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Fundam ento y objetivo. Existen  evidencias de
que la inh ibición  conjunta de la acil-CoA:colesterol
aciltransferasa (ACAT) y de la h idroxim etil glu taril-
CoA (HMG-CoA) reductasa produce un  efecto
antiaterosclerótico directo de form a sinérgica en  la
pared vascular. E l objetivo de este estudio ha sido
determ inar el efecto de un  nuevo inh ibidor de la
ACAT (avasim ibe), solo o en  com binación  con  un
inhibidor de la HMG-CoA reductasa
(atorvastatina), sobre la acum ulación  de ésteres de
colesterol en  un  m odelo in  vitro de m acrófagos
hum anos.

Métodos. Los m acrófagos THP-1 se incubaron  de
dos form as: a ) sim ultáneam ente con  LDL
acetiladas y el(los) fárm aco(s) en  presencia y en
ausencia de HDL durante 48 h , o b) en  una
prim era fase con  LDL acetiladas, para perm itir  la
carga lipídica, seguido de una incubación  con  el
fárm aco en  presencia de HDL durante otras 48 h
(incubación  secuencial). A partir  del lisado celu lar
se extrajeron  los lípidos y se determ inaron  los
conten idos de colesterol libre y total por
crom atografía de gases. E l conten ido en  ésteres de
colesterol se calcu ló por diferencia en tre el
colesterol total y el libre. La viabilidad celu lar  se
determ inó por el m étodo de MTT. 

Resultados. En  m acrófagos incubados
sim ultáneam ente con  LDL acetiladas, avasim ibe
(0,01-0,5 µM) produjo una dism inución

dependien te de la concentración  del conten ido de
colesterol esterificado, que no fue acom pañada de
un  increm ento en  el colesterol libre in tracelu lar. La
adición  de atorvastatina 5 µM potenció alrededor
de 2 veces la capacidad de avasim ibe 0,5 µM de
reducir  la  m asa de colesterol esterificado, efecto
que fue revertido por la adición  de m evalonato 
200 µM o geran il-geran iol 10 µM.

Conclusiones. En  función  de estos datos, se
propone que el sinergism o en tre inh ibidores de la
ACAT y de la HMG-CoA reductasa descrito en
algunos estudios in  vivo se podría explicar por un
efecto aditivo directo de los dos fárm acos en  la
reducción  del conten ido lipídico de los m acrófagos
presentes en  el área de lesión  aterom atosa.
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AVASIMIBE, A NOVEL ACAT INHIBITOR, AND
ATORVASTATIN ACT SINERGISTICALLY TO
REDUCE CHOLESTERYL ESTER CONTENT IN
THP-1 HUMAN MACROPHAGES

Background and objective. There are evidences
that the inh ibition  of both  acyl-CoA:cholesterol
acyltransferase (ACAT) and hydroxym ethyl
glu taryl-CoA (HMG-CoA) reductase cause a
synergistic direct an tiatherosclerotic effect on  the
vessel wall. The aim  of th is study was to assess the
effect of the ACAT inhibitor (avasim ibe), alone and
in  com bination  with  an  HMG-CoA reductase
inhibitor (atorvastatin ), on  cholesteryl ester  (CE)
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content in  an  in  vitro m odel of hum an
m acrophages.

Methods. THP-1 m acrophages were incubated:
a ) with  acetyl-LDL sim ultaneously with  the drug(s)
± HDL, during 48 h , or  b) with  acetyl-LDL to allow
lipid enrichm ent, followed by a further incubation
with  the drug(s) under study for 48 h , in  the
presence of HDL (sequential incubation). Cellu lar
lipids were extracted and both  free and total
cholesterol m ass were quantified by gas
chrom atography. CE m ass was determ ined from
the difference between  total and free cholesterol.
Cell viability was assessed by the MTT m ethod.

Results. In  m acrophages incubated
sim ultaneously with  acetyl-LDL, avasim ibe 
(0,01-0,5 µM) caused a concentration-dependent
reduction  in  cell cholesteryl ester  conten t, that was
not accom panied by an  increase in  in tracellu lar
free cholesterol. 5 µM atorvastatin  enhanced by
approxim ately 2-fold the ability of 0.5 µM
avasim ibe to reduce the m ass of esterified
colesterol. This effect was reversed by co-
incubation  with  200 µM m evalonate or 10 µM
geranyl-geran iol.

