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HUMANS TO LEUKOCYTES AND ERYTHROCYTES: A
NOVEL TRANSPORT SYSTEM FOR ATHEROGENIC
LIPOPROTEINS

S. Martinez-Hervas®<, A. Alipour?, H. Janssen®, T. NjoP, R.
Carmena®, J.T. Real® y M. Castro Cabezas®

¢St. Franciscus Gasthuis Rotterdam. Dpt of Internal Medicine. bSt
Franciscus Gasthuis Rotterdam. Dpt. of Clinical Chemistry. ‘Service
of Endocrinology and Nutrition. Hospital Clinico Universitario de
Valencia. CIBER de Diabetes y Enfermedades Metabdlicas Asociadas
(CIBERDEM).

Background: Apolipoprotein B (apoB) is the major apolipo-
protein in chylomicrons, very-low-density lipoproteins
(VLDL), intermediate-density lipoprotein, and low-density li-
poproteins (LDL). Apo B also acts as a ligand for the LDL re-
ceptor, mediating cellular uptake and degranulation of LDL.
While apoB is only found associated to lipoproteins in plasma
due to its lipophilic character, recent data suggest that it may
also be associated to blood cells in humans. Potentially this
may reflect a novel lipoprotein transport system in humans.
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Aim: To develop a clinically useful method in which cellular-
attached apoB can be detected in humans.

Material and methods: for this study a Coulter Epics XL-
MCL flowcytometer with a 488 nm Argon ion laser was used.
The different fluorochromes used were fluorescein isothiocya-
nate (FITC) and phycoerythrin-Texas Red-x (ECD). EDTA-anti-
coagulated samples were used for all measurements. Monoclo-
nal antibodies were used to define the different cell
populations. Goat anti-human anti-apoB-antibodies were used
as primary antibodies in combination with FITC labeled se-
condary antibodies. Controls experiments without anti apoB
antibodies were also carried out. Data analysis was done using
EXPO32 software.

Results: We studied 14 blood samples obtained from healthy
volunteers. There was positive apoB signal detected on the
flowcytometer. Samples with anti-apoB antibodies showed sig-
nificantly higher FITC signal than samples without anti-apoB
antibodies (p = 0.001). These results were obtained for eryth-
rocytes (1.79 = 0.5 vs 0.5 = 0.2 au) and leukocytes, showing
granulocytes the highest FITC-signal (41.5 + 4.1 vs 18.3 + 3.4
au), followed by monocytes (6.3 = 0.7 vs 1.8 + 0.7 au), and
lymphocytes (2.0 + 0.3 vs 0.8 = 0.1 au). These results were re-
produced in different samples.

Conclusion: Our results confirm that apoB can bind to leu-
kocytes and erythrocytes in humans. These results open the
possibility of cellular transport as physiological transport sys-
tem apoB in plasma as part of the lipoprotein transport system.

DESARROLLO METODOLOGICO DE UN MODELO
CELULAR IN VITRO PARA EL ESTUDIO DE LOS
EFECTOS EN LA EXPRESION GENICA DE LA
ENDOTHELIAL NITRIC OXIDE SYNTHASE DE
COMPUESTOS BIOACTIVOS NATURALES Y

DE LA INSULINA
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La disfuncién endotelial es un proceso caracterizado por la
disminucién de la biodisponibilidad del 6xido nitrico (NO),
como consecuencia de una reduccion de la actividad de la en-
dothelial Nitric Oxide Synthase (eNOS). Esta disfuncién apa-
rece en la primera etapa de la patogenia de la aterosclerosis,
contribuyendo a la iniciacién y progresion de la placa.
Objetivo: Implementar y optimizar un test in vitro de scree-
ning réapido, preciso y exacto para evaluar la expresién de
eNOS, generada por diferentes compuestos bioactivos natura-
les, en Human Aortic Endothelial Cells (HAEC).

