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Introduccion

Las enfermedades cardiovasculares contintan
siendo la primera causa de muerte en los paises
industrializados'. En los tltimos 30 afios, diversos
estudios epidemioldgicos y prospectivos han iden-
tificado una serie de factores de riesgo implicados
en el desarrollo y la progresion de la aterosclero-
sis, entre los que destacan los valores elevados de
colesterol ligado a lipoproteinas de baja densidad
(cLDL) y las bajas concentraciones de colesterol li-
gado a lipoproteinas de alta densidad (cHDL)?. Las
estatinas, inhibidores de la hidroximetil-glutaril
CoA reductasa, han demostrado ser muy eficaces
para corregir las anomalias del perfil lipidico y re-
ducir la mortalidad asociada’. Sin embargo, en un
porcentaje elevado de casos no se consigue reducir
el cLDL a los valores deseados con estatinas solas®,
lo que, junto con la preocupacion creciente sobre
los efectos adversos que pueden derivarse de la
combinacién de éstas con los fibratos, hace muy
necesaria la busqueda de nuevas aproximaciones
terapéuticas. Por otra parte, resulta evidente que
el tratamiento y la prevencién de la enfermedad
aterosclerética debe implicar no sélo la correccién
de los factores de riesgo, sino también el control
farmacolégico directo de los procesos que tienen
lugar dentro de la propia pared arterial. Entre es-

Correspondencia: Dra. M. Alegret.

Unidad de Farmacologia y Farmacognosia. Facultad de Far-
macia.

Avda. Diagonal, 643. 08028 Barcelona. Espafia.

Correo electrénico: alegret@farmacia.far.ub.es

Recibido y aceptado el 5 de junio de 2003.

250 Clin Invest Arterioscl 2004;16(6):250-61

tos procesos, resulta fundamental la acumulacién
de ésteres de colesterol en los macroéfagos y las
células musculares lisas, mediada por la enzima
acil-CoA:colesterol aciltransferasa (ACAT)’, cuya
inhibicién constituye una interesante diana tera-
péutica, ya que limitarfa el desarrollo de la placa
de ateroma; ademas, debido a la participacion de
la ACAT en el ensamblaje de quilomicrones y lipo-
proteinas de muy baja densidad (VLDL)®, los inhi-
bidores de la ACAT tendrian efectos beneficiosos
sobre el perfil lipidico. Por todo ello, este grupo de
farmacos es uno de los més prometedores entre
las nuevas opciones terapéuticas para la reduccién
del riesgo cardiovascular que se investigan en la
actualidad™®.

ACAT

La ACAT (EC 2.3.2.26) cataliza la formacién de
ésteres de colesterol a partir de colesterol libre y
acil-CoA, procedentes de 4cidos grasos de larga ca-
dena. La actividad ACAT esta implicada en diversos
procesos fisiolégicos (fig. 1): en primer lugar, es ne-
cesaria para el almacenamiento de ésteres de coles-
terol en el citoplasma celular. Aunque la esterifica-
cién es un proceso destinado a evitar un exceso de
colesterol libre, que resultaria téxico para la célula,
la acumulacién de ésteres de colesterol en macro-
fagos y células musculares lisas conduce a la for-
macién de células espumosas, un proceso clave en
el desarrollo de estrfas grasas y de la placa ateros-
clerética’.

En segundo lugar, la formacién de ésteres de co-
lesterol por accién de la ACAT esta implicada en el
ensamblaje y la secrecion de lipoproteinas que con-
tienen apolipoproteina (Apo) B°. La sintesis de
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Figura 1. Funciones de la enzi-
ma acil coenzima A:colesterol
aciltransferasa (ACAT) en cé-
lulas de la mucosa intestinal,

Célula de la mucosa intestinal

hepatocitos y macréfagos hu-

manos. El colesterol procedente EC
de la dieta se absorbe en forma
libre (CL), pero en el interior de
las células intestinales se reeste- cL

rifica por accién de la ACAT2.
Los ésteres de colesterol forma-
dos (EC) se ensamblan con tri-
glicéridos (TG) para formar los
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quilomicrones (QM), que son
exportados. Tras su degrada-
ciéon por la lipoproteinlipasa,
los QM remanentes (QMr) son
captados por las células hepati-
cas a través de receptores como
el receptor de lipoproteinas de
baja densidad (LDL) (LDLR).
En el hepatocito, los EC son hi-
drolizados por la hidrolasa de
ésteres de colesterol lisosomal
(CEH), forméandose de nuevo
CL. Este es reesterificado por la
ACAT (en el higado humano la
isoforma mayoritaria es la
ACAT1), y se forman EC, que se
ensamblan con fosfolipidos
(PL), TG vy apolipoproteina
(Apo) B, originando las lipopro-
teinas de muy baja densidad
(VLDL). Una vez secretadas, és-

Hepatocito

++N>

tas se transforman en LDL, que,
después de experimentar modi-

ficaciones oxidativas (LDLox), pueden ser captadas por receptores scavenger del macréfago (SRA, CD36). Una vez en el interior del
macro6fago, los EC que aportan las LDLox se hidrolizan por la CEH y originan CL. Para evitar la acumulacién de CL, que es citotoxi-
co, éste es de nuevo esterificado y almacenado en el citosol en forma de EC. En el interior de los macréfagos y los hepatocitos, el co-
lesterol entra en un ciclo de esterificacion/hidrélisis, procesos catalizados por la ACAT y por la hidrolasa neutra de EC (CEHN), cono-

cido como “ciclo de los ésteres de colesterol”.

