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EFECTOS DE LA PRAVASTATINA EN CULTIVOS
DE AORTA ABDOMINAL ANEURISMATICA HUMANA

Resumen. Introduccion. La pared vascular se encuentra en remodelacion constante por las metaloproteinasas de matriz
(MMP) y sus inhibidores TIMP-1y TIMP-2. Las estatinas han demostrado que modifican la expresion de varias de estas
proteinas. Objetivo. Determinar, en muestras de aneurismas de aorta abdominal (AAA) humanos, los efectos de la pravas-
tatina sobre las concentraciones de MMP-9, TIMP-1 y TIMP-2. Materiales y métodos. Se seleccionaron 13 pacientes con
AAA infrarrenal que iban a ser intervenidos de forma convencional, y se recogieron muestras de tejido adrtico durante la
cirugia. Estas muestras fueron incubadas in vitro con pravastatina o sin ella (en concentracion de 107° mol/L) durante 48
horas, y después se analizaron las concentraciones de MMP-9, TIMP-1 y TIMP-2. Resultados. No se hallaron diferencias
en la cantidad de MMP-9 total contenida en las biopsias de AAA incubadas con pravastatina o sin ella. Las concentracio-
nes de TIMP-1 aumentaron de manera significativa en las muestras incubadas con pravastatina. Sin embargo, la produc-
cion de TIMP-2 no se vio modificada. Conclusioén. La pravastatina produjo un incremento en la produccion de TIMP-1 en
muestras de AAA humanos, sin modificacion de la actividad de MMP-9 ni de TIMP-2. [ANGIOLOGfA 2009; 61: 13-9]
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Introduccion se cuenta con mejores métodos diagndsticos y con

nuevos farmacos y técnicas quirtirgicas. Sin embargo,
En las dltimas décadas nuestra especialidad ha expe- ain queda mucho por investigar acerca de la etiopato-
rimentado un enorme desarrollo, y en la actualidad genia de las enfermedades del sistema vascular en ge-

neral. Es a este 4mbito al que deberiamos destinar

mas esfuerzos para lograr lo que pretendemos, que es
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dero y cada vez menos agresivo para el paciente.

Esta tesis se ha centrado en una de estas areas to-
] o o davia objeto de estudio: la enfermedad aneurismati-
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servido como base para otra publicacién de nuestro
grupo [1].

La forma mas frecuente de enfermedad aneuris-
matica son los aneurismas de la aorta abdominal
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(AAA), con una prevalencia estimada comprendida
entre el 1,3 y el 8,9% en hombres y entre el 1 y el
2,2% en mujeres [2].

Entre las potenciales complicaciones de estos
aneurismas es el peligro de rotura, con la consiguien-
te muerte por shock hipovolémico, lo que hace que se
conviertan en una condicién patoldégica extremada-
mente importante. Se estima que la rotura de los
AAA produce unas 15.000 muertes todos los afos en
los Estados Unidos, y se trata de la décima causa de
muerte en hombres mayores de 55 afios.

En la actualidad se acepta que los pacientes con
aneurismas asintomadticos con un didmetro superior a
5-5,5 cm o que se encuentran en rapido crecimiento,
asi como todos los pacientes con aneurismas que
produzcan sintomas, deben ser intervenidos si el
riesgo quirtrgico y las enfermedades concomitantes
lo permiten. El tratamiento de eleccion actual es el
quirtrgico, y el endovascular se reserva para los ca-
sos de riesgo elevado. No se ha encontrado todavia
un tratamiento médico que pueda frenar el creci-
miento o hacerlos involucionar.

A pesar de la importancia de esta entidad, quedan
atin muchas cuestiones por determinar. En los ulti-
mos afios, sin embargo, se han producido algunos
avances en el conocimiento de su fisiopatologia. A
grandes rasgos, un estimulo inicial (desconocido en
el momento actual) produciria una reaccién inflama-
toria en la pared arterial. A continuacion, la secre-
ci6én de mediadores inflamatorios desencadenaria la
liberacién de metaloproteasas y sus inhibidores [3].
Estudios realizados durante la dltima década han de-
mostrado la importancia de las metaloproteinasas
(MMP), enzimas remodeladoras de la matriz extra-
celular, en la formacién de los AAA, ya que alteran
los patrones de coldgeno y de elastina [4]. Entre los
distintos tipos de MMP, la MMP-9 desempeifia un pa-
pel primordial en el desarrollo de los aneurismas: es
la gelatinasa mds abundante en el tejido aneurismati-
co y se encuentran concentraciones elevadas de ella
en biopsias de AAA [5].

