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Objetivo. Conocer el patrén de expresion de
citocinas en las poblaciones de linfocitos T en
sangre de enfermos con hipercolesterolemia
familiar homocigética (HFH) sometidos
periédicamente a aféresis de LDL y determinar el
efecto del tratamiento combinado con
simvastatina.

Pacientes y métodos. Antes de cada sesion de
aféresis quincenal, en el periodo basal y durante el
tratamiento con simvastatina (40 mg/dia), se
extrajeron muestras de sangre que se destinaron a
la determinacién de lipidos y apolipoproteinas en
plasma, asi como al analisis mediante citometria
de flujo de la sintesis de IFN-y, IL-4 e IL-2, en los
linfocitos T CD8- (colaboradores) y CD8+
(citoliticos) tras la estimulacién con PMA mas
ionomicina o LPS.

Resultados. El tratamiento con simvastatina
produjo un descenso significativo en la
concentracién plasmatica de cLDL (mas de 80
mg/dl en promedio) y también de apo B, sin afectar
al cHDL ni a la apo A-I. Las poblaciones
linfocitarias eran similares en pacientes y en
controles, y el tratamiento con simvastatina no
alteré las proporciones de linfocitos colaboradores
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(Th) con respecto a la de citoliticos (Tc). En todos
los casos, la activacién con ionomicina y PMA
indujo preferentemente la sintesis de IFN-y,
indicando la expresion de una respuesta
tipicamente Th1/Tcl. Esta respuesta fue variable
en pacientes y controles, pero las diferencias no
fueron estadisticamente significativas. La
estimulacion de la sangre con LPS también indujo
la produccién de IFN-y en los linfocitos T, tanto
CD8- como CD8+, aunque el ntimero de células
respondedoras era porcentualmente menor que
con ionomicina y PMA. En el caso HFH-2, la
respuesta al LPS en todas las ocasiones
examinadas fue superior que en HFH-1 y que en
controles, lo que muestra la mayor sensibilizacion
de las células de este paciente. El tratamiento con
simvastatina durante 18 semanas no produjo
cambios significativos en el nivel de activacion,
determinado como expresién de CD69, ni en la
sintesis de IFN-y en ninguno de los tipos de
linfocitos T y modelos utilizados.

Conclusiones. En estos pacientes con
hipercolesterolemia familiar homocigética, con
demostrada deficiencia de receptor LDL, el
tratamiento con simvastatina a dosis de 40 mg/dl
produce un importante descenso adicional de la
colesterolemia con respecto a la aféresis de LDL,
mientras que no perturba la respuesta inmunitaria,
por lo que esta pauta terapéutica parece
aconsejable para reducir el elevado riesgo
aterogénico de estos pacientes.

Palabras clave:
Linfocitos T, Th1, Tcl. Citocinas. Estatinas. LPS. Citometria
de flujo. Hipercolesterolemia familiar.
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EFFECTS OF SIMVASTATIN TREATMENT ON
IMMUNE RESPONSE IN HOMOZYGOUS
FAMILIAL HYPERCHOLESTEROLEMIC PATIENTS

Objective. To study cytokine expression profile of
blood T lymphocytes from homozygous familial
hypercholesterolemic (HFH) patients treated
periodically with LDL apheresis and to determine
the effects of simvastatin on this profile.

Method. Blood samples were drawn immediately
before the bi-weekly apheresis sessions in two HFH
patients, both in the basal period and during
simvastatin treatment (40 mg/day), and used for
quantification of lipids and apolipoproteins in
plasma and analysis of intracellular cytokines
(IFN-y, IL-4 and IL-2) in T-helper (CD3+CD8-) and
T-cytolytic (CD3+CD8+) cells after stimulation with
ionomycin plus PMA or LPS alone. Analysis was
performed by multiparameter flow cytometry.

Results. Treatment with simvastatin for 18 weeks
significantly reduced LDL-cholesterol levels (more
than 80 mg/dl on average) in these patients. A parallel
reduction was also observed for apo B, with no
changes in HDL cholesterol or apo A-I. T lymphocyte
populations were similarly distributed in patients and
controls, and simvastatin therapy did not alter this
distribution. In all cases, activation with ionomycin
plus PMA resulted in the preferential induction of
IFN-y, thereby indicating a Th1/Tc1 response. This
response was variable in hypercholesterolemic
patients and in controls; however, the differences were
not statistically significant. LPS stimulation also
induced TFN-y production, both in CD8- and CD8+ T
lymphocytes; however, the responding cells were
notably fewer than when ionomycin and PMA were
used as stimuli. In all studied samples, cells from
patient HFH-2 responded to LPS more intensely than
those from HFH-1 or controls, which indicate a
greater sensitivity to this immune stimulus.
Simvastatin therapy did not change this parameter
significantly, as determined by CD69 expression and
IFN-y synthesis in any of the T-lymphocyte
populations and models used.