Métodos: Se incuban las células HAEC al 100% de confluen-
cia durante 24 h, con los compuestos a testar y se determina la
expresion génica de la eNOS mediante Real Time RT-PCR. Los
valores se analizan mediante el método matemético del 2°°¢,
Los resultados se presentan en unidades arbitrarias (UA).
Inicialmente, se ha estudiado el efecto de la Insulina a distin-
tas concentraciones, conocido productor de eNOS, para esta-
blecerlo como control positivo del experimento. Las concen-
traciones de los compuestos a testar se seleccionan a partir de
descartar la citotoxicidad, mediante un ensayo colorimétrico
basado en la secrecion de Lactato Deshidrogenasa (LDH).

La precisién del modelo se realiza mediante el célculo de la
desviacion estandard (SD) y de los coeficientes de variabilidad
intra e interensayo (CV). La exactitud se evaltia mediante el
célculo de la media del error estdndar (SEM). Un incremento
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de la expresion de eNOS indicaria una mejora de la funcién

vascular.

Resultados: La insulina a 500 nM aumenta la expresién géni-

ca de la eNOS alrededor del 50% respecto el blanco de experi-

mento (p < 0,05), coincidiendo con los resultados publicados!

3, A partir del célculo de la precision, se ha obtenido un CV

interensayo inferior a lo esperado en cultivos celulares; CV =

5,13 (< 10%;) y una SD = 0,08 (UA). Para el estudio de la exac-

titud, se ha conseguido una SEM = 0,063 (UA). Los resultados

de los compuestos estén en fase de elaboracién.

Conclusiones: La insulina puede ser considerada un buen

control positivo para este modelo. Se ha conseguido un mode-

lo celular in vitro que permite el estudio de la expresion de
eNOS, como reflejo de la mejora de la funcién endotelial de
los compuestos, de una forma rapida, precisa y exacta.
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Introduccién: La contraccién del musculo liso vascular me-
diada por Ca’* en pacientes jévenes (< 40 afos), pacientes
adultos (> 65 afos) y pacientes con patologias (aterosclerosis,
diabetes) no se realiza por la misma via de sefalizacién. Mien-
tras que en los jovenes la contraccién es mediada por oscila-
ciones de Ca®, en adultos se precisa una elevacién transitoria
inicial de los niveles de Ca? y el mantenimiento de la contrac-
cién ténica es debida a un mecanismo de sefializaci6n intrace-
lular dependiente de Rho Kinasa (Okon et al 2005)

Objetivos: Nos propusimos estudiar con microscopia electré-
nica (ME) si existian diferencias en el almacenamiento/dispo-
nibilidad de Ca* en funcién de la edad y de las patologias de
los pacientes. Estudiando la modificacion de la cantidad de re-
servorios de Ca?* disponibles: caveolas, reticulo sarcopldsmico,
mitocondria.

Métodos: Fragmentos de mesenterio procedentes de cirugia
abdominal se fijaron en Paraformaldehido 4% + Glutaraldehi-
do 2,5% en tampén cacodilato 0,1M frio. Se disecé la arteria
mesentérica eliminando el tejido graso y conectivo, y se cort6
en anillos de 1-2 mm (fijados 6 h). Se realizaron 5 lavados con
tamp6n cacodilato cada 30 min, dejandolos toda la noche en
tampoén a 4°. Se realiz6 una postfijaciéon con tetréxido de os-
mio 1% y ferrocianuro potédsico 1,5 h en agua destilada, para
posteriormente lavarlos con agua destilada (3 lavados de 10
min) y deshidratarlos en concentraciones crecientes de aceto-
na 50, 60, 70, 80, 90, 95 (15 min) y 100 (3 lavados 10 min),

para luego infiltrarlos en resinas y dejarlos toda la noche en
resina pura (TAAB 812 mix). Finalmente fueron enmoldados y
llevados al centro de ME donde se cortaron con un microtomo
de filo de diamante en secciones de 80 nm que se fijaron en
gradillas de cobre. Se obtuvieron imégenes de cortes de VSMC
mediante ME (Jeol., JEM-1010, Jap6n).

