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ANALISIS GENETICO DEL SISTEMA LINFATICO EN EL
TEJIDO ADIPOSO DE PACIENTES CON HIPERLIPEMIA
FAMILIAR COMBINADA
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L Masana y J. Ribalta

Unitat de Recerca en Lipids i Arteriosclerosi (CIBERDEM). Hospital
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Introduccién: La circulacién sanguinea asi como la circula-
ci6n linfatica asumen funciones complementarias. Aseguran la
nutricién celular, la respuesta inmune, el fluido tisular y el
equilibrio protefnico. Los vasos linfaticos captan liquido in-
tersticial, macromoléculas y células inmunitarias, desde los te-
jidos hacia la circulacién sanguinea, pasando el filtro de los
nédulos linfaticos. Ambas circulaciones son esenciales para la
homeostasis en organismos sanos y su malformacion o disfun-
cién contribuye a la patogénesis de muchas enfermedades.

En modelos animales en los que la capacidad de drenaje del
flujo intersticial por parte de los vasos linfaticos esta modifica-
da genéticamente se observan alteraciones propias del sindro-
me metabolico o la hiperlipemia familiar combinada (HFC).
Por ello hipotetizamos que alteraciones del sistema linfatico,
valoradas a partir del analisis de la expresion de genes clave en
su desarrollo, pueden contribuir a la patogenia de la HFC.
Métodos: Se valora la expresion génica de cinco muestras de te-
jido adiposo de pacientes con HFC en relacién un grupo control
de cinco sujetos, mediante PCR-RT a tiempo real, de genes cla-
ves en la estructuracion de los vasos linfaticos (Prox 1y Foxc2) y
genes vinculados al funcionamiento adipocitario (Agp 7 y Gk).
Resultados: Cuatro de las cinco muestras analizadas mues-
tran una disminucién estadisticamente significativa del gen
Prox1 que va del 40% al 60% en relacién al control. El Gnico
paciente en el que no se observa represion de Prox1 presenta
una disminucion estadisticamente significativa del gen Foxc2
del 73%. No se observaron diferencias significativas en los ge-
nes (Agp 7 y Gk).

Conclusiones: El hecho de que todos los pacientes estudiados
presenten disminuciones estadistica y biologicamente signifi-
cativas de dos genes clave en el desarrollo del sistema linfatico
(Prox-1 y FOXC2) refuerza la hipétesis de que este pueda estar
implicado en la patogenia de la HFC.

CARACTERIZACION Y LOCALIZACION DEL SISTEMA
ENDOTELINA EN EL FALLO CARDIACO HUMANO
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Las Endothelinas (ET) tienen un potente efecto vasoconstric-
tor y estan implicadas en la cardiomiopatia isquémica (CMI).
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Estudiamos los distintos receptores en auricula izquierda de
9 pacientes CMI y 9 donantes de trasplante de corazén. Los
ensayos de saturacion revelaron que la constante de disocia-
ci6n (Kd) y el numero total de proteina receptora (Bméx) fue
de 28,6 + 8,5 pM y 87,8 + 22,3 fmol.mgr-1 de proteina, res-
pectivamente, para la auricula sana y 50,2 + 9,56 pM y 162 =+
19,7 fmol.mgr-1 de proteina, respectivamente para la auricu-
la patolégica (p < 0,05). Mediante competicion, obtuvimos
un porcentaje de receptores ET,, de 55% + 5y 66% + 4 en au-
ricula control y afecta, respectivamente (p < 0,05). El porcen-
taje de receptores ET;, fue de 55% + 14 en auricula control y
59% + 10 en auricula afecta. En el tejido atrial de pacientes
con CMI, existe mayor expresion de receptores ET,, compa-
rado con el tejido atrial control. Estos resultados muestran
un incremento de los receptores de ET en el fallo cardiaco
humano. Este incremento es mayor en el miocardio que en el
endocardio y el epicardio. Esta mayor presencia de recepto-
res sugeriria que la activacién del sistema ET puede desem-
pefiar una funcién relevante en la patogénesis del fallo car-
diaco con CMI.

