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Avasimibe, un nuevo inhibidor de la ACAT, y
atorvastatina actian sinérgicamente reduciendo
el contenido de ésteres de colesterol en
macrofagos humanos THP-1
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Fundamento y objetivo. Existen evidencias de
que la inhibicién conjunta de la acil-CoA:colesterol
aciltransferasa (ACAT) y de la hidroximetil glutaril-
CoA (HMG-CoA) reductasa produce un efecto
antiaterosclerdtico directo de forma sinérgica en la
pared vascular. El objetivo de este estudio ha sido
determinar el efecto de un nuevo inhibidor de la
ACAT (avasimibe), solo 0 en combinacién con un
inhibidor de la HMG-CoA reductasa
(atorvastatina), sobre la acumulacién de ésteres de
colesterol en un modelo in vitro de macréfagos
humanos.

Métodos. Los macréfagos THP-1 se incubaron de
dos formas: a) simultineamente con LDL
acetiladas y el(los) firmaco(s) en presencia y en
ausencia de HDL durante 48 h, o b) en una
primera fase con LDL acetiladas, para permitir la
carga lipidica, seguido de una incubacidén con el
fairmaco en presencia de HDL durante otras 48 h
(incubacién secuencial). A partir del lisado celular
se extrajeron los lipidos y se determinaron los
contenidos de colesterol libre y total por
cromatografia de gases. El contenido en ésteres de
colesterol se calculd por diferencia entre el
colesterol total y el libre. La viabilidad celular se
determin6 por el método de MTT.

Resultados. En macréfagos incubados
simultineamente con LDL acetiladas, avasimibe
(0,01-0,5 uM) produjo una disminucién
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dependiente de la concentracién del contenido de
colesterol esterificado, que no fue acompafiada de
un incremento en el colesterol libre intracelular. La
adicién de atorvastatina 5 UM potencié alrededor
de 2 veces la capacidad de avasimibe 0,5 uM de
reducir la masa de colesterol esterificado, efecto
que fue revertido por la adicién de mevalonato

200 uM o geranil-geraniol 10 pM.

Conclusiones. En funcidn de estos datos, se
propone que el sinergismo entre inhibidores de la
ACAT y de la HMG-CoA reductasa descrito en
algunos estudios in vivo se podria explicar por un
efecto aditivo directo de los dos firmacos en la
reduccién del contenido lipidico de los macréfagos
presentes en el drea de lesién ateromatosa.
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AVASIMIBE, ANOVEL ACAT INHIBITOR, AND
ATORVASTATIN ACT SINERGISTICALLY TO
REDUCE CHOLESTERYL ESTER CONTENT IN
THP-1 HUMAN MACROPHAGES

Background and objective. There are evidences
that the inhibition of both acyl-CoA:cholesterol
acyltransferase (ACAT) and hydroxymethyl
glutaryl-CoA (HMG-CoA) reductase cause a
synergistic direct antiatherosclerotic effect on the
vessel wall. The aim of this study was to assess the
effect of the ACAT inhibitor (avasimibe), alone and
in combination with an HMG-CoA reductase
inhibitor (atorvastatin), on cholesteryl ester (CE)
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content in an in vitro model of human
macrophages.

Methods. THP-1 macrophages were incubated:
a) with acetyl-LDL simultaneously with the drug(s)
+ HDL, during 48 h, or b) with acetyl-LDL to allow
lipid enrichment, followed by a further incubation
with the drug(s) under study for 48 h, in the
presence of HDL (sequential incubation). Cellular
lipids were extracted and both free and total
cholesterol mass were quantified by gas
chromatography. CE mass was determined from
the difference between total and free cholesterol.
Cell viability was assessed by the MTT method.

Results. In macrophages incubated
simultaneously with acetyl-LDL, avasimibe
(0,01-0,5 uM) caused a concentration-dependent
reduction in cell cholesteryl ester content, that was
not accompanied by an increase in intracellular
free cholesterol. 5 UM atorvastatin enhanced by
approximately 2-fold the ability of 0.5 uM
avasimibe to reduce the mass of esterified
colesterol. This effect was reversed by co-
incubation with 200 uM mevalonate or 10 uM
geranyl-geraniol.

