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La LDL agregada induce la expresién
y la activaciéon de factor tisular en células
vasculares mediante un mecanismo inhibible

por pravastatina

Sandra Camino-Loépez, Vicenta Llorente-Cortés y Lina Badimon

Cardiovascular Research Center, CSIC-ICCC. Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Barcelona. Espana.

Introduccién. La captacion de lipoproteina de
baja densidad (LDL) modificada por agregacion
(LDLag) induce la expresién y la activacién del
factor tisular (FT) en células musculares lisas de la
pared vascular (CMLV). Nuestro objetivo fue
investigar el mecanismo involucrado en la
induccién de FT por LDLag y la regulacién de
dicho mecanismo por la pravastatina.

Métodos. Las CMLV se preincubaron durante 4 h
con pravastatina (0,5 mM), sin y con mevalonato
(0,1 mM), geranilgeranil pirofosfato (GGPP)

(10 wM) o farnesil pirofosfato (FPP) (10 pM).
Posteriormente, las CMLV se incubaron con LDL
nativa (LDLn) o LDLag (100 wg/ml) durante 18 h.
La expresion de FT se analizé mediante PCR a
tiempo real. La actividad procoagulante de FT
(APC) se evalu6 mediante el ensayo de generacion
de factor X activado (Xa). La translocacion de Rho
A se estudi6 mediante la deteccién de Rho A en el
citoplasma y la membrana. El efecto de la
inhibicion de Rho A se analizé en CMLV incubadas
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con la exoenzima C3 (inhibidor especifico de Rho
A) (25 pg/ml, 24 h).

Resultados. Las LDLag indujeron la expresion y
la activacién de FT concomitantemente al aumento
del valor de Rho A en la membrana (2X). La
pravastatina (0,5 mM) inhibi6 la expresién de
ARNm y la actividad de FT inducida por LDLag en
el 52,33 + 5,17%y en el 28 + 2%, respectivamente.
Este efecto se revirtié por GGPP pero no por FPP,
lo que sugiere la implicacién de una proteina
geranilgeranilada. La exoenzima C3, un inhibidor
especifico de Rho A, inhibi6 la expresién de ARNm
y la activacién de FT inducida por LDLag en el 42
+3,3% vyen el 41 + 2,5%, respectivamente.

Conclusion. La LDLag aumenta el FT en CMLV
mediante un incremento en los valores de Rho A en
la membrana y la pravastatina previene este efecto
impidiendo la translocacién de Rho A. Nuestros
resultados contribuyen a explicar el papel crucial
de Rho A en la patogénesis de la aterotrombosis y
el potencial de las estatinas para prevenir la
aterotrombosis.
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AGGREGATED LOW-DENSITY LIPOPROTEIN
INDUCES TISSUE FACTOR EXPRESSION AND
ACTIVITY IN VASCULAR CELLS THROUGH A
MECHANISM SUSCEPTIBLE TO PRAVASTATIN-
MEDIATED INHIBITION

Introduction. Aggregated low-density lipoprotein
(agLDL) strongly induces tissue factor (TF)
expression and activation in human vascular
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smooth muscle cells (VSMC). The aim of this study
was to investigate the mechanism involved in
agLDL-TF overexpression and agLDL-TF
activation, as well as regulation of this mechanism
by pravastatin.

Methods. VSMC were preincubated with
pravastatin (0.5 mM) with or without mevalonate
(0.1 mM), geranylgeranyl pyrophosphate (GGPP)
(10 wM) and farnesyl pyrophosphate (FPP)

(10 uM). The cells were then exposed to native LDL
(nLDL) or agLDL (100 pg/ml) for 18 h. TF
expression was measured by real-time PCR. TF
activity was analyzed by the factor Xa generation
test. Rho A traslocation was determined by
detection of Rho A antigen in cytoplasmic and
membrane fractions. The effect of Rho A inhibition
on TF expression and activity was analyzed by
preincubation of VSMC with exoenzyme C3

(25 wg/ml, 24 hours).

Results. AgLDL significantly increased TF
expression and activity concomitantly with an
increase in Rho A membrane levels (by 2-fold).
Pravastatin (0.5 mM) inhibited agLDL-TF mRNA
overexpression and agLDL-TF activation by 52.33
+ 5.17% and 28 + 2%, respectively. These effects
were reverted by GGPP but not by FPP, suggesting
involvement of a geranylgeranyl protein.
Exoenzyme C3 (a specific Rho A inhibitor)
prevented agLDL-TF overexpression and activation
by 42 + 3.3% and 41 + 2.5%, respectively.