Las MMP estédn reguladas por una serie de meca-
nismos intracelulares y extracelulares, entre los que
se encuentran los inhibidores tisulares de metalopro-
teinasas (TIMP). Entre los inhibidores, TIMP-1 es
un inhibidor especifico de la MMP-9 [6], mientras
que TIMP-2 actuaria como cofactor en la activacién
de otra metaloproteasa, MMP-2 [7]. Como ya se ha
comentado, la liberacién exagerada de metaloprotea-
sas que se produce en la formacién de los AAA no se
compensa con una liberacién suficiente de sus inhi-
bidores, lo que lleva a la destruccién del coldgeno y
de la elastina de la pared arterial.

Los farmacos inhibidores de la 3-hidroxi-metil-
glutaril coenzima A reductasa (estatinas) han de-
mostrado que reducen la morbimortalidad en pa-
cientes con enfermedad cardiovascular [8], no sélo
mediante la reduccidn de las concentraciones de co-
lesterol, sino también gracias a otros efectos inde-
pendientes del colesterol entre los que se incluyen
la mejoria de la funcién endotelial, la disminucion
de la inflamacidn en la pared arterial y la estabiliza-
cién de la placa de ateroma [9]. En este sentido,
existen trabajos que demuestran que las estatinas
producen un descenso de las concentraciones de
MMP-9 [10]. En estudios realizados en modelos
animales también se ha comprobado que las estati-
nas disminuyen la formacién de AAA experimenta-
les [11]. Ademads, en pacientes en tratamiento con
estatinas se ha observado que, en los que presentan
AAA, el tratamiento con este tipo de farmacos se
asocia con un descenso de la velocidad de expan-
sion del aneurisma [12].

La hipétesis de este trabajo, basdndose en las evi-
dencias mencionadas hasta ahora, es que una estati-
na, la pravastatina, podria ser capaz de reducir la re-
accion inflamatoria sobre la pared aneurismadtica en
muestras de AAA humanos. Para ello, se establecid
el objetivo de determinar en cultivos de aorta abdo-
minal aneurismdtica humana el efecto de la pravasta-
tina sobre las concentraciones de MMP-9, TIMP-1 y
TIMP-2.
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Materiales y métodos

Pacientes

Las muestras fueron obtenidas de 13 pacientes con
AAA infrarrenal que fueron intervenidos de forma
programada mediante cirugia abierta. El nimero de
pacientes elegido se basé en estudios previos [13], en
los que se habian obtenido resultados significativos.

De estos enfermos, ninguno presentaba un aneu-
risma inflamatorio o infeccioso. Tampoco habian re-
cibido tratamiento previo con estatinas. El estudio
fue aprobado por el Comité Etico Institucional del
Hospital Clinico San Carlos. Se informé a los pa-
cientes y se entregd un consentimiento informado
realizado especificamente para este fin.

Obtencion de muestras

Las muestras se recogieron durante la intervencién
quirdrgica del aneurisma. Se obtuvieron porciones
de tejido adrtico en la zona dilatada de unos 2 X 2 cm.
Se mantuvieron en tamp6n salino fosfatado del tipo
Dulbecco hasta su fragmentacion y cultivo.

Incubacion de células aorticas

Las piezas fueron fragmentadas e incubadas durante
48 horas a 37 °C bajo condiciones estériles en medio
RPMI 1640 sin rojo fenol (que contenia un 1% de
suero fetal bovino), tanto con pravastatina como sin
ella (107° mol/L). Las concentraciones del firmaco
elegidas se basan en trabajos previos que demuestran
que rangos similares pueden afectar a la funcionali-
dad vascular [13]. Tras la incubacién se tomaron tan-
to el sobrenadante como el tejido adrtico cultivado,
de modo que se pudieran medir tanto las proteinas
secretadas como las almacenadas intracelularmente.
Estas muestras fueron congeladas de inmediato para
realizar las determinaciones bioquimicas.

