Clin Invest Arterioscl. 2012;24(3):147-153

CLNICA E INVESTIGACION EN

ARTERIOSCLEROSIS

ELSEVIER

DOYMA www.elsevier.es/arterio

ORIGINAL

Modificacion del comportamiento celular bajo el efecto
de estatinas en células de pared arterial (l).
Cambios en la dinamica celular

Jesus Millan Nanez-Cortés??*, Luis Alvarez-Sala Walther?®,
Carlos Recarte Garcia-Andrade®®, Maria Ferrer Civeira?,
Granada Alvarez Novés© e Ysmael Alvarez Rodriguez*

@ Departamento de Medicina Interna, Hospital General Universitario Gregorio Marafion, Facultad de Medicina,
Universidad Complutense, Madrid, Espafa

b Unidad de Riesgo Cardiovascular y Lipidos, Hospital General Universitario Gregorio Marafién, Facultad de Medicina,
Universidad Complutense, Madrid, Espafia

¢ Laboratorio de Investigacion Biomédica, Hospital General Universitario Gregorio Marafion, Facultad de Medicina,
Universidad Complutense, Madrid, Espafa

Recibido el 6 de febrero de 2012; aceptado el 13 de abril de 2012
Disponible en Internet el 30 de mayo de 2012

PALABRAS CLAVE Resumen Los inhibidores de la 3-HMG-CoA-reductasa (estatinas) son farmacos cuyos bene-
Efectos pleiotropicos; ficios clinicos en la prevencion de las enfermedades cardiovasculares estan ampliamente
Estatinas; demostrados. Una parte de tales beneficios, y particularmente los que pueden tener lugar
Actina de forma mas inmediata, se deben a efectos que pueden ser independientes del descenso de

los niveles de colesterol y de cLDL. Estos efectos se conocen como efectos pleiotropicos.

En el presente trabajo, mediante cultivos de células implicadas en el proceso aterogénico
—fibroblastos, monocitos, células endoteliales y células musculares lisas— sometidos a distintos
tipos y dosis de estatinas, hemos intentado evidenciar los cambios en el comportamiento celular.

Nuestros resultados apoyan la idea de que se producen cambios subsiguientes a la adicion
de las estatinas en el medio de cultivo, y que afectan tanto a la adhesividad celular como a
la movilidad y —en el caso de las células musculares lisas— a la contractilidad. Estos cambios
pueden explicar, al menos en parte, algunos de los efectos distintos a los directamente relacio-
nados con el efecto hipocolesterolemiante. En el fondo de tales cambios se pueden encontrar
modificaciones en el metabolismo intracelular.
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Abstract 3-HMG-CoA-reductase inhibitors (statins) are drugs which have been widely demons-
trated to have clinical benefits in the prevention of cardiovascular diseases. Some of these
benefits, particularly those that may take place immediately, are due to effects that may be
independent of the decrease in cholesterol and LDL-cholesterol levels. These effects are known

In the present study, using cultures of the cells involved in the atherogenic process: fibro-
blasts, monocytes, endothelial cells and smooth muscle cells submitted to different types and
doses of statins, we have attempted to demonstrate the changes in cell behaviour.

Our results support the idea that subsequent changes are produced on the addition of statins
into the culture medium, and which affect cell adhesiveness, as well as mobility and. in the
case of smooth muscle cells, the contractility. These changes may explain, at least partly, some
of the effects other than those directly related to the lipid lowering effect. Behind such changes

Actin
as pleiotropic effects.
may be found alterations in intracellular metabolism.
© 2012 Elsevier Espana, S.L. and SEA. All rights reserved.
Introduccién

Las estatinas son farmacos cuyo principal efecto es la reduc-
cion del colesterol plasmatico. Dicha reduccion se puede
situar, dependiendo del farmaco y de la dosis, entre un 10y
un 50% de la cifra basal. Su mecanismo de accion es la inhi-
bicion de la 3-hidroximetil-glutaril-coenzima A-reductasa
(3-HMG-CoA-R), cuya accion enzimatica es un paso limitante
en la sintesis de colesterol intracelular. La principal conse-
cuencia de este hecho es el aumento de la expresion y de la
actividad del receptor para las LDL, con lo que se consigue
un «aclaramiento» de dicha lipoproteina del plasma.