VLDL implica la asociacién de ésteres de coleste-
rol, triglicéridos y fosfolipidos con Apo B, gracias a
la accién facilitadora de la proteina microsomal
transferidora de triglicéridos (MTP). Un aporte in-
suficiente de lipidos provocaria la degradacién de
la Apo By, como consecuencia, un bloqueo del en-
samblaje y secrecion de VLDL!.

Finalmente, en el intestino delgado, la ACAT de-
sempefa un papel importante en la absorciéon de
colesterol de la dieta®. Aunque el colesterol se ab-
sorbe en forma no esterificada, una vez en el inte-
rior de las células de la mucosa intestinal, se pro-
duce la reesterificacion de la molécula, lo que
permite la incorporacién de los ésteres de coleste-
rol en los quilomicrones. Por tanto, la accién de la
ACAT en las células intestinales crea un gradiente
que favorece la difusién de colesterol libre a través
de la membrana del enterocito'.
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La actividad ACAT puede ser regulada por diver-
sos mecanismos: disponibilidad de sustrato, acti-
vacién/inactivacion, efectos viscotrépicos y modi-
ficaciones en la cantidad de enzima'?. El primero
de estos mecanismos, la regulacién por colesterol,
se ha demostrado tanto in vivo como in vitro. Asi,
en fibroblastos humanos y células CHO, la activi-
dad ACAT resulta estimulada tras la adicién de
LDL o de 25-hidroxicolesterol, por un mecanismo
que no implica un aumento de la sintesis protei-
cal¥5, De igual modo, en animales de experimen-
tacién alimentados con dietas ricas en colesterol,
se observan aumentos en la velocidad de sintesis
de ésteres de colesterol y en la actividad ACAT'.
Parece ser que la regulacién de la actividad ACAT
por sustrato se produce principalmente por un
mecanismo alostérico!” y no transcripcional, ya
que en el promotor del gen correspondiente no se
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han identificado elementos de respuesta a este-
roles's,

Después de diversos intentos fallidos de purifi-
car la enzima, en 1993 se cloné por primera vez el
gen de la ACAT humana'. Tan sélo 3 afios después,
se obtuvieron ratones deficientes en este gen®. A
partir del estudio de estos animales se lograron
conclusiones sorprendentes. Asi, aunque los rato-
nes ACAT" presentaban una marcada disminucién
en la capacidad de esterificar colesterol en macré-
fagos peritoneales, fibroblastos y glandulas adrena-
les, la absorcién intestinal de colesterol y la activi-
dad ACAT hepatica eran normales. Estos hallazgos
fueron uno de los primeros indicios de que podian
existir distintos subtipos de ACAT. La confirmacién
de estas sospechas llegé en 1998, cuando 3 grupos
distintos anunciaron la clonacién de un segundo
gen, denominado ACAT2*'3, mientras que el gen
originalmente clonado por Chang et al en 1993
pasé a denominarse ACAT1. La secuencia de la
ACAT2 presenta muy pocas similitudes con la
ACAT1 en los primeros 100 aminoacidos del extre-
mo aminoterminal, pero el resto de la secuencia
presenta una homologia del 60%?'. Ambas son pro-
tefnas integrales de membrana, presentan multi-
ples dominios transmembrana, y se localizan ma-
yoritariamente en el reticulo endoplasmatico®. Sin
embargo, parece ser que la orientacién en la mem-
brana difiere para cada isoforma. Asi, la ACAT1
presenta el extremo aminoterminal, donde se sitda
el residuo cataliticamente activo, localizado en el
citosol y el extremo carboxiterminal orientado ha-
cia el lumen del reticulo endoplasmatico®. En
cambio, el residuo de serina necesario para la acti-
vidad del enzima ACAT?2 (Ser,,,) esta localizado en
la parte luminal del reticulo endoplasmatico®.

También hay claras diferencias respecto a la dis-
tribucién tisular. ACAT1 es ubicua, se ha hallado en
la mayoria de tipos celulares estudiados, y presenta
los mayores valores de expresién en adrenales, ma-
créfagos y glandulas sebaceas?’. Es interesante des-
tacar que esta isoforma también se expresa en le-
siones ateroscleréticas humanas, principalmente
en células espumosas derivadas de macréfagos?.
En cambio, la expresion de la ACAT2 se encuentra
restringida al intestino delgado y al higado; asf,
tanto en humanos como en primates y en raton,
ACAT?2 es la principal isoforma en células del intes-
tino delgado?”*%, La expresion de las 2 isoformas
de la ACAT en células hepéticas es variable, segtin
la especie. En ratén y primates no humanos,
ACAT2 es la isoenzima mayoritaria, mientras que
en hepatocitos humanos adultos ACAT1 es la prin-
cipal isoforma?’.
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La distinta topologia y distribucién celular que
presentan ACAT1 y ACAT2 favorece la hipétesis de
que cada isoforma evolucion6 para realizar funcio-
nes distintas en la célula (fig. 2). Segin este mode-
10%6?7, la ACAT1, cuyo centro activo estd orientado
hacia el citosol, actuaria principalmente en la sin-
tesis de ésteres de colesterol que serian almacena-
dos en forma de goticulas lipidicas citosélicas. Asf,
en macréfagos humanos, donde la ACAT1 es la
principal isoforma, esta enzima desempefia un im-
portante papel en la acumulacién de ésteres de co-
lesterol y en la formacién de células espumosas. En
cambio, la funcién de la ACAT2, expresada princi-
palmente en células intestinales y hepéticas, se re-
lacionaria con la produccién de ésteres de coleste-
rol destinados al ensamblaje de lipoproteinas que
contienen Apo B. Un modelo quizd mas realista es
el propuesto por Chang et al'®, segtin el que ACAT1
y ACAT2 actuarian de forma concertada en el en-
samblaje y sintesis de quilomicrones y VLDL.

