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La metaloproteinasa de matriz (MMP-10)
reduce eficazmente el tamano de infarto
en el ictus experimental a través de un
aumento de la fibrinodlisis via un
mecanismo mediado por el inhibidor de la
fibrindlisis activable por trombina

Orbe J, Barrenetxe J, Rodriguez JA, Vivien D, Orset
C, Parks WC, et al. Matrix metalloproteinase-10 effec-
tively reduces infarct size in experimental stroke
by enhancing fibrinolysis via a thrombin-activatable
fibrinolysis inhibitor-mediated mechanism. Circulation
2011;124:2909-19.

Antecedentes: El sistema fibrinolitico y las metalopro-
teinasas de matriz (MMP) cooperan en la disoluciéon del
trombo y en la protedlisis de la matriz extracelular. El sis-
tema plasmindgeno/plasmina activa MMP, y algunas MMP
han sido implicadas en la disolucion de la fibrina actuando
directamente sobre fibrina/fibrindgeno o colaborando con
la plasmina. La MMP-10 ha sido implicada en procesos infla-
matorios/tromboticos y en la integridad vascular, pero se
desconoce si la MMP-10 podria tener efecto profibrinolitico
y ser un prometedor agente trombolitico.

Métodos y resultados: El efecto de la MMP-10 en la fibri-
nolisis se estudio in vitro e in vivo, en ratones deficientes en
MMP-10 (Mmp10~/~), utilizando 2 modelos murinos de trom-
bosis arterial: lesion carotidea inducida con laser e ictus
isquémico. In vitro, mostramos que la MMP-10 fue capaz
de aumentar la fibrindlisis inducida por el activador tisular
del plasmindgeno a través de un mecanismo mediado por
la inactivacion de un inhibidor de la fibrindlisis activable
por trombina. In vivo, el retraso de la fibrindlisis obser-
vada al inducir una lesion carotidea fotoquimica en ratones
Mmp10~/~ fue revertido por MMP-10 humana recombinante
activa. En un modelo de ictus inducido por trombina, la
reperfusion y el tamano del infarto en animales control
o tratados con activador tisular del plasmindgeno se vie-
ron drasticamente alterados en ratones Mmp10~/~. En este
modelo, la administracion de MMP-10 activa a animales sal-
vajes redujo significativamente el tiempo de reperfusion
sanguinea y el tamano del infarto en la misma medida que
el activador tisular del plasminégeno y se asoci6 con un
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acortamiento del tiempo de sangria sin que se produjese
hemorragia intracraneal. Este efecto no se observo en rato-
nes deficientes en el inhibidor de la fibrindlisis activable
por trombina, lo que sugiere que la inactivacion del inhi-
bidor de la fibrindlisis activable por trombina es uno de los
mecanismos implicados en el efecto profibrinolitico de la
MMP-10.

Conclusiones: Se describe un nuevo papel profibrinolitico
de la MMP-10 en el ictus isquémico experimental, lo que abre
nuevas vias para estrategias fibrinoliticas innovadoras en la
trombosis arterial.

Comentario

La aterosclerosis es la causa mas comin de los ictus isqué-
micos, que también pueden ser causados por un coagulo
embolizado que provoca el descenso subito del flujo san-
guineo en una arteria cerebral principal, normalmente la
arteria cerebral media. En el ictus isquémico una de las
opciones terapéuticas es el tratamiento trombolitico de
urgencia para restaurar lo antes posible el flujo sanguineo y
minimizar de ese modo el dafo cerebral y sus secuelas. Este
tratamiento consiste en la disolucion del coagulo mediante
la perfusion intravenosa de activadores del plasmindgeno
que activan el sistema fibrinolitico. Actualmente la forma
recombinante del activador tisular del plasmindgeno (rtPA)
es el Unico agente trombolitico aprobado para el ictus isqué-
mico de menos de 3 h de evolucion. Sin embargo, el impacto
de la trombdlisis en la practica clinica habitual es escaso
debido a que menos del 5% de los pacientes con ictus llegan
a ser tratados con rtPA. De hecho, la terapia trombolitica
actual adolece de importantes limitaciones, como son la
necesidad de perfusiones prolongadas del farmaco tromboli-
tico, la estrecha ventana temporal en la que el tratamiento
es eficaz o la neurotoxicidad del rtPA, pero sobre todo el
riesgo asociado de hemorragia cerebral. Todo ello, eviden-
temente, limita enormemente su potencial clinico.