Conclusions. Based on  these data, we propose
that the synergism  between  ACAT and HMG-CoA
reductase inh ibitors found in  several in  vivo
studies could be explained by a direct additive
effect of both  agents reducing the lipid conten t of
the m acrophages presen t in  the atherom atous
lesion  area.
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Introducción
A pesar de la extensa u tilización  de fárm acos

com o las estatinas, capaces de dism inuir  de form a
significativa los valores de lípidos plasm áticos y la
m ortalidad cardiovascular, la  arteriosclerosis conti-
núa siendo una de las principales causas de m uerte
en  los países industrializados1-3. Por ello, resu lta
necesario el desarrollo de nuevas estrategias tera-
péuticas contra esta enferm edad, com o la inh ibi-
ción  de la enzim a acil-CoA:colesterol aciltransfera-
sa (ACAT). 

La ACAT se localiza en  el retícu lo endoplasm áti-
co y cataliza la esterificación  de colesterol con  deri-
vados CoA de ácidos grasos de cadena larga 4. Exis-
ten  dos isoform as de la enzim a ACAT: ACAT1,
am pliam ente distr ibu ida en  el organism o (h ígado,
páncreas, m acrófagos y tejidos esteroidogénicos), y

ACAT2, que sólo se expresa en  h ígado e in testino5.
La actividad ACAT es la principal responsable de la
esterificación  de colesterol en  célu las in testinales y
hepatocitos, por lo que su  inh ibición  provocaría
una reducción  de la absorción  de colesterol de la
dieta y de la producción  de VLDL en  el h ígado;
com o consecuencia de am bos efectos, dism inuirían
los valores plasm áticos de colesterol. 

Por otro lado, la ACAT, m ás concretam ente la iso-
form a ACAT1, se encuentra tam bién im plicada en la
síntesis y el alm acenam iento de ésteres de colesterol
en m acrófagos6. La acum ulación de grandes cantida-
des de colesterol esterificado en el citosol transform a
los m acrófagos en células espum osas, com ponentes
m ayoritarios de las estrías grasas, que constituyen
las lesiones ateroscleróticas iniciales. Teniendo en
cuenta que en el proceso de form ación de células es-
pum osas se produce un exceso de esterificación de
colesterol por la ACAT, la inhibición de esta actividad
enzim ática podría contribuir a la prevención de este
fenóm eno7,8. De este m odo, adem ás de su efecto hi-
polipem iante, los inhibidores de la ACAT pueden ser
considerados com o agentes antiateroscleróticos con
acción directa en la pared arterial1,2,9. 

La com binación de inhibidores de la ACAT y esta-
tinas parece ser una m ejor estrategia terapéutica
respecto a la m onoterapia con inhibidores de la
ACAT10. Las estatinas son los agentes m ás com ún-
m ente prescritos para el tratam iento de la hiperco-
lesterolem ia debido a su alta eficacia y seguridad11.
Son inhibidores de la hidroxim etil-glutaril CoA
(HMG-CoA) reductasa, lo que com porta la aparición
de num erosos efectos pleiotrópicos, debido a la inhi-
bición de diversos m etabolitos interm ediarios de la
vía de síntesis del colesterol12,13. Algunos de estos
efectos pueden interferir directam ente con el proce-
so aterosclerótico, de form a independiente de la ac-
ción hipocolesterolem iante de las estatinas12. Por
tanto, la inhibición conjunta de la ACAT y de la
HMG-CoA reductasa potenciaría no sólo el efecto
hipolipem iante del inhibidor de la ACAT, sino tam -
bién los efectos antiateroscleróticos directos de am -
bos agentes en la pared arterial. Por este m otivo, va-
rios autores10,14,15 han estudiado el efecto de la
com binación de un inhibidor de la ACAT y una esta-
tina en diferentes m odelos anim ales; por otra parte,
en la actualidad se está llevando a cabo estudios clí-
nicos para verificar la seguridad y la eficacia de esta
terapia com binada3. Debe tenerse en cuenta que en
los estudios in  vivo, la inhibición de la ACAT puede
afectar a diferentes sistem as celulares (hígado, intes-
tino y células arteriales), lo que dificulta determ inar
con exactitud la contribución de cada uno de ellos a
los efectos finales observados.
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El objetivo de este estudio ha sido valorar el
efecto de un  nuevo inh ibidor de la ACAT (avasim i-
be) y de un  inh ibidor de la HMG-CoA reductasa
(atorvastatina), por separado y en  com binación , so-
bre la acum ulación  de colesterol en  un  m odelo in
vitro de m acrófagos hum anos. Este sistem a celu lar
se ha escogido por su  papel crucial en  el in icio y la
progresión  del proceso aterosclerótico. E l uso de
un  m odelo in  vitro perm ite eludir  el efecto h ipoco-
lesterolem iante que tendría lugar in  vivo, y evaluar
los efectos farm acológicos de am bas sustancias en
un  sistem a celu lar  aislado.