En los Ultimos afos, diversas evidencias han sugerido que
la reduccion de la morbimortalidad cardiovascular produ-
cida por las estatinas podria ser consecuencia no solo de la
reduccion de las concentraciones plasmaticas de colesterol
LDL (cLDL), sino también de otras acciones independientes.

De hecho, el beneficio clinico producido por las estati-
nas en los estudios 4S (Scandinavian Simvastatin Survival
Study)', WOSCOPS (West of Scotland Coronary Prevention
Study)?, CARE (Colesterol and Recurrent Events)® y HPS
(Heart Protection Study)* eran independientes de los valo-
res basales o del grado de reduccién de las concentraciones
plasmaticas de cLDL, y superiores a la que cabria esperar
segun la reduccion de los valores de cLDL.

En los estudios MIRACL (Myocardial Ischemia Reduction
with Agressive Colesterol Lowering)® y HPS*, realizados en
pacientes con valores normales o casi normales de cLDL, las
estatinas producen una reduccion de los episodios corona-
rios similar a la observada en los pacientes con cardiopatia
isquémica.

En los estudios angiograficos, la reduccion de los episo-
dios coronarios producida por las estatinas se asociaba a
minimos cambios en las dimensiones de la placa, por lo que
no puede atribuirse a la regresion de esta®.

Algunos efectos protectores de la estatinas en modelos
animales de hipercolesterolemia (reversion de la funcion
endotelial) aparecen antes incluso que la reduccién de los
valores de cLDL?, y en el estudio MIRACL la atorvastatina
reducia los episodios isquémicos a las 16 semanas de

tratamiento, un intervalo demasiado corto para que pueda
atribuirse a cambios en los valores de las LDL>.

Por otra parte, las estatinas disminuyen la incidencia
de ictus isquémicos, a pesar de que estos no siempre se
acompanan de un aumento de las concentraciones plasma-
ticas de colesterol®.

Todos estos hallazgos han llevado al convencimiento de
que las estatinas tienen acciones independientes de las
reduccion de las concentraciones plasmaticas de cLDL, a
las que denominamos acciones pleiotropicas®'®. Las
principales acciones pleiotropicas de las estatinas inclu-
yen la reversion de la disfuncion endotelial, acciones
antioxidantes, antitrombdticas, inmunomoduladoras vy
antiinflamatorias.

El objetivo del presente trabajo ha sido conocer los cam-
bios en el comportamiento celular inducidos por distintas
estatinas empleando cultivos de células que habitualmente
se encuentran implicadas en el proceso aterogénico.

Material y métodos

Se han empleado las técnicas de cultivo celular con solu-
ciones y medios de cultivo ya sehalados en trabajos
precedentes como habituales en nuestro laboratorio''.

Células

Algunas de las lineas celulares empleadas proceden de cul-
tivos primarios de células humanas, y otras tienen su origen
en lineas celulares previamente establecidas.

Los fibroblastos humanos proceden del cultivo primario
de amigdalas hipertroficas recién extirpadas, que propor-
ciona una buena cantidad de fibroblastos. Las amigdalas
extirpadas se recogieron en solucion salina equilibrada
de Dulbecco, suplementada con 200Ul/ml de penicilina,
200 ng/ml de estreptomicina, 32 ug/ml de gentamicina
y 40Ul/ml de nistatina. Se obtenian mediante sucesivos
pases con tripsina y transferencia de las suspensiones
celulares a tubos de centrifuga. Finalmente se eliminaron
los residuos groseros filtrando la suspension a través de
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varias capas de gasa estéril. Se sedimentaron las células
centrifugando 10min a 125 x G a temperatura ambiente.
Se descarto el sobrenadante y se suspendieron las pellas en
medio R5a de Iwakata suplementado con suero bovino fetal
al 10%, penicilina 100Ul/ml, estreptomicina 100 ug/ml,
gentamicina 16 wg/ml y nistatina 20Ul/ml. La siembra se
realizo utilizando frascos de mucha superficie a razon de
46.800 células viables por centimetro cuadrado en medio
R5a de McCoy modificado por Iwakata suplementado con
suero bovino fetal 10% y antibioticos. Cuando los cultivos
estaban en pleno crecimiento logaritmico y en fase con-
fluente laxa se recogieron las células, desprendiéndolas
con tripsina al 0,2%, y se prepararon viales que contenian
diferentes volimenes de suspension. Los viales para conge-
lacidn se prepararon con 2,4 x 10° células con el medio de
mantenimiento suplementado con 7% de dimetilsulféxido.
Los fibroblastos asi obtenidos mantienen su capacidad
proliferativa a lo largo de unos 15 pases consecutivos, y
a partir de entonces las células adoptan propiedades y
morfologia de fibroblastos senescentes.