Resultados: Existe un mayor ntimero de caveolas adheridas a
las membranas de pacientes de menor edad en comparacién
con el nimero de caveolas que aparecen adheridas a las mem-
branas de las VSMC de adultos. Asi mismo, encontramos que
las muestras provenientes de pacientes jévenes presentaban un
mayor numero de reservorios de calcio (reticulo sarcoplasmi-
co, mitocondria, etc) respecto a lo pacientes adultos, y que
tanto en muestras de pacientes diabéticos como hipercoleste-
rolémicos, independientemente de la edad del paciente, los re-
sultados se asemejaban a los obtenidos en pacientes adultos.
Conclusion: Asi, la cantidad de calcio que puede penetrar en
la célula en la contraccion es mayor en jovenes que en adultos
o pacientes con patologias, y por ello la contraccién de VSMC
en adultos se basa en mayor medida en la actividad de enzi-
mas intracelulares.
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La coexistencia de diferentes factores de riesgo cardiovascular
como el sindrome metabdlico, obesidad abdominal, dislipemia
y resistencia a la insulina determina la aparicién de disfuncion
endotelial. Recientes estudios muestran que las concentracio-
nes plasmaticas de FABP4 se incrementan en estos estados.
Objetivo: Estudiar el efecto de FABP4 en la via de sefializa-
cién de insulina (IRS-1/PI3-kinase/Akt/eNOS) en Human Um-
bilical Vein Endothelial Cells (HUVEC)

Métodos: Se utilizaron células HUVEC (Cascade Biologics)
en pase 3 confluentes. Las células se incubaron durante 30
min con proteina FABP4 humana recombinante (BioVendor)
(20-200 ng/ml) previa a la estimulacién con insulina (Sigma)
(100 nM) durante 30 min. Se obtuvieron extractos de protei-
nas totales utilizando el tamp6n RIPA con inhibidores de pro-
teasas y cuantificados mediante Bradford. 20 pg de proteinas
totales se procesaron mediante Western Blot para la detec-
cién de p-eNOS Ser''”?, total eNOS, p-Akt Ser*”?y total Akt
(Cell Signaling Technology). En el medio de cultivo se cuanti-
fic6 la produccién de NO utilizando un kit comercial (Assay
Designs)

Resultados: Los resultados muestran que el pretratamiento de
HUVEC con insulina activa la fosforilacion de eNOS en
Ser1177 de una manera dosis dependiente (0,1-6 mM). La
preincubacién con FABP-4 durante 30 min mostré una dismi-
nucion dosis dependiente (20-200 ng/ml) en la fosforilacién de
Akt (p-Akt Ser 473) previa estimulacién con insulina (100 nM)
durante 30 min. La preincubacién con FABP-4 durante 30 min
mostr6 una disminucién dosis dependiente (20-200 ng/ml) en
la fosforilacion de eNOS (p-eNOS Ser 1177) previa estimula-
cién con insulina (100 nM) durante 30 min sin modificacién
de la eNOS total, junto con una reduccién en los niveles de NO
liberados en el medio de cultivo.
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Conclusiones: FABP4 induce disfuncién endotelial interfirien-
do en la produccién de NO inhibiendo la activaciéon de eNOS.
FABP-4 podria ser una buena diana terapéutica en pacientes
con Sindrome metabdlico y resistencia a la insulina.

INDUCCION DE APOPTOSIS CELULAR
EN CULTIVOS IN VITRO
BAJO EL EFECTO DE ESTATINAS

C. Recarte, E. Vilalta, E. Oliveros, D. Salor, O. Marin,
M. Ferrer, M.V. Villalba, R. Salomén, Y. Alvarez, G. Alvarez,
L. Alvarez-Sala y J. Millan
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Fundamentos: Algunos de los efectos celulares de las estati-
nas se deben a las alteraciones del citoesqueleto celular y que
ello puede significar un cambio en la vida media de la célula.
De esta forma, la biologia de la pared vascular se puede ver
afectada en presencia de una estatina circulante, de tal forma
que los fenémenos implicados en el inicio, desarrollo y com-
plicacién de la placa de ateroma pueden estar influenciados
por el farmaco.