Conclusions. In these HFH patients, with
absolute LDL receptor deficiency, treatment with
40 mg/day simvastatin did not modify the immune
response but produced an additional reduction in
LDL-cholesterol levels, which may be beneficial for
the management of these high-risk patients.

Key words:
T, Th1 and Tcl lymphocytes. Cytokines. Statins. LPS. Flow
cytometry. Familial hypercholesterolemia.
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Introduccién

La hipercolesterolemia familiar (HF) en una en-
fermedad hereditaria del metabolismo de las lipo-
proteinas causada por alteraciones del receptor de
las lipoproteinas de baja densidad (LDL). El estado
homocigoto es raro, aparece en 1 de cada millén de
personas aproximadamente y se caracteriza por
concentraciones de colesterol en suero de 600-1.000
mg/dl, ademas de la aparicién en edades tempranas
de xantomas tendinosos y cutaneos, arco corneal,
asi como enfermedad arterial coronaria en la infan-
cia. Son pacientes altamente resistentes al trata-
miento con farmacos y dietas, dada la no funciona-
lidad del receptor LDL. La eliminaciéon extra-
corpérea del colesterol, principalmente mediante la
aféresis selectiva de LDL, es el tratamiento que ma-
yores beneficios produce!?. Ultimamente también
se considera el tratamiento combinado con estati-
nas®. Efectivamente, en ratones deficientes de re-
ceptor LDL se ha demostrado que la administracién
de atorvastatina reduce la secrecién hepética de co-
lesterol y de apolipoproteina (apo) B al plasma, dis-
minuyendo la concentracién circulante de coleste-
rol*. En pacientes con hipercolesterolemia familiar
homocigética (HFHo), el tratamiento con dosis de
40 mg/dia o superiores de simvastatina o de ator-
vastatina también produce una reduccion significa-
tiva de la concentracion plasmatica de colesterol
unido a lipoproteinas de baja densidad (cLDL)¢, lo
que se interpreta como resultado de la inhibicién de
la produccién hepéatica de lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL)/LDL. Este efecto seguramen-
te se debe a la fuerte inhibicién de la hidroximetil-
glutaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa, que re-
duciria la disponibilidad de colesterol para la
formacion de las lipoproteinas. Por lo tanto, aparte
de su conocido efecto estimulando la expresion del
receptor LDL, en los pacientes con receptor no fun-
cional las estatinas logran disminuir la hipercoles-
terolemia a través de la inhibicién de la produccién
de lipoproteinas, por lo que también en estos casos
tienen utilidad terapéutica.

El rapido descenso de los episodios cardiovascu-
lares que se consigue tras la instauracion del trata-
miento con estatinas, superior al esperado por la
reduccion de la colesterolemia, ha llevado a sugerir
que su beneficio clinico podria deberse, al menos
en parte, a efectos pleiotrépicos independientes del
colesterol’. A este respecto, son numerosos y de di-
versa naturaleza los efectos que producen las esta-
tinas y que tienen relacion con la enfermedad car-
diovascular de origen aterosclerético®!2.

En cultivos de células mononucleadas de sangre
periférica humana, en nuestro laboratorio demos-
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tramos por primera vez que las estatinas estimula-
ban la enzima caspasa 1 y, consecuentemente, el
procesamiento y secrecién de las interleucinas (IL)
1B e IL-18 por los monocitos®. Esta accién determi-
naba que la secrecién de interferén (IFN) y en res-
puesta a Mycobacterium tuberculosis, como estimu-
lo inmunitario, se multiplicara cuando las células se
incubaban simultaneamente con fluvastatina'®. Es-
tos resultados permitian sugerir que, en determina-
das enfermedades infecciosas, el tratamiento con
estatinas podria estimular una respuesta inflamato-
ria de tipo local, con efectos favorables desde el
punto de vista del control de la infeccion.

En la placa de ateroma se produce una respues-
ta inmunitaria desencadenada por la acumulacion
de LDL modificadas en la intima arterial. El anéli-
sis de los tipos celulares presentes y la expresion de
citocinas ha permitido establecer que durante las
primeras etapas de estria grasa se da una respuesta
inflamatoria de tipo Thl, con expresién de IFN-y e
IL-12; cuando avanza la lesion, a este fenotipo se le
suma uno de tipo Th2, con expresién de IL-4 e IL-
1041, Por su parte, la propia hipercolesterolemia
parece contribuir al equilibrio Th1/Th2 en el orga-
nismo, y se ha comprobado que la alimentacién
con una dieta aterogénica en ratones deficientes de
apo E favorece una respuesta de tipo Th2'¢.

Con estos antecedentes, en el presente trabajo
nos planteamos, en primer lugar, conocer el patrén
de expresion de citocinas de los linfocitos T
CD3+CD8-y CD3+CD8+ en los enfermos con HFHo
que regularmente se tratan con aféresis de LDL en
nuestro hospital y, en segundo lugar, determinar el
efecto del tratamiento combinado con simvastatina
sobre dicho patrén.

