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Fundamento: El objetivo del presente estudio fue identificar los efectos de la transfecci�on in

vivo del ARNsi de MCP-1 en un modelo de aterosclerosis sobre la expresi�on local de MCP-1

y la patogenia de la enfermedad.

M�etodos: En 28 conejos blancos de Nueva Zelanda, se indujo aterosclerosis carot�ıdea. Los

animales se dividieron aleatoriamente en tres grupos: grupo ARNi, grupo modelo y grupo de

pl�asmido blanco. El vector de expresi�on ARNsi se transfect�o a los vasos sangu�ıneos a trav�es

de liposomas. Las arterias car�otidas se procesaron para su evaluaci�on morfol�ogica. La

expresi�on local de MCP-1 se detect�o mediante inmunohistoqu�ımica, reacci�on en cadena de la

polimerasa retrotranscriptasa e inmunoelectrotransferencia.

Resultados: En las secciones teñidas con hematoxilina y eosina, en el grupo ARNi, comparado

con el grupo modelo y el grupo pl�asmido blanco, se observ�o desprendimiento de las c�elulas

endoteliales, al mismo tiempo que una menor hiperplasia �ıntimal. El cociente I:M disminuy�o sig-

nificativamente hasta 1,45 en el grupo ARNi comparado con el grupo modelo y el grupo

pl�asmido blanco (5,55 y 5,27, respectivamente). Los resultados de la inmunohistoqu�ımica

demostraron que la expresi�on de MCP-1 fue menos intensa en el grupo ARNi. La RCP-RT y

la inmunoelectrotransferencia demostraron una disminuci�on de la expresi�on en el grupo ARNi

comparado con el grupo modelo y el grupo pl�asmido blanco. Se detectaron correlaciones

muy positivas entre la RCP-RT semicuantitativa y el cociente I:M (r¼ 0,968).

Conclusi�on: La expresi�on de MCP-1 se inhibi�o satisfactoriamente mediante la transfecci�on del

pl�asmido de expresi�on del ARNsi MCP-1 en la arteria car�otida, y la progresi�on de la ateroscle-

rosis se limit�o mediante el silenciamiento de la expresi�on de MCP-1 mediada por ARNsi.

INTRODUCCI �ON

La estenosis de la arteria car�otida es una importante

amenaza para la salud, que da lugar a discapacidad y

muerte, siendo una de las causas principales de

ictus1. Durante m�as de medio siglo se han estu-

diado los mecanismos que son la base del desarrollo

de la aterosclerosis (AS). Para explicar la

aterog�enesis, se han formulado tres principales

teor�ıas, a saber, la de la infiltraci�on lip�ıdica; la de la

lesi�on y la correcci�on; as�ı como la de la trombosis. A

medida que los estudios anatomopatol�ogicos expe-

rimentales han avanzado, los investigadores han

descubierto que las placas de AS no s�olo muestran

una acumulaci�on sustancial de l�ıpidos sino tambi�en

la infiltraci�on de un elevado n�umero de c�elulas

inflamatorias y secreci�on de citocinas inflamatorias.

En 1976, Ross y Glomset2 propusieron la teor�ıa de

‘‘la lesi�on-correcci�on’’ para explicar la formaci�on de

estas placas. En la d�ecada de los ochenta, muchos

investigadores efectuaron numerosos estudios rela-

cionados con los factores inflamatorios, marcadores

inflamatorios y placas de AS y consideraban que, en

su desarrollo y progresi�on, participaba la respuesta

inflamatoria. En 1999, Ross propuso expl�ıcitamente
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que la AS era un tipo de enfermedad proliferativa