Material y m étodos
Avasim ibe (ácido [[2,4,6-tr is(1-m etiletil)fen il]acetil]su lfam i-

co, 2,6-bis(1-m etiletil)fen il éster), estructura que se detalla en
la figura 1, y atorvastatina han  sido proporcionados por Parke-
Davis, Inc., Ann Arbor, MI (actualm ente Pfizer). Los reactivos
usados para el cu ltivo celu lar  son  de Gibco, Life Technologies
(Paisley, Escocia), con  excepción  del 4-beta phorbol 12 beta
m iristato 13 alfa acetato (PMA), obten ido de Sigm a Co. (Ma-
drid). E l colestanol y el brom uro de 3-[4,5-dim etiltiazol-2-il]-
2,5-difen iltetrazolio (MTT) tam bién  son  de Sigm a. La piridina
se obtuvo de Merck (Barcelona), y el Sylon  BTZ de Supelco
(Bellefonte, EE.UU.). 

Lipoproteínas
Las LDL (d = 1.006-1.063) y las HDL (d = 1.063-1.21) se ob-

tuvieron a partir  de plasm a de donantes sanos por u ltracentri-
fugación secuencial16, se dializaron en  tam pón fosfato salino
(PBS), y su  concentración proteica se valoró por el m étodo de
Bradford17 usando albúm ina sérica bovina com o estándar. Las
LDL se acetilaron según el m étodo de Basu et al18, se dializaron
y se procedió a su  concentración m ediante el sistem a de filtros
Millipore Centriplus19. El grado de acetilación fue confirm ado
por el aum ento en  la m ovilidad electroforética respecto a las
LDL nativas en  un gel de agarosa al 1% en tam pón barbital20.

Cu ltivo celu lar
La línea celular de leucem ia m onocítica hum ana THP-1 se

obtuvo de la Am erican Type Culture Collection, y se m antuvo en
m edio RPMI 1640 con L-glutam ina suplem entado con un 10%
de suero bovino fetal (Myoclone super plus FBS, EE.UU.), 100
U/m l de penicilina y 100 µg/m l de estreptom icina a 37° C y un

5% de CO2. La diferenciación de m onocitos a m acrófagos se re-
alizó por exposición de las células a 50 ng/m l de PMA durante
72 h 21. Cuarenta y ocho horas después de la diferenciación, los
m acrófagos se incubaron siguiendo dos m odelos22: a) incuba-
ción secuencial, en el cual las células se convirtieron inicialm en-
te en células espum osas por exposición a 150 µg/m l de LDL ace-
tiladas (acetil-LDL) durante 48 h. Después de 3 lavados, se
incubaron las células durante otras 48 h con avasim ibe, atorvas-
tatina o una com binación de los dos fárm acos, en presencia de
200 µg/m l de HDL, y b) incubación sim ultánea, en la que las cé-
lulas se trataron sim ultáneam ente con 150 µg/m l de acetil-LDL
y el fárm aco o fárm acos, en presencia o ausencia de HDL en 
el m edio de cultivo, durante 48 h. Las soluciones de fárm acos se
prepararon de form a que la concentración final en el m edio de
cultivo fuera del 0,1% de DMSO. La viabilidad celular se deter-
m inó por el m étodo MTT23.