EFECTOS DE LOS ACIDOS GRASOS SOBRE
LA EXPRESION DE PROTEINAS IMPLICADAS
EN LA MATRIZ EXTRACELULAR

N. Serra, A. Alvaro, R. Rosales, L. Masana y J.C. Vallvé

Unitat de Recerca en Lipids i Arteriosclerosi.(CIBERDEM). Hospital
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Introduccién: Las fibulinas (FBLNs) y las metaloproteasas
(MMPs) son proteinas que tienen, respectivamente, como fun-
cién estructurar y remodelar la matriz extracelular. Una varia-
cién en la funcion de estas proteinas, puede modificar la ma-
triz extracelular, un proceso clave en la arteriosclerosis.
Objetivo: Estudiar el efecto de los acidos grasos sobre la ex-
presion génica y proteica de MMPs y FBLNSs en células muscu-
lares lisas de arteria coronaria (HCSMC).

Métodos: Se incubaron HCSMC con los 4cidos grasos palmiti-
co, linoleico, oleico, araquidénico, EPA y DHA a concentracio-
nes de 25, 50 y 100 uM durante 24 horas. La expresion génica
se analiz6 mediante RT-PCR a tiempo real (AB 7900 HT), utili-
zando 18S como control end6geno, y aplicando el método de
24t La expresion proteica se analiz6 mediante ELISA para
MMPs o WB en el caso de las FBLNSs. Las proteinas estudiadas
fueron las MMP-1,-2 y -3 ylas FBLN 1,2, 4y 5.

Resultados: Los resultados analizados hasta el momento
muestran que los dcidos grasos palmitico, EPA y DHA aumen-
taron de manera significativa la expresion génica de la MMP-1
(2,3 y 6,5 veces respectivamente a la concentracién 100 uM).
Se observé un aumento significativo de los niveles de RNAm
de la MMP-3 inducido por los 4cidos palmitico, araquidénico
y DHA (3,8, 8,3 y 44 veces respectivamente a la concentracién
de 100 uM). La expresién de la MMP-2 no se modific6 por nin-
guno de los 4cidos grasos estudiados.

Respecto a las FBLNs, se observé una inhibicién significativa
del 50% en la expresion génica de la FBLN 2 inducida por el
acido araquidénico. El 4cido palmitico inhibié de manera sig-
nificativa un 60% la expresion génica de la FBLNS. Los acidos
palmiticos y araquidénicos mostraban una tendencia a dismi-
nuir los niveles de RNAm de la FBLN 1. La expresion de la
FBLN 4 no se modificé por ninguno de los 4cidos grasos estu-
diados.

Conclusiones: Los resultados preliminares indican que los
acidos palmitico, araquidénico y DHA podrian afectar a la es-
tructura y la remodelacién de la matriz extracelular.

EL EJE NOR-1-HIF-1 REGULA LA SUPERVIVENCIA
DE LAS CELULAS ENDOTELIALES SOMETIDAS A
HIPOXIA
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Antecedentes: NOR-1 es un receptor nuclear que se sobre-ex-
presa en lesiones aterosclerdticas humanas y que estd implica-
do en el crecimiento de las células endoteliales (CE) inducido
por VEGF y otros mitégenos.

Objetivo: Analizar la regulacién de NOR-1 por hipoxia en
CE.