Mecanismos de accién de los inhibidores de la
ACAT. Estudios en ratones deficientes en ACAT

El papel fundamental de la actividad ACAT, en
los diversos procesos fisiolégicos anteriormente
mencionados, ha impulsado la busqueda de agen-
tes capaces de inhibir esta actividad enzimatica,
que podrian actuar en 3 lugares diferentes (fig. 3)*":

1. En el intestino, donde impedirfan la correcta
absorcion del colesterol de la dieta.

2. En el higado, donde reducirian la sintesis de
VLDL, posiblemente mediante una reduccién en la
secrecién de Apo B. Por otro lado, la inhibicién de
la ACAT hepiética favoreceria la eliminacién de co-
lesterol al aumentar el pool de colesterol libre que
puede ser excretado en la bilis, directamente o tras
su conversion en acidos biliares.

3. En las células de la pared arterial, la inhibi-
cién de la ACAT impediria la acumulacién de éste-
res de colesterol y, por tanto, reduciria la forma-
cién de células espumosas. A diferencia de los
anteriores, este mecanismo constituirfa un efecto
antiaterosclerético directo, independiente de la re-
duccién de los niveles plasméticos de colesterol.
Por otra parte, existen evidencias que sugieren que
la inhibicién de la ACAT podria favorecer la elimi-
nacién de colesterol del macréfago, ya que aumen-
tarfa la disponibilidad de colesterol libre que po-
dria vehiculizarse hacia las HDL*.

La mayoria de los farmacos inhibidores de la
ACAT que existen en la actualidad actdan de for-
ma no selectiva sobre las 2 isoenzimas?’. Sin em-
bargo, la distinta expresion tisular de ACAT1 y
ACAT?2 foment6 la teoria de que la inhibicién se-
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Figura 2. Modelo de topologia
de membrana propuesto para
ACAT1 y ACAT?*?%. Ambas iso-
formas son proteinas con va-
rios dominios transmembrana,
localizadas en el reticulo endo-
plasmatico (RE). La ACATI
presenta el centro activo (ca)
orientado hacia el citosol, por
lo que su principal funcién
serfa la sintesis de ésteres de
colesterol (EC) para su almace-

Macroéfago

Citosol

Lumen RE

Células hepaticas/intestinales

Citosol

Membrana

namiento en forma de goticu-
las citosdlicas. En macréfagos
humanos, donde la ACATI es
la principal isoforma, la acu-

mulacién de EC favorece la
formacion de células espumo-

sas. La ACAT2 presenta el residuo cataliticamente activo (ca) en la cara luminal del RE, por lo que la funcién propuesta para esta
isoenzima seria la produccién de EC destinados a la formacion de lipoproteinas (quilomicrones [QM] o lipoproteinas de muy baja

densidad [VLDL]).

lectiva de la ACAT1 en macréfagos reduciria la for-
macién de lesiones ateroscleréticas y, por tanto, se
consider6 que el desarrollo de inhibidores selecti-
vos de esta isoforma tendria una gran importancia
terapéutica.

Con el fin de investigar el valor potencial de la
inhibicién de la ACATI, se cruzaron ratones defi-
cientes en esta isoenzima con ratones susceptibles
al desarrollo de aterosclerosis (deficientes en Apo
E o en el receptor de LDL)**?*. Los resultados obte-
nidos en estos animales doble knockout fueron bas-
tante decepcionantes, pues se evidencié que la defi-
ciencia de ACAT1 no evita el desarrollo de lesiones
ateroscleréticas; unicamente en el estudio de Yag-

yu et a3} se observé reduccion en el area de la le-
sioén en uno de los modelos (ACAT1*/LDLR").

En ambos modelos, la deficiencia sistémica en
ACAT1 causa una reduccion relativa de los valores
plasmaticos de colesterol, lo que dificulta la deter-
minacién del efecto especifico de la ausencia de
este gen sobre el desarrollo de la lesién®. En un
elegante experimento en el que se pretendia elimi-
nar efectos debidos a la deficiencia de ACAT1 en
otros tipos celulares, Fazio et al®*® transplantaron
macréfagos ACAT1" en ratones LDLR". De forma
sorprendente, en este modelo el proceso ateroscle-
rético no sélo no se inhibd, sino que incluso resul-
t6 acelerado.

Figura 3. Posibles mecanismos

de accién de los inhibidores de Intestino

la ACAT. La reduccién de la ab-
sorcion intestinal de colesterol,
junto con la disminucién en la

u Absorcion de colesterol de la dieta

sintesis hepatica de lipoprotei-

nas de muy baja densidad Higado

(VLDL) y la aceleracién de la
excrecién de colesterol en la bi-
lis (como tal o tras su con-
version en acidos biliares), ori-
ginan una reduccién de los
valores plasmaticos de coleste-

= <=

Produccién de VLDL

Excrecion biliar de colesterol

Reduccion del
colesterol plasmatico

rol, lo que corresponde a una
accién antiaterosclerética indi-
recta. En cambio, la inhibicién

Células de la pared arterial

de la acumulacién de colesterol
en células de la pared arterial,
como los macréfagos, supone

=

Acumulacién de ésteres de colesterol

Efecto antiaterosclerético
HH directo

un efecto antiaterosclerético di-
recto.
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A partir de los estudios anteriores, puede con-
cluirse que la deficiencia en ACAT1 no evita el de-
sarrollo de lesiones ateroscleréticas; sin embargo,
se observaron ciertas alteraciones en su composi-
cién que pueden resultar beneficiosas: asi, las le-
siones desarrolladas en ambos modelos doble
knockout (ACAT1"/LDLR" y ACAT1"/Apo E*) con-
tenian menos lipidos de tipo neutro y menos ma-
créfagos, por lo que se puede suponer que las pla-
cas formadas serian més estables®.