Determ inación  del conten ido in tracelu lar 
de colesterol

Después de los tratam ientos, se recogieron  las célu las en
PBS y se procedió a la obtención  del lisado celu lar  (sonicador
Branson  450, 3 × 10 s, 25 w). Una alícuota del lisado se usó
para la determ inación  de la proteína celu lar  por el m étodo de
Bradford 17. Al resto del lisado celu lar  se le añadió un  estándar
in terno de colestanol, y se extrajeron  los lípidos con  clorofor-
m o/m etanol (2:1 v/v)24. De cada extracto lipídico se h icieron
dos partes iguales y una de ellas se som etió a un  proceso de sa-
ponificación 25, se secó bajo n itrógeno y se usó para la determ i-
nación  del colesterol total. Los extractos no saponificados se
u tilizaron  para determ inar el conten ido celu lar  en  colesterol li-
bre. En  am bos casos, los extractos secos se disolvieron  en  piri-
dina, se añadió el m ism o volum en de Sylon  BTZ, y se incuba-
ron  a tem peratura am biente duran te 30 m in  para com pletar  la
reacción  de silan ización 26. Las m uestras fueron  analizadas por
crom atografía de gases en  un  crom atógrafo Hewlett-Packard
m odelo 5890, equipado con  un  detector de ion ización  de llam a
y una colum na capilar  de sílice fundida con  un  100% de dim e-
tilpolisiloxano (25 m  × 0,25 m m  de diám etro in terno) (Chrom -
pack, Middelburg, Holanda). Las áreas de los picos se deter-
m inaron  m edian te el sistem a inform ático Hewlett-Packard
Chem station , y la relación  en tre las áreas de colesterol/colesta-
nol se usó para el cálcu lo de la m asa de colesterol respecto a
una curva estándar. Los resu ltados se expresaron  en  µg de co-
lesterol/m g de proteína celu lar , y la m asa de colesterol esterifi-
cado se calcu ló en  función  de la diferencia en tre el conten ido
en  colesterol total y el libre.

Análisis estadístico
Los resu ltados corresponden  a la m edia ± desviación  están-

dar de tres experim entos independien tes realizados por dupli-
cado. Las diferencias estadísticam ente sign ificativas se cal-
cu laron  m edian te el test ANOVA com binado con  el test de
Student-Newm an-Keuls, u tilizando el program a inform ático
GraphPad Instat.

Resultados

Efecto de avasim ibe sobre el conten ido in tracelu lar
de colesterol

El tratam iento de m acrófagos THP-1 con LDL
acetiladas (150 µg/m l de m edio) durante 48 h produ-
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Figura 1. Estructura quím ica del inhibidor de la ACAT avasim ibe
(ácido [[2,4,6-tris(1-m etiletil)fenil]acetil]sulfam ico, 2,6-bis(1-m e-
tiletil)fenil éster).
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jo un m arcado increm ento en el contenido intracelu-
lar de ésteres de colesterol (2,08 ± 1,38 a 23,40 ± 5,00
µg/m g de proteína). Al m ism o tiem po, se observaron
cam bios en la m orfología celular típicos de la form a-
ción de células espum osas, con la presencia de m últi-
ples gotículas lipídicas en el citosol, com o se pudo
corroborar m ediante una tinción con Oil Red O.

Cuando los m acrófagos cargados de lípidos se
incubaron  con  avasim ibe (0-0,2 µM) durante 48 h ,
en  presencia de 200 µg/m l de HDL en  el m edio de
cultivo, el conten ido en  colesterol esterificado (CE)
no se m odificó de form a sign ificativa (tabla 1). Por
el contrario, en  m acrófagos incubados sim ultánea-
m ente con  150 µg/m l de acetil-LDL y avasim ibe du-
ran te 48 h , se produjo una dism inución  dependien-
te de la concentración  en  el conten ido in tracelu lar
de ésteres de colesterol (62 y 70% [p < 0,05] a 0,1 y
0,2 µM, respectivam ente). E l colesterol total (CT)
dism inuyó a consecuencia de la reducción  del CE.
Sin  em bargo, a pesar de la ausencia de HDL en  el
m edio de cu ltivo, el colesterol libre (CL) in tracelu-
lar  no resu ltó increm entado (fig. 2). 

A continuación  se investigó el efecto de avasim i-
be u tilizando el m ism o m odelo, pero en  presen-
cia de un  aceptor extracelu lar  de colesterol, HDL

(200 µg/m l). A igualdad de concentración  de avasi-
m ibe, el efecto sobre el conten ido de CE resu ltó ser
cuantitativam ente m enor. Así, a  la  concentración
de 0,1 µM, avasim ibe redujo un  62% el conten ido
celu lar  en  CE en  ausencia de HDL, m ientras que en
presencia de HDL, la reducción  fue sólo del 23%,
llegando al 54% a la concentración  de 0,75 µM 
(p < 0,01) (fig. 3). Al igual que en  el caso an terior, el
CT dism inuyó, sin  detectarse acum ulación  de CL
en la célu la. 

