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Introduccién. La familia de los receptores
activados por proliferadores de peroxisomas
(PPAR) presenta efectos antiinflamatorios,
antioxidantes asi como efectos sobre el
metabolismo lipidico y glucidico. Las estatinas
presentan ciertos efectos parecidos a los PPAR, por
lo que se ha sugerido que parte de sus acciones
podrian estar mediadas por los PPAR.

Objetivo. Evaluar el efecto de la dislipemia y del
tratamiento con atorvastatina sobre la expresién
vascular de los PPARq, B/3 y v, la funcién
endotelial y la lesion aterosclerdtica.

Material y método. Se utilizaron conejos macho
New Zealand alimentados con una dieta con un 1%
de colesterol con o sin tratamiento con
atorvastatina (1 mg/kg/dia) durante 10 semanas.
Un grupo de animales alimentados con una dieta
estandar se utiliz6 como un grupo control. Se
evalud la respuesta a la acetilcolina (10°-10-3 mol/l)
y al nitroprusiato sédico (107°-10° mol/l) en la
aorta. Se realizo el analisis morfométrico de
la aorta, asi como la expresion vascular de los
PPARq, B/3 y y por RT-PCR a tiempo real.

Resultados. Los animales alimentados con una
dieta con un 1% de colesterol presentaron
concentraciones de colesterol total, colesterol
unido a lipoproteinas de baja densidad (cLDL) y
triglicéridos superiores a los de los conejos
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controles. La dislipemia se asoci6 con un
engrosamiento de la intima, una reduccion de la
relajacion a la acetilcolina y una reduccién de

la expresi6n vascular de los PPARa y v. El
tratamiento con atorvastatina normalizé las
concentraciones de triglicéridos y redujo las de
colesterol total y cLDL, aunque no fue capaz de
normalizarlas. Asimismo, redujo el tamano de la
lesion aterosclerdtica, y previno la reduccién de la
relajacién a la acetilcolina y de la expresion de los
PPAR. Ni la dislipemia ni el tratamiento con
atorvastatina fueron capaces de modificar la
expresion de los PPARB/S.

Conclusiones. Estos datos sugieren que la
dislipemia tiene un efecto diferencial sobre la
expresion aodrtica de los distintos PPAR, ya que
reduce los PPARa y y y no altera los PPARB/S. El
aumento de la expresion de los PPARa y y
observado con el tratamiento con atorvastatina
podria participar en los efectos antiaterogénicos
ejercidos por ella.

Palabras clave:
Aterosclerosis. Disfuncién endotelial. Dislipemia. Estatinas.
PPAR.

EFFECT OF ATORVASTATIN ON VASCULAR
EXPRESSION OF PPAR IN DYSLIPIDEMIC
RABBITS

Introduction. The family of peroxisome
proliferator-activated receptors (PPARs) displays
anti-inflammatory and anti-oxidant effects, as well
as some effects that act on lipid and glucose
metabolism. Statins show certain effects similar to
those of PPARs, and consequently it has been
suggested that these drugs could exert their anti-
atherogenic effects by means of PPAR modulation.



MIANA M ET AL. EFECTO DE LA ATORVASTATINA SOBRE LA EXPRESION VASCULAR DE LOS PPAR EN CONEJOS DISLIPEMICOS

Aim. To evaluate the effect of dyslipidemia and
atorvastatin treatment on vascular expression of
PPARq, B/8 and v, endothelial function, and
atherosclerotic lesions.

Material and method. Male New Zealand rabbits
were fed a 1% cholesterol-enriched diet with or
without atorvastatin (1 mg/kg/day) for 10 weeks.
A group of animals fed a standard diet was used as
a control. At the end of the treatment, responses to
acetylcholine (10°-10-° mol/l) and sodium
nitroprusside were evaluated (10-°-10- mol/l).
Morphometric analysis of the aorta was
performed, as well as real time RT-PCT to
measure vascular expression of PPARa, /3
and v.

