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Etiopatogenia de la aterosclerosis: de la importancia
de la genética a la utilidad de la protedmica

A. Lopez-Farré, P.J. Mateos-Céceres, C. Macaya

Introducciéon

La inflamacién desempena un papel fundamental en
la patogenia de la aterosclerosis y de sus complica-
ciones, hasta el punto de considerarse hoy en dia una
auténtica ‘enfermedad inflamatoria’ [1,2]. Multiples
estudios han demostrado que la aterosclerosis es una
enfermedad crénica [3], en la que estdn implicadas
de forma muy directa células inflamatorias (células
T, monocitos y macréfagos), proteinas inflamatorias
(citocinas, quimiocinas) y la respuesta inflamatoria
de las células vasculares (moléculas de adhesidn
liberadas por células endoteliales, etc.) [4,5].

Las citocinas liberadas por las células inflamato-
rias activadas tienen el potencial de activar el endote-
lio y transformar sus propiedades antiadhesivas y
anticoagulantes en propiedades adhesivas y procoa-
gulantes, desempefiando asi un papel importante en
el desarrollo de los procesos trombdticos. La rotura
de la placa de ateroma promueve la liberacion de
diferentes factores proinflamatorios, como son la in-

Aceptado tras revision externa: 16.03.07.

Unidad de Investigacion Cardiovascular. Servicio de Cardiologia.
Instituto Cardiovascular. Hospital Clinico San Carlos. Madrid, Esparia.

Correspondencia: Dr. Antonio Lopez Farré. Unidad de Investigacion
Cardiovascular. Servicio de Cardiologia. Instituto Cardiovascular.
Hospital Clinico San Carlos. Profesor Martin Lagos, s/n. E-28040
Madrid. E-mail: lcarinv.hesc @ salud.madrid.org

Agradecimientos. A Begoiia Larrea, por su labor editorial del manus-
crito.

© 2007, ANGIOLOGIA

ANGIOLOGIA 2007; 59 (2): 103-109

terleucina-6 (IL-6), la interleucina-1 (IL-1) y el fac-
tor de necrosis tumoral oo (TNF-ov); por las células
endoteliales y leucocitos activados localmente esti-
mula la produccién de reactantes de fase aguda en el
ambito sistémico, como la proteina C reactiva (PCR),
lo que convierte a la reaccion inflamatoria de local a
sistémica

La PCR es un marcador inflamatorio producido
por el higado y las células musculares lisas, que au-
menta rapidamente su concentracion sistémica ante
una situacién inflamatoria (Fig. 1). En este sentido,
Gaspardone et al observaron un rapido aumento en
los niveles de PCR tras la implantacién de un stent
en pacientes con angina estable, enfermedad de un
vaso y niveles basales de PCR normales. Ademds,
descubrieron cémo el riesgo de sufrir un evento
coronario en el seguimiento a un aio aumentaba de
forma significativa en aquellos pacientes que tenian
elevacion persistente de PCR durante un periodo de
72 horas o mds tras el procedimiento [6]. L’ Allier et
al también han observado que, después de una angio-
plastia, la elevacién de otros marcadores inflamato-
rios, como el ligando de CD40 (CD40L), un mes
después del procedimiento, es capaz de predecir el
riesgo de sufrir un proceso de reestenosis [7], lo que
refuerza la importancia del proceso inflamatorio en
la evolucion del paciente.

Sin embargo, todavia hoy no se conocen bien los
mecanismos desencadenantes de la inflamacién aso-
ciada a la patologia trombdtica. Es interesante recor-
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dar, en primer lugar, que al romperse
la placa de ateroma, en el lugar de for-
macién del trombo, no sélo hay pla-
quetas, sino que estudios histologicos
han demostrado la presencia de célu-
las inflamatorias como linfocitos y
monocitos. Parece claro que los linfo-
citos y monocitos tienen una relacién
directa con la reaccion inflamatoria,
pero es menos conocido si las plaque-
tas tienen también una implicacién
directa en el proceso de la reaccion in-
flamatoria, ademas del trombdtico.