Sin duda en la lisis del trombo el sistema activador
del plasmindgeno/plasmina es fundamental, por lo que se
ha tendido a obviar la participacion en el proceso de las
MMP capaces de proteolizar la fibrina y el fibrindgeno'?2.
En trabajos previos el grupo dirigido por la Dra. Josune
Orbe y el Dr. José Antonio Paramo habia demostrado que
la MMP-10 (estromelisina-2), cuya expresion es inducida por
estimulos inflamatorios y por la propia trombina, representa
una nueva conexion entre inflamacion y trombosis?, y que
esta MMP puede considerarse un marcador de aterosclerosis
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subclinica*. En este articulo presentan un trabajo de cola-
boracion con 2 grupos internacionales en el que se identifica
y caracteriza un nuevo papel profibrinolitico de la MMP-10.
En el estudio se demuestra que MMP-10 «potencia» la acti-
vidad fibrinolitica del tPA de modo que es posible reducir
sensiblemente la dosis de tPA preservando su efecto maximo
in vitro. En un raton deficiente en MMP-10 (Mmp107/~) se
constata que el tiempo de sangrado es muy inferior al de ani-
males control, y que el plasma de estos animales presenta
un estado hipofibrinolitico que se revierte con la adicion
de MMP-10 humana recombinante. En ratones Mmp10~/~
al inducir trombosis a nivel carotideo se formé un trombo
oclusivo mas rapidamente, y al inducir ictus mediante la
inyeccion in situ de trombina se aprecié una menor reper-
fusion espontanea; ademas, a diferencia de los animales
control (normales), no se observo reduccion del volumen
del infarto al tratar con tPA. Finalmente, se observé que la
perfusién de MMP-10 acortaba el tiempo de reperfusion y el
tamano del infarto de forma similar al tPA. Mediante espec-
trometria de masas se identifico el inhibidor de la fibrindlisis
activable por trombina (TAFl) como el sustrato de la MMP-
10 en este proceso, resultados que se corroboraron in vivo
al constatar un aumento de la actividad TAFI en animales
Mmp107~/~,

En resumen, en este estudio los investigadores del CIMA-
Universidad de Navarra demuestran que a través de sus
funciones profibrinoliticas la MMP-10 puede jugar un impor-
tante papel en la trombdlisis. Estos datos aportan una base
experimental para el desarrollo de futuras estrategias cuyo
objetivo sea la optimizacion de los tratamientos de trom-
bélisis en el ictus isquémico para conseguir protocolos mas
seguros y aplicables a un mayor nimero de pacientes.
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HDLpilano recombinante ejerce propiedades
anti-inflamatorias y estabilizantes de la placa
superiores a la HDL ormal

Ibanez B, Giannarelli C, Cimmino G, Santos-Gallego
CG, Alique M, Pinero A, et al. Recombinant HDLyjano
exerts greater anti-inflammatory and plaque sta-
bilizing properties than HDLyig.type. Atherosclerosis.
2012;220:72-7.

Objetivo: El objetivo de este estudio fue comparar los
efectos de la HDLyjano Y l@ HDLyormat SObre la regresion y
estabilizacion de la aterosclerosis.

Métodos: Conejos aterosclerdticos New Zealand White
recibieron 2 perfusiones, con un intervalo de 4 dias, de
HDLMilano (75 mg/kg de aPOA'lMilano)) HDLnormal (75 mg/kg
apoA-lnormat) 0 placebo. El volumen de la placa antes y des-
pués del tratamiento se analizé6 mediante MRI. Se evaluaron
marcadores de vulnerabilidad de la placa e inflamacion. Se
cuantificé el contenido de colesterol del higado y de la aorta,
y los niveles de ABCA-1 y de SR-BI en la aorta y el higado,
respectivamente. Se evalud el efecto de las proteinas apoA-|
Milano y normal en la expresion de MCP-1y COX-2 en macro-
fagos in vitro.