Objetivos: Nos ha interesado conocer la influencia de distin-
tas estatinas en distintos cultivos de células que participan en
la formacién de la placa de ateroma (endotelio, células muscu-
lares lisas, fibroblastos, y monolitos), muy especialmente
aquellos efectos sobre la muerte celular por apoptosis habida
cuenta de que un mayor o menor grado de apoptosis puede in-
ducir modificaciones sustanciales en la composicién de la pla-
ca ateromatosa que conduzcan a una mayor estabilidad de la
misma o hacia la inestabilidad.

Material y métodos: Se han estudiado distintas estirpes celu-
lares: células endoteliales (HMEC-1), células musculares lisas
(TG/HA-VSMC), fibroblastos de amidala, y monocitos circu-
lantes. En presencia de una dosis inhibitoria 50 (DI50) de di-
ferentes estatinas, determinada previamente, se ha comproba-
do la tasa de apoptosis de cada estirpe celular, mediante
técnica de microscopia digital de intervalos (videointervalo-
metria). Se han ensayado las siguientes estatinas: atorvastati-
na, pravastatina, simvastatina, y cerivastatina. Se han estudia-
do las distintas formas de apoptosis, y se han tenido las
células apoptoticas por dos técnicas: fluorescencia con naran-
ja de acridina/bromuro de etidio y marcado fluorescente de
DNA con DAPI.

Resultados: La induccién de la apoptosis por las distintas
estatinas se expresa siguiendo dos patrones. En el primero,
las células sufren zeiosis, aparecen bullas, sufren paralisis, y
posteriormente la lisis. En el segundo, las células se dividan
primariamente para fusionarse después. Mediante videoin-
tervalometria se determinan las concentraciones de células
apoptéticas (en células/mm?), con concentraciones fijas de
atorvastatina (1.500 ng/ml), simvastatina (1.500 ng/ml), ceri-
vastatina (95 ng/ml) y pravastatina (24.000 ng/ml). Las célu-
las mds resistentes a las estatinas resultaron ser los fibroblas-
tos, y las mas sensibles, las células endoteliales, manteniendo
una sensibilidad intermedia las células musculares lisas y los
monocitos.

Conclusiones: Los efectos demostrados pueden tener una in-
fluencia en la evolucién de la lesion ateromatosa, particular-
mente en la estabilizacién/desestabilizacién de la placa, lo que
se puede acompafiar de un menor/mayor riesgo de padecer un
episodio agudo aterotrombotico. La muerte celular por apop-
tosis inducida por estatinas puede ser condicionante de modi-
ficaciones en la composicion celular de la placa ateromatosa y,
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por tanto, ser responsable de la mayor regresién o de la menor
progresion de la misma.

INHIBICION DEL CRECIMIENTO CELULAR
INDUCIDA POR ESTATINAS EN CELULAS
DE LA PARED ARTERIAL
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D. Salor, R. Salomén, E. Vilalta, Y. Alvarez, G. Alvarez,
L. Alvarez-Sala y J. Millan
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Fundamentos: Aunque el efecto fundamental de las estatinas
se orienta a disminuir los niveles de colesterol y muy particu-
larmente de las lipoproteinas de baja densidad, se han estudia-
do algunos otros efectos que podrian ser independientes del
efecto hipocolesterolemiante, y que se han conocido como
efectos pleiotropicos. Tales efectos pueden ser de interés por
cuanto los beneficios clinicos obtenidos con estatinas son su-
periores a los que cabria esperar por su efecto reductor del co-
lesterol. Algunos efectos pleiotropicos se encuentran relaciona-
dos con modificaciones del comportamiento celular.
Objetivos: Hemos perseguido conocer los efectos in vitro de
distintas estatinas sobre la proliferacién celular de estirpes ce-
lulares que son protagonistas en el proceso aterogénico. Nos
ha interesado conocer si las modificaciones inducidas en la
proliferacién celular son dependientes de la estatina utilizada
o de las células consideradas.