Figura 1. Lainflamacion que ocurre en la pared vascular localmente se transmite en el
ambito sistémico a través de factores proinflamatorios como la proteina C reactiva, que

Plaquetas e inflamacion

La plaqueta es una célula compleja y todavia no muy
bien conocida. Hasta hace no muchos afios se consi-
deraba que la plaqueta era una célula que generaba
algunos factores potenciadores de su propia activa-
ci6n, como la histamina, el difosfato de adenosina
(ADP), el tromboxano A, o el 4cido araquidénico, o
bien almacenaba en su interior factores relacionados
con el crecimiento celular, como es el factor de creci-
miento derivado de las plaquetas [8,9]. No obstante,
la plaqueta contiene también factores relacionados
directamente con la inflamacién, como son las inter-
leucinas, la quimocina RANTES (regulated upon
activated normal T expressed and secreted), la gela-
tinasa B (MMP-9) o el CD40L [10]. Por lo tanto, la
plaqueta se podria considerar una célula que poten-
cialmente tiene una actividad proinflamatoria pro-
pia, por contener agentes en su interior relacionados
con la actividad inflamatoria.

Cuando las plaquetas se activan, el fendmeno
comun que ocurre en dicho proceso, sea cual fuere su
agente inductor, es la activacion del receptor del fi-
brindgeno, la glicoproteina IIb/I1la (GPIIb/IIIa). Co-
mo resultado de la activacion de las plaquetas, se
unen moléculas de fibrindgeno diméricas a los re-

se generaen el higado.

ceptores GPIIb/II1a activados de la superficie pla-
quetaria; de esta forma, se unen entre si dos plaque-
tas, que después interaccionardn con mds plaquetas
por medio de un efecto de ‘bola de nieve’, produ-
ciéndose un agregado plaquetario.

Nuestro grupo demostro recientemente que la ad-
ministracién de tirofibdn, un inhibidor especifico de
los receptores GPIIb/I11a, reduce la respuesta infla-
matoria en miocardio y células mononucleadas de
cobaya en un modelo de dafio miocardico semejante
a la angina inestable [11]. Una observacién intere-
sante de este estudio fue que el tirofiban redujo la
traslocacion al niicleo de un factor de trascripcion
—moléculas que estimulan la expresion de genes—; en
concreto, el Sp-1, que estd implicado en la estimula-
cidén, entre otros, de los genes asociados al proceso
inflamatorio. En este sentido, Gawaz et al también
demostraron que las plaquetas activadas favorecen la
expresion de moléculas de adhesién relacionadas
con la respuesta inflamatoria en células endoteliales
en cultivo, activando la traslocacion al nucleo de la
célula endotelial del factor de trascripcién NF-kB,
otro factor asociado a la estimulacién de genes aso-
ciados a la respuesta inflamatoria [12].
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La pregunta que entonces surge es: ;cualquier
tratamiento antiplaquetario puede producir una
reduccion en la respuesta inflamatoria? Probable-
mente, si. Esto se debe a que también en estudios de
nuestro grupo se ha observado que el clopidogrel,
farmaco que inhibe un tipo de receptor del ADP en
las plaquetas, el receptor P2Y [12], reduce la res-
puesta inflamatoria en la arteria coronaria de conejos
[13]. Ademas, los pacientes que toman habitualmen-
te aspirina, cuando sufren un sindrome coronario
agudo, tienen niveles circulantes de factores proin-
flamatorios menores que los observados en pacientes
que no toman dicho farmaco de forma habitual [14].
Con relacidn a esto, una observacion clinica intere-
sante es que los pacientes que toman frecuentemente
aspirina, cuando sufren un sindrome coronario agu-
do, es mds probable que tengan una angina inestable
que un infarto agudo de miocardio. Esto apoyaria la
hipétesis de que una menor respuesta inflamatoria se
asociaria con una manifestacion clinica de menor
gravedad. Otro dato importante que apoyaria la im-
plicacién directa en el proceso inflamatorio es la
observacion que demuestra que si se logra una inhi-
bicién mayor o igual al 80% de la actividad plaqueta-
ria, se reducen los niveles circulantes de CD40L;
pero, sin embargo, si la inhibicidn de las plaquetas es
sOlo parcial, en torno al 20-50%, lo que se consigue
es el efecto opuesto, una potenciacién de la forma-
cion de estos marcadores proinflamatorios; ello apo-
yaria la idea de que la plaqueta participa de forma
directa en el proceso inflamatorio [15].

