRC®'. La reduc-
cién de la capacidad de eflujo de colesterol se ha relacio-
nado con ciertos cambios en las propiedades fisicoquimi-
cas de las HDL, que al oxidarse pierden fluidez. En el
estudio de Girona et al se ha determinado si la oxidacién
de las HDL altera también la fluidez de la membrana plas-
mdtica de los macrdfagos, v si dichas alteraciones se co-
rrelacionan con cambios en el eflujo de colesterol desde es-
tas células.

Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran
una reduccion progresiva de la fluidez de las HDL a medi-
da que aumenta su grado de oxidacion. Por otra parte,
como ya se habia descrito anteriormente, las HDLox pre-
sentan una menor capacidad de inducir el eflujo de coleste-
rol libre en macrdfagos THP-1. La reduccién en el eflujo se
ha relacionado en otros trabajos con el menor contenido
en ésteres de colesterol que presentan las HDLox%. Sin em-
bargo, en el estudio de Girona et al las HDL que presentan
una reduccion mds acusada en el porcentaje de ésteres de
colesterol (las procedentes de la fase de latencia) presentan
una capacidad de eflujo idéntica a la de las HDL nativas.
En cambio, la reduccion en el eflujo de colesterol se corre-
laciona muy bien con la menor fluidez de las HDLox. El
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tipo de dcidos grasos presentes en las lipoproteinas, en
cuanto a longitud de la cadena y al grado de saturacion,
afecta no sélo a sus propiedades fisicoquimicas, sino tam-
bién a su propio metabolismo y capacidad de interaccionar
con las membranas celulares. Asi, en un estudio realizado
con HDL discoidales reconstituidas, se demostré que las
mejores aceptoras de colesterol son las que presentan un
mayor contenido en dcidos grasos insaturados, respecto a
los saturados®. En el trabajo de Girona et al se observa que
las HDL mds oxidadas vy menos fluidas (las PP-HDL y DP-
HDL) se caracterizan por un menor contenido en dcidos
grasos poliinsaturados (18:2 y 20:4, respectivamente) y un
aumento en el contenido de dcido oleico (18:1) en la frac-
cién fosfolipidica. La reduccion del grado de insaturacién
de los dcidos grasos podria estar relacionada con una me-
nor capacidad de las HDLox para promover la salida de
colesterol.

Sin embargo, el aspecto mds novedoso del estudio de Giro-
na et al es la demostracion de que la oxidacion de las HDL
no sélo altera la fluidez de estas particulas, sino también la
de la membrana plasmadtica de las células que se exponen a
ellas. Ast, la fluidez de la membrana de los macréfagos tra-
tados con HDLox se reduce de forma significativa, hecho
que se relaciona con la reduccion del eflujo de colesterol de
dichas células. El mecanismo propuesto por Girona et al
para explicar la reduccién de la fluidez de la membrana ce-
lular es el aumento de su contenido de colesterol debido a
la captacion de HDLox; aunque en este estudio no se ha
determinado directamente este fenémeno, en trabajos ante-
riores del mismo grupo se ha demostrado que receptores
scavenger del macréfago pueden reconocer las HDLox".
Es bien conocido que la composicién y propiedades fisico-
quimicas de las membranas celulares determinan la activi-
dad de receptores y enzimas, que son muy sensibles al en-
torno de la bicapa lipidica que los rodea. Posiblemente la
reduccion observada en el eflujo de colesterol se debe a la
combinacién de los 2 factores estudiados: hipotéticamente,
la capacidad de receptores como el SR-BI (receptor scaven-
ger BI) de unirse a las HDL podria resultar afectada tanto
por la disminucion de la fluidez de la membrana plasmdti-
ca como por la de las propias HDL oxidadas.

La relevancia fisiologica del trabajo que nos ocupa se ve
avalada por el hecho de que, mediante el uso de anticuerpos
espectficos, se ha podido detecter la presencia de HDLox en
la intima de placas ateromatosas y en el plasma de pacien-
tes con enfermedad renal cronica’. Sin embargo, no debe ol-
vidarse que las condiciones de oxidacion a las que se some-
ten las lipoproteinas en los estudios in vitro estdn muy
alejadas de las condiciones fisioldgicas reales. Aunque la ex-
posicion a iones metdlicos como el cobre es uno de los mo-
delos mds utilizados para la oxidacion in vi-
tro de lipoproteinas, algunos autores han planteado que los
iones metdlicos no actiian como catalizadores de la oxida-
cion en la pared arterial Asi, se ha descrito que las LDLox
aisladas de lesiones aterosclerdticas no estdn enriquecidas
en productos de oxidacién proteica, como es caracteristico
de las LDL oxidadas por tratamiento con iones metdlicos™.
Otra posible via para la oxidacion de lipoproteinas es la me-
diada por radicales tirosil. Estos radicales, generados por la