inflamatoria. Consideraba que la formaci�on de las

lesiones de AS era consecuencia de la fibroplasia

inflamatoria de la arteria tras la respuesta a la

disfunci�on endotelial arterial, causada por diversos

factores de riesgomayores de esta enfermedad3-7. En

la AS los primeros cambios morfoanatomopa-

tol�ogicos se caracterizan por la migraci�on de los

monocitos/macr�ofagos en la t�unica intimal y la

formaci�on de las c�elulas espumosas subendoteliales,

seguido de la migraci�on (desde la t�unica media a la

t�unica�ıntima) ehiperplasia de las c�elulasmusculares

lisas (CML). En la actualidad, en general se considera

que la migraci�on de los monocitos en el endotelio

arterial, mediada por la prote�ına 1 quimiot�actica

monoc�ıtica (MCP-1), desempeña un papel clave en

el desarrollo precoz de esta enfermedad. Como

miembro de la subfamilia de las quimiocinas CC, la

MCP-1 es una glucoprote�ına con un peso molecular

de 14 x 103. Los estudios revelan que las c�elulas

endoteliales vasculares (CEV), las c�elulasmusculares

lisas vasculares (CMLV), monocitos, macr�ofagos

(M4) yfibroblastos expresanMCP-1.A trav�es deuna

acci�on espec�ıfica en los monocitos de sangre

perif�erica y con su atracci�on para que migren en el

subendotelio, la MCP-1 desempeña un importante

papel en el desarrollo y progresi�on de la AS8,9.

Yla-Herttula et al10 examinaron la expresi�on de

esta prote�ına en lesiones de AS en conejos y

seres humanos utilizando inmunohibridaci�on,

hibridaci�on in situ e inmunohistoqu�ımica. Encon-

traron que la MCP-1 se expresaba positivamente en

arterias AS de conejo y lesiones deAS ricas en c�elulas

espumosas, derivadas de M4, aisladas de macr�ofa-

gos. En comparaci�on, la MCP-1 se expres�o negati-

vamente en arterias sanas y en M4 alveolares

aislados del mismo animal. En la hibridaci�on in situ

se demostr�o que el ARNm de MCP-1 se expresaba

positivamente en las lesiones AS de conejo ricas en

macr�ofagos, mientras que el an�alisis inmunohisto-

qu�ımico demostr�o adicionalmente que la prote�ına se

expresaba en las regiones positivas para ARNm

MCP-1. En estas regiones, tambi�en se expresaban

positivamente las lipoprote�ınas de baja densidad

oxidadas (ox-LDL), lo que concuerda con la

observaci�on de que �estas podr�ıan inducir la

expresi�on in vitro de MCP-1 en las CEV y las CMLV,

lo que sugiere que las ox-LDLpodr�ıanparticipar enel

desarrollo de las lesiones de AS induciendo la

expresi�on de la prote�ına. A trav�es del estudio de la

t�unica intimal de la arteria car�otida de pacientes

sometidos a endarterectom�ıa y compar�andola con la

de individuos con arterias sanas, Nelken et al11

encontraron que la MCP-1 se tiñ�o positivamente en

el 16% de las c�elulas de arterias car�otidas AS,

mientras que el porcentaje de c�elulas MCP-1 posi-

tivas en arterias sanas fue< 0,1%, lo que demuestra

que la prote�ına desempeña un papel en la migraci�on

de los monocitos en la pared de las arterias AS.

Schwartz et al12 demostraron que la MCP-1 es un

factor quimiot�actico monoc�ıtico potente que puede

regular la expresi�on de las mol�eculas de adhesi�on

pertinentes en el endotelio vascular. Despu�es del

cruzamiento de ratones con una deleci�on de CCR2

(un receptor de MCP-1) (CCR2 -/-) con ratones con

una deleci�on de apolipoprote�ına E (apoE) (apoE -/-),

Boring et al13 descubrieron que la deleci�on de CCR2

pudo reducir significativamente la incidencia de AS.

Estudios similares tambi�en demostraron que en

ratones apoE -/- la aceleraci�on de la AS inducida por

la sobreexpresi�on de MCP-1 se asociaba con un

aumento del n�umero de macr�ofagos en las placas de

AS14-16. Estos descubrimientos indican que la MCP-

1 desempeña un importante papel en la formaci�on

de la AS, y se ha reconocido como una nueva diana

para su prevenci�on y tratamiento.