Es importante también conocer que, aunque los
tratamientos antiplaquetarios estdn actualmente es-
tandarizados, no todos los pacientes responden de la
misma manera, ni en ellos se consigue igual grado de
inhibicién de la actividad plaquetaria. Como ejem-
plo, existen datos que demuestran que la eficacia de
los inhibidores GPIIb/IIla para reducir la respuesta
inflamatoria puede depender del tipo de polimorfis-
mo genético del paciente, por los genes que expresan
los diferentes factores proinflamatorios [16].
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Por ello, poco a poco ha comenzado el interés por
la posible relacién entre la carga genética individual
y la susceptibilidad para sufrir una determinada en-
fermedad o incluso una diferente respuesta ante un
mismo tratamiento farmacoldgico.

Genética de la enfermedad vascular

En los afios noventa comenz6 el interés por la posi-
ble implicacién de los factores genéticos en el des-
arrollo de diversas patologias. De hecho, se llevaron
a cabo complejos estudios familiares con el fin de
identificar posibles regiones en el genoma relaciona-
das con la patogenia de la enfermedad vascular.

En el campo de las enfermedades de origen vas-
cular, cada vez son mds los estudios genéticos que
buscan la asociacién entre la genética y el desarrollo
de problemas de origen vascular. Es importante re-
cordar que nuestros genes estdn contenidos en el
ADN de los cromosomas y que en el hombre existen
23 pares de cromosomas. Una vez que el gen se ex-
presa, dard lugar a un ARN mensajero, que se tradu-
cird en proteina.

En este sentido, y a modo de ejemplo, se ha ob-
servado una clara asociacion entre diversos polimor-
fismos de los receptores del factor transformante-f3
del crecimiento (TGF-) y la posibilidad de sufrir
una diseccién o rotura aértica [17]. Sin embargo,
todavia son escasos los estudios genéticos que anali-
zan la incidencia de determinados polimorfismos
genéticos sobre la funcién de grandes arterias o va-
sos. En esta misma direccion, distintos autores han
descrito como la presencia de diferentes polimorfis-
mos en los genes que codifican los distintos compo-
nentes del sistema renina-angiotensina-aldosterona
estan implicados en las variaciones del grosor de las
arterias, como la femoral o la carétida, asociandolos
con alteraciones funcionales [18]. Se ha descrito
también cémo este tipo de polimorfismos puede con-
tribuir al posterior desarrollo e incidencia de la hiper-
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tension arterial [19]. En esta misma linea de trabajo,
se han realizado estudios poblacionales en los que se
ha observado una asociacién entre el riesgo de sufrir
enfermedades macrovasculares y variaciones en el
gen que codifica la expresion de la enzima glutation
peroxidasa-1 [20]. Estos estudios han demostrado
cOmo polimorfismos en este gen estdn asociados con
el aumento del grosor de la carétida en pacientes con
diabetes mellitus tipo 2.