56 Clin Invest Arterioscl. 2005;17(1):54-8

accion de las mieloperoxidasas de macrdfagos presentes en
lesiones aterosclerdticas, pueden desemperiar un papel im-
portante en la oxidacion in vivo de lipoproteinas. Desde
hace muchos afios se conoce que este tipo de modificacién
oxidativa conduce a un aumento en la capacidad de indu-
cir la eliminacion de colesterol en cultivo celular’. En este
sentido, resultan muy interesantes los resultados de Mcdo-
nald et al”®, que demuestran que las HDL oxidadas por ra-
dicales tirosil reducen la formacion de lesiones aterosclerd-
ticas en ratones deficientes en apolipoproteina E. En
resumen, a la espera de dilucidar de forma definitiva el tipo
de modificaciones oxidativas que presentan las HDL en la
pared arterial, el uso de distintos modelos in vitro, como el
descrito en el estudio objeto de este comentario, resulta
esencial para definir el potencial proaterogénico o antiatero-
génico de las HDLox.

M. Alegret
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Effect of improving glycemic control
on low-density lipoprotein particle
size in type 2 diabetes

Efecto de la mejora del control de la glucemia en la diabetes tipo
2 sobre el tamario de particula de las lipoproteinas de baja

densidad

Wiigner AM, Jorba O, Rigla M, Bonet R, De Leiva A,
Ordoiiez-Llanos J, et al.

Metabolism. 2003;52:1576-8.

En el presente estudio se buscé determinar el efec-
to de la mejora del control de la glucemia en la
diabetes mellitus tipo 2 (DM) sobre los componen-
tes de la dislipemia diabética, especialmente el ta-
mafio de las lipoproteinas de baja densidad (LDL).
Se mantuvo en observacién hospitalaria, debido a
un control deficiente de la glucemia-hemoglobina
glucosilada (HbA, ) del 10,33 + 1,89%), a un total
de 33 pacientes con DM2 —un 48,5% mujeres;
edad de 59,6 + 11,1 afios; indice de masa corporal
de 28,9 = 4,9; duraci6n de la diabetes de 6 afios (de
0 a 40); un 40,7% con insulina—. Se determina-
ron, en estado basal y tras mejora del control de la
glucemia (descenso > 1 punto porcentual en
HbA,, vy HbA,. final < 8%), los triglicéridos, el co-
lesterol LDL (Friedewald/ultracentrifugacion), el
colesterol de lipoproteinas de alta densidad
(cHDL), por método directo, las apolipoproteinas
(Apo) Al y B (inmunoturbidimetria) y el tamafo
de las LDL (electroforesis en gradiente). La mejora
en el control glucémico (HbA, del 7,01 + 0,63%; p
< 0,0005 frente a estado basal) después de un se-
guimiento de 3,5 meses (rango de 1 a 13) condujo
a una reduccion significativa del colesterol LDL
(3,34 + 1,02 frente a 3,62 + 1,15 mmol/l; p < 0,05) y
de la Apo B (1,07 + 0,25 frente a 1,17 + 0,29 g/l; p
< 0,01), asi como a un incremento del cHDL (1,21
+ 0,32 frente a 1,13 + 0,34 mmol/l; p < 0,05) y de la
Apo AI (1,36 = 0,24 frente a 1,27 + 0,24 mmol/l; p
< 0,001) en el grupo completo, y a un incremento
del tamafo de particula de la LDL (25,61 + 0,53
frente a 25,10 + 0,31 nm; p < 0,005) en 14 pacien-
tes que presentaron el fenotipo B de LDL en el es-
tado basal. No se detectaron cambios significati-
vos en el peso ni en el indice de masa corporal. Se
concluye que la mejora del control de la glucemia
en la DM2 mejora la mayoria de los componentes
de la dislipemia diabética, incluyendo un despla-
zamiento hacia particulas de LDL mas grandes en
sujetos con fenotipo B.
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COMENTARIO

La DM2 es, a tenor de los datos epidemioldgicos ac-
tuales, una enfermedad cronica muy prevalente,
cuya incidencia va incrementdndose con el envejeci-
miento de la poblacién. Ademds, estudios recientes
indican que la DM2 representa en Estados Unidos y
probablemente en Europa la mayor causa de morbi-
lidad, mortalidad y de gasto econémico’, por las
complicaciones crénicas micro y fundamentalmente
macrovasculares®. Ademds, el paciente diabético tie-
ne mayor riesgo y peor respuesta terapéutica en los
episodios agudos de enfermedad cardiovascular, y su
morbilidad y mortalidad son mayores, tanto en la
fase aguda como en el seguimiento, comparadas con
las de sujetos no diabéticos de edad, sexo y peso si-
milares.