Determinacion de las concentraciones
de MMP-9, TIMP-1 y TIMP-2

Las proteinas fueron extraidas de las muestras de aor-
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ta mediante homogeneizacién en tampén Tris a un
pH de 7,5 que contenia 75 mmol/L de NaCl y 1 mmol/L.
de fenilmetil sulfonil fluoruro. Las concentraciones
de TIMP-1 y TIMP-2, asi como las de MMP-9 total y
activa, se determinaron mediante la técnica ELISA
(enzyme linked immunosorbent assay) usando anti-
cuerpos especificos. Los equipos empleados son de
Amersham Biosciences (Buckinghamshire, Reino
Unido). La técnica empleada para MMP-9 reconoce
tanto la proenzima como la forma activa y no posee
reactividad cruzada con otras MMP o TIMP. La sen-
sibilidad de los andlisis ELISA fue de 0,5 ng/mL pa-
ra MMP-9, de 1,25 ng/mL para TIMP-1 y de 3 ng/mL
para TIMP-2. Los andlisis se realizaron por duplica-
do segtn lo indicado en el protocolo de los equipos,
y se empled la media aritmética para el andlisis de
los datos.

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media + des-
viacién estandar. Para determinar la significacion es-
tadistica se empled el test de Mann-Whitney, consi-
derdndose como significativo un valor de p < 0,05.
Se emple6 el paquete estadistico SPSS versién 10.0.

Resultados

Caracteristicas de los pacientes

Las caracteristicas y factores asociados de los 13 pa-
cientes de los que se obtuvieron las muestras fueron los
propios de esta enfermedad y se resumen en la tabla I.

Concentraciones de MMP-9, TIMP-1 y TIMP-2

No se hallaron diferencias significativas en el conte-
nido de MMP-9 total en los fragmentos de tejido adr-
tico (biopsias) incubados tanto con pravastatina co-
mo sin ella. Tampoco se modificaron las concentra-
ciones de MMP-9 total encontradas en los sobrena-
dantes al incubar las muestras con pravastatina. El
valor de la fraccién activa de MMP-9 contenida tan-



P.C. MORATA-BARRADO

to en el tejido de AAA como en el sobre-
nadante no se vio modificado de forma

Tabla I. Caracteristicas clinicas de los 13 pacientes sometidos a reparacion
de aneurisma de aorta abdominal (AAA).

estadisticamente significativa al incubar- Muestra
lo con pravastatina (Tabla II).
p ) ,( ) 3 Edad media, afos (rango) 69 £ 5 (60-76)

La concentracién de TIMP-1 aument6
de forma significativa tras la incubacién Sexo (hombre) 11.85%)
con pravastatina en las muestras de teji- Diametro del AAA, mm (media + DE) 63,8 + 171
do, aunque no en el sobrenadante (Tabla ) )

. . Factores de riesgo cardiovascular
II). La produccién de TIMP-2 no se vio
modificada por la pravastatina ni en el so- Hipertension arterial 8 (61.5%)
brenadante ni en el tejido (Tabla II). Diabetes 0
Hipercolesterolemia 8 (61,5%)
Discusién Fumador? 10 (76,9%)
aFumador actual y 10 afios antes.

En los dltimos afios se ha avanzado en el
conocimiento de la etiopatogenia de los
AAA: la degeneracion aneurismaética in-
cluye la remodelacién/destruccién de la matriz celu-
lar de la pared adrtica, lo que se asocia con inflama-
cién crénica y sobreproduccién de MMP. En este
sentido, estudios previos han demostrado valores
elevados de metaloproteinasas y, en especial, de
MMP-9 en pacientes con AAA [5]. Se ha propuesto
que la MMP-9 seria un potencial predictor de la his-
toria natural del aneurisma [14]. Se ha observado que
las concentraciones elevadas de MMP-9 detectadas
en pacientes con AAA disminuyen de manera signi-
ficativa tras la reparacion quirurgica [15]. En los tra-
bajos realizados en modelos animales también se ha
constatado el papel fundamental de la MMP-9 en el
desarrollo de los AAA, de modo que la supresion de
este gen puede evitar la formacién de aneurismas ex-
perimentales [16].