Conclusions. Based on these data, we propose
that the synergism between ACAT and HMG-CoA
reductase inhibitors found in several in vivo
studies could be explained by a direct additive
effect of both agents reducing the lipid content of
the macrophages present in the atheromatous
lesion area.

Key words:
Avasimibe. Atorvastatin. ACAT. HMG-CoA reductase.
Macrophage. Colesteryl ester.

Introduccion

A pesar de la extensa utilizaciéon de firmacos
como las estatinas, capaces de disminuir de forma
significativa los valores de lipidos plasméticos y la
mortalidad cardiovascular, la arteriosclerosis conti-
nta siendo una de las principales causas de muerte
en los paises industrializados'?. Por ello, resulta
necesario el desarrollo de nuevas estrategias tera-
péuticas contra esta enfermedad, como la inhibi-
cién de la enzima acil-CoA:colesterol aciltransfera-
sa (ACAT).

La ACAT se localiza en el reticulo endoplasmdti-
co y cataliza la esterificacién de colesterol con deri-
vados CoA de dcidos grasos de cadena larga*. Exis-
ten dos isoformas de la enzima ACAT: ACATI,
ampliamente distribuida en el organismo (higado,
pancreas, macréfagos y tejidos esteroidogénicos), y

ACAT2, que sélo se expresa en higado e intestino’.
La actividad ACAT es la principal responsable de la
esterificacién de colesterol en células intestinales y
hepatocitos, por lo que su inhibicién provocaria
una reduccion de la absorcidon de colesterol de la
dieta y de la produccién de VLDL en el higado;
como consecuencia de ambos efectos, disminuirian
los valores plasmaticos de colesterol.

Por otro lado, la ACAT, mas concretamente la iso-
forma ACATI, se encuentra también implicada en la
sintesis y el almacenamiento de ésteres de colesterol
en macréfagos®. La acumulacién de grandes cantida-
des de colesterol esterificado en el citosol transforma
los macréfagos en células espumosas, componentes
mayoritarios de las estrias grasas, que constituyen
las lesiones aterosclerdticas iniciales. Teniendo en
cuenta que en el proceso de formacion de células es-
pumosas se produce un exceso de esterificacién de
colesterol por la ACAT, la inhibicidn de esta actividad
enzimdtica podria contribuir a la prevencion de este
fendmeno’®. De este modo, ademds de su efecto hi-
polipemiante, los inhibidores de la ACAT pueden ser
considerados como agentes antiaterosclerdticos con
accion directa en la pared arterial'>®.

La combinacién de inhibidores de la ACAT y esta-
tinas parece ser una mejor estrategia terapéutica
respecto a la monoterapia con inhibidores de la
ACAT!". Las estatinas son los agentes mds comun-
mente prescritos para el tratamiento de la hiperco-
lesterolemia debido a su alta eficacia y seguridad’.
Son inhibidores de la hidroximetil-glutaril CoA
(HMG-CoA) reductasa, lo que comporta la aparicién
de numerosos efectos pleiotrépicos, debido a la inhi-
bicién de diversos metabolitos intermediarios de la
via de sintesis del colesterol'>!®. Algunos de estos
efectos pueden interferir directamente con el proce-
so aterosclerético, de forma independiente de la ac-
cién hipocolesterolemiante de las estatinas'?. Por
tanto, la inhibicién conjunta de la ACAT y de la
HMG-CoA reductasa potenciarfa no sélo el efecto
hipolipemiante del inhibidor de la ACAT, sino tam-
bién los efectos antiaterosclerdticos directos de am-
bos agentes en la pared arterial. Por este motivo, va-
rios autores'®™*! han estudiado el efecto de la
combinacién de un inhibidor de la ACAT y una esta-
tina en diferentes modelos animales; por otra parte,
en la actualidad se estd llevando a cabo estudios cli-
nicos para verificar la seguridad y la eficacia de esta
terapia combinada’. Debe tenerse en cuenta que en
los estudios in vivo, la inhibicidon de la ACAT puede
afectar a diferentes sistemas celulares (higado, intes-
tino y células arteriales), lo que dificulta determinar
con exactitud la contribucién 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 inhibidor de la ACAT (avasimi-
be) y de un inhibidor de la HMG-CoA reductasa
(atorvastatina), por separado y en combinacidn, so-
bre la acumulacién de colesterol en un modelo in
vitro de macréfagos humanos. Este sistema celular
se ha escogido por su papel crucial en el inicio y la
progresion del proceso aterosclerdtico. El uso de
un modelo in vitro permite eludir el efecto hipoco-
lesterolemiante que tendria lugar in vivo, y evaluar
los efectos farmacolégicos de ambas sustancias en
un sistema celular aislado.