Conclusion. AgLDL internalization increases TF
expression and activation through Rho A activation
while pravastatin prevents this effect by impairing
Rho A traslocation. Our results help to explain the
major role of Rho A activation in the pathogenesis
of atherothrombosis and the potential of statins in
atherothrombosis prevention.

Key words:
Atherothrombosis. Vascular smooth muscle cell. Tissue
factor. Aggregated LDL.

El factor tisular (FT) es una glucoproteina de la
membrana iniciadora de la coagulacién sanguinea.
El contenido en FT predice el grado de tromboge-
nicidad de la placa aterosclerdtica'. Cuando la
placa aterosclerética se rompe, el lipido es un sus-
trato altamente trombogénico. La mayoria de los
lipidos que se acumulan en la intima arterial se en-
cuentran en forma de lipoproteina de baja densi-
dad (LDL) modificada por oxidacién (LDLox) o
por agregacion (LDLag), procesos facilitados por la

interaccion de la LDL con las proteinas de la ma-
triz extracelular que conforman la intima
arterial®®. Tanto las LDL nativas como diferentes ti-
pos de LDL modificadas incrementan la expresién
de FT en diferentes tipos celulares. Sin embargo,
solamente las LDLox y las LDLag tienen la capaci-
dad de incrementar la actividad celular procoagu-
lante™. La activacién del FT por las LDLox se pro-
duce mediante peroxidacion lipidica intracelular’®.
Nuestro grupo ha demostrado previamente que las
LDLag se unen al receptor lipoproteico LRP1 (Low
Density Lipoprotein Receptor-Related Protein). Este
receptor media la captacion selectiva y la acumula-
cién intracelular de colesterol esterificado (CE) de
la LDLag!™!%. La captacién de LDLag induce la ex-
presién y la activacién de FT y, por tanto, la trans-
formacion protrombética de las células musculares
lisas de la pared vascular (CMLV)*!*. Sabemos que
la captacion de LDLag por las CMLV no induce
apoptosis, determinante crucial de desarrollo de
aterotrombosis'>'®. Sin embargo, desconocemos el
mecanismo involucrado en la induccién FT por las
LDLag. Diversos estudios han demostrado que los
inhibidores de la HMG-CoA reductasa o estatinas
son capaces de disminuir la incidencia de episo-
dios coronarios gracias a sus efectos antitromboti-
cos!™. Estos efectos beneficiosos incluyen la esta-
bilizacién o regresion de la placa aterosclerética.
Las estatinas también han demostrado disminuir
la expresion de FT en la aorta y también en las pla-
cas aterosclerdticas ricas en macréfagos presentes
en conejos hipercolesterolémicos??2. Nuestro gru-
po ha demostrado anteriormente que las estatinas
inhiben significativamente la formacién del trom-
bo tanto en la pared vascular erosionada como en
la dafiada en modelo porcino?. Estos estudios in
vivo demuestran una reduccién en la trombogeni-
cidad y una disminucién en la expresion de FT en
la pared vascular, y estos efectos son independien-
tes de la disminucion del colesterol sérico causada
por las estatinas (efectos pleiotropicos)’*?. Los
efectos pleiotrépicos de las estatinas son el resulta-
do de la capacidad de estos inhibidores para blo-
quear la sintesis de los principales donadores de
isoprenoides hidrofébicos, como son el farnesil
pirofosfato (FPP) y el geranilgeranil pirofosfato
(GGPP). Estos grupos son responsables de la modi-
ficacion lipidica postraduccional (prenilacién) de
proteinas isopreniladas envueltas en sefal intrace-
lular, tales como las proteinas GTPasa pequeiias
pertenecientes a las familias Rho y Ras?*?, El obje-
tivo de este trabajo fue investigar el mecanismo in-
volucrado en la induccién de FT por LDLag y la re-
gulacién de dicho mecanismo por la pravastatina.
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Nuestros resultados demuestran que la pravasta-
tina previene la induccién de FT provocada por la
captacion de LDLag y que este efecto se revierte en
presencia de GGPP pero no de FPP, lo que sugiere
que en la inducciéon de FT por LDLag interviene
una proteina geranilgeranilada. De hecho, la capta-
cién de LDLag induce la translocacién de Rho A
del citoplasma (Rho A inactivo) a la membrana
(Rho A activo), y la exoenzima C3, un inhibidor es-
pecifico de Rho A, previene la activacién de FT in-
ducida por la LDLag. Estos resultados evidencian
que la LDLag induce la expresion y la activacién
de FT, al menos en parte, mediante la tranlocacion de
Rho A a la membrana, y que la pravastatina, al in-
hibir la modificacién postrasduccional de esta pro-
tefna, previene la activacién de FT por captacién
de LDLag. Este podria ser un nuevo mecanismo por
el que la pravastatina previene la transformacién
protrombética de las lesiones aterosclerdicas avan-
zadas.