Los monocitos humanos de sangre periférica proceden de
muestras de donantes sanos que se recogen en tubos esté-
riles con EDTA-Na (1,5 mg/ml de sangre) y siliconados para
evitar la coagulacion e impedir la adhesion de los monocitos
a las paredes del recipiente. Se centrifugan a 125 x G a tem-
peratura ambiente durante 15 min para separar y recoger los
plasmas. El sedimento que contiene las células hematicas se
ajusta al volumen inicial con solucion salina equilibrada sin
iones Ca** ni Mg**. Las células se purifican por centrifugacion
sobre lecho de polisucrosa y diatrizoato sodico ajustado a
una densidad de 1,077, utilizando el sistema Accuspin. La
centrifugacion se realiza a temperatura ambiente a 800 x G
durante 15 min en centrifuga IEC modelo HN. Se seleccionan
por aspiracion la banda de células linfomononucleares.

Las lineas celulares previamente establecidas proceden
de la American Type Culture Collection (ATCC) y se han obte-
nido a través de la European Collection of Cell Cultures
(ECACC) y de lineas establecidas en nuestro laboratorio a
partir de dicho origen. Se han utilizado células humanas de
endotelio vascular y células musculares lisas.

Las células humanas de endotelio vascular (HMEC-1) fue-
ron obtenidas en 1992'? a partir de endotelio vascular. Las
HMEC-1 pueden crecer en ausencia de suero humano. Expre-
san moléculas de superficie tipicamente asociadas con las
células endoteliales humanas —como es el caso de las molé-
culas CD31 y CD36— y moléculas de adhesion como las
ICAM-1. Adaptamos las células a crecer en medio R5a de Iwa-
kata. Las células HMEC-1 son células que prosperan como
cultivos semicontinuos, es decir, mantienen su capacidad
proliferativa a lo largo de 95 pases sucesivos. A partir de
este momento disminuye su capacidad de crecimiento y las
células se mantienen en estado estacionario.

Las células musculares lisas (TG/HA-VSMC) fueron obteni-
das en 1992'3, En nuestro laboratorio se obtuvieron a partir
de la ECACC. Asimismo, adaptamos las células a crecer en
medio R5a de Iwakata. Las células TG/HA-VSMC son también
células normales que prosperan como cultivos semicontinuos
y mantienen su capacidad proliferativa a lo largo de 30-35
pases sucesivos. A partir de ese momento disminuye su capa-
cidad de crecimiento y las células se mantienen en estado
estacionario.

Técnicas de videointervalometria y microscopia
digital de intervalos

Estos procedimientos se utilizan para valorar las caracte-
risticas morfodinamicas y la cinética de crecimiento de las
células control y las tratadas con las distintas estatinas. Se
ha empleado un microscopio invertido Nikon modelo M y
un microscopio Nikon modelo Diaphot. Ambos microscopios
estan disenados para poder utilizar dos salidas de recogida
de imagen; en una de ellas se adaptan el portaoculares y el
tubo para la camara de fotografia, y la otra es una salida
horizontal especialmente disenada para la adaptacion de
una camara de cine o video. Ambos equipos llevan incor-
porada una camara de incubacion que permite mantener la
temperatura con una precision £0,1°C. La temperatura se
mantiene con un dispositivo de inyeccion de aire caliente en
la camara, regulada por un dispositivo de control que res-
ponde a las modificaciones de temperatura detectadas por
un termopar que colocamos en la zona proxima al recipiente
de observacion.