Métodos y Resultados: La hipoxia y el tratamiento con cloru-
ro de cobalto (CoCl,) incrementan la expresion de NOR-1 de
forma dosis y tiempo dependiente. Dicha induccién es inhibida
por BAPTA-AM (un quelante de calcio), pero no por inhibido-
res de la p38 MAP quinasa, de la MEK1/2 o de la proteina qui-
nasa C (PKC). El bloqueo de VEGF (con anticuerpos) o de su
receptor VEGF-R2 (con SU5614) no reduce la induccién de
NOR-1 producida por la hipoxia, lo que sugiere que en ella no
participa la secreccién autocrina de VEGF. Ni la hipoxia ni el
CoCl, inducen activacién de CREB (cAMP Regulatory Element
Binding protein), factor de transcripcion clave en la induccién
de NOR-1 por VEGF. Asimismo, la inhibicién de CREB no
afecta a la induccién de NOR-1 por la hipoxia. Por el contra-
rio, el bloqueo de HIF-1alfa con siRNA o con inhibidores de
PI3K/Akt (LY294002 y wortmanina) o de mTOR (rapamicina)
reduce de manera significativa la induccién de NOR-1 produ-
cida por la hipoxia. En ensayos de transfeccion transitoria la
hipoxia o la cotransfecciéon con un plasmido de expresién de
HIF-1alfa activan la transcripcién de NOR-1. Mediante muta-
génesis dirigida y delecciones seriadas hemos identificado un
elemento de respuesta a hipoxia (HRE) en el promotor de
NOR-1. Finalmente, la sobre-expresion de NOR-1 disminuye la
apoptosis de CE expuestas a hipoxia, mientras su inhibicién
la aumenta.

Conclusiones: HIF-lalfa modula la expresiéon de NOR-1, un
factor de transcripcion que puede ser clave en la supervivencia
de las CE sometidas a hipoxia.

ESTUDIO EXPERIMENTAL DE PROGBESI()N-
REGRESION EN TRONCOS SUPRA-AORTICOS
CON ATORVASTATINA EN AVES*
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IG. Adanez Martinez, “I. Ayala de la Pefia, °J. Fernandez Pardo
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La aterotrombosis es una enfermedad que afecta a la pared vas-
cular en forma difusa y que causa diferentes manifestaciones
clinicas, dependiendo del lecho vascular afectado y de las carac-
teristicas especificas de cada lesion.

A pesar de los avances en el entendimiento de los mecanismos
patogénicos y de los nuevos recursos terapéuticos, las complica-
ciones trombodticas de la arteriosclerosis todavia son la principal
causa de morbimortalidad en el mundo occidental. El aumento
en la pre- valencia en los paises en vias de desarrollo sugiere que
la aterotrombosis se convertira eventualmente en una epidemia
mundial.

En los dltimos afios se ha demostrado, en diferentes estudios
clinicos, que el tratamiento con inhibidores de la hidroximetil
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glutaril coenzima A (HMG-CoA) reductasa o estatinas es bene-
ficioso, incluso en pacientes con valores de colesterol bajos, lo
que refuerza la idea del efecto antiinflamatorio de las estatinas,
ademas de su accién hipolipemiante. Por otro lado, las lesiones
responsables del episodio clinico no son las més estenéticas,
sino aquellas que por su composicion, estin predispuestas a la
disrupcién (placas vulnerables), siendo importante obtener in-
formacién acerca de la composicién de la lesién, mas que del
grado de estenosis.

Asi pues, dada la importancia de la prevencién y del trata-
miento de la arteriosclerosis, en este trabajo se valora la
histologia en un modelo experimental con aves, de la pro-
gresién-regresion en troncos supra-adrticos con atorvastati-
na.

Metodologia: Se emplearon 50 pollos de raza White-Leghorn
distribuidos en los siguientes grupos experimentales. A: con-
trol con dieta normal, B: control con dieta hiperlipémica, C:
regresion tras supresion de la dieta hiperlipémica, D: regresién
con dieta normal y atorvastatina y E: progresion con dieta hi-
perlipémica y atorvastatina.

Se procedi6 a la extraccién de sangre para la determinacion
de lipidos y otros pardmetros bioquimicos. Posteriormente
tras sacrificio de los animales se llevé a cabo la extraccién de
troncos supra-adrticos, su fijacién en 10% de formol e inclu-
sién en parafina. Los cortes de estas muestras fueron tefiidos
con hematoxilina-eosina y Van-Gienson para valoracién mor-
fologica y de la fibrosis. Varios campos de cada muestra fue-
ron valorados por analisis de imagen, cuantificando el por-
centaje de 4rea de acimulo graso por area del campo de
observacion.