Pacientes y métodos

Pacientes con hipercolesterolemia familiar

homocigdtica y controles

El grupo control estd constituido por 9 voluntarios sanos
normocolesterolémicos, con una media de edad de 55 afios. Se
estudié a 2 pacientes con HFHo tratados desde hace mas de 10
afios con aféresis de LDL (Liposorber LA-15, Kaneka), con una
sesion cada 15 dias. El primero de ellos es un varén de 19 afios
(HFHo-1) que es portador en homocigosis de la mutacién en el
receptor LDL FH j....r (N804K)'7; hasta la fecha no presenta
signos de enfermedad cardiovascular. El segundo caso (HFHo-
2) es una mujer de 37 afios, heterocigota compuesta, que pre-
senta las mutaciones D280G (exdn 6) y G528V (exén 11) en di-
cho receptor'®. Esta paciente presenta una insuficiencia
valvular adrtica, pero en el momento del presente estudio su
situacion era estable. Antes de cada sesi6n se les extrajo una
muestra de sangre para los analisis programados. Durante el
periodo basal se tomaron 9 muestras en otras tantas sesiones
de aféresis consecutivas. En todas ellas se realizaron las deter-
minaciones de los parametros lipidicos; en 3 de esas ocasiones
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se analiz6 el perfil de secrecion de citocinas. Sin alterar la pau-
ta de la aféresis de LDL, ambos pacientes se sometieron tam-
bién a tratamiento con simvastatina (40 mg/dia), y se tomaron
muestras de sangre en las 9 sesiones posteriores; en todas ellas
se determinaron los lipidos, mientras que la respuesta inmuni-
taria sélo se analizé en las semanas 6, 12 y 18 de tratamiento
con la estatina. Todos dieron su consentimiento para someter-
se a este estudio, que estaba aprobado por el Comité Etico de
Ensayos Clinicos del Hospital Ramén y Cajal.

Extraccion de sangre y determinaciones bioquimicas

y hematoldgicas

En el momento de la extraccién, ninguno de los individuos
del estudio manifestaba signos de presentar enfermedad infec-
ciosa ni episodio alérgico agudo. La sangre se extrajo por la ma-
fiana en ayunas, salvo en los pacientes HFHo, que se les extrajo
momentos antes de iniciarse la sesion de aféresis. Un tubo seco
se destiné para la analitica general en suero, que se realiz6 con
un autoanalizador Hitachi modelo 737. Un segundo tubo de
sangre se destiné para el recuento de células sanguineas, que se
realiz6 con un equipo Coulter modelo H-6000. Otra alicuota se
recogi6 sobre écido etilendiaminotetraacético (EDTA)-Na, para
la separacion del plasma y valoracién de los parametros lipidi-
cos, a saber, colesterol total y triglicéridos totales mediante mé-
todos enzimaticos colorimétricos (Menarini) en un autoanaliza-
dor RA-1000 (Menarini Diagnésticos) y apo A-I, apo B-100 y
lipoproteina(a) mediante nefelometrfa Behring Nephelometer
Analyzer BNA-150 (Dade Behring). Para la determinacién de co-
lesterol unido a lipoproteinas de alta densidad (cHDL), el plas-
ma se precipité con acido fosfowolframico-Mg (Roche). La con-
centracién de colesterol en LDL (cLDL) se calculé con la
formula de Friedewald. Finalmente, se recogi6 un tubo de san-
gre de 10 ml con heparina de sodio como anticoagulante, que se
destin6 al estudio de la respuesta inmunitaria linfocitaria.

Estudio del perfil Th1-Th2 y Tc1-Tc2

La sangre recogida sobre heparina se diluy6 1:1 con RPMI
1640 (Gibco) en tubos estériles, a uno de los cuales se adicioné
1 ug/ml de ionomicina (Sigma) para producir la apertura de
los canales de calcio, 25 ng/ml de PMA (Sigma) para activar la
proteina C cinasa, y 10 pg/ml de brefeldina A (Sigma). La bre-
feldina A es un metabolito de origen fungico que impide el
transporte anterégrado desde el reticulo endopldsmico al Gol-
gi, impidiendo de esta forma la salida de la célula de las prote-
fnas que se sinteticen. Con todo ello se consigue la activacién
méxima de los linfocitos T y se posibilita el estudio de las pro-
teinas sintetizadas mediante citometria de flujo. Como control
se destina otro tubo en las mismas condiciones pero que no
contiene ionomicina ni PMA. Ambos son incubados durante 4
h a 37 °C en un incubador con CO, al 5%.