Efecto de atorvastatina en  el conten ido in tracelu lar
de colesterol

El tratam iento con  atorvastatina no produjo re-
ducciones en  el conten ido in tracelu lar  de CE n i de
CT en  el m odelo de incubación  sim ultánea, al m e-
nos en  el rango de concentraciones ensayadas (0-5
µM). En  cam bio, cuando el fárm aco se incluyó en
el m edio de cu ltivo 24 h  an tes de la exposición  a
acetil-LDL, el conten ido in tracelu lar  de CE se redu-
jo alrededor del 30-40% (p < 0,05) (tabla 2).

Com binación  de avasim ibe y atorvastatina
El tratam iento de m acrófagos con  una com bina-

ción  de avasim ibe (0,2 y 0,5 µM) y atorvastatina 
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Tabla 1. Efecto  de  avasim ibe  sobre  e l contenido  intrace lular de  co lesterol en e l m odelo  de  incubación
secuencial

CE CL CT

Control 19,40 ± 1,91 36,17 ± 1,97 55,57 ± 3,39
Avasim ibe 0,02 µM 19,69 ± 2,50 35,18 ± 3,35 54,47 ± 4,60
Avasim ibe 0,1 µM 18,40 ± 0,71 34,97 ± 1,65 53,37 ± 1,48
Avasim ibe 0,2 µM 19,28 ± 0,97 35,55 ± 1,65 54,82 ± 2,53

Los m acrófagos THP-1 se trataron  con  150 m g/m l de LDL acetiladas duran te 48 h . Seguidam ente, se incubaron  las célu las con  avasim ibe duran te
48 h  m ás, en  presencia de 200 m g/m l de HDL en  el m edio de cu ltivo. A partir  del lisado celu lar  se extrajeron  los lípidos y se determ inaron  los conte-
n idos in tracelu lares de colesterol, tal com o se indica en  el apartado de “Material y m étodos”. Los resu ltados se expresan  en  m g de colesterol/m g de
proteína celu lar , y corresponden  a la m edia ± desviación  estándar de tres experim entos independien tes realizados por duplicado.
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Figura 2. Efecto de avasi-
m ibe sobre el con ten ido in -
tracelu lar  de colesterol en
el m odelo de incubación  si-
m ultánea, en  ausencia de
HDL en  el m edio de cu lti-
vo. Los m acrófagos THP-1
se trataron  sim ultánea-
m ente con  avasim ibe y 150
m g/m l de acetil-LDL du -
ran te 48 h . Los resu ltados
se expresan  en  m g de co-
lesterol/m g de proteína ce-
lu lar , y corresponden  a la
m edia ± desviación  están -
dar  de tres experim entos
independien tes realizados
por duplicado. *p < 0,05
(ANOVA).



(5 µM) produce una m ayor dism inución  en  el con-
ten ido in tracelu lar  de CE que el tratam iento con
avasim ibe solo. Así, en  la figura 4 se observa que
avasim ibe 0,5 µM redujo un  20% la m asa de CE,
m ientras que la com binación  de avasim ibe 0,5 µM
y atorvastatina 5 µM causó una reducción  del 39%.
La inclusión  de m evalonato (200 µM) o de geran il-
geran iol (10 µM) en  el m edio de cu ltivo, consiguió
revertir  el efecto de atorvastatina, obten iéndose
porcentajes de reducción  del conten ido in tracelu lar
de CE sim ilares a los que produjo el tratam iento
con  avasim ibe solo (fig. 5).

Discusión
En el presen te estudio se ha com probado que el

nuevo inh ibidor de la ACAT avasim ibe, tam bién  co-
nocido com o CI-101127, es capaz de reducir  el con-
ten ido de CE en  m acrófagos hum anos sin  incre-
m entar el CL in tracelu lar, y que dicho efecto

resu lta potenciado por el inh ibidor de la HMG-CoA
reductasa, atorvastatina.