*Este trabajo es resultado del proyecto de investigacion
05671/P1/07 financiado con cargo al Programa de Generacién
de Conocimiento Cientifico de Excelencia de la Fundacién
Séneca, Agencia de Ciencia y Tecnologia de la Regién de
Murcia.

LA EXPRESION VASCULAR DE LA MMP-10 Y EL
TIMP-1 SE ASOCIA CON LA PROGRESION
ATEROSCLEROTICA EN UN MODELO MURINO
DE ATEROSCLEROSIS

J.A. Rodriguez, J. Orbe, J. Barrenetxe, S. Martinez de
Lizarrondo, A. Purroy, M. Belzunce y J.A. Pdramo

Laboratorio de Aterosclerosis. Area de Ciencias Cardiovasculares.
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Introduccién: Las metaloproteinasas (MMPs) participan en
el desarrollo de la lesién aterosclerética y su presencia se aso-
cia con una mayor vulnerabilidad y riesgo de ruptura de pla-
ca. Nuestro objetivo ha sido estudiar la expresion de las
MMP-2, -9 y -10 en distintas fases de la aterosclerosis, asi
como en la pared vascular normal, utilizando un modelo mu-
rino.

Métodos: Ratones C57BL/6, 40 wild type (wt) y 40 deficientes
en apolipoproteina E (apoE-/-), se sacrificaron a los 4 y 8 me-
ses de edad. Recibieron una dieta pro-aterogénica (20% man-
tequilla, 0,15% colesterol) durante 1 6 4 meses, hasta el sacri-
ficio. También se sacrificaron ratones wt y apoE-/- de 16
meses. Se determin la expresion aértica de MMP-2, -9, -10 y
TIMP-1 por RT-PCR cuantitativa en tiempo real. Se realiza-
ron inmunotinciones de MMP-10 y TIMP-1 en cortes de raiz
adrtica.

Resultados: Todos los ratones apoE-/- mayores de 4 me-
ses, con y sin dieta, presentaron lesiones y expresion aorti-
ca del mRNA de la MMP-10, que aumenté con la edad y
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dieta, en paralelo al aumento del TIMP-1. Los ratones wt
no presentaron lesiones ni expresién vascular de MMP-10,
ni cambios en el TIMP-1, incluso a los 16 meses de edad.
No se observaron cambios significativos en MMP-2 y -9,
salvo un aumento de la MMP-9 en los apoE-/- de 16 meses.
Sélo se detecté expresion de MMP-10 y TIMP-1 en las le-
siones aterosclerdticas.

Conclusiones: En el modelo murino, la MMP-10 se expre-
sa en la placa aterosclerética, acompafiada de una sobre-
expresion del TIMP-1, mientras que se encuentra ausente
en la pared vascular normal. La MMP-10 podria constituir
un posible marcador, asi como una diana potencial para el
desarrollo de inhibidores selectivos con interés terapéuti-
co.

LA METALOPROTEASA-10 (MMP-10) COMO NUEVO
BIOMARCADOR DE LOS SINDROMES CORONARIO
AGUDOS
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Introduccion y objetivos: Alteraciones en la sintesis y/o de-
gradacion de la matriz extracelular (MEC) emergen como
procesos clave en el desarrollo de la aterosclerosis y de sus
complicaciones trombdticas. Se ha observado asociacién en-
tre biomarcadores circulantes de la MEC, fundamentalmente
metaloproteasas (MMPs), con manifestaciones aterotrombéti-
cas.

Recientemente hemos relacionado la MMP-10 con la presen-
cia de factores de riesgo cardiovascular y con la progresion y
presencia de placas ateroscleréticas (Orbe et al. J Thromb
Haemost, 2007). El objetivo de este trabajo es determinar si
la MMP-10 puede constituir un marcador de riesgo atero-
trombético en pacientes con infarto agudo de miocardio
(TAM).

Métodos: Se han determinado los niveles de MMP-10 (ELISA)
en muestras de suero de 90 sujetos con IAM < 65 afios (6 me-
ses tras el episodio agudo) y un grupo de 100 controles de
edad y sexo similar.