Dada la evidente implicaciéon de la MMP-9 en la
patogenia de los aneurismas, conseguir su reduccién
en pacientes con AAA podria llevar a disminuir la
progresién de éstos o incluso a lograr su desapari-
cion. En esta linea de estudio, se ha demostrado que
las estatinas reducen la expresién de diferentes pro-
teinas, entre ellas las MMP [5,10]. También en estu-

dios realizados con modelos animales se ha observa-
do que el tratamiento con estatinas disminuye el cre-
cimiento de aneurismas experimentales [11].

Entre las estatinas, la pravastatina no se une a la
albimina y tampoco es metabolizada por el citocro-
mo P450, por lo que son menos probables las inter-
acciones medicamentosas. Dado el bajo perfil de
riesgo de este formaco, y ante la evidencia preceden-
te en cuanto a los efectos de las estatinas sobre MMP
y los AAA, el presente trabajo partia de la hipétesis
de que la pravastatina podria disminuir la produccién
de MMP-9 en cultivos de AAA humanos y, asi, tener
un potencial efecto terapéutico en esta enfermedad.
Sin embargo, los hallazgos obtenidos no han confir-
mado esta suposicion inicial, ya que la pravastatina
no alterd ni la MMP-9 total ni la activa.

Es importante mencionar que no se disponia de
fragmentos de aorta normal, no aneurismadtica, con
los que comparar, por lo que no pudo determinarse si
la actividad de MMP-9 estaba aumentada en nuestras
muestras. En este sentido, se ha descrito que la activi-
dad de MMP-9 es significativamente menor en AAA
de gran tamaiio. Por lo tanto, el efecto de las estatinas,
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Tabla Il. Concentraciones de MMP-9, TIMP-1 y TIMP-2 en aneurismas de aorta abdominal (AAA) humanos incubados con pravas-

tatinay sin ella (107 mol/L).

Sobrenadante Biopsia
Control Pravastatina Control Pravastatina
MMP-9 total 6,03 2,5 759+ 29 34,03+ 12,9 30,50 £ 12,1
MMP-9 activa 0,16 + 0,04 0,18 + 0,06 716+ 2,7 10,177+ 4,9
TIMP-1 819,85 + 142,2 704,57 £ 105,4 2744 + 12,6 90,29 + 14,62
TIMP-2 8,59 + 2,09 728+ 1,6 717+ 0,9 770+0,8
Los valores se representan como media + DE en ng/mL. 2p < 0,05 respecto al correspondiente valor en ausencia de pravastatina.

y de la pravastatina en este estudio, sobre la MMP-9
podria ser menos evidente en este tipo de aneurismas.
Esto estaria relacionado con el trabajo de Mosorin et
al [17], en el que se demostré que los pacientes en tra-
tamiento con estatinas presentaban una mayor super-
vivencia libre de rotura o reparacion de su AAA 'y que
este efecto era mds evidente en pacientes con un did-
metro basal del aneurisma inferior a 40 mm.

La interaccién entre MMP-9 y TIMP-1 ha surgido
como un mediador potencialmente importante de la
degradacion de la elastina y del coldgeno en la pared
adrtica [6]. Los datos hallados en esta tesis han de-
mostrado que la pravastatina aumenta las concentra-
ciones de TIMP-1 de forma estadisticamente signifi-
cativa en las muestras de tejido de AAA, pero no en el
sobrenadante. Esto indicaria que la pravastatina actua-
ria aumentando la expresion y la sintesis de TIMP-1.

En este sentido, varios trabajos han demostrado
previamente un aumento de la actividad de MMP-9
en muestras de tejido de AAA en condiciones basa-
les, sin alteracion en las concentraciones de ARNm
de TIMP-1 [6]. En cambio, otros autores han indica-
do que se produce una disminucién de TIMP-1 en los
AAA, lo que predispondria a la formacién de aneuris-
mas [18]. Como ya se ha comentado, en este trabajo
no se realizaron andlisis en grupos control respecto a
pacientes con AAA, por lo que no podemos obtener
conclusiones a este respecto. Independientemente de
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que TIMP-1 se encuentre disminuido o no basalmen-
te en los AAA humanos, los datos obtenidos en nues-
tro estudio sefialan que la pravastatina aumento el
contenido de TIMP-1 en las muestras de AAA.