Resultados: Ambas formas de HDL indujeron regresion
de la placa (-4,1y -2,6% vs. pre-tratamiento en HDLyjiano Y
HDL,,ormal respectivamente, p <0,001 y p=0,009). Se observo
una reduccion similar en el contenido de colesterol de la
aorta y del higado de ambos tratamientos vs. placebo. La
expresion de ABCA-1 en aorta y de SR-BI en higado fue sig-
nificativamente mayor en ambos grupos de tratamiento vs.
placebo. Se observo una reduccion significativa en la densi-
dad de macroéfagos en las placas en el grupo de HDLyiano
vs. HDLyormat O placebo. Los niveles en placa de COX-2,
MCP-1, proteina caspasa-3 y actividad MMP-2 fueron signifi-
cativamente menores en el grupo de HDLyjiano VS. HDLormal ©
placebo. Estudios in vitro en macrofagos cargados con oxLDL
mostraron que la proteina apoA-lyian, redujo significativa-
mente la expresion de COX-2 y de MCP-1 vs. apoA-lyormal-

Conclusiones: A pesar de que la perfusion de HDLyjano
produce un efecto similar sobre la regresion aguda de la
placa, a corto plazo sus efectos antiinflamatorios y estabili-
zantes de la placa son superiores a la HDLormal -

Comentario

En el desarrollo de las placas ateroscleroticas la acumulacion
de material lipidico en la pared arterial induce y perpetia
un estado inflamatorio crénico que incide en la evolucion
de las placas y en su vulnerabilidad. En contraposicion al
efecto pro-aterogénico del colesterol-LDL, multiples estu-
dios epidemioldgicos han mostrado una correlacion inversa
entre los niveles plasmaticos de HDL y la incidencia de enfer-
medad arterial coronaria (EAC). Dichos estudios sugieren
que por cada 1% de aumento de los niveles de colesterol-
HDL se reduce entre un 3 y un 4% el riesgo de EAC. En
estudios que fueron pioneros en su tiempo el Dr. Juan José
Badimon et al. demostraron que la administracion de HDL
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inhibia el desarrollo de estrias grasas e inducia regresion de
las placas aterosclerdticas en animales (conejos) alimenta-
dos con dieta aterogénica rica en colesterol'. En los Gltimos
anos diferentes estudios han reforzado estas observaciones
al demostrar que las HDL y algunos de sus componentes,
en particular la apoA-1 pero también compuestos lipidicos
como la esfingosina-1 fosfato, poseen actividades biologi-
cas de las que se derivarian las propiedades protectoras de
las HDL frente a la aterotrombosis?. Uno de los mecanis-
mos mejor estudiados a través del cual las HDL ejercen sus
efectos ateroprotectores es el transporte reverso de coles-
terol (TRC), proceso por el cual las HDL eliminan el exceso
de colesterol de los tejidos periféricos y lo transportan al
higado para su metabolizacién y eliminacién®. Otros efectos
de las HDL, como sus propiedades antiinflamatorias y antio-
xidantes, parecen independientes del TRC. Las HDL son unas
particulas muy heterogéneas y su potencial ateroprotector
puede igualmente no ser equiparable cuando compara-
mos lipoproteinas de diferentes individuos. El caso mas
extremo sin duda lo encontramos en las llamadas HDLiano,
correspondientes a una mutacion puntual de la apoA-1 (apoA-
Imitano) identificada originariamente en una familia de Milan
cuyos portadores presentan niveles anormalmente bajos de
HDL, pero paraddjicamente, una incidencia muy baja de
aterosclerosis®.