Utilizamos oOptica de contraste de fases con condensador
de larga distancia focal. Esta optica permite la visualizacion
en las células vivas de un mayor nimero de estructuras.

Para las condiciones de filmacion procuramos establecer
las mismas condiciones de los experimentos que paralela-
mente se realizaron en los microcultivos en placas, con
objeto de poder correlacionar los datos obtenidos en las
dos condiciones. La cadencia de registro de imagen se pro-
grama en funcion de la duracion del fendmeno a estudiar,
utilizando aceleraciones comprendidas entre 4 imagenes por
segundo y una imagen cada 8 min, lo que nos permite, con
la maxima aceleracion, visionar en 1 min los fendmenos que
se producen en 3 dias.

Estatinas

Se han ensayado la atorvastatina, la pravastatina, la sim-
vastatina y la cerivastatina. Para la preparacion de las
soluciones concentradas de estatinas se han solubilizado los
principios activos a partir de la presentacion en comprimi-
dos. Se molturan los comprimidos; las estatinas liposolubles
se solubilizan inicialmente en dimetil sulféxido afadiendo
posteriormente agua a partes iguales; las hidrosolubles se
solubilizan primero en agua con adicion posterior de dimetil
sulfoxido también a partes iguales. Las soluciones se pre-
paran ajustadas a una concentracion final de 2mg/ml de
la estatina, y la solucion de uso se realiza por dilucion en
medio de cultivo, utilizando como controles los solventes
de la solucion madre con el mismo factor de dilucion.

Resultados
Adherencia celular

Cuando se ha estudiado la adherencia al medio de las dife-
rentes células (un ejemplo se muestra en la fig. 1), se han
obtenido curvas de adherencia individualizadas para las dis-
tintas células y para las distintas estatinas a diferentes dosis.

En las figuras 2-4 se muestra una representacion grafica
de las modificaciones en la adherencia celular encontradas
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Células musculares lisas

Fibroblastos

Mononucleares

Figura 1 Diferencias de adhesion entre diferentes células
ante igual concentracion de estatina (el ejemplo muestra el
empleo de simvastatina 98 pug/ml).

en los cultivos de células endoteliales (fig. 2), fibroblastos
(fig. 3) y células mononucleares (fig. 4). Las graficas se
refieren, en todos los casos, al cultivo en presencia de sim-
vastatina (98 pg/ml). Como se puede comprobar, existe una
importante variabilidad en la respuesta celular al empleo
in vitro de la estatina, de tal manera que el patron de
adherencia al medio varia de unas células a otras, a igual
concentracion del farmaco. Sin embargo, en términos gene-
rales se produce una pérdida brusca de adhesividad de forma
inmediata, que es mucho mas acusada en el caso de fibro-
blastos y mononucleares, y mas atemperada en el caso de las
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Figura 2  Adherencia de las células endoteliales (HMEC) bajo
el efecto de la estatina (simvastatina 98 pg/ml).
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Figura3 Adherencia de los fibroblastos (FA) bajo el efecto de
la estatina (simvastatina).

células endoteliales, en las que es solo al cabo de las 72 h del
efecto cuando se alcanza el maximo resultado. Como queda
reflejado, la pérdida de la adhesividad esta condicionada, en
una parte considerable, por la pérdida de viabilidad celular,
aunque también es posible reconocer un efecto indepen-
diente sobre esta propiedad celular.

Movilidad celular

La movilidad de los diferentes tipos celulares ha sido estu-
diada en presencia de las estatinas ensayadas.

La figura 5 muestra los cambios en la movilidad indu-
cidos en las células endoteliales por el influjo de distintas
dosis de diferentes estatinas. Asimismo, en la figura 6 se
muestra una secuencia concreta sobre cambios inducidos
por la cerivastatina sobre células endoteliales humanas.