Aparte de los efectos sobre el desarrollo y la
composicién de las lesiones, la deficiencia de
ACAT1 en ratones hiperlipémicos produce una ex-
cesiva deposicién de colesterol libre en la piel,
xantomatosis masiva y depdsitos de colesterol cris-
talizado en el cerebro®*34. De acuerdo con estos re-
sultados, puede afirmarse que una inhibicién com-
pleta de la actividad ACAT1 en una situacién de
hiperlipemia grave produciria probablemente efec-
tos toxicos graves. Sin embargo, debe tenerse en
cuenta que los resultados obtenidos en animales en
los que existe total ausencia del enzima ACATI,
Unicamente serfan asimilables al tratamiento con
inhibidores selectivos de la ACAT1 en el caso de
que éstos se utilizaran a dosis extremadamente al-
tas. Por otra parte, la distribucion de las isoenzi-
mas ACAT1/ACAT2 en ratones y humanos es dife-
rente, por lo que los efectos téxicos observados en
ratones ACAT1” podrian ser especificos para esta
especie's.

Recientemente, se han obtenido ratones defi-
cientes en ACAT2%. Estos animales carecen de acti-
vidad ACAT en el higado y el intestino, lo que se
traduce en una resistencia a la hipercolesterolemia
y a la formacién de calculos biliares cuando se so-
meten a una dieta rica en colesterol. La utilizacién
de un inhibidor selectivo de la ACAT2 deberia redu-
cir la absorcién de colesterol de la dieta, ya que en
humanos, al igual que en el ratén, la isoforma ma-
yoritaria en las células intestinales es la ACAT2. Sin
embargo, debido a que en el higado humano la
principal isoenzima es la ACAT1, probablemente
resultaria mas beneficioso un agente capaz de inhi-
bir ambas isoformas, pues la inhibicién de la
ACAT1 hepética aumentarfa la sintesis de acidos
biliares y reducirfa la formacién de célculos, a la
vez que la inhibicién de la ACAT2 intestinal reduci-
ra la absorci6n de colesterol'®.

En un interesante trabajo, Perrey et al*” desarro-
llaron una serie de inhibidores de la ACAT con bue-
na biodisponibilidad, que presentaban una CIL,
menor para la ACAT del macréfago en relacién con
la ACAT hepética o intestinal. Estos compuestos se
administraron a modelos animales de hipercoleste-
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rolemia, como el ratén deficiente en Apo E o el co-
nejo KHC, deficiente en el receptor de LDL. Los re-
sultados de este estudio demostraron que la inhibi-
cién preferente de la ACAT del macréfago no sélo
no reduce la formacién de la placa, sino que inclu-
so puede aumentar sus indices de progresion. Es-
tos efectos negativos parecen estar relacionados,
segtin los autores, con los efectos citotéxicos que
produce el incremento de colesterol libre en el ma-
créfago, en ausencia de un sistema de transporte
reverso de colesterol eficiente.

En conclusién, la utilizacién de inhibidores se-
lectivos o la ablacién completa de la actividad
ACAT no resulta potencialmente ttil desde el punto
de vista de la reduccion de las lesiones ateroscleré-
ticas, e incluso puede resultar contraproducente en
una situaciéon de hiperlipemia. En cambio, la inhi-
bicién parcial de la ACAT mediante fairmacos que
no actden de forma selectiva podria producir efec-
tos antiaterogénicos, sin originar efectos adversos
significativos. La evolucién, caracteristicas e inte-
rés farmacoldgico de estos inhibidores se revisaran
a continuacion.

Desarrollo de firmacos inhibidores de la ACAT

Los primeros intentos de sintetizar farmacos inhi-
bidores de la ACAT se dirigieron hacia la bisqueda
de moléculas poco absorbibles, que actuaran local-
mente, bloqueando la absorcién intestinal de coleste-
rol*®. Con este fin, se desarrollaron amidas de 4cidos
grasos, que mimetizan uno de los sustratos de la en-
zima. Dentro de este grupo pueden citarse la melina-
mida®, el octimbate® y los compuestos SaH57-1184
y SaH58-035% (fig. 4). La melinamida es un inhibi-
dor no competitivo de la ACAT, tnico comercializado
hasta el momento, en Japén, con el nombre de
Artes®. El tratamiento de pacientes hipercolesterolé-
micos con melinamida a la dosis de 2,25 g/dia duran-
te 1 afio produjo reducciones mas bien modestas
(20%) en los valores de colesterol plasmatico®®. Tam-
bién a principios de la década de los ochenta, Sandoz
desarrollé una serie de amidas del acido oleico,
como SaH57-118, de potencia similar a la melinami-
da, y SaH58-035, que presentaba mayor potencia.
Estos 2 dltimos agentes fueron estudiados en ensa-
yos clinicos de fase I, pero su desarrollo se abandoné
antes de que su eficacia clinica fuera evaluada®.

Otro tipo de inhibidores de la ACAT son las
ureas di- o tri-sustituidas, como el compuesto
CL-277082 (fig. 4). Este agente, de elevada potencia
(CL, de 0,14 uM en microsomas intestinales de
rata), es capaz de inhibir la absorcién intestinal
de colesterol en ratas alimentadas con dietas ricas
en colesterol® y de reducir los valores plasméticos
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Figura 4. Estructuras quimicas
de agentes inhibidores de la
ACAT. .
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de colesterol en conejos alimentados con caseina®.
Sin embargo, no resulté efectivo en voluntarios sa-
nos alimentados con una dieta americana tipica*.