Results. Animals fed a cholesterol-enriched diet
had higher levels of total cholesterol, low-density
lipoprotein (LDL)-cholesterol and triglycerides
than controls. Dyslipidemia was associated with
intimal thickening and reductions in acetylcholine
relaxation and PPAR« and vy vascular expression.
Atorvastatin treatment normalized triglyceride
levels and reduced those of total cholesterol and
LDL-cholesterol but was not able to normalize
them. This drug also prevented reductions in
acetylcholine relaxation and PPAR expression and
reduced atherosclerotic lesion size. Neither
dyslipidemia nor atorvastatin treatment modified
PPARP/S expression.

Conclusions. These data suggest that
dyslipidemia exerts varying effects on aortic PPAR
expression, reducing PPAR« and y while not
modifying PPARB/S. The increased PPAR« and y
expression observed with atorvastatin
administration could mediate the anti-atherogenic
effects exerted by this statin.

Key words:
Atherosclerosis. Endothelial dysfunction. Dyslipidemia.
Statins. PPARs.

La dislipemia es uno de los factores desencade-
nantes del proceso aterosclerético que afecta a di-
versas funciones de la pared vascular, entre ellas la
funcién endotelial'. Las alteraciones de las funcio-
nes homeostaticas ejercidas por las células endote-
liales o disfuncién endotelial implican cambios en
la regulacién del tono vasomotor, del crecimiento y
migracién de las células del musculo liso, de la
adhesion de leucocitos y de la funcién plaquetaria*®.
Todos estos cambios favorecen un proceso oxidati-
vo e inflamatorio local que se asocia con la activa-
cién de ciertos genes y la liberacién de maltiples

mediadores que participan en el desarrollo y la
progresion de la aterosclerosis’.

Los inhibidores de la 3-hidroxi-3-metil-glutaril
coenzima A reductasa reducen las concentraciones
de colesterol total y de colesterol unido a lipopro-
tefnas de baja densidad (cLDL), y como consecuen-
cia ejercen efectos beneficiosos sobre la progresion y
la complicacién del desarrollo ateroscler6tico®*#1°,
Ademas del efecto hipolipemiante, las estatinas
ejercen una serie de acciones directas o mediadas
por la reduccion de la produccion de los isoprenoi-
des, que se han dado en llamar acciones pleiotropi-
cas. Los efectos pleiotropicos de las estatinas in-
cluyen: la mejora de la disfuncién endotelial, la re-
duccién del proceso oxidativo e inflamatorio, accio-
nes antitrombdticas y de estabilizacion de la placa
de ateroma>*!!, Todas estas acciones pueden contri-
buir a sus efectos beneficiosos sobre la enfermedad
cardiovascular.

La familia de los receptores activados por proli-
feradores de peroxisomas (PPAR) estd formada
por 3 tipos: @, B/8 y y que se expresan en numero-
sos tejidos incluido el sistema cardiovascular'?.
Estos receptores nucleares regulan la expresion gé-
nica de numerosos mediadores implicados en el
metabolismo lipidico y glucidico. Diversos estudios
realizados con agonistas de los PPARa y vy (fibra-
tos y glitazonas, respectivamente) han mostra-
do que ademds de sus acciones metabdlicas ejercen
efectos antiinflamatorios y antioxidantes'*'®. Los
PPARB/3 son los més ubicuos y desempefian un pa-
pel importante en el metabolismo lipidico mediante
su participacién en la oxidacién de acidos grasos,
fundamentalmente, en el musculo esquelético'.
Por tanto, en cierta medida, los agonistas de los
PPAR« y vy parecen ejercer ciertas acciones simila-
res a las de las estatinas; por ello, se ha hipotetiza-
do que la activacién de estos receptores podria me-
diar algunas de las acciones de estos farmacos
hipolipemiantes!”°. Aunque algunos estudios su-
gieren la participacién de los PPARa en el efecto
antiinflamatorio® o el papel de los PPARy en la ac-
cion antioxidante de las estatinas?!, no se conoce
bien el efecto de las estatinas sobre la expresion de
estos factores de transcripcion nuclear. Es mas, no
se conoce la posible modificacién de la expresion
vascular de los PPAR por aumento de las concen-
traciones de lipidos plasmaticos o su modificacién
durante el desarrollo aterosclerético. Por ello, el
objetivo del estudio fue evaluar el efecto de la disli-
pemia sobre la expresion vascular de los PPAR asi
como el efecto del tratamiento con una estatina so-
bre éstos. Para ello, se estudio el efecto de atorvas-
tatina sobre la funcién endotelial y la lesién ateros-
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clerética, asi como la expresion adrtica de los PPA-
Ra,B/8 y y en conejos dislipémicos.