Los resultados inducidos sobre la movilidad de las células
musculares lisas bajo el efecto de diferentes dosis de
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Figura4 Adherencia de los mononucleares (monocitos huma-
nos) bajo el efecto de la estatina (simvastatina 98 ug/ml).
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Células endoteliales, estatinas y movilidad
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Figura 5 Movilidad de las células endoteliales en presencia
de diferentes estatinas. ATV: atorvastatina; CRV: cerivastatina;
PRV: pravastatina; SV: simvastatina.

estatinas se muestran en la figura 7, y asimismo una secuen-
cia especifica con cerivastatina se muestra en la figura 8.

La técnica de videointervalometria permite el calculo de
la movilidad celular. Los resultados globales sobre la misma
en las diferentes células, y con las distintas estatinas, se
resumen en la figura 9. Del analisis de los resultados se des-
prende que los fibroblastos son el tipo celular cuya movilidad
se encuentra menos influida por la presencia de estatinas.
Por el contrario, todas las estatinas ensayadas logran inducir
una disminucion de la movilidad en las células endoteliales
y en las células musculares lisas, si bien en estas Gltimas la
recuperacion de la movilidad normal es mas rapida que en
las células endoteliales.

Contractilidad de células musculares lisas

La contractilidad fue estudiada exclusivamente en las célu-
las musculares lisas, habida cuenta de la trascendencia que
este proceso puede tener en los mecanismos de produccion
de la lesion vascular.

Antes de tratar con 95 ng/ml de
cerivastatina (CRV)

Actividad mitética: elevad O
Movilidad: alta
Apoptosis: muy escasas
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Figura 7 Movilidad de las células musculares lisas en
presencia de diferentes estatinas. ATV: atorvastatina; CRV: ceri-
vastatina; PRV: pravastatina; SV: simvastatina.

Se pudo observar una disminucion de la contractilidad
bajo el efecto de estatinas (se ensayo, por su singularidad,
la cerivastatina a dosis de 96 ng/ml), que se recupero y se
incremento al suprimir el tratamiento (figura 10).

Discusion

Las estatinas han demostrado ser uno de los medicamentos
mas Utiles en la prevencion de la arteriosclerosis y sus com-
plicaciones. Todas tienen un mecanismo de acciéon comun,
que es el de la inhibicion de la enzima 5 hidroximetil coen-
zima A reductasa, en un punto de la ruta metabodlica que
es fase limitante de la sintesis de colesterol e isoprenoides.
En la clinica, su principal efecto consiste en disminuir la
colesterolemia, reduciendo los niveles de LDL, aunque tie-
nen menos (o nulo) efecto sobre otras fracciones lipidicas,
como los triglicéridos o el colesterol unido a lipoproteinas
de alta densidad.

La disminucion de las LDL es clave para que no se
produzca su paso al subendotelio y la subsiguiente modifi-
cacion local de estas lipoproteinas, que se acepta como el
primer acontecimiento trascendente que puede iniciar las

Alas 48 h de tratar con ng/ml
de cerivastatina (CRV)

Actividad mitotica: baja
Movilidad: muy baja Q
Apoptosis: frecuentes

Figura 6 Movilidad de las células endoteliales humanas (HMEC-1) en tratamiento con cerivastatina (95ng/ml). Se sefialan células

en mitosis y células en apoptosis.
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Antes de tratar con 95 ng/ml de
cerivastatina (CRV)

=1 7

Actividad mitética: elevada
Movilidad: alta O
Apoptosis: no se observan

A las 48 h de tratar con 95 ng/ml
de cerivastatina (CRV)

Actividad mitética:ninguna
Movilidad: muy baja
Apoptosis: frecuentes

Figura 8 Movilidad de las células musculares lisas de aorta humana (TG/HA-VSMC) en tratamiento con cerivastatina (95ng/ml).

Se senalan cambios mitoticos y apoptoticos.

modificaciones fisiopatologicas de la formacion de la placa
de ateroma y constituir un elemento patogénico decisivo.
Pero ademas de su actividad hipolipemiante, se han des-
crito para las estatinas una serie de efectos que han recibido
la denominacion de pleiotrdpicos, y que parecen contribuir
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Figura 9 Movilidad media de las diferentes células en
presencia de distintas estatinas. ATV: atorvastatina; CRV: ceri-
vastatina; PRV: pravastatina; SV: simvastatina. Movilidad en
wm/h. *p<0,05; *p=0,05.