Material y métodos

Avasimibe (dcido [[2,4,6-tris(1-metiletil)fenil]acetil]sulfami-
co, 2,6-bis(1-metiletil)fenil éster), estructura que se detalla en
la figura 1, y atorvastatina han sido proporcionados por Parke-
Davis, Inc., Ann Arbor, MI (actualmente Pfizer). Los reactivos
usados para el cultivo celular son de Gibco, Life Technologies
(Paisley, Escocia), con excepcion del 4-beta phorbol 12 beta
miristato 13 alfa acetato (PMA), obtenido de Sigma Co. (Ma-
drid). El colestanol y el bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-
2,5-difeniltetrazolio (MTT) también son de Sigma. La piridina
se obtuvo de Merck (Barcelona), y el Sylon BTZ de Supelco
(Bellefonte, EE.UU.).

Lipoproteinas

Las LDL (d = 1.006-1.063) y las HDL (d = 1.063-1.21) se ob-
tuvieron a partir de plasma de donantes sanos por ultracentri-
fugacion secuencial'®, se dializaron en tampdn fosfato salino
(PBS), y su concentracién proteica se valoré por el método de
Bradford!” usando albimina sérica bovina como estindar. Las
LDL se acetilaron segin el método de Basu et al'¥, se dializaron
y se procedié a su concentraciéon mediante el sistema de filtros
Millipore Centriplus®. El grado de acetilaciéon fue confirmado
por el aumento en la movilidad electroforética respecto a las
LDL nativas en un gel de agarosa al 1% en tampdn barbital®.

Cultivo celular

La linea celular de leucemia monocitica humana THP-1 se
obtuvo de la American Type Culture Collection, y se mantuvo en
medio RPMI 1640 con L-glutamina suplementado con un 10%
de suero bovino fetal (Myoclone super plus FBS, EE.UU.), 100
U/ml de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina a 37° C y un

O%
HN
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Figura 1. Estructura quimica del inhibidor de la ACAT avasimibe
(acido [[2,4,6-tris(1-metiletil)fenil]acetil]sulfamico, 2,6-bis(1-me-
tiletil)fenil éster).

288 Clin Invest Arterioscl 2002;14(6):286-94

5% de CO,. La diferenciacién de monocitos a macréfagos se re-
alizé por exposicién de las células a 50 ng/ml de PMA durante
72 h?!. Cuarenta y ocho horas después de la diferenciacién, los
macréfagos se incubaron siguiendo dos modelos®: a) incuba-
cién secuencial, en el cual las células se convirtieron inicialmen-
te en células espumosas por exposicién a 150 pg/ml de LDL ace-
tiladas (acetil-LDL) durante 48 h. Después de 3 lavados, se
incubaron las células durante otras 48 h con avasimibe, atorvas-
tatina o una combinacién de los dos fdrmacos, en presencia de
200 pg/ml de HDL, y b) incubacién simultdnea, en la que las cé-
lulas se trataron simultdneamente con 150 pg/ml de acetil-LDL
y el firmaco o firmacos, en presencia o ausencia de HDL en
el medio de cultivo, durante 48 h. Las soluciones de firmacos se
prepararon de forma que la concentracién final en el medio de
cultivo fuera del 0,1% de DMSO. La viabilidad celular se deter-
min6 por el método MTT?.