Igualmente, el diarilimidazol Dup128 (fig. 4),
que habia resultado eficaz reduciendo la hiperco-
lesterolemia de origen dietético en hdmsteres, co-
nejos y monos, tuvo un efecto muy escaso cuando
se administré a voluntarios sanos®: la absorci6n
intestinal de colesterol disminuy6 un 17% a la do-
sis mas alta, y la reduccién en el colesterol total
plasmatico fue sélo de un 3,9%.

Estos resultados pusieron de manifiesto que
existian marcadas diferencias en la respuesta a los
inhibidores de la ACAT entre los animales alimen-
tados con dietas ricas en colesterol y los volunta-
rios normolipidémicos. La inhibicién de la ACAT
intestinal no parecfa, por tanto, una buena diana
terapéutica para la reduccién del colesterol plas-
matico en humanos®.

Sin embargo, a pesar de estos resultados tan de-
cepcionantes, se continué con la busqueda de mo-
léculas con buena biodisponibilidad que actuaran
directamente en el higado o en las células de la pa-
red vascular. Ya en la década de los noventa, War-
ner-Lambert sintetizé un derivado del 4cido deca-
noico muy potente como inhibidor de la ACAT, el
compuesto CI-976 (fig. 4). La administracién de
CI-976 no sélo bloqued la progresion de lesiones
ateroscleréticas producidas por la dieta hipercoles-

4

terolémica en conejos, sino que causo la regresion
de lesiones inducidas por denudacién del endote-
lio, comparables a las estrias grasas humanas*;
ademas, dichos efectos se observaron a dosis a las
que CI-976 no modificaba los valores plasmaticos
de colesterol, por lo que se concluy6 que este agen-
te producia una inhibicién directa de la actividad
ACAT en la pared arterial.

Ademéas de CI-976, otras moléculas con buena
biodisponibilidad sistémica demostraron ser efica-
ces en modelos animales de aterosclerosis®, pero
algunas de ellas resultaron ser toxicas en el tejido
adrenal. Asi, los compuestos PD-132301-247 y FR-
14237* inducifan degeneracién adrenocortical en
animales de experimentacion. La toxicidad adrenal
no parece consecuencia directa de la inhibicién
de la actividad ACAT, y se atribuye a fenémenos
como la inhibicién de la respiracién mitocondrial*’
o la acumulacién de colesterol libre¥.

Para intentar evitar estos efectos toxicos, se de-
sarrollaron inhibidores mas hidrosolubles, ya que,
tedricamente, éstos tendrian menor tendencia a
acumularse en las adrenales. De este modo, se
identificé una estructura quimica que parecfa im-
pedir la toxicidad adrenal: la presencia de un grupo
fenil en el carbono adyacente al carbonil de la ami-
da®. Entre estas moléculas se halla el compuesto
CI-1011°%° (fig. 4), sintetizado originalmente por
Parke-Davis (Warner-Lambert), actualmente inte-
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grada en Pfizer Global Research and Development.
Este compuesto, denominado avasimibe, es el inhi-
bidor de la ACAT que se halla en una fase mas
avanzada de estudios clinicos (fase IIT)*' y, por ello,
merece un comentario mas detallado.

Avasimibe (tabla 1)

Efectos en macrdfagos y células espumosas

El efecto del avasimibe sobre la formacion de cé-
lulas espumosas se ha estudiado in vitro en macré-
fagos THP-132 y en cultivo primario de macréfagos
derivados de monocitos humanos®. Los resultados
de un estudio realizado por nuestro grupo de in-
vestigacion, en células THP-1%2, mostraron que el
avasimibe (0-0,2 uM) no reduce la acumulacién in-
tracelular de colesterol en células espumosas pres-
tablecidas; esta falta de efecto ya se habia descrito
para otros inhibidores de la ACAT>*%. Por el con-
trario, Rodriguez et al> observaron una reduccién
del 68% en los valores de ésteres de colesterol en
macréfagos humanos primarios previamente con-
vertidos en células espumosas. La discrepancia en-
tre estos resultados podria atribuirse, aparte de di-
ferencias en el modelo celular utilizado, al uso de
una dosis muy superior de avasimibe, aproximada-
mente 4 UM, en el estudio de Rodriguez et al®.

A diferencia de lo que sucede en células espumo-
sas, la adicién de avasimibe durante el proceso de
carga lipidica (incubacién simultanea con el farma-
co y LDL modificadas por acetilacién) produjo una
disminucién dependiente de la concentracién en el
contenido de ésteres de colesterol de macréfagos
THP-1, que alcanzé un 70% a 0,2 uM de avasimibe™.
Este efecto no se acompand de un incremento en el
contenido intracelular de colesterol libre; en este
mismo sentido, en ratones tratados con avasimibe
se observa una reducci6n en el nimero de lesiones
que contienen acumulaciones de colesterol libre*.
Teniendo en cuenta la citotoxicidad que deriva de la
acumulacion de colesterol libre en macréfagos®”#>7,
los resultados anteriores sugieren un mejor perfil de
seguridad para el avasimibe, en comparacién con
otros inhibidores de la ACAT"'.