Desde el punto de vista de las patologias vascula-
res y la genética, donde mds comienza a utilizarse
esta tecnologia es en el sindrome de Marfan, un sin-
drome genético que implica al sistema cardiovascu-
lar, ocular y esquelético. La complicacion del sindro-
me de Marfan es un progresivo aumento o extension
de la pared de la aorta toracica ascendente, lo que ter-
minaria en una diseccidon aguda de la aorta y la for-
macién del aneurisma. Estudios recientes han co-
menzado a asociar genes que pueden predisponer a
individuos al aneurisma adrtico y a la diseccién [21].
Se han identificado algunos locus (secuencia de nu-
cleétidos en el ADN) que se asocian de forma auto-
somica dominante a la incidencia de la patologia
[22]. También, actualmente se considera que al me-
nos un 15% de pacientes con aneurismas adrticos tie-
nen antecedentes familiares de haber sufrido estas
patologias. Ademads de diferentes locus asociados a
la incidencia del sindrome de Marfan, también se
han identificado algunos genes como posibles candi-
datos a involucrarse en su génesis. Uno de los genes
estudiados es el gen que codific la expresion de
fibrilina-1 [23]. Datos objetivados en animales de
experimentacién han sugerido que un déficit en el
contenido de fibrina-1 en los mioblastos produce un
aumento de la activacién del TGF-B, lo que induce
alteraciones estructurales en diferentes tejidos, in-
cluida la aorta [23].

No obstante, aunque es clara la importancia que
tiene la genética en la patologia vascular, no puede
explicar por si sola la incidencia de la enfermedad.
De hecho, el que se identifique un gen en un pacien-

te no significa que ese gen se exprese y forme protei-
nas en él. Sin embargo, si una protefna se expresa,
ésta tiene una funcién en el érgano o en el tejido en
donde se haya expresado.

Proteinas, proteémica y enfermedad vascular

La gendémica y, por tanto, los genes se consideran
estdticos, ya que el contenido genético no varia con
el tiempo en un sujeto. Sin embargo, las proteinas
son dindmicas, ya que una vez expresadas pueden ser
modificadas en su funcionalidad por factores am-
bientales o farmacoldgicos. Todos estos cambios lle-
van consigo modificaciones estructurales de las pro-
teinas, que en definitiva pueden afectar a su funcién
[24,25].

La protedmica o técnica de electroforesis bidi-
mensional (2DE) es uno de los métodos de separa-
cioén proteica mas potente y ttil que existen hoy en
dia. Es una tecnologia relativamente reciente, que
comenz6 a emplearse a finales de los afios setenta
unicamente como herramienta analitica para la sepa-
racién y caracterizacion proteica [26]. El término
‘protedmica’ se acufié en 1995 para describir la
caracterizacion del conjunto de todas las proteinas
presentes en una célula, fluido o tejido, en un mo-
mento dado [27,28]. Esta tecnologia ha ido evolucio-
nando a lo largo de los afios, convirtiéndose poco a
poco en una herramienta util que va a dar respuesta a
muchos de los interrogantes que surgen constante-
mente tanto en investigacion bdsica como clinica. Se
desarroll6 considerablemente durante los afios no-
venta coincidiendo con el comienzo de la era de la
espectrometria de masas, técnica de apoyo funda-
mental para el estudio proteémico. La proteémica
ofrece una gran ventaja con respecto a las técnicas
convencionales para determinar biomarcadores pro-
teicos, ya que permite la identificacién del conjunto
de todas las proteinas presentes en una muestra (pro-
teoma) en un tnico paso metodolégico o experimen-
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cos como prondsticos. Casi no hay
trabajos empleando la proteémica en
el drea de las patologias vasculares, y
la mayor parte de los estudios exis-
tentes son meramente descriptivos,
que han permitido la creaciéon de
bases de datos que en un futuro ayu-
dardn a caracterizar los mecanismos

Figura 2. La protedmica se basa en la separacion de proteinas en geles bidimensionales
(separacion por punto isoeléctrico y peso molecular). La proteémica nos permite tam-

moleculares implicados en el des-
arrollo de estas enfermedades. Desde

bién identificar isoformas de una proteina (aparecen en el gel formando una especie de

rosario de puntos). Una vez desarrollados los geles, las diferentes proteinas se pueden
identificar mediante bases de datos de libre acceso en Internet y por espectrometria de
masas. La espectrometria de masas rompe las proteinas en péptidos y el espectro pep-
tidico puede buscarse su homologia también en grandes bases de datos, disponibles en

Internet, paraidentificar la proteina en cuestion.

tal. Ademas, también detecta la existencia de distin-
tas isoformas de una misma proteina y analiza las
posibles variaciones en su expresion, algo que, hasta
el momento, con el resto de técnicas convencionales
empleadas para el andlisis e identificacion de protei-
nas era imposible (Fig. 2).