Activacion con lipopolisacdrido (LPS)

Inmediatamente después de la extraccion, la sangre se dis-
tribuyé en placas multipocillo y se mezcl6 1:1 con medio
RPMI 1640 (Gibco) que contenia suero bovino fetal al 10%
(Myoclone), 100 U/ml de penicilina, 100 U/ml de estreptomici-
na y 100 pg/ml de gentamicina (Gibco). Para activar las célu-
las, a uno de los pocillos se afiadié LPS (500 ug/ml) (Difco La-
boratories), mientras que otro se dejé intacto y servia como
control de las células en reposo. Las placas se mantuvieron du-
rante 8 h a 37 °C en un incubador de CO, al 5%. Justo 4 h an-
tes de finalizar el tiempo de incubacion previsto, se afiadieron
10ug/ml de brefeldina A (Sigma). La acumulaci6n intracelular
de citocinas se analiz6 mediante citometria de flujo.
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Marcacion en superficie de linfocitos
y determinacion de citocinas intracelulares

para su estudio por citometria de flujo

Tanto la sangre empleada para el estudio del perfil Th1/Th2
y Tc1/Tc2 como la incubada con LPS se procesaron de la mis-
ma forma. Se tomaron 100 pl de la muestra y se incubaron con
los anticuerpos frente a antigenos de superficie anti-CD3 mar-
cado con APC y anti-CD8 marcado con Per-CP (Becton Dickin-
son); tras fijar, lavar y permeabilizar (Intrastain, Dako), se in-
cubaron con anticuerpos frente a antigenos intracelulares
anti-IFN-y marcado con FITC y anti-CD69 marcado con PE
(Becton Dickinson) en el caso de la sangre activada con LPS.
Para el estudio del perfil Th/Tc, un tubo se incub6 con los anti-
cuerpos anti-IL-2 marcado con FITC y anti-CD69 marcado con
PE (Becton Dickinson) y otro con los anticuerpos anti-IFNy
marcado con FITC y anti-IL-4 marcado con PE (Becton Dickin-
son). Se volvié a lavar y finalmente se resuspendieron las célu-
las en paraformaldehido para dejarlas fijadas. Se mantuvieron
en la camara fria a 4 °C hasta pasarlas por el citémetro, lo cual
siempre era antes de que transcurrieran 24 h desde la marca-
cion,

Adquisicién y andlisis por citometria de flujo

Se utilizé un citémetro FACScalibur (Becton Dickinson)
provisto de 2 laseres, que permite detectar 4 fluoréforos simul-
taneamente. Se adquirieron 10.000 linfocitos T, seleccionados
por ser CD3+. A partir de ahi se seleccionaron las células CD8-
(que corresponden mayoritariamente a las CD4+, es decir, lin-
focitos T colaboradores o Th) y las células CD8+ (que corres-
ponden a los linfocitos T citoliticos o Tc) y se analizo en ellas
la expresién de los pares de antigenos IFN-y/CD69, IL-2/CD69
e IFN-y/IL-4, segun el caso. En todos los casos se determiné el
namero de células que expresaba cada uno de esos antigenos
en respuesta a la activacion (LPS o ionomicina-PMA), tras ha-
ber fijado el dintel en la primera década de fluorescencia con
ayuda de los correspondientes isotipicos. En las muestras de
sangre no sometidas a la activacién, el porcentaje de células
que superaba dicho umbral era insignificante. La adquisicién
y el andlisis se realiz6 con el programa Cell Quest (Becton Dic-
kinson).

Andlisis estadistico

Los datos se presentan como media + desviacién estandar.
Las comparaciones entre grupos se realizaron mediante ANO-
VA (ANalysis Of VAriance between groups) seguido del test de
Student-Neuman-Keuls. El efecto del tratamiento con simvas-
tatina se analiz6 mediante la t de Student. Todos los célculos
se efectuaron con el programa Statgraphics plus (Statistical
Graphics Corporation).

Resultados

Concentraciones plasmadticas de lipidos
y apolipoproteinas

Como se observa en la tabla 1, los 2 enfermos
con hipercolesterolemia familiar homocigética
(HFHo-1 y HFHo-2) presentaron, en el conjunto de
las 9 ocasiones analizadas en el perfodo basal, con-
centraciones de colesterol total, cLDL y apo B-100
muy elevadas con respecto al grupo control. Hay
que tener en cuenta que las muestras corresponden
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Tabla 1. Concentraciones de lipidos
y apolipoproteinas en plasma (mg/dl)

| HFHo-1 (n=9) | HFHo-2 (n=9) | C(n=9)
Colesterol 421,6 + 35,7 4876 +21,22 194,1 +20,9*
Triglicéridos 72,6 + 54,4 86,0294 116,0 68,7
cHDL 53,1 +4,3 453 +3,7* 43,4+ 11,039
cLDL 3559 £ 28,78 432,2 +26,7% 127,6 + 18,42
Apo A-1 120,5 « 8,2 116,4 + 8,3 125,4 + 18,5
Apo B-100 1935+ 15,08* 237,4+22,18@ 958 +11,9°

Medias + desviacién estandar. Los resultados se analizaron mediante
ANOVA y test de Student-Neuman-Keuls. HFHo: hipercolesterolemia
familiar homocigética, casos 1y 2; C: controles.

“Diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

al momento justo antes de la aféresis de LDL; por
lo tanto, se puede considerar que ésas son las con-
centraciones maximas que alcanzaban con esta
pauta de tratamiento bisemanal con aféresis. En
cuanto a las concentraciones de cHDL y apo A-1,
las diferencias son poco destacables (tabla 1).

Petfiles Th1/Th2 y Tc1/Tc2 en los grupos estudiados

Las proporciones de las distintas poblaciones de
linfocitos T en sangre se muestran en la tabla 2. Se
puede observar que en todos los casos la poblacién
de linfocitos T colaboradores (Th) (CD3+CD8-) fue
mayoritaria con respecto a la de citoliticos (Tc)
(CD3+CD8+). En el paciente HFHo-1 estas propor-
ciones fueron muy similares a las observadas en
los controles, mientras que la paciente HFHo-2
presentaba una proporcion de linfocitos CD8+ au-
mentada, en detrimento de los CD8-.

Para analizar el tipo de respuesta, la sangre se
activd maximamente con ionomicina y PMA. Se
determiné la expresion de CD69 como marcador
de activacion de los linfocitos. Como se muestra en
la tabla 3, en los pacientes con HFHo y en los con-

Tabla 2. Porcentaje de células CD8- y células CD8+
con respecto al total de linfocitos T (CD3+) en
individuos controles, asi como en pacientes con
hipercolesterolemia familiar homocigética (HFHo)
antes (basal) y durante el tratamiento con
simvastatina

| HFHo-1 (n=3) | HFHo-2 (n = 3) | C(n=9)

Basal

CD8-/CD3+ 69,12+0,35 54,68 +0,83 63,93 +9,54

CD8+/CD3+ 30,44 +0,35 44,63+1,02 3525+941
Simvastatina

CD8-/CD3+ 68,72 +0,81 50,72 + 1,07

CD8+/CD3+ 30,33+0,33 48,28 +0,77

Medias + desviacién estandar.
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troles, la suma de las células CD8- y CD8+ que ex-
presaban el marcador CD69 alcanzaba practica-
mente el 100% de las células CD3+, lo que muestra
que todos los linfocitos T (CD3+) se activaron por
accién de aquellos agentes. En todos los casos, el
numero de linfocitos T CD8- activados fue supe-
rior, practicamente el doble, que el de CD8+, lo que
se corresponde con las proporciones de estas célu-
las que se detectan en sangre.

La IL-2 se estudi6 por su interés como factor ne-
cesario para la proliferacion de los linfocitos T. En
el grupo control, los linfocitos colaboradores
(CD8-) que sintetizaban IL-2 en respuesta a iono-
micina y PMA representaban el 15% de los linfoci-
tos T (CD3+), mientras que los linfocitos T citoliti-
cos (CD8+) contribuian en menos del 4% (tabla 3).
En los pacientes con HFHo, especialmente en el
caso 1, la proporcién de linfocitos T sintetizadores
de IL-2 fue muy baja (en total, 3 y 12,4%, respecti-
vamente), lo que podria indicar una capacidad de
respuesta inmunitaria disminuida en estos indivi-
duos con respecto a los controles (18,7%) (tabla 3).

La sintesis de IFN-y se estudi6 por ser marcador
de la respuesta inflamatoria, Thl o Tcl, mientras
que la TL-4 se considera un marcador de la res-
puesta inmune humoral, Th2 o Tc2. En los contro-
les, los linfocitos T que sintetizaron IFN-y en res-
puesta a PMA mads ionomicina fue de un 14%
aproximadamente con respecto al total, de los cua-
les el 6% correspondia a los colaboradores (CD8-)
y el 8%, a los citoliticos (CD8+) (tabla 3). En cuan-
to a los pacientes, destaca que HFHo-1 presentara
un porcentaje de linfocitos T sintetizadores de IFN-y
muy bajo, menos del 2% en total, mientras que en
HFHo-2 los datos fueron muy similares a los halla-
dos en los controles (tabla 3).

En cuanto a la sintesis de IL-4, los porcentajes de
células positivas para dicha interleucina fueron muy
bajos, sin diferencias dignas de mencién entre los
grupos (tabla 3). En todos los casos el porcentaje de
células sintetizadoras de IL-4 fue inferior que el de
IFN-y, tanto en los linfocitos colaboradores como en
los citoliticos, por lo que puede considerarse que en
todos ellos la respuesta fue tipicamente inflamato-
ria, Thl y Tcl, con secrecion de TFN-y.