Determinacion del contenido intracelular

de colesterol

Después de los tratamientos, se recogieron las células en
PBS y se procedid a la obtencién del lisado celular (sonicador
Branson 450, 3 X 10 s, 25 w). Una alicuota del lisado se uso
para la determinacién de la proteina celular por el método de
Bradford!”. Al resto del lisado celular se le afiadié un estdndar
interno de colestanol, y se extrajeron los lipidos con clorofor-
mo/metanol (2:1 v/v)*. De cada extracto lipidico se hicieron
dos partes iguales y una de ellas se sometié a un proceso de sa-
ponificacién?, se secd bajo nitrégeno y se usé para la determi-
nacién del colesterol total. Los extractos no saponificados se
utilizaron para determinar el contenido celular en colesterol li-
bre. En ambos casos, los extractos secos se disolvieron en piri-
dina, se afiadié el mismo volumen de Sylon BTZ, y se incuba-
ron a temperatura ambiente durante 30 min para completar la
reaccién de silanizacién®. Las muestras fueron analizadas por
cromatograffa de gases en un cromatégrafo Hewlett-Packard
modelo 5890, equipado con un detector de ionizacién de llama
y una columna capilar de silice fundida con un 100% de dime-
tilpolisiloxano (25 m x 0,25 mm de didmetro interno) (Chrom-
pack, Middelburg, Holanda). Las dreas de los picos se deter-
minaron mediante el sistema informdtico Hewlett-Packard
Chemstation, y la relacién entre las dreas de colesterol/colesta-
nol se usé para el cdlculo de la masa de colesterol respecto a
una curva estdndar. Los resultados se expresaron en g de co-
lesterol/mg de proteina celular, y la masa de colesterol esterifi-
cado se calculd en funcién de la diferencia entre el contenido
en colesterol total y el libre.

Andlisis estadistico

Los resultados corresponden a la media * desviacidn estdn-
dar de tres experimentos independientes realizados por dupli-
cado. Las diferencias estadisticamente significativas se cal-
cularon mediante el test ANOVA combinado con el test de
Student-Newman-Keuls, utilizando el programa informdtico
GraphPad Instat.

Resultados

Efecto de avasimibe sobre el contenido intracelular
de colesterol

El tratamiento de macréfagos THP-1 con LDL
acetiladas (150 pg/ml de medio) durante 48 h produ-
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Tabla 1. Efecto de avasimibe sobre el contenido intracelular de colesterol en el modelo de incubacion

secuencial
CE CL CT
Control 19,40 £ 1,91 36,17 £ 1,97 55,57 £3,39
Avasimibe 0,02 pM 19,69 + 2,50 35,18 3,35 54,47 + 4,60
Avasimibe 0,1 pM 18,40 + 0,71 34,97 + 1,65 53,37 + 1,48
Avasimibe 0,2 pM 19,28 + 0,97 35,55 + 1,65 54,82 +2,53

Los macréfagos THP-1 se trataron con 150 mg/ml de LDL acetiladas durante 48 h. Seguidamente, se incubaron las células con avasimibe durante
48 h més, en presencia de 200 mg/ml de HDL en el medio de cultivo. A partir del lisado celular se extrajeron los lipidos y se determinaron los conte-
nidos intracelulares de colesterol, tal como se indica en el apartado de “Material y métodos”. Los resultados se expresan en mg de colesterol/mg de
proteina celular, y corresponden a la media + desviacion estdndar de tres experimentos independientes realizados por duplicado.

jo un marcado incremento en el contenido intracelu-
lar de ésteres de colesterol (2,08 £ 1,38 a 23,40 £ 5,00
pg/mg de proteina). Al mismo tiempo, se observaron
cambios en la morfologia celular tipicos de la forma-
cion de células espumosas, con la presencia de multi-
ples goticulas lipidicas en el citosol, como se pudo
corroborar mediante una tincién con Oil Red O.