En el presente trabajo el Dr. Badimon y colaboradores
comparan la actividad antiaterogénica y antiinflamatoria
aguda de HDL normales (en lo sucesivo simplemente HDL)
frente a HDLyjano €n conejos a los que previamente se
habia inducido la formacion de placas mediante una dieta
aterogénica. Después de la administraciéon de tan solo 2
dosis de lipoproteinas (75 mg/kg de apoA-l), con una dife-
rencia de 4 dias, transcurridos otros 4 dias cuantifican el
volumen de la placa mediante MRI y analizan una serie
de parametros relacionados con la inflamacion y la esta-
bilidad de la placa. Como era previsible, a igualdad de
dosis las HDLyjano resultaron mas activas e indujeron una
mayor reduccion de la placa que las HDL (-4,1% vs. -2,6%),
lo que se acompainé de una mayor reduccion del conte-
nido de macréfagos. Aunque ambas lipoproteinas redujeron
de forma similar el contenido de colesterol en la aorta
y en el higado, los efectos antiinflamatorios, estimados a
través de niveles en aorta de marcadores como MCP-1 y
COX-2, y las propiedades antioxidantes, evaluadas a través
de productos de peroxidacion lipidica en aorta y plasma,
fueron muy superiores con la administracion de HDLyjano-
Esta superioridad también se constato in vitro al compa-
rar los efectos antiinflamatorios de la apoA-lyian, frente a
las HDL normales en macrofagos cargados de LDL oxidadas
(oxLDL).

En resumen, este estudio ratifica el potencial de
las HDL de reducir la carga aterogénica (inducir regre-
sion/estabilizacion de la placa) cuando se administran a
dosis farmacoldgicas durante un corto espacio de tiempo,
y subraya que esta actividad esta exacerbada en las
HDLpiano, SObre todo en lo referente a efectos antiin-
flamatorios/estabilizadores de la placa. El hecho de que
minimas diferencias en las caracteristicas de las HDL, en
este caso asociadas fundamentalmente a la apoA-l, ten-
gan efectos tan significativos en la biologia de las HDL
permite especular sobre la posibilidad de que formas modifi-
cadas de estas lipoproteinas puedan contemplarse como una

alternativa terapéutica prometedora para el tratamiento
agudo de pacientes de alto riesgo®.
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La reduccién de la actividad NADPH-oxidasa
mejora el fenotipo cardiovascular en un
modelo murino de sindrome de
Williams-Beuren

Campuzano V, Segura-Puimedon M, Terrado V, Sanchez-
Rodriguez C, Coustets M, Menacho-Marquez M,
et al. Reduction of NADPH-oxidase activity ame-
liorates the cardiovascular phenotype in a mouse
model of Williams-Beuren Syndrome. PLoS Genet
2012;8:21002458.

Una caracteristica esencial del sindrome de Williams-
Beuren (WBS) es una arteriopatia generalizada debido a la
deficiencia de elastina, que se presenta como estenosis de
las arterias grandes y medianas y que produce hipertension
y otras complicaciones cardiovasculares. Se ha demostrado
que la delecion de una copia funcional del gen NCF1 pro-
tege de la hipertension a parte de los pacientes con WBS,
probablemente a través de la reduccion del estrés oxidativo
mediado por la NADPH-oxidasa (NOX). Ratones DD, por-
tadores en heterocigosis de una delecion de 0,67 Mb que
incluye el gen ELN, presentaron una arteriopatia genera-
lizada, hipertension e hipertrofia cardiaca, asociada con
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aumento de angiotensina Il (angll), parametros de estrés
oxidativo y expresion de NCF1. La reduccion de actividad
NOX, ya sea genética (por cruzamiento con mutantes NCF1)
y/o farmacolégica (con el antagonista del receptor tipo 1
de la angll, losartan, o con el inhibidor de NOX apoci-
nina), controlo los parametros hormonales y bioguimicos
en los ratones DD, lo que normalizd la presion sanguinea
y mejoro la historia cardiovascular. Aportamos datos firmes
de la implicacion del sistema redox en la fisiopatologia de la
enfermedad cardiovascular en un modelo de WBS. El feno-
tipo de estos ratones puede ser mejorado reduciendo la
actividad NOX ya sea por intervencion genética o farmaco-
logica, probablemente a través de la reduccion del estrés
oxidativo mediado por angll. Por tanto, la terapia anti-NOX
merece ser tenida en cuenta para prevenir complicacio-
nes cardiovasculares potencialmente importantes en WBS,
asi como otros trastornos cardiovasculares mediados por un
mecanismo patogénico similar.