Activacion de la sangre con LPS

La adicién conjunta de ionomicina y PMA se
emplea experimentalmente para activar méaxima-
mente los linfocitos T, pero dichos agentes no son
estimulos fisiolégicos. Para acercarnos a la res-
puesta que se podria producir ante una infeccion,
procedimos también a incubar la sangre en presen-
cia de LPS, antigeno de las bacterias gramnegati-
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Tabla 3. Expresion de CD69 e interleucinas
intracelulares en los linfocitos T de sangre en
respuesta a ionomicina y PMA

HFHo-1 (n=3) HFHo-2 (n=3) C(n=9)
CD69, CD8- 70,6 £ 0,85 62,3+0,84 69,2 + 8,60
CD69, CD8+ 29,2 +1,02 37,3+0,77 29,7 + 8,43
IL-2, CD8- 2,69 + 2,07 10,8 + 1,70 15,0 £ 15,4
IL-2, CD8+ 0,28 + 0,23 1,55 £ 0,20 3,71 +4,52
IFNy, CD8- 0,88 + 0,84 6,33 + 3,49 6,08 + 5,62
IFNy, CD8+ 0,67 £ 0,56 10,5 £ 5,03 8,12 +7,37
IL-4, CD8- 0,24 £ 0,14 1,46 = 0,91 1,70 + 2,08
IL-4, CD8+ 0,05 0,03 0,40 £ 0,16 2,08 + 3,20

Medias + desviacién estandar. HFHo: hipercolesterolemia familiar ho-
mocigdtica, casos 1y 2; C: controles.

Los datos corresponden al porcentaje de células positivas para cada
marcador medido en linfocitos T CD8- (colaboradores) y en CD8+ (ci-
toliticos), con respecto al total de células CD3+ (linfocitos T).

vas, y se estudié la expresion de CD69 e IFN-y.
Como muestra la tabla 4, la activacién de los linfo-
citos que se consiguié con este estimulo fue marca-
damente inferior que con ionomicina y PMA. Con
LPS, el nimero de células CD3+ que expresaban
CD69 en ningtin caso superaban el 50% del total,
que es menos de la mitad que con ionomicina y
PMA (tabla 3). Independientemente de ello, la esti-
mulacién de los linfocitos T colaboradores y de los
citoliticos era equivalente, pues los porcentajes de
los que expresaban CD69 estaban en proporcién
con su abundancia relativa en sangre.

La expresi6n de IFN-y también fue inferior con
LPS que con ionomicina y PMA, y en ningtn caso
se super6 el 2% del total de linfocitos T (tabla 4).
Hay que sefalar que, al igual que ocurria con iono-
micina y PMA, en el caso de la paciente HFHo-2 el
porcentaje de linfocitos T CD8+ sintetizadores de
IFN-y era superior que el de CD8-, lo que puede in-

Tabla 4. Expresion de CD69 e IFN-y en los linfocitos T
de sangre incubada en presencia de LPS durante 8 h

HFHo-1 (n = 3) | HFHo-2 (n = 3) C(n=9)
CD69, CD8- 32,9 £2,86 22,4 +6,78 179 + 14,2
CD69, CD8+ 16,0 + 3,05 22,6 +7,24 13,0 £ 10,1
IFN y, CD8- 0,10+ 0,032 0,48 +0,212 0,17 +0,122
IFN y, CD8+ 0,08 + 0,032 1,12 £ 0,012 0,16 + 0,172

Los datos corresponden al ntimero de células positivas para cada mar-
cador medido en linfocitos T CD8- (colaboradores) y en CD8+ (citoliti-
cos), expresado en porcentaje con respecto al total de células CD3+
(linfocitos T; medias + desviacion estandar). Los resultados se analiza-
ron mediante ANOVA y test de Student-Neuman-Keuls. HFHo: hiper-
colesterolemia familiar homocigética, casos 1y 2; C: controles.
“Diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).
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dicar una mayor sensibilizacién al LPS en este
caso.

Efecto del tratamiento con simvastatina

en los pacientes con hipercolesterolemia familiar
homocigdtica sobre los pardmetros lipidicos

en plasma v el perfil de respuesta inmunitaria

El tratamiento con 40 mg/dia de simvastatina
produjo un descenso significativo en las concentra-
ciones de colesterol total, cLDL y apo B-100 en am-
bos pacientes (fig. 1). En cLDL concretamente, este
descenso fue de unos 80 mg/dl en promedio, lo que
demuestra la efectividad del tratamiento combina-
do de la aféresis de LDL y simvastatina para el con-
trol de la colesterolemia en estos pacientes con
HFHo. Por su parte, las concentraciones de cHDL
y de apo A-I no se modificaron apreciablemente
por el tratamiento con la estatina (fig. 1).

El tratamiento con simvastatina no modificé las
proporciones de linfocitos T colaboradores y citoli-
ticos con respecto a la situacién basal. Durante el
tratamiento estos porcentajes fueron en HFHo-1:
CD8-, 68,7 = 0,5% y CD8+, 30,3 + 0,2%; y en
HFHo-2: CD8-, 50,7 + 0,8% y CD8+, 48,3 + 0,5%.
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Los resultados del estudio de los perfiles Th1/Tcl y
Th2/Tc2 se muestran en la figura 2. Los datos del
perfodo basal en esta figura corresponden a los ya
comentados en los apartados anteriores, cuando se
comparaban con el grupo control. Como puede ob-
servarse, en funcién de los resultados de expresion
de CD69, el tratamiento con simvastatina no modi-
fic6 la activacién méaxima inducida por ionomicina
y PMA, tanto en linfocitos T CD8- como CD8+, en
ninguno de estos 2 pacientes con HFHo (fig. 2).