El hecho de que la pravastatina incremente las
concentraciones de TIMP-1, sin modificar las de
MMP-9, podria parecer paradéjico. En el estudio re-
alizado por Nagashima et al [13] en el que se evalud
el efecto de otra estatina, la cerivastatina, sobre culti-
vos de aorta, se encontraron datos opuestos: una dis-
minucién de las concentraciones de MMP-9 sin mo-
dificaciones de las de TIMP-1. Aparte de lo ya co-
mentado sobre las concentraciones de MMP-9 en
aneurismas de gran tamafio, otra explicacién afiadida
a esta aparente contradiccién podria encontrarse en
el modo de actuacién de cada estatina sobre la supre-
sién del fendmeno inflamatorio en el interior del
AAA. Los resultados publicados en relacién con el
marcador inflamatorio proteina C reactiva [19] en
pacientes con AAA son una muestra de la participa-
cion de la inflamacién en la etiopatogenia de éstos.
Sin embargo, el proceso inflamatorio es un proceso
complejo en el que interactiian multiples factores, de
modo que la modificacién en alguna de sus fases o
vias de activacion puede conllevar cambios a distin-
tos niveles. Asf lo han interpretado Shiraya et al [20]
en el trabajo realizado sobre modelos animales de
AAA. Han observado que la atorvastatina no dismi-
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nuye de forma significativa la expresiéon de MMP-2,
MMP-3 0 MMP-9. En cambio, si se observa una dis-
minuciéon en MMP-12, asi como una inhibicién de la
expresion de ICAM y MCP-1 y una supresién de la
migracién de macréfagos a la pared adrtica, lo que
estaria relacionado con la disminucién del didmetro
aneurismatico en las ratas tratadas con el farmaco.

En este trabajo, las concentraciones de TIMP-2 no
se modificaron con la administracién de pravastatina.
En los estudios publicados [11,13] se han analizado los
valores de MMP-9 y de TIMP-1 en el tratamiento con
estatinas, sin que se hayan evaluado los de TIMP-2.
Este inhibidor de las MMP posee una alta afinidad
por MMP-2. El efecto de TIMP-2 es algo més com-
plejo debido a las interacciones con MT1-MMP. Se
ha observado que, a altas concentraciones, TIMP-2
inhibe selectivamente la actividad de MMP-2 in vitro.
Sin embargo, en bajas concentraciones, TIMP-2 au-
menta pro-MMP-2 y activa MMP-2 mediante la for-
macién de un complejo trimolecular compuesto por
MT1-MMP, TIMP-2 y pro-MMP-2 [7].

Por tanto, TIMP-2 actuaria como un cofactor en
la activacion de MMP-2, por lo que, a pesar de perte-
necer a la familia de los inhibidores de las metalo-
proteasas, favoreceria la formacién de los aneuris-
mas. En nuestro caso no hemos observado cambios
de las concentraciones de TIMP-2. Son necesarios
aun mas estudios en los que se evalde la respuesta de
la TIMP-2 al tratamiento con estatinas.
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EFFECTS OF PRAVASTATIN ON CULTURES OF HUMAN ABDOMINAL AORTIC ANEURYSM

Summary. Introduction. The vascular wall is constantly being remodelled by matrix metalloproteases (MMP) and their
inhibitors TIMP-1 and TIMP-2. There is evidence to show that statins modify the expression of several of these proteins.
Aim. To determine the effects of pravastatin on concentrations of MMP-9, TIMP-1 and TIMP-2, using samples of human
abdominal aortic aneurysms (AAA). Materials and methods. Thirteen patients with infrarenal AAA who were going to
undergo conventional surgery were selected and, later, aortic tissue samples were collected during the operation. These
samples were incubated in vitro with pravastatin or without it (in a 10° mol/L concentration) for 48 hours, and then
MMP-9, TIMP-1 and TIMP-2 concentrations were analysed. Results. No differences were found in the total amount of
MMP-9 contained in the biopsy samples of AAA incubated with or without pravastatin. TIMP-1 concentrations increased
significantly in the samples incubated with pravastatin. The production of TIMP-2, however, remained unchanged.
Conclusions. Pravastatin triggered an increase in TIMP-1 production in human AAA samples, without altering MMP-9
or TIMP-2 activity. [ANGIOLOGIA 2009; 61: 13-9]
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