Comentario

El sindrome de Williams-Beuren (WBS) es una enfermedad
congénita que afecta ~1/10.000 recién nacidos, causado
por la pérdida de material genético (aneusomia segmen-
tal de 1,55-1,83 Mb en la banda cromosdémica 7q11.23), que
incluye el gen ELN codificante para la elastina y 25-27 genes
mas. Aparte de otras caracteristicas, estos pacientes pre-
sentan una arteriopatia generalizada con estrechamiento de
las grandes arterias elasticas'. A nivel histoldgico, en las
arterias de los individuos con WBS se observa un elevado
numero de estructuras laminares desorganizadas, fibras
elasticas fragmentadas e hipertrofia de las células mus-
culares lisas. Como consecuencia del anormal desarrollo
vascular, la mayor parte de estos pacientes desarrollan a
lo largo de su vida hipertension sistémica (40-70% de los
pacientes incluso en la nifez) y un elevado riesgo de ictus,
isquemia cardiaca y muerte subita?. La deficiencia de elas-
tina parece la principal causa del fenotipo cardiovascular
del WBS. De hecho, modelos animales deficientes en hete-
rocigosis del gen de la elastina reproducen la mayoria de
alteraciones observadas en el WBS, como la hipertension
asociada a niveles elevados de actividad de renina y de
angiotensina Il (angll) en plasma3. La angll ejerce efec-
tos celulares directos, pero también indirectos a través de
la activacion de la NADPH-oxidasa (NOX) y de la forma-
cion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Actualmente
se acepta que el estrés oxidativo es un componente patolo-
gico importante en la hipertension, la aterosclerosis y en
la insuficiencia cardiaca. En un estudio previo, el grupo
del Dr. Pérez-Jurado, de la Universitat Pompeu Fabra (UPF,
Barcelona), habia descrito que los pacientes con WBS a
quienes falta una copia del gen NCF1, que codifica para
p47P"°* (subunidad de la NOX), presentan menor riesgo

cardiovascular asociado a un menor estrés oxidativo*. En
el presente estudio este grupo utiliza un modelo murino
(raton deficiente en elastina) que reproduce en gran medida
el fenotipo cardiovascular de los pacientes con WBS, para
elucidar la contribucion del estrés oxidativo mediado por
NOX al fenotipo cardiovascular de este sindrome. Los auto-
res observan que al cruzar los animales deficientes en ELN
con una linea de ratones carente de NCF1 se controlaron
los parametros hormonales y bioquimicos de los animales,
lo que se tradujo en una normalizacion de la presion san-
guinea y en una mejora de las caracteristicas histoldgicas
a nivel cardiovascular. Ademas, en los animales deficientes
en elastina la inhibicion farmacolégica de la activacion o la
sintesis de NOX (con losartan y apocinina) también rescaté
el fenotipo cardiovascular.

En resumen, en muchas enfermedades congénitas, aparte
de las deficiencias caracteristicas, las principales complica-
ciones que limitan la esperanza de vida de estos pacientes
son las complicaciones cardiovasculares atribuibles a caren-
cias especificas inherentes a dichas patologias. Debido a la
dificultad anadida que en muchos casos supone investigar
patologias raras como el WBS, deben aplaudirse aproxima-
ciones experimentales como la que nos ocupa, que subraya
la importancia del estrés oxidativo en las complicacio-
nes cardiovasculares de este sindrome, identifica nuevas
dianas terapéuticas sobre las que disefar inhibidores mas
especificos y sugiere que farmacos disponibles actualmente
deberian ser evaluados en pacientes con WBS y alto riesgo
cardiovascular.
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