El efecto de avasim ibe resultó ser diferente en
función del m odelo de incubación utilizado; así, el
tratam iento con este fárm aco no produjo reduccio-
nes significativas en  el contenido in tracelular de CE
en el m odelo de incubación secuencial (tabla 1). La
ausencia de efecto de avasim ibe en  célu las espum o-
sas, en  las que el colesterol ya ha sido alm acenado
en form a de ésteres de colesterol antes de la exposi-
ción al fárm aco, se ha descrito tam bién para otros
inhibidores de la ACAT22,28. Dichos resultados pare-
cen apuntar a una falta de eficacia de estos fárm a-
cos com o prom otores de la regresión de una lesión
aterosclerótica ya establecida22; sin  em bargo, diver-
sos estudios10,29,30 han dem ostrado que los inhibido-
res de la ACAT pueden inducir la regresión de lesio-
nes en  anim ales de experim entación. Parece ser que
este efecto estaría relacionado con cam bios en  la
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Tabla 2. Efecto  de  atorvastatina sobre  e l contenido  intrace lular de  co lesterol en e l m odelo  de  incubación
sim ultánea

CE CL CT

– HDL
Control 22,54 ± 6,44 41,77 ± 0,81 64,31 ± 6,27
Atorvastatina 2,5 µM 14,00 ± 2,24* 37,86 ± 0,98 51,85 ± 1,82
Atorvastatina 5 µM 12,56 ± 2,01* 41,13 ± 2,24 53,69 ± 4,22
+ HDL
Control 29,10 ± 3,81 45,71 ± 4,87 74,81 ± 8,59
Atorvastatina 2,5 µM 22,10 ± 1,81* 51,12 ± 1,79 73,22 ± 0,26
Atorvastatina 5 µM 20,00 ± 2,66* 48,54 ± 6,16 68,55 ± 8,64

Los m acrófagos THP-1 se incubaron  de form a sim ultánea duran te 48 h  con  150 µg/m l de LDL acetiladas y atorvastatina en  presencia o ausencia de
200 µg/m l de HDL, previa incubación  con  atorvastatina duran te 24 h . A partir  del lisado celu lar  se extrajeron  los lípidos y se determ inaron  los con-
ten idos in tracelu lares de colesterol, tal com o se indica en  el apartado de “Material y m étodos”. Los resu ltados se expresan  en  m g de colesterol/m g
de proteína celu lar , y corresponden  a la m edia ± desviación  estándar de tres experim entos independien tes realizados por duplicado. *p < 0,05
(ANOVA).
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Figura 3. Efecto de avasim i-
be sobre el conten ido in tra-
celu lar  de colesterol en  el
m odelo de incubación  sim ul-
tánea en  presencia de HDL
en el m edio de cu ltivo. Los
m acrófagos THP-1 se trata-
ron  sim ultáneam ente con
avasim ibe, 150 m g/m l de
acetil-LDL y 200 m g/m l de
HDL durante 48 h . Los resu l-
tados se expresan  en  m g de
colesterol/m g de proteína ce-
lu lar , y corresponden  a la
m edia ± desviación  estándar
de tres experim entos inde-
pendien tes realizados por
duplicado. *p < 0,05. **p <
0,01 (ANOVA).



expresión local de m oléculas proaterogénicas, y no
con la alteración de la com posición lipídica de la le-
sión 10. 

En  el m odelo de incubación  sim ultánea, el efec-
to de avasim ibe fue totalm ente diferen te; así, en
ausencia de un  aceptor extracelu lar  de cHDL en  el
m edio de cu ltivo, avasim ibe fue capaz de prevenir
la acum ulación  de CE (fig. 2). A pesar de la ausen-
cia de HDL, la dism inución  del conten ido en  CE no
estuvo acom pañada de un  increm ento del CL in tra-
celu lar. En  contraste con  nuestros resu ltados, la  in -
cubación  de m acrófagos de roedores22,31,32, célu las
THP-128 o m acrófagos derivados de m onocitos hu-
m anos33, con  otros inh ibidores de la ACAT en  au-
sencia de aceptores extracelu lares de colesterol
produjo increm entos sign ificativos en  los valores

de CL in tracelu lar. La acum ulación  de colesterol
no esterificado en  m acrófagos tratados con  inh ibi-
dores de la ACAT resu lta altam ente citotóxica tan to
in  vitro31,32,34 com o in  vivo35. Adem ás, ratones defi-
cien tes en  receptor LDL, cuyos m acrófagos no ex-
presan  ACAT-1, presen tan  acum ulación  de CL en  la
pared arterial, lo que conduce a una aceleración  en
el desarrollo de lesiones ateroscleróticas36. Así, el
hecho de que en  nuestro estudio no se haya detec-
tado acum ulación  de CL, a pesar del alto grado de
inhibición  de la ACAT, parece apuntar a un  m ejor
perfil de seguridad para avasim ibe. E llo concuerda
con  la falta de efectos adversos dem ostrada por
este fárm aco en  un  recien te estudio clín ico37. 