Material y método

El estudio se realizé en 16 conejos machos de la cepa New
Zealand (Granja Cunicular San Bernardo, Navarra), con un
peso corporal de alrededor de 2 kg. Los animales se mantuvie-
ron en condiciones controladas de luz y oscuridad (L:O, 12:12)
y temperatura (22 + 2 °C), con libre acceso al agua de bebida y
alimentados con una dieta que contenfa un 1% de colesterol
(Mucedola s.r.l.,, Milan, Italia) durante 10 semanas. La mitad
de los animales recibieron atorvastatina (1 mg/kg/dia) en la co-
mida durante el mismo periodo. Un grupo de animales ali-
mentados con una dieta estandar se utiliz6 como grupo con-
trol (n = 8). Todos los experimentos se aprobaron por el
comité para el uso y el cuidado de animales de la Universidad
Complutense, de acuerdo con el Real decreto 223/1988 sobre
protecci6n de los animales utilizados para la experimentacion
y otros fines cientificos. Al final del periodo de evolucién, se
tomaron muestras de sangre mediante un catéter insertado en
la arteria de la oreja de los conejos en tubos que contenian aci-
do etilenediamin-tetracético (EDTA; 10" mol/l). Después de re-
coger las muestras de sangre, se aislé la aorta en animales
anestesiados (pentobarbital sédico, 25 mg/kg intravenoso
[i.v.]) para la realizacién de estudios de reactividad vascular,
estudios histol6gicos y la expresion génica.

Perfil lipidico

Las concentraciones plasmaticas de triglicéridos, colesterol
total y de colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad
(cHDL) se midieron mediante técnicas enziméticas colorimé-
tricas con kits comerciales (Spinreact; Gerona, Espafa). La
concentraciéon de cLDL se calculé utilizando la férmula de
Friedewald (colesterol total-cHDL - triglicéridos/5).

Funcion endotelial

Una vez aislada la aorta, se eliming el tejido conectivo
adherido a ella y se corté transversalmente en anillos de 3-4
mm de longitud. Los anillos adrticos se colocaron en bafios de
6rganos con una solucién Krebs bicarbonatada a 37 °C y oxi-
genada (95% de O, y 5% de CO,) con un pH fisiol6gico (7,4-
7,6) y se conectaron a transductores de fuerza (modelo FT03,
Grass) acoplados a un sistema computarizado (McLab modelo
8E, AD Instruments) para registrar los cambios en la tensién
isométrica desarrollados. Los anillos se equilibraron durante
un periodo de 60-90 min, durante el cual se cambi6 el buffer
cada 15 min y se ajust6 la tension basal de los anillos a 2 g.
Cuando la tensién isométrica fue estable, se iniciaron los expe-
rimentos y se obtuvo una respuesta contractil de referencia a
KCI (80 mmol/l). En anillos aérticos precontraidos con una
dosis subméxima de fenilefrina (107 mol/l), se estudié la res-
puesta vasodilatadora dependiente de endotelio a la acetilcoli-
na (10-°-10-° mol/l) y la respuesta independiente de endotelio al
nitroprusiato sédico (1071°-10-° mol/l).