Material y métodos: Se ha valorado el comportamiento ce-
lular in vitro a través de la determinacién de la dosis inhibi-
toria 50 (DI50) de diferentes estatinas presentes en cultivos
celulares. Las estatinas ensayadas han sido: atorvastatina,
simvastatina, pravastatina, lovastatina y cerivastatina. Se
han utilizado células musculares lisas (TG/HA-VSMC), endo-
telio (HMEC-1), fibroblastos procedentes de amigdala huma-
na, y monocitos humanos. Se distribuian las muestras en
plac)as de 96 pocillos empleando cultivos controles (sin esta-
tina).

Resultados: En términos generales las células mostraron
una menor sensibilidad a la inhibicién de la proliferacién
cuando se ensayaba la pravastatina (DI50 entre 24.700 y
90.000 ng/ml). La cerivastatina result6 ser la que provocaba
una mayor inhibiciéon de la proliferacién celular a menores
concentraciones (DI50 entre 96 y 1.640 ng/ml) en todas y
cada una de las células. El comportamiento celular fue dis-
tinto dependiendo de las células analizadas. Los monocitos
resultaron ser las células maés resistentes en las que la DI50
fue superior (DI50 entre 1.640 y 90.000 ng/ml) para cada es-
tatina. Las células endoteliales resultaron ser las més sensi-
bles (DI50 entre 96 y 24.700 ng/ml) a todas las estatinas. Los
ensayos fueron repetidos en presencia de mevalonato comr-
pobando que era capaz de revertir el efecto antiproliferativo
de las estatinas.

Conclusiones: La inhibicién de la proliferacién celular induci-
da por las diferentes estatinas podria explicar, al menos en
parte, algunos de los efectos conocidos como pleiotropicos y
que van mas alla del descenso del colesterol plasmatico. Sin
embargo existe una gran variabilidad en tales efectos, y que se
ha demostrado que es estatina-dependiente y célula-depen-
diente. El hecho de que tales efectos reviertan con mevalonato
induce a pensar que pueden estar mediados por la disminu-
cién en la sintesis intracelular de colesterol, que es el mismo
mediador que para la mayor expresividad de receptores de
membrana para las LDL.
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LA ATORVASTATINA MODULA LA EXPRESION

DE LOS RECEPTORES DE ESFINGOSINA 1-FOSFATO
(S1P) E INCREMENTA LA EXPRESION DE COX-2

Y LA LIBERACION DE PROSTACICLINA EN RESPUESTA
AHDLY S1P
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Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Barcelona.

Objetivo: Las HDL incrementan la liberacién de prostaciclina
(PGL,) de las células vasculares a través de la induccién de la ci-
clooxigenasa-2 (COX-2), siendo la SIP el componente de las
HDL responsable de dicho efecto. Varios estudios indican que
un andlogo de la SIP (FTY720) puede ejercer efectos vasopro-
tectores in vivo. Nuestro objetivo fue determinar si la atorvasta-
tina modula la expresion de los receptores de S1P y de ese modo
potencia la expresion de COX-2 y la liberacién de prostaciclina
inducida por las HDL y S1P (in vitro) y por el FTY720 (in vivo).
Materiales: Se realizaron estudios en células musculares lisas
vasculares (CMLV) humanas y en ratones de la cepa C57/BL6J.
Los niveles de mRNA de COX-2 y los receptores de S1P se ana-
lizaron mediante PCR a tiempo real. Los niveles de PGI, en los
sobrenadantes de las células y en el plasma de ratones se de-
terminaron mediante ensayo inmunoenzimético.

Resultados: La atorvastatina (10 pM) aumenta significativa-
mente la induccién de COX-2 y la liberacién de PGI, produci-
da por HDL (30 mg/dL) y por S1P (0,1 pM) en CMLV en culti-
vo, e incrementa de forma dosis dependiente la expresion de
los receptores S1P1 y S1P3. El efecto de la atorvastatina fue
revertido por mevalonato (100 wM). La administraciéon de
atorvastatina (25 mg/kg/dia) a ratones increment6 la expresion
de COX-2 a nivel de la aorta y los niveles circulantes de PGL,.
De modo similar, la administracién de FTY720, 1 mg/kg pro-
dujo un aumento de la expresion de COX-2 a nivel de la arteria
aorta y de los niveles circulantes de PGI,. In vivo se observo
una tendencia a la alza (no significativa estadisticamente) en
los niveles de expresién de S1P1 y S1P3 en respuesta a ator-
vastatina. Sin embargo, la combinacién de ambos tratamien-
tos no produjo efecto aditivo sobre ninguno de los parametros
analizados.