Material y métodos
Cultivo de CMLV y preparacion de las LDL

Los cultivos primarios de CMLV fueron obtenidos por la
técnica de explantes a partir de zonas no ateroscleréticas de
coronarias humanas aisladas de corazones trasplantados en el
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau'®2, El estudio fue apro-
bado por el Comité Revisor Institucional de Investigacion Hu-
mana del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau en concordan-
cia con la Declaracién de Helsinki. Las células quiescentes se
preincubaron durante 4 h con un inhibidor de la HMG-CoA re-
ductasa (pravastatina, cedida amablemente por los laborato-
rios Bristol-Myers Squibb), con pravastatina y con los diferen-
tes intermediarios de la via de sintesis endégena de colesterol,
mevalonato (Sigma) (100 pM); GGPP (Sigma) (10 uM), FPP
(Sigma) (10 pM) que se mantuvieron durante el tratamiento
con LDL nativa (LDLn) o LDLag (100 pg/ml, 18 h). Para estu-
diar el efecto de la inhibicién de Rho A, las CMLV quiescentes
se preincubaron con exoenzima C3 (25 pg/ml, 24 h), inhibidor
que se mantuvo durante el periodo de la incubacién con lipo-
proteinas (18 h). Los inhibidores o productos de la via de sin-
tesis de colesterol no influyeron en la viabilidad de las células
(ensayos realizados por tincién con azul de tripano).

El aislamiento de las LDL humanas (d, 3;4-d, oc; &/ml) se rea-
liz6 mediante ultracentrifugacion secuencial a partir de una
mezcla de sueros normocolesterolémicos de voluntarios. Las
LDLag se prepararon por agitacion mecanica de la LDL, tal
como se describié anteriormente®!. Los valores de TBARS
(< 1,2 mmoles de malondialdehido/mg proteina en LDL) se
mantuvieron similares a los observados en las LDLn después
de la agregacion.

PCR a tiempo real

El ARN total y la proteina celular fueron aislados utilizan-
do Tripure™ Isolation Reagent (Roche Molecular Biochemi-
cals) siguiendo las indicaciones del fabricante. Los valores de
ARNm de FT se analizaron por PCR a tiempo real. Los ceba-
dores y la sonda fluorescente TagMan de FT fueron disefiados
utilizando el programa Primer Express (PE Systems)®. Se utili-
z6 GAPDH humana como gen enddgeno (4326317E Applied
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Biosystems). La PCR a tiempo real TagMan se realizé como se
ha descrito anteriormente’.

Determinacion de la actividad procoagulante de FT
en CMLV

La actividad procoagulante de FT (APC) se testé por un mé-
todo de generacién de factor X activado (Xa) con minimas
modificaciones?®?. Se utiliz6 un sustrato cromogénico de fac-
tor Xa (Sigma) (0,5 pM) y la actividad procoagulante se deter-
miné por colorimetria midiendo la densidad dptica a 405 nm
utilizando un lector de ELISA a 37 °C (SpectraMax). Los valo-
res se obtuvieron a partir de una curva estandar realizada con
factor Xa (Calbiochem).

Translocacién de Rho A del citoplasma a la

membrana celular

Las CMLV humanas se expusieron a LDL después de haber
sido incubadas en ausencia o presencia de pravastatina (0,5
mM). Se obtuvieron las fracciones proteicas del citoplasma y
la membrana utilizando ProteoExtract® Subcellular Proteome
Extraction kit (Calbiochem), que se purificaron mediante el kit
2D Clean-Up (Amersham). El analisis de Rho A en el citoplas-
ma y la membrana se realiz6 mediante Western blot incuban-
do con anticuerpos monoclonales contra Rho A humana (San-
ta Cruz, 26C4).