Figura 10 Efecto de la cerivastatina sobre la contractilidad
de las células musculares lisas procedentes de aorta humana
(las flechas indican el efecto contractil).

a comprender mejor otros aspectos beneficiosos del trata-
miento con estos compuestos. Entre estos efectos se han
descrito algunos que parecen afectar directamente al com-
portamiento celular (proliferacion, apoptosis, adherencia,
movilidad. ..), otros que influyen en la inducciéon de dis-
funcion endotelial, la oxidacion de LDL, la inflamacion, la
coagulacion o, incluso, la osteogénesis'*1°.

Las diferentes estatinas presentan, sin embargo, impor-
tantes diferencias de unas a otras por su procedencia,
naturales o sintéticas, por su liposolubilidad, por su acti-
vacion metabélica por la fraccion del citocromo P-450, o
por su propia actividad especifica hipolipemiante. En con-
secuencia, también pueden ser distintos la intensidad y el
tipo de los efectos pleiotropicos.

El mecanismo implicado en estas acciones pleiotropicas
parece estar intimamente unido al bloqueo de la 3-HMG-
CoA-R. La inhibicién de la sintesis del acido mevaldnico
disminuye la formacion de diversos isoprenoides que regulan
distintas funciones celulares, como la isopenteniladenosina,
el geranil geranilo pirofosfato y el farnesil pirofosfato. Estos
dos ultimos regulan la isoprenilacion de dolicoles (partici-
pan en la sintesis de glucoproteinas), ubiquinona y hemo
A (participan en la cadena transportadora de electrones)
y diversas proteinas de sefalizacion intracelulares (protei-
nas de pequefo tamafo), necesarias para la proliferacion y
diferenciacion celular, la expresion genética, el ensamblaje
del citoesqueleto, el transporte de lipidos y proteinas, y la
fibrindlisis'® 1720, La ispoprenilacién es un paso fundamental
en la actividad de algunas proteinas (Rho), que deter-
mina su localizacion subcelular y su transferencia desde su
localizacion intracelular hacia la membrana celular. Las
proteinas Rho/Ras se encuentran en dos conformaciones:
una forma inactiva ligada a guanosina difosfato (GDP) y
una activa ligada a guanosina trifosfato (GTP). Las esta-
tinas inhiben la prenilacion y la translocacion de estas
proteinas, lo que conlleva cambios en la actina del citoes-
queleto, disminuye la proliferacion y la migracion celular, y
aumenta la expresion de la 6xido nitrico sintetasa endotelial
(NOSe)'®19,

Una gran parte de los efectos pleiotropicos pueden
tener su fundamento en estas alteraciones bioquimico-
estructurales, y ello puede condicionar la modificacion de
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la conducta y del comportamiento (caracteristicas morfodi-
namicas) en las células que tienen un mayor protagonismo
en el proceso aterogénico. En el fondo late la idea de que
las estatinas pueden provocar modificaciones celulares que
condicionen los cambios en la tasa de proliferacion, en la
muerte celular programada (apoptosis) o en su movilidad y
adherencia. Y estos fendmenos pueden ser especialmente
trascendentes cuando afecten al endotelio, a la fibra
muscular lisa, al fibroblasto o al mononuclear, toda vez que
son células directamente implicadas en el inicio y desarrollo
de la aterosclerosis.

En nuestro estudio hemos comprobado que, en efecto, la
adherencia celular de las distintas células, asi como la movi-
lidad y —para las células musculares lisas— la contractilidad
son modificadas por el efecto de las estatinas. Es verdad
que tales modificaciones dependen, en su grado e intensi-
dad, de la estatina y de la dosis especificamente empleada,
pero se puede observar facilmente un efecto de clase, que
puede ser responsable del comportamiento asociado a los
conocidos como efectos pleiotropicos.

En la practica esto puede significar que los inhibidores
de la 3-HMG-CoA-R podrian afectar de manera diferente al
comportamiento celular de las distintas células implicadas
en la formacion de la placa de ateroma, y que estas dife-
rencias podrian aclarar los efectos que las estatinas tienen
sobre distintos aspectos que controlan la aterogénesis.
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