Los investigadores tanto nacionales como extran-

jeros han tratado de examinar la posibilidad de usar

la MCP-1 como diana del tratamiento antiinflama-

torio17-20. En teor�ıa, para inhibir la expresi�on de

los genes diana, pueden usarse numerosas tecno-

log�ıas, como la tecnolog�ıa antisentido, tecnolog�ıa de

ribozima, al igual que tecnolog�ıas basadas en �acidos

nucleicos y p�eptidos de pequeña mol�ecula. No obs-

tante, estas mol�eculas o f�armacos no se diseñan

f�acilmente. Adem�as, s�olo es posible obtener las

mol�eculas que pueden suprimir espec�ıfica y efi-

cientemente la expresi�on de los genes diana despu�es

de efectuar m�ultiples pruebas de ensayo y error y

ex�amenes de cribado. La aparici�on de la tecnolog�ıa

de interferencia del ARN (ARNi) proporciona un

nuevo indicio para bloquear la expresi�on de esta

prote�ına. Como nueva tecnolog�ıa para inactivar los

genes diana, la ARNi exhibe las ventajas de un

diseño m�as sencillo, al igual que una mayor efi-

ciencia de inhibidores y especificidad comparada

con las tecnolog�ıas mencionadas previamente. Por

esta raz�on, ha desempeñado importantes papeles en

el estudio de la funci�on g�enica y el cribado de dianas

de los f�armacos en los �ultimos años21-24. En la

actualidad, en la ARNi se usan principalmente dos

estrategias. Una es la transfecci�on directa de

pequeños ARN de interferencia (si) (sintetizados

qu�ımicamente o transcritos in vitro) en las c�elulas; la

otra es introducir un sistema de vector (pl�asmido o

vectores v�ıricos) en las c�elulas que pueden expresar

end�ogenamente ARNsi.

En el presente estudio construimos un vector de

expresi�on eucari�otico de ARNsi espec�ıfico de MCP-

1 y establecimos un modelo de AS carot�ıdea de
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conejo. Despu�es de la transfecci�on local mediada por

liposomas, observamos la influencia del ARNsi

MCP-1 en la expresi�on de la prote�ına en la arteria

y analizamos adicionalmente el efecto de ARNsi

MCP-1 sobre la AS. Los resultados proporcionar�an

nuevos indicios para el desarrollo de estrategias

intervencionistas novedosas de prevenci�on y trata-

miento de esta enfermedad.

MATERIALES Y M�ETODOS

Construcci�on del vector de ARNsi MCP-1

El vector pSilencer 2.0-U6 se adquiri�o a partir de

Ambion (Austin, TX). La cepa DH-5a de Escherichia

coli fue proporcionada por el Department of Bio-

chemistry de nuestra universidad (Guangzhou,

China). Las endonucleasas de restricci�on BamHI e

HindIII, T4 DNA ligasa y ampicilina se adquirieron a

partir de Promega (Madison, WI). El est�andar de

peso molecular de ADN (l-EcoT14Idigest) se

adquiri�o a partir de Beijing Ding-guo Biotechnology

(Beijing, China). Los equipos de purificaci�on y

recuperaci�on de ADN se obtuvieron a partir de Bei-

jing JingshiBio-engineering (Beijing, China). Para la

preparaci�on deADNde pl�asmido a pequeña escala se

utilizaron equipos Qiagen (Chatsworth, CA).