En todos ellos se midi6 el perfil lipidico y los niveles de gluco-
sa mediante técnicas bioquimicas estandar, asi como diversos
parametros inflamatorios: fibrinégeno (Clauss) y proteina C-
reactiva (hs-CRP).

Resultados: Se observé un aumento estadisticamente signifi-
cativo de MMP-10 (p < 0,001) en el grupo de pacientes con
TAM en relacién a los controles. El grupo IAM presenté con-
centraciones superiores de triglicéridos (p < 0,001) y parame-
tros inflamatorios (CRP y fibrinégeno, p < 0,001), si bien el co-
lesterol total y LDL permanecian en los limites recomendados
en relacién con el tratamiento antiaterosclerotico recibido
(200,9 + 55,4 mg/dL y 124,6 = 38,1 mg/dL, respectivamente).
El resto de pardmetros analizados no mostraron diferencias
entre ambos grupos. Tras anélisis multivariante, la relacién
entre IAM y el incremento de MMP-10 permaneci6 significati-
va (p < 0,05) y fue independiente de otros factores de riesgo
cardiovascular.

Conclusiones: Niveles circulantes elevados de MMP-10 se re-
lacionan con IAM e inflamacién, por lo que podria constituir
un nuevo biomarcador de aterotrombosis en los sindromes co-
ronarios.
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LOS INHIBIDORES DE LA HEAT SHOCK PROTEIN
(HSP)- 90 PREVIENEN LA RESPUESTA
INFLAMATORIA DE CELULAS VASCULARES

Y MONOCITOS HUMANOS
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Antecedentes: El equilibrio en la expresion de las distintas
proteinas de choque térmico (HSP) puede estar implicado
en el mantenimiento de la estabilidad de la lesién vascular,
por lo que su modulacién farmacolégica podria ser de inte-
rés en el tratamiento de la aterosclerosis. La inhibicién de
HSP90 da lugar al aumento de la sintesis de la HSP70
(anti-inflamatoria) y a la interrupcién de cascadas de sefia-
lizacién intracelulares (e.g. MAPK), implicadas en prolife-
racion.

Objetivo: En este estudio, hemos analizado el posible efecto
beneficioso de la inhibicién de la HSP90 en la respuesta infla-
matoria-proliferativa que tiene lugar durante la formacién de
la placa de ateroma.

Métodos y Resultados: La incubacién de monocitos (THP-
1), macréfagos y células de musculo liso vascular (CMLV) hu-
manas durante 4 o 24 horas con dos inhibidores de la HSP90
(derivados de la geldanamicina, 17-AAG y 17-DMAG) incre-
ment6 la expresion protéica de HSP70, mientras que no afec-
to a la expresion de HSP60 (western-blot). La estimulacién
durante 30 6 60 minutos con un cocktail de citoquinas proin-
flamatorias (IFNg+IL-6) aument6 la activacién de quinasas
implicadas en proliferacién como ERK /2, p38, AKT y STAT
(western-blot) y del factor de transcripcién NF-kB, un factor
clave en el inicio de la respuesta inflamatoria (ensayo de re-
tardo de la movilidad electroforética). Sin embargo, cuando
las células fueron preincubadas durante 4 h con 17-
AAG/DMAG se produjo una reduccién dréstica en los niveles
de fosforilacion de ERK1/2, p38, AKT y STAT, asi como en la
activacién de NF-kB, inducida por TFNg+IL-6. Asimismo, el
tratamiento con 17-AAG/DMAG produjo una disminucién sig-
nificativa de los niveles de expresién de MCP-1, IL-6 e ICAM-1
inducida por las citoquinas proinflamatorias (PCR a tiempo
real), asi como en los niveles solubles de MCP-1 (ELISA).
Conclusiones: Estos resultados sugieren que los inhibidores
de la HSP90 pueden representar una nueva aproximacion tera-
péutica en el tratamiento de enfermedades inflamatorio-proli-
ferativas como la aterosclerosis.

Agradecimientos: Este trabajo ha sido realizado gracias a la
beca SEA de investigacién bésica 2006.