Conclusiones: La atorvastatina induce la expresién de los re-
ceptores de la S1P y potencia la expresion de COX-2 y la libe-
raciéon de PGI, inducida por las HDL y por SIP in vitro. In
vivo, en nuestras condiciones experimentales, la atorvastatina
no potencié el efecto del FTY720.

MECANISMOS TRANSCRIPCIONALES IMPLICADOS
EN LA REGULACION DE LA LISIL OXIDASA
POR HIPOXIA EN CELULAS ENDOTELIALES

J.F. Alcudia, J. Martinez-Gonzalez, A. Guadall,
R. Rodriguez-Calvo, O. Calvayrac, L. Badimon y C. Rodriguez

Centro de Investigacién Cardiovascular (CSIC-ICCC).
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Barcelona. Esparia.

Objetivo: La lisil oxidasa (LOX) es un enzima clave en la esta-
bilizacién de la matriz extracelular que parece jugar un papel
fundamental en el mantenimiento de la homeostasis del endo-
telio. La LOX podria participar en la respuesta adaptativa de
las células endoteliales (CE) a la hipoxia. Nuestro objetivo ha
sido determinar si la hipoxia modula la expresion de la LOX
en CE y caracterizar los mecanismos implicados.

Métodos: La expresion de LOX en células endoteliales bovinas
de aorta (BAEC) y humanas de vena de cordén umbilical (HU-
VEC) se determiné mediante PCR a tiempo real. La actividad

enzimética LOX se analiz6 mediante un método fluorimétrico
de alta sensibilidad y la actividad transcripcional LOX a través
de estudios de transfeccién transitoria. La formacién de neo-
vasos se analiz6 mediante estudios en Matrigel. El nivel de
proteina del factor inducible por hipoxia-1alfa (HIF-1alfa) se
determiné por Western-blot. Se realizaron estudios de retarda-
cién de la movilidad electroforética (EMSA) para evaluar la
capacidad de interaccién de proteina nuclear con el DNA. El
RNA de interferencia (siRNA) contra HIF-1alfa se transfecté
en CE por electroporacion.

Resultados: La hipoxia (1% 0,) incrementd la expresion de
LOX en células BAEC y HUVEC (aprox. 3 veces) en condiciones
en las que este estimulo indujo los niveles de HIF-1alfa, la ex-
presién de VEGF y la formacion de neovasos. Este efecto se aso-
ci6 a un aumento en la actividad enzimética LOX. Analogamen-
te, la incubacion de CE con dimetil oxal glicina (DMOG),
inhibidor de prolil hidroxilasas, incrementé el nivel de mRNA
de LOX. La inhibicién de la transcripcién con 5,6-dicloro-benci-
midazol (DRB) previno este efecto, lo que sugiere la implicacién
de un mecanismo transcripcional. Delecciones del promotor
mostraron que la regulacién por hipoxia se produce a través de
dos regiones, la mas importante situada entre -900 y -400 pb y
la segunda, situada en los primeros 130 pb que incluye el ele-
mento de respuesta a hipoxia (HRE) previamente descrito. Sin
embargo, la mutacién de este HRE (posicién —70) no fue capaz
de contrarrestar la induccién de la actividad transcripcional
causada por la hipoxia y los estudios de EMSA realizados con
este elemento no evidenciaron que la hipoxia pudiera alterar la
capacidad de unién a dicha sonda. De hecho, ni la rapamicina,
inhibidor de mTOR, ni el bloqueo de HIF-1alfa mediante un
siRNA especifico fueron capaces de contrarrestar la induccién
de la expresién de LOX causada por la hipoxia.

Conclusiones: Este estudio demuestra que la hipoxia induce
la expresién y actividad LOX en células endoteliales a través
de un mecanismo transcripcional en el que ademds de HIF-
lalfa estarian implicados otros factores de transcripcion.
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