Cuando los macréfagos cargados de lipidos se
incubaron con avasimibe (0-0,2 uM) durante 48 h,
en presencia de 200 pg/ml de HDL en el medio de
cultivo, el contenido en colesterol esterificado (CE)
no se modificé de forma significativa (tabla 1). Por
el contrario, en macréfagos incubados simultdnea-
mente con 150 pg/ml de acetil-LDL y avasimibe du-
rante 48 h, se produjo una disminucién dependien-
te de la concentracién en el contenido intracelular
de ésteres de colesterol (62 'y 70% [p < 0,05]a 0,1y
0,2 uM, respectivamente). El colesterol total (CT)
disminuyd a consecuencia de la reduccién del CE.
Sin embargo, a pesar de la ausencia de HDL en el
medio de cultivo, el colesterol libre (CL) intracelu-
lar no resulté incrementado (fig. 2).

A continuacidn se investigd el efecto de avasimi-
be utilizando el mismo modelo, pero en presen-
cia de un aceptor extracelular de colesterol, HDL

(200 pg/ml). A igualdad de concentracién de avasi-
mibe, el efecto sobre el contenido de CE resulto ser
cuantitativamente menor. Asi, a la concentracidn
de 0,1 uM, avasimibe redujo un 62% el contenido
celular en CE en ausencia de HDL, mientras que en
presencia de HDL, la reduccién fue sélo del 23%,
llegando al 54% a la concentracién de 0,75 uM
(p <0,01) (fig. 3). Aligual que en el caso anterior, el
CT disminuyd, sin detectarse acumulacion de CL
en la célula.

Efecto de atorvastatina en el contenido intracelular
de colesterol

El tratamiento con atorvastatina no produjo re-
ducciones en el contenido intracelular de CE ni de
CT en el modelo de incubacién simultdnea, al me-
nos en el rango de concentraciones ensayadas (0-5
uM). En cambio, cuando el firmaco se incluyd en
el medio de cultivo 24 h antes de la exposicién a
acetil-LDL, el contenido intracelular de CE se redu-
jo alrededor del 30-40% (p < 0,05) (tabla 2).

Combinacion de avasimibe y atorvastatina
El tratamiento de macréfagos con una combina-
cion de avasimibe (0,2 y 0,5 pM) y atorvastatina

Figura 2. Efecto de avasi-
mibe sobre el contenido in-
tracelular de colesterol en
el modelo de incubacidn si-
multdnea, en ausencia de
HDL en el medio de culti-
vo. Los macréfagos THP-1
se trataron simultdnea-
mente con avasimibe y 150
mg/ml de acetil-LDL du-
rante 48 h. Los resultados
se expresan en mg de co-
lesterol/mg de proteina ce-
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ug de colesterol/mg proteina

[mce mcL OcT|

T

lular, y corresponden a la 0 7
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dar de tres experimentos
independientes realizados
por duplicado. *p < 0,05
(ANOVA).
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duplicado. *p < 0,05. *¥p <
0,01 (ANOVA).

(5 uM) produce una mayor disminucién en el con-
tenido intracelular de CE que el tratamiento con
avasimibe solo. Asi, en la figura 4 se observa que
avasimibe 0,5 uM redujo un 20% la masa de CE,
mientras que la combinacién de avasimibe 0,5 uM
y atorvastatina 5 UM causé una reduccién del 39%.
La inclusién de mevalonato (200 uM) o de geranil-
geraniol (10 uM) en el medio de cultivo, consiguid
revertir el efecto de atorvastatina, obteniéndose
porcentajes de reduccion del contenido intracelular
de CE similares a los que produjo el tratamiento
con avasimibe solo (fig. 5).