La protedmica intenta llegar a comprender mejor
los mecanismos metabdlicos, vias de sefializacion y
regulacién implicados en la biologia celular que pue-
dan ayudar a entender los mecanismos por los que se
desarrolla cualquier enfermedad y predecir, en cierto
modo, cémo su funcién puede variar por la utiliza-
cion tanto de farmacos como de manipulaciones ge-
néticas (Fig. 3). En definitiva, se trata de una técnica
cuyos objetivos podrian ser identificar nuevos mar-
cadores diagndsticos y prondsticos, asi como reco-
nocer marcadores de respuesta farmacoldgica que
nos sefialen cudl va a ser la respuesta del paciente
ante un tratamiento determinado (Fig. 3).

En el area de la patologia vascular se estd comen-
zando a emplear la proteémica. La mayor parte de los
estudios protedmicos realizados hasta ahora se han
centrado fundamentalmente en el estudio de patolo-
gias como el cdncer o enfermedades autoinmunes,
donde se han llevado a cabo los primeros intentos para
aplicar la proteémica con propdsitos tanto diagndsti-
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el punto de vista general de la enfer-
medad cardiovascular, nuestro grupo
publicé recientemente un trabajo
donde demostré cémo la expresion
de diferentes isoformas de la apoli-
poproteina A (Apo-Al) estd reducida en el plasma de
pacientes con infarto agudo de miocardio respecto
a pacientes con angina inestable, mostrando una po-
sible asociacidn de la diferente expresion de las iso-
formas de esta protefna con la manifestacién clinica
del sindrome coronario agudo [29].

Experimentalmente se han venido desarrollando
estudios para descubrir el proteoma de elementos
celulares, como la plaqueta. Otros investigadores
intentan buscar cambios que ocurren en las vias de
sefalizacion celular ante diferentes situaciones. Co-
mo ejemplo, Molero et al han identificado reciente-
mente toda una serie de cambios en la expresion pro-
teica inducida por estrégenos en células de musculo
liso vascular, que confirman que los estrogenos pue-
den modular un amplio intervalo de vias de sefializa-
cion en este tipo de células [30].

Farmacoproteémica y farmacogendmica

Como hemos comentado anteriormente, existe una
elevada variabilidad de respuesta ante un mismo tra-
tamiento en funcién del genoma de cada individuo vy,
en consecuencia, del proteoma. Tanto la proteémica
como la genémica, sin duda alguna, constituyen dos
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herramientas tecnoldgicas de
eleccidn para el estudio tanto
del modo de accién farmaco-
l6gica, como para estudios
de toxicidad y respuesta far-
macologica. El estudio de la
respuesta farmacoldgica aso-
ciada a los genes y a las pro-
tefnas que expresa un indivi-
duo se ha llamado farmacoge-
nética y farmacoproteémica.

Algunos de los trabajos
realizados hasta el momento
sobre farmacogenética y far-
macoproteémica se han cen-

trado fundamentalmente en
el estudio de farmacos anti-
hipertensivos [31], en la bisqueda de nuevos antige-
nos cancerigenos [32] y fadrmacos hipolipemiantes.
En este campo, un andlisis reciente del proteoma
plasmético de pacientes con hipercolesterolemia
moderada, antes y después de tratamiento hipolipe-
miante, ha demostrado como este tratamiento reduce
la expresion de la isoforma 1 del fibrinégeno gamma
y aumenta la expresion de la isoforma 2 de la hapto-
globina y la apolipoproteina-AIV [33]. Muchos de
estos cambios en la expresion de proteinas circulan-
tes fueron independientes del efecto hipolipemiante
del farmaco, lo que apoya la existencia de efectos
pleiotrépicos de este tipo de farmacos y probable-
mente a través de la proteémica se pueda deducir la
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para identificar biomarcadores proteicos.
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