PLACA ATEROMATOSA DE ARTERIA CAROTIDA
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La endotelina-1 (ET-1) es un potente péptido vasoconstric-
tor implicado en el proceso aterosclerético. Las ET se unen

a dos receptores diferentes, denominados ET, y ETj. Estos
receptores median una gran variedad de acciones fisioldgi-
cas en varios 6rganos. Sin embargo, todavia no esta diluci-
dada la actividad funcional que el sistema Endotelina pue-
da ejercer en la aterosclerosis humana. Medimos los
niveles plasméticos circulantes de ET-1 en 82 pacientes
diagnosticados con cardiomiopatia isquémica (CMI). Como
sujetos controles, recolectamos a 42 sujetos donantes de
sangre sin enfermedad aterosclerética sintomatica. Obser-
vamos que los pacientes con aterosclerosis sintomatica po-
seen unos niveles plasmaticos de ET-1 superiores a los que
presentan los sujetos controles. Por estudios de localiza-
cién y cuantificacién de ET-1 en la placa de ateroma, he-
mos podido establecer que esta hormona se halla en gran-
des cantidades en el tejido aterosclerdtico. Por RT-PCR,
hemos identificado el ARNm de la ppET-1 y sus receptores
ET, y ET, tanto en arterias mamarias como en las placas
de ateroma de arterias carétidas (n = 8 en ambos casos),
estando significativamente més elevados en las arterias
mamarias. Por ello, podemos concluir que en este grupo de
pacientes con enfermedad vascular sintomatica, el sistema
endotelina puede ejercer una importante funcion en el pro-
ceso aterotrombético.

SINDROME METABOLICO Y CONTROL DE LOS
FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR EN LAS
CONSULTAS PROGRAMADAS DE ENFERMERIA DE
ATENCION PRIMARIA

'P.J. Tarraga Lopez, 'A. Cuevas Alcaiiiz, 'R. Baquero Torres,
?R. Sanchez, 2J. Solera Albero y 3T. Copete

ICS Zona 5° Albacete. *)CS Zona 7 Albacete. 3Gerencia Atencion
Primaria Albacete.

Objetivo: Conocer el grado de Control de los factores de riesgo
cardiovascular en pacientes con sindrome metabélico (SM).
Metodologia: Estudio Descriptivo Transversal del SM en pa-
cientes que acuden a las consultas programadas de enfermeria
de Atencién Primaria mediante muestreo aleatorio sistematico
se seleccionaron los pacientes, cumplimentandose el Cuaderno
Recogida de datos (CRD) disefiado para el estudio, donde se
recogen las variables de estudio: Edad, sexo, Antecedentes Per-
sonales de DM-2, HTA, hipercolesterolemia, enfermedad car-
diovascular precoz, tabaco, alcohol, datos antropométricos
(Peso, talla, IMC, perimetro abdominal)l, tensi6n arterial sist6-
lica y diastolica (TAS-TAD) glucemia basal, triglicéridos,
cLDL, y cHDL.

Posteriormente se ha realizado estudio estadistico descriptivo
de variables y factores asociados aplicando criterios propues-
tos por Nacional Colesterol Education Programa (NCEP)
Resultados: En nuestro estudio el 53,5% eran hombres con
edad media 65,5 + 6,4 afios (edad + desviacién estandar).

El peso medio es de 83,5 + 12,5 Kgs con IMC 30,98. El perime-
tro abdominal medio fue de 101,5 cms para mujeres y 96,2
cms para hombres. La Glucemia basal fue de 126,74 + 62, las
cifras de PA fueron de TAS 142,03 + 32 mmHg y TAD 87,27 +
12 mmHg.

Los parametros lipidicos son cLDL 131,42 + 41,97 y cHDL
54,10 + 12.

Un 25% de los hombres y un 17,2% de las mujeres son fuma-
doras y solo un 14,2% consumian alcohol.

Conclusiones: En nuestro estudio se aprecia una alta preva-
lencia de Pacientes con sindrome metabélico. Determinandose
un mal control de los FRCV segtin los criterios de NCEP. De-
bemos aplicar controles y terapias mas agresivas para el con-
trol del SM.
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