Discusién

En el presente estudio se ha comprobado que el
nuevo inhibidor de la ACAT avasimibe, también co-
nocido como CI-1011%, es capaz de reducir el con-
tenido de CE en macréfagos humanos sin incre-
mentar el CL intracelular, y que dicho efecto

resulta potenciado por el inhibidor de la HMG-CoA
reductasa, atorvastatina.

El efecto de avasimibe resulté ser diferente en
funcidon del modelo de incubacidn utilizado; asi, el
tratamiento con este firmaco no produjo reduccio-
nes significativas en el contenido intracelular de CE
en el modelo de incubacién secuencial (tabla 1). La
ausencia de efecto de avasimibe en células espumo-
sas, en las que el colesterol ya ha sido almacenado
en forma de ésteres de colesterol antes de la exposi-
cién al fairmaco, se ha descrito también para otros
inhibidores de la ACAT***. Dichos resultados pare-
cen apuntar a una falta de eficacia de estos fairma-
cos como promotores de la regresién de una lesién
aterosclerética ya establecida?; sin embargo, diver-
sos estudios'®?*3 han demostrado que los inhibido-
res de la ACAT pueden inducir la regresion de lesio-
nes en animales de experimentacidn. Parece ser que
este efecto estarfa relacionado con cambios en la

Tabla 2. Efecto de atorvastatina sobre el contenido intracelular de colesterol en el modelo de incubacion

simultinea
CE CL CT

-HDL

Control 22,54 + 6,44 41,77 £ 0,81 64,31 £6,27
Atorvastatina 2,5 pM 14,00 2,24 37,86 £0,98 51,85+1,82
Atorvastatina 5 uM 12,56 £2,01* 41,13 £2,24 53,690 £4,22
+HDL

Control 29,10 + 3,81 45,71 £4.87 74,81 £ 8,59
Atorvastatina 2,5 pM 22,10 £ 1,81% 51,12 £ 1,79 73,22 £0,26
Atorvastatina 5 uM 20,00 + 2,66* 48,54 £ 6,16 68,55 + 8,64

Los macréfagos THP-1 se incubaron de forma simultdnea durante 48 h con 150 pg/ml de LDL acetiladas y atorvastatina en presencia o ausencia de
200 pg/ml de HDL, previa incubacién con atorvastatina durante 24 h. A partir del lisado celular se extrajeron los lipidos y se determinaron los con-
tenidos intracelulares de colesterol, tal como se indica en el apartado de “Material y métodos”. Los resultados se expresan en mg de colesterol/mg
de proteina celular, y corresponden a la media + desviacion estdndar de tres experimentos independientes realizados por duplicado. *p < 0,05

(ANOVA).
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Figura 4. Porcentajes de re-
duccién del contenido intrace-
lular de colesterol esterificado
(CE) en macréfagos THP-1

macr AVAS 0,2 uM
tratados simultineamente con

+ ATV 5 uM

AVAS 0,5 uM AVAS 0,2 uM AVAS 0,5 uM

150 mg/ml de acetil-LDL y 0
avasimibe (AVAS), solo o en
combinaciéon con atorvastati-
na (ATV) 5 uM, en presencia
de 200 mg/ml de HDL durante
48 h. Los resultados se expre-
san en porcentajes de reduc-
cién del contenido intracelu-
lar en CE respecto a los
macréfagos incubados con
aceti-LDL y HDL (32,05 # 50 4
14,66 mg/mg de protefna; n =
4). #p < 0,05 frente a AVAS 0,5 60 -
uM; *p < 0,05 frente a AVAS
0,2 uM (ANOVA).