Efectos sobre la sintesis y secrecién
de apolipoproteina B

El estudio de los efectos de los inhibidores de la
ACAT sobre la secrecién de Apo B y de VLDL in vi-
tro ha ofrecido resultados inconsistentes’*®. En el
caso del avasimibe, Wilcox et al** evidenciaron que
la incubacién de células de hepatoma humano
(HepG2) con este farmaco reducia de forma depen-
diente de la dosis la secrecién de Apo B-100. De
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forma similar, el tratamiento de minicerdos con
avasimibe produjo una disminucién significativa
en la secrecién de Apo B y de apoproteinas que
contienen Apo B al plasma, sin que su catabolismo
resultara alterado®. Resulta 16gico deducir que este
efecto estarfa relacionado con la reduccién en la
cantidad de ésteres de colesterol disponibles para
ensamblarse con la Apo B, lo que aumentaria la de-
gradacion intracelular de esta apoproteina y dismi-
nuiria la produccién hepética de VLDL. Sin embar-
go, en el estudio de Wilcox et al®, el inhibidor de la
ACAT Dup128 no disminuyé la secrecién de Apo B
a pesar de reducir, incluso mas intensamente que
el avasimibe, el contenido intracelular de ésteres de
colesterol. Las razones para esta diferencia de
comportamiento no estan claras, aunque los auto-
res del estudio apuntan la posibilidad de que exis-
tan distintos pools de ésteres de colesterol regula-
dos de forma independiente. Alternativamente, se
ha sugerido que el avasimibe podria presentar ma-
yor potencia como inhibidor de la ACAT?2?, aunque,
por el momento, no hay evidencias al respecto.

Por otra parte, la inhibicién de la ACAT hepatica
no parece afectar la expresion o la funcionalidad
del receptor de LDL, ya que ni la abundancia de
ARNm de este receptor ni el catabolismo de VLDL
o LDL resultan modificados®.

Efectos sobre la sintesis de dcidos biliares

En hepatocitos de rata, el avasimibe produce un
incremento de alrededor de 3 veces en la sintesis to-
tal de 4cidos biliares®, un efecto que también ha sido
descrito para otros inhibidores de la ACAT®®. El in-
cremento en la sintesis de 4cidos biliares producido
por el avasimibe parece estar relacionado con el au-
mento en la expresion y actividad del enzima coleste-
rol 7-a-hidroxilasa®. También in vivo, el tratamiento
de ratas hipercolesterolémicas con avasimibe incre-
ment6 los valores de ARNm y la actividad de la coles-
terol 7-o-hidroxilasa. Probablemente ello se deba a
que la inhibicién de la ACAT aumenta la cantidad de
colesterol libre, que actia a la vez como sustrato y
como inductor de dicha enzima. Resulta interesante
también que en estos animales no se observaron mo-
dificaciones en la relacién colesterol/acidos biliares
de la bilis, lo que indica que el avasimibe no incre-
menta el indice litogénico de ésta‘.

Reduccion de los valores de lipidos plasmdticos
y de lipoproteina (a)

El efecto hipocolesterolemiante de avasimibe se
ha confirmado en diversos modelos animales®'. En
animales tratados con dietas enriquecidas en coles-
terol, las reducciones en los valores de colesterol
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Tabla 1. Efectos farmacoldgicos del avasimibe

Efectos

Referencias bibliograficas

Reduccién de la acumulacién de CE en macréfagos

Reduccion de la secrecion de Apo B/lipoproteinas

Aumento de la sintesis acidos biliares

Reduccién de los valores de colesterol/triglicéridos plasméticos

Reduccién de los valores de Lp(a)
Inhibicién de metaloproteinasas
Reduccion formacién/progresion lesiones aterosclerdticas

Llaverias et al®2, Rodriguez y Usher®

Wilcox et al*, Burnett et al®

Post et al%

Lee et al’, Delsing et al*®, Burnett et al®, Post et al®®,
Nicolosi et al”®, Ramharack et al”', Insull et al**

Rambharack et al™

Bocan et al”

Delsing et al*, Nicolosi et al’®, Bocan et al”’, Bocan et al™

total plasmatico se producen por disminucién del
cLDL y colesterol ligado a VLDL%™, La eficacia
del avasimibe no se atribuye a la inhibicién de la
ACAT intestinal, ya que en estos modelos la ACAT
hepatica es el principal determinante de la concen-
tracion de colesterol plasmatico™. Sin embargo, los
animales alimentados con este tipo de dietas resul-
tan cuestionables como modelos para evaluar la
eficacia clinica de los inhibidores de la ACAT: el
avasimibe resulté ser igualmente eficaz, en cuanto
a la reduccién del colesterol plasmatico, en otro
tipo de modelos, como la rata alimentada con dieta
estandar o el conejo alimentado con una dieta enri-
quecida en casefna®.

Ademas de su efecto hipocolesterolemiante, el
tratamiento con avasimibe u otros inhibidores de
la ACAT también produce reducciones en los valo-
res de triglicéridos en modelos animales alimenta-
dos o no con dietas ricas en colesterol>*¢™, Este
efecto se atribuye, sobre todo, a la reduccién en la
producciéon de VLDL, principales lipoproteinas
transportadoras de estos lipidos.