Andlisis de datos

Los datos se expresaron como la media + SEM. Para el ana-
lisis de los datos se utiliz un paquete estadistico para Macin-
tosh: statview (Abacus Concepts). Los grupos multiples se ana-
lizaron por ANOVA o test de Wilcoxon, dependiendo de las
necesidades. Se consideraron estadisticamente significativos
los valores con p < 0,05.

Resultados

La pravastatina disminuye la sobreexpresion
y la activacién de FT inducidas por la captacion
de LDLag en CMLV humanas

Como se muestra en la figura 1, la pravastatina
(0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM) disminuy6 la expresion
de ARNm de FT de forma dependiente de la dosis
en CMLV. La disminucién de los valores de ARNm
de FT a dosis de 1 mM es del 59 + 0,57% en CMLV
control, del 47 + 0,09% en CMLV expuestas
a LDLn y del 70 + 0,29% en CMLV expuestas a
LDLag. La LDLag increment6 de forma muy mar-
cada la APC de FT en CMLV (LDLag: 3,44 + 0,21,
LDLn: 1,75 + 0,19 y control: 0,84 + 0,04 U/mg pro-
teina) en concordancia con resultados previos ob-
tenidos en nuestro grupo’. Como se observa en la
figura 2, la pravastatina disminuy6 el incremento
en APC inducido por LDLag desde el 24 + 0,68% a
dosis de 0,25 mM hasta el 39 + 0,56% a dosis de 1
mM. La pravastatina también disminuyé signifi-
cativamente la actividad de FT en CMLV expues-
tas a LDLn, pero no ejercié ningtn efecto en las
CMLYV control.
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Figura 1. Efecto de la pravastatina sobre los niveles de expre-
sion de ARNm de FT inducidos por LDLag. El grafico muestra
los niveles de expresién de ARNm de FT obtenidos a partir de
la cuantificaciéon por PCR a tiempo real. Las CMLV se prein-
cubaron durante 4 h con pravastatina (0, 0,25, 0,5, 1 mM) y
luego se incubaron durante 18 h sin LDL (CMLV controles,
rombos), con LDLn (cuadrados) o con LDLag (triangulos) (100
mg/ml). Los datos se procesaron utilizando un programa espe-
cialmente disefiado y basado en los Ct de la muestra normali-
zados respecto al ARNm de gapdh (n = 3). p < 0,05: “vs CMLV
no expuestas a LDL; bvs CMLV sin tratar con pravastatina;
CMLV: células musculares lisas de la pared vascular; FT: fac-
tor tisular; LDL: lipoproteina de baja densidad; LDLag: LDL
modificada por agregacién; LDLn: LDL nativa; PCR: reaccién
en cadena de la polimerasa.

El GGPP, pero no el FPP, revierte el efecto de la
pravastatina en la expresion y la actividad de FT
inducida por captacion de LDLag

Para caracterizar los principales grupos isopre-
nilados involucrados en el efecto de la pravastati-
na adicionamos mevalonato, GGPP o FPP durante
el tratamiento con este inhibidor. En la figura 3 se
observa que el mevalonato y el GGPP revirtieron
el efecto de la pravastatina en la expresién de
ARNm de FT tanto en ausencia como en presen-
cia de LDL. Por el contrario, el FPP no revirti6 el
efecto de la pravastatina en ningiin caso. Como se
muestra en la figura 4, el mevalonato y el GGPP
también previnieron completamente el efecto de
la pravastatina sobre la actividad procoagulante
de FT en CMLV expuestas a LDLn o LDLag, mien-
tras que el FPP no revirti6 el efecto de la estatina
en ninguna de las condiciones. Ninguno de los
grupos isoprenil ejerci6 por si mismo efecto sobre
la actividad del FT. Estos resultados sugieren que
en la induccién de la expresion y la activacion de
FT por LDLag interviene una proteina geranilge-
ranilada.