Andlisis morfométrico

Se utilizaron segmentos de aorta toracica que se fijaron en
etanol al 70% y posteriormente se incluyeron en parafina for-
mando bloques para su tallado en secciones de 4 micras de
grosor con un microtomo de rotacion (Leitz 1512, IMEB INC,
Chicago, EE.UU.). Los cortes se tifieron con hematoxilina/eosi-
na y tricromico de Masson. Las medidas del area del vaso, el
area de la luz y el drea de la media se realizan con un analiza-
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dor de imagen LEICA Q 500IW (Leica, Espafa); para ello se
captaron las imagenes con una videocdmara conectada a un
microscopio, se digitalizaron y se valoraron las diferentes are-
as’. Para la determinaci6n del area de la luz, se midi6 el area
delimitada por la lamina eléstica interna y para el drea del
vaso se utiliz6 el area contenida por la lamina elastica externa.
Se introdujo el factor de correccién L¥4mw, donde L es la longi-
tud de la lamina interna o externa para evitar errores de célcu-
lo en el area de la luz y del vaso debido a que los segmentos
adrticos pueden deformarse durante su manejo.

Aislamiento de ARN

Las aortas toracicas congeladas se pulverizaron con un
mortero de acero inoxidable y siempre en contacto con nitré-
geno liquido. Inmediatamente después, se pesaron 100 mg de
tejido pulverizado y se homogeneizaron con 1 ml de tri-rea-
gent (Molecular Research Center Inc. Cincinnati, OH, EE.UU.)
utilizando un homogeinizador Potter de vidrio-teflén. El aisla-
miento de ARN se llev6 a cabo segin la metodologia de
Chomczynski?2. Posteriormente el ARN se cuantificé midiendo
la densidad 6ptica a 260 nm utilizando un espectofotémetro
(BioPhotometer, Eppendorf, Germany). El ARN se conservo a
-80 °C hasta su utilizacion.

Reaccion de la transcriptasa inversa

Se utilizaron 2 pg de ARN total para la obtencién de ADN
complementario (ADNc) mediante transcripcién inversa utili-
zando los reactivos aportados por el kit comercial Rteasy Re-
verse Transcription kit (Maxim Biotech. So. San Francisco,
CA, EE.UU.). Siguiendo el protocolo del kit, se completé la
muestra con agua estéril hasta un volumen final de 14,5 pl y se
realiz6 una incubacién previa de la muestra con 4 pl de oligo
(dT) (50 pM) utilizados como cebadores a 70 °C durante 5
min; transcurrido este tiempo se enfrié la muestra en hielo.
Posteriormente se afiadié una mezcla de reaccién compuesta
por 10 pl de buffer RT 5X (Tris HCI 250 mM; pH = 8,3, KCI
375 mM, MgCl, 15 mM y DTT 50 mM), 0,5 pl de inhibidor de
ARNasa (130U/pl), 20 pl de ANTPs (1 mM) y 1 pl de enzima re-
trotranscriptasa MMLV (virus de leucemia murina de Molo-
ney) durante 1 h a 37 °C. Seguidamente, con el fin de inactivar
la reaccién, se calent6 la muestra a 95 °C durante 10 min y,
transcurrido este tiempo, se reenfrié a 4 °C en hielo. La mezcla
se complet6 con 50 pl de agua libre de ADNasa. El ADNc sinte-
tizado se almacend a -20 °C hasta su utilizacion.

Andlisis por RT-PCR cuantitativa (Real Time)

Para cuantificar las concentraciones de ARN mensajero se
realizaron reacciones en cadena de la polimerasa cuantitativas
y en tiempo real utilizando un termociclador Real Time PCR
Smart Cycler (Cepheid, Sunnyvale, California, EE.UU.). Para
este andlisis se utilizaron sondas TagMan modificadas con una
molécula fluorescente en el extremo 5’y con un quencher en el
3. Los siguientes cebadores y sondas fueron sintetizados por
Metabion (Munich, Alemania); PPAR«: 5- GAGTTCCTCCAG-
GAAATGG-3" (sentido), 5-CACGGAGCCATCTGATCC-3" (anti-
sentido), 5-Cy3- TGAGGACAGCTCTGGAAGCTTCAG-BHQ2-3’
(sonda); PPARP/S: 5-CGAGAAGTGCGAGCGGAG-3' (sentido),
5-GTTGTGCGACATGCCCA-3’ (antisentido), 5-Fam-ATCCA-
GAAGAAGAACCGCAACAAGTGCC-TMR-3’ (sonda); PPARYy:
5-CGGGATCGGCTCCGTGGATC-3’ (sentido), 5-CTCTTGCGA-
ATGGAAGGTCT-3' (antisentido), 5-Fam- CCTTTCAC-
CACCGTGGACTTCTCCAGCA-BHQ1-3" (sonda); GADPH:5'-
GTCATCCCCGAGCTGAAC-3’ (sentido), 5-TCACCACCTTCTTG
ATGTCG-3" (antisentido), 5-TexasRed-GGTCGTGGACCTGA
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Tabla 1. Concentraciones plasmaticas de colesterol en conejos control (CC), conejos alimentados
con una dieta enriquecida con colesterol (DL) y conejos alimentados con una dieta enriquecida
con colesterol y tratados con atorvastatina (1 mg/kg/dia) (DL + ATV)