El tratamiento de primates con avasimibe tam-
bién produce marcadas reducciones en los valores
plasmaticos de lipoproteina (a) (Lp[a]), posible-
mente por el aumento de su catabolismo y/o la dis-
minucién de su produccién’. Este tltimo mecanis-
mo se relaciona con una reduccién de los valores
de Apo (a), y parece ser independiente de las reduc-
ciones en la produccién de Apo B-1007'. Aunque
este efecto no se ha descrito hasta el momento
para otros inhibidores de la ACAT, la singularidad
estructural del avasimibe puede conferir capacidad
a esta molécula para ejercer funciones adicionales,
como la reduccién de Lp(a). El papel de esta lipo-
proteina como factor de riesgo independiente para
la enfermedad cardiovascular sugiere que los far-
macos capaces de reducir sus valores podrian ser
utiles terapéuticamente. Si esto se confirma, el ava-
simibe podria convertirse en un modelo para el de-
sarrollo de agentes mas potentes y especificos
como inhibidores de la Lp(a).
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Eficacia del avasimibe en la prevencion/regresion
de lesiones aterosclerdticas

Diversos estudios en animales de experimenta-
ci6n han demostrado la capacidad de los inhibido-
res de la ACAT para reducir el desarrollo de lesio-
nes ateroscleréticas*®’>8!, En algunos de estos
estudios”™ 8! ]a accién antiaterosclerética parece
ser de tipo indirecto, pues esté relacionada con las
propiedades hipocolesterolemiantes del farmaco en
cuestion. Para determinar si el avasimibe producia
efectos antiateroscleréticos independientes de la
reduccion del colesterol plasmatico, se disenéd un
estudio en ratones Apo E'3-Leiden®, cuyos valores
de colesterol plasmatico pueden modularse en fun-
cién de la cantidad de colesterol de la dieta. En
comparacién con el grupo control, que presentaba
hipercolesterolemia muy marcada, el tratamiento
con avasimibe produjo una reduccién del 56% en
el colesterol plasmatico y del 92% en el area de la
lesién. Cuando se compar6 con un grupo control,
cuyos valores de colesterol en plasma se ajustaron
a valores similares a los del grupo tratado con ava-
simibe, el efecto del farmaco sobre el 4rea de la le-
sién, que se redujo un 73%, continué siendo muy
significativo. Estos resultados confirmaron que,
aparte de su efecto hipocolesterolemiante, el avasi-
mibe ejerce acciones antiaterosclerdticas directas.
Ademas, la composiciéon de las lesiones en cada
grupo sugiere que el tratamiento con avasimibe
puede contribuir a incrementar la estabilidad de la
placa aterosclerdtica, ya que reduce la acumula-
cién de lipidos en la pared arterial, el nimero de
células espumosas de la lesion y la infiltracién de
macréfagos en la media®. En este mismo sentido,
la inhibicién de la actividad de las metaloproteina-
sas observada en conejos hipercolesterolémicos
tratados con avasimibe’ también indica un poten-
cial efecto de estabilizacion de lesiones preestable-
cidas. La reduccién de la actividad de las metalo-
proteinasas serfa consecuencia de la reduccién en
la acumulacién de macréfagos inducida por el tra-
tamiento, ya que experimentos in vitro en macrofa-
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gos humanos indican que el avasimibe no ejerce
efectos directos sobre la actividad de estos en-
zimas’’.

La reduccién de las lesiones ateroscleréticas, ob-
servada histolégicamente en los estudios anterior-
mente mencionados, parece traducirse en una me-
joria de la funcién vascular. Asi, en conejos con
hipercolesterolemia de origen dietético, se ha de-
mostrado que el avasimibe es capaz de reducir la
generacion de radicales libres y mejorar la relaja-
ci6n vascular dependiente del endotelio®.

Combinacion con estatinas

Con independencia de sus efectos hipocolestero-
lemiantes, las estatinas pueden interferir directa-
mente en el desarrollo del proceso aterosclerético.
Teéricamente, por tanto, la inhibicién concomitan-
te de la ACAT y de la hidroximetil glutaril-CoA re-
ductasa potenciaria tanto las propiedades hipoli-
pemiantes como los efectos antiateroscleréticos
directos de ambos agentes en la pared arterial. Por
ello, diversos autores han estudiado los efectos de la
combinacién de estatinas e inhibidores de la ACAT
en modelos animales in vivo’ 7%, La coadministra-
cién de CI-976 y atorvastatina en conejos alimen-
tados con una dieta rica en colesterol produjo una
reduccion mayor en el desarrollo de lesiones ateros-
clerdticas, en comparaciéon con animales tratados
con uno de los farmacos de forma individual; esta
mayor efectividad se atribuyé, principalmente, a
una reducciéon mas intensa en los valores plasmati-
cos de colesterol. De forma similar, en conejos ali-
mentados con caseina, la combinacién del inhibi-
dor de la ACAT F12511 con atorvastatina disminuyé
mas marcadamente la concentracién plasmética de
colesterol que cada uno de estos agentes por sepa-
rado®. Con el objetivo de delimitar los efectos atri-
buibles a la reduccién del colesterol, Bocan et al™
disenaron un estudio en el que las concentraciones
de colesterol plasmatico de los animales se normali-
zaron antes del tratamiento. En relacién con un
control de progresion de la lesién, la combinacién
de avasimibe y simvastatina, a pesar de reducir el
colesterol de forma similar a los grupos tratados
con los farmacos por separado, produjo reduccio-
nes mas profundas en la extensién de las lesiones.
Cuando se compararon con controles a tiempo cero
(animales sacrificados antes de iniciar el tratamien-
to), la combinacién también resulté ser mas efecti-
va, por cuanto redujo un 64% el tamario de la lesién
(mientras que los farmacos por separado no modifi-
caron este parametro) y la reduccion en el area de
monocitos-macréfagos fue mayor (el 73 frente al
50%). A partir de estos resultados, los autores con-
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cluyeron que el avasimibe, combinado con la sim-
vastatina, no sélo inhibe la progresién de la lesion,
sino que incluso induce la regresion de lesiones ya
existentes, con independencia de los efectos sobre
el colesterol plasmético.