Cuando se añadió HDL com o aceptor extracelular
de colesterol en el m odelo de incubación sim ultá-
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Figura 4. Porcentajes de re-
ducción del contenido intrace-
lular de colesterol esterificado
(CE) en m acrófagos THP-1
tratados sim ultáneam ente con
150 m g/m l de acetil-LDL y
avasim ibe (AVAS), solo o en
com binación con atorvastati-
na (ATV) 5 µM, en presencia
de 200 m g/m l de HDL durante
48 h. Los resultados se expre-
san en porcentajes de reduc-
ción del contenido intracelu-
lar en CE respecto a los
m acrófagos incubados con
acetil-LDL y HDL (32,05 ±
14,66 m g/m g de proteína; n =
4). *p < 0,05 frente a AVAS 0,5
µM; *p < 0,05 frente a AVAS
0,2 µM (ANOVA).
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Figura 5. Efecto de m evalo-
nato (MVL) y geran ilgera-
n iol (GG) sobre el conten ido
in tracelu lar  de ésteres de co-
lesterol (CE) en  m acrófagos
THP-1 tratados con  150
m g/m l de acetil-LDL y avasi-
m ibe (AVAS) 0,5 µM, ± ator-
vastatina (ATV) 5 µM en pre-
sencia de HDL durante 48 h .
Los resu ltados se expresan
en  m g de colesterol/m g de
proteína celu lar , y corres-
ponden  a la m edia ± desvia-
ción  estándar de cuatro ex-
perim entos independien tes
realizados por duplicado. *p
< 0,001 respecto a control.
**p < 0,05 respecto a AVAS
0,5 µM. ***p < 0,05 respecto
a MVL y GG.



nea, el efecto de avasim ibe resultó reducido, en
com paración con los resultados obtenidos en ausen-
cia de HDL (figs. 2 y 3). Esto puede explicarse te-
niendo en cuenta la alta lipofilia de la m ayoría de
los inhibidores de la ACAT38. Así, se ha descrito que
en el ensayo de actividad ACAT, la IC50 para avasim i-
be dism inuye cuando la concentración m icrosom al
se reduce, y que la adición de lípidos al m edio de 
incubación restituye dicho valor27. En nuestros 
experim entos, la adición de 200 µg/m l de HDL incre-
m enta notablem ente la cantidad de lípidos presentes
en el m edio de cultivo, con lo que probablem ente se
reduce la cantidad de fárm aco disponible para inhi-
bir la ACAT.

Varios au tores10,14,15 han  dem ostrado que los in -
h ibidores de la  HMG-CoA reductasa  y de la  ACAT
actúan  sinérgicam en te, reduciendo el área  de la
lesión  a terosclerótica  en  diversos m odelos an im a-
les. Por  ello, resu lta  in teresan te estudiar  los efec-
tos de una com binación  de avasim ibe y a torvasta-
tina  en  nuestro m odelo in  vitro de m acrófagos
hum anos.

En  pr im er  lugar, se estudió el efecto de a torvas-
ta tina  u tilizando el m ism o protocolo de incuba-
ción  sim u ltánea usado para  avasim ibe. En  estas
condiciones, el con ten ido in tracelu lar  de coleste-
rol ester ificado no resu ltó m odificado sign ifica ti-
vam en te. Este resu ltado puede a tr ibu irse a l hecho
de que la  esta tina  fue añadida a l m ism o tiem po
que las acetil-LDL, cuya captación  causa  por  sí
m ism a una reducción  sign ifica tiva  de la  actividad
HMG-CoA reductasa 39. Por  ello, se decidió prein -
cubar  las célu las con  a torvasta tina  du ran te 24 h
an tes de la  adición  de acetil-LDL, obten iéndose
una dism inución  sign ifica tiva  (30-40%) en  los va -
lores de CE  in tracelu lar  (tabla  2). Estos r esu ltados
concuerdan  con  los obten idos en  m acrófagos m u -
r inos, en  los que diversas esta tinas inh iben  la  es-
ter ificación  de colesterol inducida  por  las acetil-
LDL12,40,41.