CT (mg/dl) | cLDL (mg/dl) | cHDL (mg/dl) TG (mg/dl)
CC 31,7+4 63+1,1 19,8 1,4 76,4 +5,2
DL 1.439,8 + 47,4 1.257,5 + 211,82 96,7 + 7,6 149,2 + 10,32
DL + ATV 1.037 + 65*P 937,9 + 6% 88+ 7% 75,8 + 13,3
p < 0,05 frente a CC.
bp < 0,05 frente a DL.

cHDL: colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad; cLDL: colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; CT: colesterol total; TG: triglicéri-

dos.

CCTGCCGCC-BHQ2-3’ (sonda). En las condiciones de anilla-
miento la sonda hibridé con el ADN molde. En la extension de
los cebadores, la actividad exonucleasa de la Tag ADN polimera-
sa degrada la sonda resultando en la emisién de fluorescencia.
La intensidad de fluorescencia se corresponde con la cantidad de
producto amplificado. Los valores obtenidos se normalizaron
con la expresion de la GAPDH vy se analizaron?® mediante el mé-
todo de 2-44C..

Andlisis estadistico

La respuesta relajante se expres6 como el porcentaje de la
reduccion de la tensién en el anillo precontraido con fenilefri-
na. Los resultados se expresaron como la media + EEM de los
anillos de 8 conejos. Las curvas dosis-respuesta se compararon
mediante un analisis de la varianza multiple para medidas re-
petidas con el programa estadistico SPSS 14.0 (Statoft Inc.,
Tulsa, Oklahoma, EE.UU.). El resto de los datos se analizaron
mediante un andlisis de la varianza de una sola via (ANOVA),
seguido del test Newman-Keuls si habia diferencias. Las dife-
rencias se consideraron significativas cuando p < 0,05.

Resultados

El incremento de las concentraciones de coleste-
rol plasmaticas observado en los conejos alimenta-
dos con una dieta enriquecida con colesterol se de-
bi6, fundamentalmente, a un aumento de los
valores de cLDL (200 veces), aunque también se
observé un incremento menor de las de cHDL
(4 veces) (tabla 1). En consecuencia, los animales
alimentados con una dieta enriquecida con coleste-
rol presentaron un indice aterogénico (relacion co-
lesterol total/cHDL) mayor que los controles (14,8
+ 1,1 frentea 1,5 + 0,1; p < 0,05). Asimismo, se ob-
servé un ligero incremento de las concentraciones
de triglicéridos (2 veces) (tabla 1). El tratamiento
concomitante con atorvastatina atenu6 significati-
vamente el incremento de las concentraciones plas-
maticas de colesterol total (30%), aunque no fue
capaz de normalizarlas. Esta reduccién de las con-
centraciones de colesterol parecen deberse, funda-
mentalmente, a una reduccién de la concentracién
de cLDL (- 26%) ya que no se modificaron los valo-
res de cHDL de manera significativa. En conse-
cuencia, el indice aterogénico mejoré con la admi-
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Figura 1. Relajacién inducida por la acetilcolina (10-°-10°
mol/l) en anillos de aorta precontraidos con una concentracion
submdxima (10 mol/l) de fenilefrina (FE) de conejos control
(CC), conejos alimentados con una dieta enriquecida con co-
lesterol (DL) y conejos alimentados con una dieta enriquecida
con colesterol y tratados con atorvastatina (1 mg/kg/dia) (DL +
ATV). ?p < 0,05 frente a CC. ®p < 0,05 frente a DL.