20 A

30 -

40 -

Reduccion de CE (%)

expresion local de moléculas proaterogénicas, y no
con la alteracién de la composicidn lipidica de la le-
sién'0,

En el modelo de incubaciéon simultidnea, el efec-
to de avasimibe fue totalmente diferente; asi, en
ausencia de un aceptor extracelular de cHDL en el
medio de cultivo, avasimibe fue capaz de prevenir
la acumulacién de CE (fig. 2). A pesar de la ausen-
cia de HDL, la disminucién del contenido en CE no
estuvo acompafiada de un incremento del CL intra-
celular. En contraste con nuestros resultados, la in-
cubacién de macréfagos de roedores?*!2, células
THP-1% 0 macréfagos derivados de monocitos hu-
manos®, con otros inhibidores de la ACAT en au-
sencia de aceptores extracelulares de colesterol
produjo incrementos significativos en los valores

de CL intracelular. La acumulaciéon de colesterol
no esterificado en macréfagos tratados con inhibi-
dores de la ACAT resulta altamente citotdxica tanto
in vitro®'323* como in vivo®’. Ademds, ratones defi-
cientes en receptor LDL, cuyos macréfagos no ex-
presan ACAT-1, presentan acumulacién de CL en la
pared arterial, lo que conduce a una aceleracién en
el desarrollo de lesiones aterosclerdticas®. Asi, el
hecho de que en nuestro estudio no se haya detec-
tado acumulacién de CL, a pesar del alto grado de
inhibicién de la ACAT, parece apuntar a un mejor
perfil de seguridad para avasimibe. Ello concuerda
con la falta de efectos adversos demostrada por
este firmaco en un reciente estudio clinico®.
Cuando se afiadid6 HDL como aceptor extracelular
de colesterol en el modelo de incubacién simulté-

Figura 5. Efecto de mevalo-
nato (MVL) y geranilgera-
niol (GG) sobre el contenido 40
intracelular de ésteres de co-
lesterol (CE) en macréfagos
THP-1 tratados con 150
mg/ml de acetil-LDL y avasi-
mibe (AVAS) 0,5 uM, # ator-
vastatina (ATV) 5 uM en pre-
sencia de HDL durante 48 h.
Los resultados se expresan
en mg de colesterol/mg de
proteina celular, y corres-
ponden a la media + desvia-
cién estdndar de cuatro ex-

ug de colesterol/mg proteina

2 30
*
20 A
10
independientes 0 T T

Ky kky kkk

perimentos
realizados por duplicado. *p
< 0,001 respecto a control.
*¥p < 0,05 respecto a AVAS
0,5 uM. ***p < 0,05 respecto
a MVLy GG.

Control

AVAS 0,5 uM

* *
I T l
MVL GG

AVAS 0,5 uM
+ ATV 5 uM
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nea, el efecto de avasimibe resulté reducido, en
comparacion 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 mayoria de
los inhibidores de la ACAT?®. Asi, se ha descrito que
en el ensayo de actividad ACAT, la IC, para avasimi-
be disminuye cuando la concentracién microsomal
se reduce, y que la adicién de lipidos al medio de
incubacion restituye dicho valor’. En nuestros
experimentos, la adicién de 200 pg/mlde HDL incre-
menta notablemente la cantidad de lipidos presentes
en el medio de cultivo, con lo que probablemente se
reduce la cantidad de firmaco disponible para inhi-
bir la ACAT.

Varios autores'™*!5 han demostrado que los in-
hibidores de la HMG-CoA reductasa y de la ACAT
actian sinérgicamente, reduciendo el drea de la
lesion aterosclerética en diversos modelos anima-
les. Por ello, resulta interesante estudiar los efec-
tos de una combinacién de avasimibe y atorvasta-
tina en nuestro modelo in vitro de macr6fagos
humanos.

En primer lugar, se estudid el efecto de atorvas-
tatina utilizando el mismo protocolo de incuba-
cién simultdnea usado para avasimibe. En estas
condiciones, el contenido intracelular de coleste-
rol esterificado no resulté modificado significati-
vamente. Este resultado puede atribuirse al hecho
de que la estatina fue afladida al mismo tiempo
que las acetil-LDL, cuya captacién causa por si
misma una reduccidn significativa de la actividad
HMG-CoA reductasa®. Por ello, se decidié prein-
cubar las células con atorvastatina durante 24 h
antes de la adicién de acetil-LDL, obteniéndose
una disminucién significativa (30-40%) en los va-
lores de CE intracelular (tabla 2). Estos resultados
concuerdan con los obtenidos en macréfagos mu-
rinos, en los que diversas estatinas inhiben la es-
terificacién de colesterol inducida por las acetil-
LDL12,40,4].