En cuanto a la sintesis de citocinas, en el pa-
ciente HFHo-2 el tratamiento con simvastatina
no alterd la capacidad de sintesis de IL-2 e IFN-y
en ningun tipo de linfocitos T (fig. 2). En el pa-
ciente HFHo-1, que partia de unos valores basa-
les realmente bajos, el tratamiento increment6 el
namero de linfocitos sintetizadores de estas cito-
cinas, especialmente IFN-y, aunque la alta varia-
bilidad y el pequefio nimero de muestras toma-
das en cada periodo impide apreciar diferencias
estadisticamente significativas (fig. 2). De todos
modos, puede decirse que, en este paciente, du-
rante el periodo de tratamiento con simvastatina
se restableci6 la capacidad de respuesta inmuni-
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taria a niveles comparables a los de los contro-
les.

Por tltimo, se analiz6 la respuesta de la sangre
al LPS, cuyos resultados se muestran en la figura 3.
El tratamiento con simvastatina durante 18 sema-
nas no produjo cambios en el nivel de activacion,
determinado como expresién de CD69, ni en la sin-
tesis de IFN-y en ninguno de los tipos de linfocitos
T (fig. 3), por lo que puede concluirse que en estos
2 pacientes con deficiencia de receptor LDL en
condicién homocigdtica, el tratamiento con sim-
vastatina a dosis de 40 mg/dia no perturba la res-
puesta inmunitaria.

Discusién

Esté plenamente aceptado que la arteriosclerosis
es una enfermedad de carécter inflamatorio, y que
las células de la respuesta inmunitaria, tanto inna-
ta como adaptativa, y los mediadores que segregan
participan en la iniciacién, el crecimiento y la rotu-
ra de la las placas ateromatosas. La hipercolestero-
lemia es un factor de riesgo causal de la ateroscle-
rosis, y su control reporta claramente beneficios en
cuanto a la aparicién de episodios clinicos de ori-

35

gen isquémico. En este contexto, en el presente tra-
bajo nos planteamos, en primer lugar, analizar el
perfil de sintesis de citocinas en los linfocitos T
sanguineos en 2 pacientes con HFHo, con defecto
en el receptor LDL, que estan siendo tratados con
aféresis de LDL. Mediante estimulaciéon con iono-
micina y PMA, se analiz6 la expresion méaxima de
diversas citocinas. En ningdn caso se observé una
sintesis de IL-4 digna de mencién, pero si de IFN-y,
por lo que en todos ellos los linfocitos T estaban
programados para una respuesta de tipo Th1-Tcl.
Los pacientes con HFHo aqui estudiados esta-
ban siendo tratados periédicamente con aféresis
de LDL, y aun asi presentaban picos de hiperco-
lesterolemia. En estas condiciones basales, uno de
ellos presentaba un patrén de secrecién de citoci-
nas totalmente equiparable a la de los controles,
mientras que el otro lo tenia francamente dismi-
nuido, tanto cuando se analizé en respuesta a io-
nomicina y PMA como a LPS. Dicho paciente no
mostraba signos clinicos de inmunodepresion, es
el mas joven de los 2 y tampoco presenta signos
de aterosclerosis, por lo tanto desconocemos la
causa de dicho perfil. Rovers et al'” determinaron
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Figura 3. Efecto del tratamiento con simvastatina en la res-
puesta al LPS en sangre de pacientes con hipercolesterolemia
familiar homocigética sometidos a aféresis de LDL. HFHo-1:
caso 1; HFHo-2: caso 2. Los datos (medias + desviacion estan-
dar) corresponden al niimero de células positivas para cada
marcador medido en linfocitos T CD8- (colaboradores) (linea
continua) y en CD8+ (citoliticos) (linea punteada), expresado
en porcentaje con respecto al total de linfocitos T, observados
en sangre incubada en presencia de LPS. El tratamiento con
simvastatina (40 mg/dia) se prolongé durante 18 semanas. Me-
dias + desviacion estandar de 3 muestras obtenidas en cada
periodo de estudio: basal (b) y simvastatina (simv).

la produccién de IL-1B y de factor de necrosis tu-
moral alfa (TNF-0)) en células mononucleadas de
sangre periférica (PBMC) procedentes de 3 pa-
cientes con HFHo tras la estimulacién con LPS y
observaron que, con respecto a sus familiares he-
terocigotos, no habia diferencias significativas en
dicha respuesta, y tampoco las habia en cuanto a
las concentraciones plasmaticas de dichas citoci-
nas. Otros autores han estudiado la capacidad de
produccién de citocinas in vitro de las células san-
guineas de individuos con hipercolesterolemia (no
HFHo) en respuesta al LPS, y los resultados son
contradictorios?*?. Por lo tanto, los resultados no
permiten concluir que la hipercolesterolemia en
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humanos comprometa la capacidad de respuesta
inmunitaria.