Figura 2. Efecto de la pravastatina sobre la actividad procoa-
gulante del FT inducida por LDLag. El grafico muestra la ac-
tividad medida a través de un método colorimétrico de gene-
racion de factor Xa. Las CMLV se preincubaron durante 4 h
con pravastatina (0, 0,25, 0,5, 1 mM) y luego se incubaron du-
rante 18 h sin LDL (CMLV controles, rombos), con LDLn
(cuadrados) o con LDLag (tridngulos) (100 wg/ml). Los re-
sultados se expresan en U/mg prot y se muestran como media
+ SEM (de 3 experimentos con triplicados). p < 0,05: ®vs
CMLV sin incubar con LDL; bvs CMLV sin tratar con pravas-
tatina; CMLV: células musculares lisas de la pared vascular;
FT: factor tisular; LDL: lipoproteina de baja densidad; LDLag;
LDL modificada por agregacién; LDLn: LDL nativa.

La LDLag induce la translocacién de Rho A del
citoplasma a la membrana celular v la pravastatina
inhibe este efecto

Como se muestra en la figura 5, la LDLag incre-
ment6 el valor proteico de Rho A en la membrana
(forma activa) (agLDL: 2,10 veces frente a nLDL:
1,21 veces). Tanto la LDLag como la LDLn induje-
ron un ligero incremento en la forma citoplasmati-
ca (inactiva) de Rho A. La captacién de LDLag no
ejerci6 ningun efecto significativo en los valores de
Racl en el citoplasma o la membrana (datos no
mostrados). El aumento de la forma activa de Rho
A inducido por LDLag se asocia con un incremento
en la expresiéon de ARNm de Rho A (agLDL: 2 ve-
ces frente a LDLn: 1,22 veces). La pravastatina re-
dujo significativamente la forma activa de Rho A
en CMLV control (en un 54 + 0,2%), en CMLV ex-
puestas a LDLn (en un 39 = 0,5%) y en CMLV
expuestas a LDLag (en un 61 + 2,2%). La pravasta-
tina indujo un incremento en la forma citoplasma-
tica (inactiva de Rho A) tanto en CMLV control
(5,48 + 0,5 veces) como en CMLV expuestas a LDLn
(4,74 + 1,5 veces) como en CMLV expuestas a
LDLag (9,68 + 1,4 veces).
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La inhibicion especifica de Rho A previene la

induccion de la expresion y la activacién de FT

por LDLag

Como se observa en la figura 6, la exoenzima C3,
un inhibidor especifico de Rho A (25 pg/ml, 24 h),
inhibi6 la expresién basal de ARNm de FT en un 31
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Figura 3. Reversion por GGPP del
efecto de la pravastatina sobre los va-
lores de ARNm del FT inducidos por
LDLag. El grafico muestra los niveles
de expresion de ARNm de FT obteni-
dos a partir de la cuantificacién por
PCR a tiempo real. Las CMLV se
preincubaron durante 4 h con pra-
vastatina (0,5 mM) y en ausencia o
presencia de mevalonato (0,1 mM),
GGPP (10 pM) o FPP (10 uM). Poste-
riormente, las CMLV se incubaron
durante 18 h sin LDL, con LDLn o
con LDLag (100 wg/ml). Los datos se
procesaron utilizando un programa
especialmente disefiado y basado en
los Ct de la muestra normalizados
respecto al ARNm de gapdh (n = 3). p
< 0,05: *vs CMLV sin tratar con pra-
vastatina; "vs CMLV sin incubar con
LDL; CMLYV: células musculares lisas
de la pared vascular; FPP: farnesil pi-
rofosfato; FT: factor tisular; GGPP:
geranilgeranil pirofosfato; LDL: lipo-
proteina de baja densidad; LDLag:
LDL modificada por agregacion;
LDLn: LDL nativa; MEV: mevalonato.

Figura 4. Reversién por GGPP del efec-
to de la pravastatina sobre la actividad
procoagulante del FT inducida por LD-
Lag. El grifico muestra la actividad
medida a través de un método colori-
métrico de generacion de factor Xa.
Las CMLYV se preincubaron durante 4
h con pravastatina (0,5 mM) y en au-
sencia o presencia de mevalonato (0,1
mM), GGPP (10 uM) o FPP (10 pM).
Posteriormente, se incubaron durante
18 h sin LDL, con LDLn o con LDLag
(100 pg/ml). Los resultados se expre-
san en U/mg prot y se muestran como
media + SEM (de 3 experimentos con
triplicados). p < 0,05: *vs CMLV sin
tratar con pravastatina; ®vs CMLV sin
incubar con LDL; CMLV: células mus-
culares lisas de la pared vascular; FPP:
farnesil pirofosfato; FT: factor tisular;
GGPP: geranilgeranil pirofosfato; LDL:
lipoproteina de baja densidad; LDLag:
LDL modificada por agregacion;
LDLn: LDL nativa; MEV: mevalonato.