La combinacién de avasimibe y atorvastatina
resultd ser mds efectiva que avasimibe solo, en
cuanto a la reduccién de la acumulacién de CE
intracelular; concretamente, la adicién de 5 uM
de atorvastatina potencid alrededor de dos veces
(p < 0,05) el efecto de 0,5 pM de avasimibe (fig.
4). Los efectos aditivos de los inhibidores de la
HMG-CoA reductasa y la ACAT han sido atribui-
dos a su accidon sobre diferentes tipos celulares
de la pared arterial: las estatinas parecen actuar
principalmente sobre las células musculares li-
sas, mientras que la inhibiciéon de la ACAT redu-
cirfa la participacion de monocitos-macréfagos'’.
Sin embargo, nuestros resultados nos llevan a

292 Clin Invest Arterioscl 2002;14(6):286-94

pensar que los dos firmacos actian sinérgica-
mente en el macréfago. Asi, la clara reduccién
del contenido en ésteres de colesterol en la aorta
tordcica obtenida con la terapia combinada en
los modelos in vivo!®“!* podria ser atribuida, de
acuerdo con nuestros resultados, a una mayor
disminucién del contenido en CE de los macréfa-
gos de dicha drea.

El mecanismo por el cual atorvastatina potencia
el efecto de avasimibe parece estar relacionado con
la inhibicién de la HMG-CoA reductasa y la deple-
cién de algunos derivados de mevalonato, ya que
la adicién de mevalonato y geranil-geraniol anuld
este efecto (fig. 5). Segin Cignarella et al*, el pro-
ceso de esterificacién del colesterol en el macro6fa-
go depende del transporte del CL hacia la membra-
na, paso previo para que éste sea esterificado por la
ACAT. Parece ser que este transporte se realiza me-
diante proteinas que, para funcionar correctamen-
te, requieren estar acopladas a unidades isoprenoi-
des. Probablemente, estas proteinas requieran ser
geranil-geraniladas, ya que Bernini et al***! demos-
traron que la reduccién de la esterificacion de co-
lesterol en el macréfago es revertida por adicién de
geranil-geraniol, pero no de farnesol, otro interme-
diario de tipo isoprenoide.

Por otro lado, a pesar de que el tratamiento con
estatinas no modifica de forma directa la actividad
ACAT en modelos animales*#, es bien conocido
que si puede afectarla de forma indirecta, limitan-
do la disponibilidad de sustrato para la reaccién de
esterificacion'®. Esto explicaria el mayor efecto
de avasimibe sobre una enzima ya inhibida por la
previa adicidn de atorvastatina.

En conclusién, en este estudio se demuestra
como el nuevo inhibidor de la ACAT, avasimibe, re-
duce la acumulacién de CE en macréfagos hu-
manos THP-1 expuestos simultineamente a ace-
til-LDL, pero no en macréfagos ya cargados de
lipidos. Estos resultados concuerdan con los obte-
nidos por Bocan et al'’, donde se sugiere que la in-
hibicién de la acumulacién de CE en macréfagos
arteriales es uno de los mecanismos por los que
avasimibe retarda la progresion de la lesion. La re-
duccién del CE no estuvo acompaiiada de un incre-
mento en los valores intracelulares de CL, lo que
apunta a un mejor perfil de seguridad para ava-
simibe. Ademds, se demuestra como avasimibe y
atorvastatina actdan sinérgicamente reduciendo la
acumulacién de CE en el macréfago; esto podria
traducirse, en el caso de la terapia combinada con
dichos firmacos, en una mayor reduccién del con-
tenido lipidico de los macrdéfagos presentes en el
drea de lesién ateromatosa.
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