Existen evidencias claras de que el control intensivo
de la hiperglucemia previene las complicaciones cro-
nicas microvasculares®. En cambio, el control inten-
sivo de la hiperglucemia no previene eficazmente la
enfermedad cardiovascular del diabético. En la pato-
genia de esta complicacion se ha implicado la altera-
cién del metabolismo lipidico que acomparia a la
DM 2 en el contexto de un sindrome de resistencia a
la insulina®. En este sentido, las alteraciones cuanti-
tativas de las lipoproteinas, como son la elevacion
plasmdtica de los triglicéridos, el aumento moderado
del colesterol LDL y el descenso del cHDL, se han re-
lacionado con la enfermedad arteriosclerética del
diabético y su control intensivo si previene las com-
plicaciones macrovasculares. También alteraciones
cualitativas de las lipoproteinas plasmdticas, LDL
densas y pequeias, se han relacionado con la dislipe-
mia diabética, el sindrome de resistencia a la insuli-
na y la incidencia de episodios cardiovasculares en el
paciente diabético. En cambio, pocos estudio han
evaluado el efecto del control glucémico intensivo en
las modificaciones cualitativas de las LDL en la DM
2. Por ello, el estudio de Wiigner et al plantea como
hipétesis que la optimizacion del control glucémico
con un protocolo escalonado mejora la dislipemia
diabética, especialmente las alteraciones cualitativas
de las particulas LDL.

Se han analizado las modificaciones lipidicas cuan-
titativas y cualitativas (tamario de LDL) en 33 pa-
cientes con DM2 y mal control metabélico (prome-
dio de HDA,, al inicio del estudio del 10,5%) que
siguieron un protocolo escalonado (promedio de se-
guimiento de 3,5 meses), con las medidas habituales
de tratamiento (dieta, cambios en el estilo de vida,
monoterapia o combinaciones farmacoldgicas), con
el fin de optimizar su control glucémico (promedio
de HbA,, al final del estudio del 7,0%).
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Con la optimizacion del control glucémico se consi-
guieron descensos significativos del colesterol LDL y
de la Apo B, con elevaciones del cHDL y de la Apo Al
En cambio, no se modificaron significativamente los
valores plasmdticos de triglicéridos, el tamario de la
LDL ni el fenotipo de la LDL. Sélo en 12 de los 14
diabéticos con fenotipo B de la LDL al inicio del tra-
tamiento, el control intensivo de la glucemia incre-
ment6 de forma significativa el tamario de la LDL.
Es conocido que el control optimizado de la hiper-
glucemia mejora las alteraciones cualitativas y cuan-
titativas de la dislipemia diabética, como también lo
demuestra el estudio de Wiigner et al. De forma origi-
nal e interesante, los autores observan que con la
mejora de la hiperglucemia se consigue, en sujetos
con DM2 vy otros componentes caracteristicos del
sindrome metabdlico y fenotipo B de la LDL, incre-
mentar de forma significativa el tamario de la parti-
cula LDL. Es preciso resaltar que este cambio se ob-
tuvo sin modificaciones del indice de masa corporal
ni de los valores plasmaticos iniciales de los triglicé-
ridos.

Las mayores limitaciones del estudio son la seleccion
no aleatorizada de los pacientes v el niimero de suje-
tos incluidos en el estudio, que impide interpretar
adecuadamente los modelos multivariantes utiliza-
dos y responder si el efecto en la variacién del tama-
iio de la LDL depende del farmaco utilizado. Estu-
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dios previos han observado mayores incrementos del
tamario de las LDL mediante la optimizacion del
control glucémico con insulina o glitazonas.

No obstante, la siguiente pregunta queda sin respon-
der: ¢por qué la optimizacion del control glucémico,
mejorando la dislipemia diabética, como demuestra,
entre otros, el estudio comentado, no se traduce en
prevencién cardiovascular en sujetos con DM2? Pro-
bablemente, en una enfermedad tan aterogénica
como la DM2, es obligada una intervencion global e
intensiva sobre todos los factores de riesgo a fin de
obtener beneficios en la prevencién de las complica-
ciones micro y macroangiopdticas’.

José T. Real
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