+ 3% asi como la induccién de la expresion de
ARNm de FT inducida por LDLn (en el 30 + 2,1%)
o LDLag (en el 42 + 3,3%) (fig. 6A). La exoenzima
C3 previno tanto la ligera activacién de FT induci-
da por LDLn como la fuerte activacién de FT indu-
cida por la LDLag en el 41,4 + 0,14% (fig. 6B).
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Figura 5. Efecto de la LDLag en la translocaciéon de Rho A del citoplasma a la membrana. Las CMLV control y las CMLV tratadas
con pravastatina (0,5 mM, 4 h) se incubaron posteriormente durante 18 h sin LDL, con LDLn o con LDLag (100 pg/ml). Se mues-
tra un Western blot representativo de la proteina Rho A presente en la fraccion citoplasmatica (inactiva) y la fraccion de la mem-
brana (activa), asi como un diagrama de barras con la cuantificacién de bandas. Los resultados se expresan como unidades arbi-
trarias y se muestran como la media + SEM (n = 3). p < 0,05: *vs CMLV sin tratar con pravastatina; ®vs CMLV control; vs CMLV
expuestas a LDLn. CMLV: células musculares lisas de la pared celular; LDL: lipoproteinas de baja densidad; LDLag: modificada

por agresién; LDLn: LDL negativa.

Discusion

Las CMLV son una de las principales fuentes de
FT en la pared vascular'. Teniendo en cuenta la
importancia de las placas ateroscleréticas erosio-
nadas, ricas en CMLYV, en el desencadenamiento de
la trombosis®*?, los mecanismos por los que se in-
duce el FT en CMLV han ganado interés. Diversos
estudios han evidenciado que las estatinas influyen
en la expresion y la actividad de FT en varios mo-
delos, tanto in vivo como in vitro'*?, Aunque sabe-
mos que la LDLag, una de las principales modifica-
ciones de la LDL en la intima arterial, con alta
capacidad de provocar la formacién de células es-
pumosas'®!* induce la expresion y la activacién del
FT en CMLV humanas, sin inducir apoptosis'?, des-
conocemos qué intermediarios celulares estan in-
volucrados en la induccién de FT por LDLag.

Nuestros resultados demuestran que la pravasta-
tina previene la induccién del FT por LDLag tanto
en expresién como en grado de activacién. Sin em-
bargo, se observa una eficacia diferencial de la pra-
vastatina en la inhibicion de los efectos de la
LDLag sobre la expresiéon de ARNm de FT y la acti-
vidad procoagulante de FT. Estos resultados sugie-
ren que mientras que la LDLag induce la sobreex-
presion de FT por un mecanismo inhibible por
estatinas, la LDLag podria inducir la actividad pro-
coagulante de FT por otros mecanismos no inhibi-
bles por estatinas. Estudios previos sugieren que la