El efecto beneficioso de la combinacién de inhi-
bidores de la ACAT vy estatinas sobre la regresién de
las lesiones aterosclerdticas también se ha podido
observar por métodos no invasivos, como el anali-
sis por resonancia magnética; los resultados obte-
nidos mediante esta técnica muestran una excelen-
te correlacién con parametros mas clasicos como
la evaluacion histopatolégica de las lesiones®?. Es-
tos resultados confirmarian el gran potencial de la
utilizacién conjunta de inhibidores de la ACAT y de
la HMG-CoA reductasa en la prevencion del desa-
rrollo de la aterosclerosis.

Nuestro grupo de investigacion se ha interesado
por profundizar en los efectos de la combinacién
de avasimibe y atorvastatina en cultivo de macréfa-
gos humanos®. En nuestro modelo, la inclusiéon de
atorvastatina 5 UM aument6 unas 2 veces la capa-
cidad de avasimibe de reducir los valores intracelu-
lares de colesterol esterificado. Estos resultados
sugieren que ambos agentes actian de forma sinér-
gica en el macrofago, limitando la formacién de cé-
lulas espumosas. Segtn esto, la mayor reduccién
en el contenido en ésteres de colesterol de las lesio-
nes que produce la terapia combinada in vivo™
seria atribuible a una menor acumulacién de éste-
res de colesterol en los macréfagos de dichas éareas.

Estudios clinicos con avasimibe

Todavia existen pocos datos acerca de la seguri-
dad y eficacia del avasimibe en clinica. En un estu-
dio de 130 varones y mujeres con hiperlipemia
combinada e hipoalfalipoproteinemia®, la inciden-
cia de efectos adversos en los pacientes tratados
con el farmaco fue similar al grupo placebo, y no
se observaron alteraciones significativas en los pa-
rametros de laboratorio analizados (GOT, GPT,
CK). El tratamiento con avasimibe produjo reduc-
ciones en los valores plasmaticos de triglicéridos
(16-23%) y cVLDL (20-30%), por un mecanismo
atribuible a la inhibici6én de la ACAT hepética y a la
reduccion en la producciéon de VLDL. Sin embargo,
las concentraciones de colesterol total, cLDL y
cHDL no resultaron modificadas. A pesar de ello,
los estudios en modelos animales indican, como ya
se ha comentado, que el avasimibe presenta pro-
piedades antiateroscleréticas directas independien-
tes de sus acciones hipolipemientes. Con la finali-
dad de confirmar esta posibilidad en humanos,
recientemente se ha presentado el disefio de un es-
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tudio clinico® en el que se determinara el efecto
del avasimibe sobre la progresion de aterosclerosis
coronaria mediante técnicas no invasivas (ultraso-
nidos intravascular [IVUS]). Esta técnica permitira
evaluar el volumen y la composicién de las placas
de ateroma, pues proporcionard imagenes tridi-
mensionales de la pared y del lumen de las corona-
rias. Los resultados de este estudio ofreceran con-
clusiones mas definitivas sobre la eficiacia del
avasimibe en cuanto a la progresion y la regresion
de las lesiones aterosclerdticas en el hombre.

Conclusiones

La inhibicién de la ACAT se perfila como una de
las posibilidades terapéuticas mas destacables en la
busqueda de nuevos agentes capaces de reducir el
riesgo cardiovascular. A pesar de los resultados de-
cepcionantes que se han obtenido en ratones knoc-
kout para la ACAT1 o a partir de la utilizacién de
agentes que inhiben de forma preferente la ACAT
del macréfago, la inhibicién parcial, no selectiva,
de esta enzima parece ser una opcién mas prome-
tedora. Los resultados obtenidos con avasimibe, un
inhibidor actualmente en desarrollo clinico (fase
ITI), muestran que posee efectos antiaterosclerdti-
cos directos adicionales a su acci6n hipolipemian-
te, y que la combinacion de este agente con estati-
nas resulta, incluso, mas beneficiosa en ambos
aspectos. Los estudios clinicos que actualmente se
estan llevando a cabo con avasimibe determinaran
su utilidad real en el tratamiento de la enfermedad
ateroscleroética.

Nota

Durante el proceso editorial de la presente revisién
se han publicado los resultados de 2 estudios clini-
cos realizados con avasimibe. En el primero, se es-
tudio el efecto del avasimibe (750 mg/dfa) solo o en
combinacién con atorvastatina (80 mg/dia) en pa-
cientes con hipercolesterolemia familiar homocigo-
ta%. La combinacién con el avasimibe aument6 de
forma modesta, aunque significativa, la reduccién
en las concentraciones plasmaticas de colesterol
total que produjo la atorvastatina sola. La segunda
publicacién corresponde a los resultados del estu-
dio A-PLUS¥. Segun éstos, el volumen total de la
placa no se redujo con ninguna de las dosis de ava-
simibe ensayadas (50, 250 y 750 mg), e incluso se
apreci6 un ligero incremento. Por otra parte, aun-
que el tratamiento con el avasimibe produjo una
reduccion de hasta un 16% en los valores plasmati-
cos de triglicéridos, el cLDL aument6 entre un 8 y
un 11%. Parece ser, por tanto, que no se confirman
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los efectos beneficiosos del avasimibe sobre el desa-
rrollo de la aterosclerosis coronaria. Debe tenerse
en cuenta, sin embargo, que un 88% de los pacien-
tes en este estudio recibié tratamiento concomitan-
te con una estatina, por lo que el incremento en los
valores de cLDL podria explicarse por una reduc-
cién de la biodisponibilidad de la estatina, debido al
efecto inductor del avasimibe sobre el sistema cito-
cromo P4503A4.
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