nistracién de atorvastatina (10,8 + 1,6 frente 14,8 +
1,1, p < 0,05). El tratamiento con atorvastatina pre-
vino también el incremento de los valores de triglicé-
ridos (tabla 1). Al final del experimento no se obser-
varon diferencias significativas en el peso corporal
entre los diferentes grupos (datos no incluidos).

La respuesta relajante a la acetilcolina fue me-
nor en los anillos aérticos de los conejos dislipémi-
cos que en los anillos de los conejos alimentados
con una dieta control (fig. 1). La administracién de
la atorvastatina previno esta reduccion (fig. 1). No
se observaron diferencias en la respuesta relajante
al nitroprusiato sédico entre los anillos de conejo
dislipémicos y los anillos del grupo control. Asimis-
mo, el tratamiento con atorvastatina no modificé
dicha respuesta (datos no incluidos).

Como se observa en la tabla 2 y en la figura 2, la
luz del vaso fue menor en las aortas de los conejos
dislipémicos que en las aortas de los animales del
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Tabla 2. Area de la luz, relacién media/luz (M/L), 4rea de la lesién y porcentaje de estenosis en conejos
control (CC), conejos alimentados con una dieta enriquecida con colesterol (DL) y conejos alimentados con
una dieta enriquecida con colesterol y tratados con atorvastatina (1 mg/kg/dia) (DL + ATV)

| Luz (mm?) | | Area lesién (mm?) | Estenosis (%)
CcC 59+0,16 0,325+ 0,01
DL 42 +0,3* 0,5+ 0,04 0,75 + 0,052 30,3 +5°
DL + ATV 52 +0,20 0,39 £0,2° 0,3 + 0,06 12,3 £ 1,6%0
p < 0,05 frente a CC.
®p < 0,05 frente a DL.

A

Figura 2. Microfotografias representativas de la seccién trans-
versal de la aorta. A) Conejos control. B) Conejos alimentados
con una dieta enriquecida con colesterol. C) Conejos alimenta-
dos con una dieta enriquecida con colesterol y tratados con
atorvastatina (1 mg/kg/dia). Aumento original x12,5.
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grupo control, debido a que aproximadamente el
30% del area contenida en la lamina elastica inter-
na esta ocupado por la lesion aterosclerdtica. No se
observaron diferencias en el area del vaso, ni en el
area de la media entre los grupos estudiados, por
lo que la relacion media/luz fue mayor en las aor-
tas de los conejos dislipémicos que en los controles
(tabla 2). El tratamiento con atorvastatina dismi-
nuy6 el tamafio de la lesion y, en consecuencia,
previno la reduccién de la luz en los conejos disli-
pémicos (fig. 2 y tabla 2).

Los conejos dislipémicos presentaron una reduc-
cién significativa de la expresion aodrtica de los
PPAR« y y en comparacién con los animales con-
troles (fig. 3A y 3B). La administracién de atorvas-
tatina previno esta reduccién. La expresion vascu-
lar de los PPARB/S no se modificé ni por la dieta
con alto contenido en colesterol ni por el trata-
miento con atorvastatina (fig. 3C).

Discusion

Los datos del estudio muestran que la dislipemia
inducida en conejos por una dieta con un 1% de
colesterol se acompafia de disfuncién endotelial y
del engrosamiento de la intima de la aorta, ademas
de una reduccién de la expresion vascular de los
PPARa y de los PPARy. Asimismo, los resultados
muestran que la administracién de atorvastatina
no sélo mejora las alteraciones funcionales y es-
tructurales vasculares observadas en los conejos
dislipémicos, sino que también normaliza la expre-
sion vascular de los PPARa y de los PPARY, incluso
en presencia de concentraciones elevadas de coles-
terol. Teniendo en cuenta los efectos descritos para
los agonistas de los PPAR, estos datos podrian su-
gerir que un aumento de la expresién PPAR« y vy
podria participar en los efectos vasculares de la
atorvastatina.