La  com bin ación  de avasim ibe y a torvasta tin a
resu ltó ser  m ás efectiva  qu e avasim ibe solo, en
cu an to a  la  redu cción  de la  acu m u lación  de CE
in tracelu la r ; con cretam en te, la  ad ición  de 5 µM
de a torvasta tin a  poten ció a lrededor  de dos veces 
(p  < 0,05) el efecto de 0,5 µM de avasim ibe (fig.
4). Los efectos ad it ivos de los in h ib idores de la
H MG-CoA redu ctasa  y la  ACAT h an  sido a tr ibu i-
dos a  su  acción  sobre d iferen tes t ipos celu la res
de la  pared  a r ter ia l: las esta tin as parecen  actu ar
pr in cipa lm en te sobre las célu las m u scu lares li-
sas, m ien tras qu e la  in h ib ición  de la  ACAT redu -
cir ía  la  par t icipación  de m on ocitos-m acrófagos10.
Sin  em bargo, n u estros resu ltados n os llevan  a

pen sar  qu e los dos fá rm acos actú an  sin érgica-
m en te en  el m acrófago. Así, la  cla ra  redu cción
del con ten ido en  ésteres de colesterol en  la  aor ta
torácica  obten ida  con  la  terap ia  com bin ada  en
los m odelos in  vivo10,14 podr ía  ser  a tr ibu ida , de
acu erdo con  n u estros resu ltados, a  u n a  m ayor
dism in u ción  del con ten ido en  CE  de los m acrófa-
gos de d ich a  á rea .

El m ecanism o por el cual atorvastatina potencia
el efecto de avasim ibe parece estar  relacionado con
la inh ibición  de la HMG-CoA reductasa y la deple-
ción  de algunos derivados de m evalonato, ya que 
la adición  de m evalonato y geran il-geran iol anuló
este efecto (fig. 5). Según Cignarella et al42, el pro-
ceso de esterificación  del colesterol en  el m acrófa-
go depende del transporte del CL hacia la m em bra-
na, paso previo para que éste sea esterificado por la
ACAT. Parece ser  que este transporte se realiza m e-
dian te proteínas que, para funcionar correctam en-
te, requieren  estar  acopladas a un idades isoprenoi-
des. Probablem ente, estas proteínas requieran  ser
geran il-geran iladas, ya que Bern in i et al40,41 dem os-
traron  que la reducción  de la esterificación  de co-
lesterol en  el m acrófago es revertida por adición  de
geran il-geran iol, pero no de farnesol, otro in term e-
diario de tipo isoprenoide.

Por otro lado, a pesar de que el tratam iento con
estatinas no m odifica de form a directa la actividad
ACAT en  m odelos an im ales43,44, es bien  conocido
que sí puede afectarla de form a indirecta, lim itan-
do la disponibilidad de sustrato para la reacción  de
esterificación 14. Esto explicaría el m ayor efecto 
de avasim ibe sobre una enzim a ya inh ibida por la
previa adición  de atorvastatina.

En  conclusión , en  este estudio se dem uestra
cóm o el nuevo inh ibidor de la ACAT, avasim ibe, re-
duce la acum ulación  de CE en  m acrófagos hu-
m anos THP-1 expuestos sim ultáneam ente a ace-
til-LDL, pero no en  m acrófagos ya cargados de 
lípidos. Estos resu ltados concuerdan  con  los obte-
n idos por Bocan  et al10, donde se sugiere que la in -
h ibición  de la acum ulación  de CE en  m acrófagos
arteriales es uno de los m ecanism os por los que
avasim ibe retarda la progresión  de la lesión . La re-
ducción  del CE no estuvo acom pañada de un  incre-
m ento en  los valores in tracelu lares de CL, lo que
apunta a un  m ejor perfil de seguridad para ava-
sim ibe. Adem ás, se dem uestra cóm o avasim ibe y
atorvastatina actúan  sinérgicam ente reduciendo la
acum ulación  de CE en  el m acrófago; esto podría
traducirse, en  el caso de la terapia com binada con
dichos fárm acos, en  una m ayor reducción  del con-
ten ido lipídico de los m acrófagos presen tes en  el
área de lesión  aterom atosa.
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