En animales de experimentacién los resultados
difieren. Asi, los ratones con deficiencia de receptor
LDL (LDLR-/~) o de apo E (apo E-/~) son muy sus-
ceptibles a la infeccién por hongos® y bacterias in-
tracelulares?*?, También son mas susceptibles a la
infeccién por virus?®, lo que se ha atribuido a la me-
nor capacidad de defensa a cargo de los linfocitos T
CD8+%. De hecho, se ha observado que la adminis-
tracion de una dieta hipercolesterolémica a ratones
deficientes de apo E que promueve la diferenciacion
de tipo Th2'¥, lo que reduciria la respuesta de los lin-
focitos T citoliticos ante la infeccion.

Las estatinas ejercen acciones inmunomodula-
doras. En nuestro laboratorio se describié por pri-
mera vez que las estatinas in vitro activan la caspa-
sa 1 en PBMC de humanos y, como consecuencia,
estimulan la secrecion de IL-1B y de IL-18 y, secun-
dariamente, también la de IFN-y!3. Posteriomente,
Kiener et al’’ han corroborado estos resultados en
lo que respecta a la secrecién de IL-1p, y Neuhaus
et al'? en cuanto al aumento de la produccién de
IFN-y por efecto de la simvastatina. Ademas de es-
tos efectos que pueden considerarse proinflamato-
rios, las estatinas ejercen in vitro también efectos
de tipo antiinflamatorio, como la disminucién de
la produccién de TNF-a'*? y la inhibici6n de la ex-
presion del complejo MHC-IT inducido por TEN-y.
Por lo tanto, el efecto neto de las estatinas en el
equilibrio Th1/Th2 es dificil de predecir.

En animales de experimentacion, los efectos de
las estatinas parecen mas homogéneos. En mode-
los de encefalomielitis autoinmunitaria experimen-
tal (EAE), una enfermedad del sistema nervioso
central de tipo inflamatorio mediada por los linfo-
citos T CD4+, se ha observado que la administra-
cién de atorvastatina o de lovastatina reduce la ex-
presién de MCH-II y la secrecién de citocinas Thi
(IL-2, IL-12, IFN-y y TNF-0,), mientras que incre-
menta la de citocinas Th2 (IL-4, IL-5 e IL-10)*%,
En humanos, los datos de que se dispone acerca de
los efectos inmunomoduladores de las estatinas
son mds limitados. Por un lado, el tratamiento con
simvastatina reduce las concentraciones plasmati-
cas de PCR y TNF-0?!, asi como los de IL-8 y prote-
fna quimiotactica de monocitos (MCP-1)*?, mien-
tras que existe polémica sobre los de IL-63-. En lo
que respecta a la produccion in vitro de citocinas
por las PBMC estimuladas con LPS, de nuevo hay
resultados contradictorios, pues Rosenson et al3*
comunicaron que el tratamiento in vivo con pra-
vastatina reduce la producciéon de TNF-o y de IL-6,
mientras que de Bont et al*! no observan cambios
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en la produccién de TNF-o, IL-6 ni IL-1fB, y
Morschladt et al??, tampoco en la secrecién de
TNF-o. e IL-10.

Nosotros quisimos contribuir a este estudio
analizando los efectos del tratamiento con simvas-
tatina en los pacientes con HFHo sometidos regu-
larmente a aféresis de LDL. A pesar de que el tra-
tamiento combinado fue muy eficaz en lo que
respecta a la reduccién de la hipercolesterolemia,
en el perfil de produccién de citocinas no observa-
mos efectos consistentes en los 2 pacientes. De he-
cho, en el paciente HFHo-2, que en la situacién
basal mostraba un perfil muy similar al de contro-
les (tablas 3 y 4), el tratamiento con simvastatina
durante 4,5 meses no lo modificé (figs. 2 y 3). El
paciente HFHo-1 partia de una situacién con una
capacidad de produccién de citocinas muy dismi-
nuida, tanto en respuesta a la ionomicina y PMA
como al LPS (tablas 3 y 4). Pues bien, el trata-
miento con simvastatina incrementé esta respues-
ta, tanto en los linfocitos T colaboradores (Th)
como en los citoliticos (Tc) (figs. 2 y 3). Hay que
senalar que este aumento afect6 a todas las citoci-
nas examinadas -IL-2 e IFN-y-, reflejando una me-
jorfa en la funcionalidad de la respuesta inmunita-
ria global. Este resultado estd en linea con la
variedad de efectos inflamatorios y antiinflamato-
rios que ejerce la simvastatina in vitro'2. De todas
formas, debemos reconocer las limitaciones del
presente estudio en cuanto al niimero de casos y la
extension del tratamiento, por lo que hay que es-
perar a poder ampliar estos estudios para extraer
conclusiones definitivas.
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