En estudios previos se ha demostrado que la ad-
ministracién de una dieta con un 1% de colesterol
en conejos produce cambios en el perfil lipidico
que se caracterizan por un aumento de las concen-
traciones de colesterol total, de cLDL y de triglicé-
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ridos>®. Estas alteraciones se acompafian de una
reduccion de la expresion aédrtica de los PPARa y
de los PPARy. Estos datos confirman un estudio
previamente publicado en el que se observé que la
hipercolesterolemia reducia tanto la expresion vas-
cular como la actividad de estos factores en cone-
jos?!. De manera similar, la dislipemia disminuyo la
expresion aodrtica de los PPARa y vy en ratones
knockout para apo E estimulados con angiotensina
I1* y en ratones knockout para los receptores de
LDL y de leptina alimentados con una dieta con
alto contenido en grasa®. Por tanto, estos datos su-
gieren que un aumento de las concentraciones de
lipidos plasmaticos pueden regular negativamente
la expresién génica de los PPAR. El mecanismo o
los mecanismos implicados en esta regulaciéon no
se han establecido bien, aunque cabria sugerir que
la acumulacién intravascular exagerada de lipidos
asociada con los cambios del perfil lipidico circu-
lante observada en los conejos dislipémicos® podria
modificar algunos de los mecanismos o factores
que controlan la expresién de los PPAR.

Numerosos estudios han sugerido el papel mo-
dulador de los PPARa y de los PPARYy en el desarro-
llo de la lesién aterosclerética, demostrando que la
administracion de sus agonistas inhibe diferentes
procesos implicados en la progresion de la placa
como son: la expresién de moléculas de adhesion,
el reclutamiento de leucocitos, la formacién de ma-
créfagos y la produccion de citocinas, entre otras!'>!6,
Asimismo, los agonistas de los PPAR mejoran la es-
tabilidad y reducen la trombogeneidad de las pla-
cas mediante el aumento de la apoptosis de los ma-
créfagos y la reduccion de la expresion del factor
tisular y de las metaloproteinasas'>!*!¢, Estos pro-
cesos son consecuencia, al menos en parte, de la
capacidad que tienen estos agentes de inhibir la ac-
tivacion del factor nuclear kB*. Una mejora de la
funcién endotelial podria ser otro mecanismo im-
plicado en la accién antiaterosclerética de los
PPARa y v, ya que sus agonistas estimulan la pro-
duccién de NO*2 y, en consecuencia, la activacién
de todos los efectos protectores que ejerce este fac-
tor endotelial en la pared vascular®. Por tanto, se
podria sugerir que en los conejos dislipémicos, la
reduccion de la expresion vascular de estos facto-
res nucleares, y en consecuencia de sus efectos a
este nivel, podria favorecer el desarrollo ateroscle-
rético producido por una dieta con alto contenido
en colesterol. En este sentido se ha observado que
una reduccién de la expresion vascular de los
PPAR« y de los PPARY se acompaiia del engrosa-
miento de la intima en diferentes modelos experi-
mentales?!?4%,
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T
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B 1251

Porcentaje de
expresion relativa

T
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C 2507
200+
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=y
it

0 |
CT DL
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Figura 3. Expresion génica de PPARa (A), PPARy (B) y
PPARB/5 (C) por RT-PCR en tiempo real en aortas de conejos
control (CC), conejos alimentados con una dieta enriquecida
con colesterol (DL) y conejos alimentados con una dieta enri-
quecida con colesterol y tratados con atorvastatina (1
mg/kg/dia) (DL + ATV). 2p < 0,05 frente a CC; ®p < 0,05 frente a
DL.