expresion y la activacién de FT son procesos inde-
pendientes®*3!. La activacién de FT esta principal-
mente regulada por mecanismos que alteran su es-
tructura cuaternaria®’. Ademads, en nuestro grupo
hemos demostrado recientemente que la LDLag tie-
ne la capacidad de alterar la concentracién de esfin-
gomielina (SM) de la membrana plasmatica de las
CMLV®. La SM es uno de los principales fosfolipidos
que estructuran las caveolas, estructuras altamente
enriquecidas en FT en su forma encriptada®. Por lo
tanto, al alterar el contenido de SM de la membrana
plasmatica, la LDLag podria influir en la topologia y,
por consiguiente, en la activacion de FT. El efecto de
la pravastatina sobre los valores de ARNm vy la acti-
vidad de FT inducidos por la captaciéon de LDLag se
revierte por GGPP, pero no por FPP, lo que sugiere
la implicacién de una proteina geranilgeranilada en
la induccién de FT por LDLag. En este estudio de-
mostramos que la LDLag tiene una capacidad muy
superior a la LDLn para inducir la translocacién de
Rho A desde el citoplasma a la membrana celular,
donde esta activa. La pravastatina disminuy6 en ma-
yor grado la forma activa de Rho A en CMLV trata-
das con LDLag o controles que en CMLV tratadas
con LDLn. Ello podria ser debido a que los inhibido-
res de la HMG-CoA reductasa inducen la expresion
del receptor clasico de LDL favoreciendo una sobre-
captacién de LDL y, por tanto, una sobreinduccién
de Rho A activo que compensaria en cierta medida
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Figura 6. La exoenzima C3 (un inhibidor de Rho A) previene la
expresion y la activacién de FT inducida por LDLag. Las CMLV
control y las CMLV tratadas con exoenzima C3 (25 pg/ml, 24 h)
se incubaron posteriormente durante 18 h sin LDL, con LDLn
o con LDLag (100 pg/ml). A) El grafico muestra los niveles de
expresion de ARNm de FT obtenidos a partir de la cuantifica-
cién por PCR a tiempo real. Los datos se procesaron utilizando
un programa especialmente disefiado y basado en los Ct de la
muestra normalizados respecto al ARNm de gapdh (n = 3). B)
El grafico muestra la actividad procoagulante de FT. Los resul-
tados se expresan en U/mg prot y se muestran como media
SEM (de 3 experimentos con triplicados). p < 0,05: “vs CMLV
sin tratar con pravastatina; vs CMLV control; ®vs CMLV ex-
puestas a LDLn. CMLV: células musculares lisas de la pared ce-
lular; FT: factor tisular; LDL: lipoproteinas de baja densidad,;
LDLag: LDL modificada por agregacién; LDLn: LDL nativa.

la inhibicién de la sintesis de GGPP inducida por la
pravastatina en CMLV expuestas a LDLn. La pravas-
tatina inhibe la sintesis de GGPP necesaria para la
modificacion postraduccional de Rho A, su translo-
cacion a la membrana y, por tanto, su activaciéon. Un
inhibidor especifico de Rho A, la exoenzima C3, dis-
minuye la induccién por LDLag de los niveles de ex-
presion de FT y la induccién de la activacion de FT
por las LDLag practicamente hasta el nivel basal.
Conjuntamente estos resultados demuestran que la
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induccién de FT por la LDLag depende de la trans-
locacién a la membrana de la proteina Rho A, y que
la pravastatina previene la induccién de FT inducida
por LDLag al bloquear la sintesis del GGPP necesa-
ria para el anclaje a la membrana de Rho A. Nues-
tros resultados concuerdan con estudios previos que
demuestran que las estatinas impiden la transloca-
cién a la membrana de Rho A, influyendo asi en la
expresion de FT en monocitos y células endotelia-
les’*%. Lo novedoso de este estudio es que demostra-
mos por primera vez que las LDLag inducen la
translocacién de Rho A de forma significativa, dan-
do una explicacion mecanistica a la alta capacidad
protrombética de esta lipoproteina modificada®!.
Diferentes agonistas, como las LDL oxidadas, la
trombina y la angiotensina II, inducen el FT a través
de la activacion de la via Rho/Rho cinasa en diferen-
tes modelos celulares®*¢* indicando que la activa-
cién de Rho A esta involucrada en la activacién del
FT por varios agonistas que se unen a diferentes re-
ceptores sin relacién entre ellos. La potencial impor-
tancia de la via de Rho/Rho cinasa en la aterogéne-
sis ha sido demostrada en modelos animales, en los
que tratamientos con inhibidores de Rho cinasa re-
dujeron el desarrollo de la lesién®®. Aunque la LDLn
también induce Rho A, la captacién de LDLn est4 li-
mitada por la regulacién a la baja de su receptor. En
cambio, el mecanismo de captacién de la LDLag
mediante el LRP1 es un proceso no regulado por co-
lesterol que permite una acumulacién muy elevada
de colesterol intracelular”. Ello es debido a que el
LRP1 se regula al alza por LDLag" y a que el LRP1
participa en un mecanismo de captacion selectiva de
CEB, Nuestro estudio contribuye a evidenciar el im-
portante papel atribuido a Rho A en la patogénesis de
la arteriosclerosis®, ya que la captacién de LDLag me-
diada por LRP1 podria ser un mecanismo proatero-
tromboético de gran relevancia en la pared vascular'®.
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