La observacion de que la mejora de la lesién ate-
rosclerdtica y de la disfuncién endotelial producida
por la administracién de atorvastatina se acompa-
fa de un aumento de la expresion vascular de los
PPAR« y de los PPARY, refuerza la hipétesis ante-
rior de que una disminucién de los PPAR podria fa-
vorecer el desarrollo aterosclerdtico en conejos dis-
lipémicos. Asimismo, esta observacién apoya el
posible papel modulador de los lipidos intravascu-
lares sobre la expresion génica de los PPARa y v, ya
que, aunque atorvastatina no normaliza las concen-
traciones plasmaticas de colesterol, es capaz de re-
ducir de manera importante el contenido de lipidos
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intra y extracelulares en el ambito vascular®. Mas
aun, estos datos podrian sugerir la participacién de
los PPARa y v en los efectos antiaterogénicos ejerci-
dos por la atorvastatina. En este sentido diversos
estudios han sugerido que el efecto hipolipemiante
y antiinflamatorio de las estatinas podria ser me-
diado, en parte, por la activacién de los PPARa!™".
El posible mecanismo implicado en este proceso no
esta bien establecido, aunque se podria sugerir la
participacion de los efectos pleitrépicos de las estati-
nas. Estos farmacos, ademads de inhibir la sintesis de
colesterol, presentan acciones mediadas por la inhi-
bicién de la sintesis de importantes intermediarios
isoprenoides, fundamentales para el anclaje a la
membrana plasmatica y el funcionamiento de una
gran cantidad de proteinas implicadas en numero-
sos procesos celulares®. Estas acciones pleitrépicas
desempenan un papel fundamental en la reduccién
de la lesién aterosclerética y la mejora de la disfun-
cién endotelial observada al aumentar la produccién
de NO, e inhibir la produccién de las especies reacti-
vas de oxigeno Ty, de citocinas, la expresion de mo-
léculas de adhesion, el reclutamiento de leucocitos y
la formacién de macréfagos>*!'*. Todos estos efec-
tos son consecuencia de la modulacién de diferentes
factores de transcripcién como el NFkB?!*? y, final-
mente, de toda una serie de vias de sefializacién que
podrian regular también la expresioén de los PPAR.
En este sentido, se ha observado que la atorvastatina
previene la reduccién de la expresion cardiaca de los
PPAR al inhibir la activacién del NF«kB en ratas con
hipertrofia cardiaca®.

A diferencia de los PPAR« y de los PPARY, cuyo
papel protector en el desarrollo aterosclerético se
ha demostrado con el uso de sus agonistas, la par-
ticipacién de los PPARB/S en éste es menos conoci-
do'®. De todos los PPAR, los de tipo /8 son los mas
ubicuos y tienen un papel importante en el meta-
bolismo lipidico. La administracién de sus agonis-
tas se asocia con un aumento de las concentracio-
nes de cHDL y una reducci6n de las de triglicéridos
y cLDL, por lo que se ha sugerido que podrfan ser
una diana en el tratamiento de la dislipemia®. A
pesar de estas observaciones, en el presente estudio
no se han observado cambios en la expresion vas-
cular de este factor ni en los animales aterosclerdti-
cos, ni en los tratados con atorvastatina, lo que su-
giere que la expresion de este factor no esta
modulada por cambios en el perfil lipidico.

En resumen, los resultados del estudio muestran
que el desarrollo aterosclerético y la disfuncién en-
dotelial observada en los conejos dislipémicos se
asocian a una reduccion de la expresion vascular de
los PPARa y los PPARY, lo que sugiere que una re-
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duccién de la actividad de éstos podria favorecer el
desarrollo aterosclerético inducido por una dieta
enriquecida con colesterol. Asimismo, los resulta-
dos muestran que el efecto de la atorvastatina sobre
la reduccién de la lesién y la mejora de la funcién
endotelial se acompafia de un aumento de la expre-
sion de los PPARa v v, lo que sugiere que el papel
protector de la atorvastatina en la pared vascular
podria ser mediado, en parte, por una activacién de
estos factores. Finalmente, los resultados demues-
tran que la hipercolesterolemia ejerce un efecto di-
ferencial sobre la expresion vascular de los PPAR, y
los PPAR B/8 son los menos sensibles a ésta.
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