S�ıntesis de ADNds. En funci�on de la secuencia del

gen de MCP-1 depositada en GenBank se designa-

ron dos pares de ARNsi. Los correspondientes ADN

de doble cadena (double stranded [ds]) fueron sinte-

tizados por Shanghai Invitrogen Biotechnology

(Shangh�ai, China), designados como MCP:sh1 y

MCP:sh2. Tras la disoluci�on del ADNds en el tamp�on

TE, se mezclaron 5 ml de la soluci�on de cada ADN de

cadena simple para perimitir la anelizaci�on (2 min a

95 �C, 2 min a 72 �C, 2 min a 37 �C, 2 min a 25 �C, y

10 min en un baño de hielo) para formar ADNds

para el futuro ligamiento.

sh1:

5’-GATCCGCTGCTATAACTTCACCAATT-CA

AGAGATTGGTGAAGTTATAG-CAGCTTTTTGG

AAA-3’

5’-AGCTTTTCCAAAAAGCTGCTATAACTT-CAC

CAATCTCTTGAATTGGTGAAGTTATAG-CAGCG-3’

sh2:

5’-GATCCGCTGTGATCTTCAAGACCATT-CA

AGAGATGGTCTTGAAGATCACAGCTTTTTGGA

AA-3’

5’-AGCTTTTCCAAAAAGCTGTGATCTTCAA-G

ACCATCTCTTGAATGGTCTTGAAGATCA-CAG

CG-3’

Las letras en negrita representan las cadenas sen-

tido y antisentido de la secuencia diana a interferir.

Doble digesti�on del vector y recuperaci�on del vector

digerido

En funci�on del mapa estructural del pl�asmido psi-

lencer2.0-U6 (Fig. 1), se digiri�o doblemente dicho

pl�asmido con BamHI e HindIII (en un volumen total

de reacci�on de 20 ml, que consisti�o en 10 ml de

pl�asmido, 2 ml de 10 x tamp�on K, 1 ml de BamHI, 1 ml

deHindIII, y 6 ml de agua doble destilada; incubaci�on

a 37 �C durante 4 h). De acuerdo con las ins-

trucciones suministradas con el equipo de

purificaci�on y recuperaci�on de ADN, los productos

digeridos se resolvieron mediante electroforesis en

1% de gel de agarosa, recuper�andose el fragmento

psilencer2.0-U6 linealizado.

Fig. 1. Mapa estructural del pl�asmido pSilencer 2.0-U6. Ampicillin: ampicilina; CoIE1 origin: origen CoIE1; siRNA:

ARNsi; U6 Promoter: U6 promotor.
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Ligamiento del templado de ARNsi en el vector. En

el sistema de reacci�on de ligamiento, el cociente

molar del templado de ARNsi con respecto al vector

fue de 3-5:1 (en un volumen de reacci�on total de

15 ml, que conten�ıa 1,5 ml del tamp�on T4 ADN, 1 ml

de T4 ADN ligasa y 8,5 ml de agua doble destilada).

Despu�es de mezclarlo completamente, el sistema de

la reacci�on se incub�o a 37 �C durante 4 h. Los pro-

ductos ligados pudieron transformarse de inmediato

en las c�elulas competentes o almacenarse a e20 �C.

Transformaci�on. Los productos ligados se transfor-

maron en c�elulas competentes (preparadas de

acuerdo con el m�etodo del cloruro c�alcico descrito

en el manual ‘‘Clonaci�on molecular’’). Los procedi-

mientos detallados de transformaci�on fueron los

siguientes: los productos ligados se mezclaron en

un baño de hielo durante 30 min, y se incubaron

en un baño a 42 �C (estr�es t�ermico [heat-shock])

durante 90 s, y se introdujeron de nuevo en el baño

de hielo durante 1-2 min despu�es de añadir 1 ml de

medio de Luria-Bertani (LB), la mezcla se incub�o en

una agitadora a 37 �C durante 1-2 h. El cultivo

resultante se sembr�o y cultiv�o a 37 �C durante 12-

16 h. Una colonia individual se introdujo en 5 ml de

medio LB y se cultiv�o toda la noche. Acto seguido, se

condujo el aislamiento del pl�asmido a pequeña

escala utilizando el equipo anteriormente referido.

Tras la identificaci�on por doble digesti�on con BamHI

e HindIII, se remitieron los pl�asmidos identificados

para su secuenciaci�on.

Preparaci�on a gran escala del pl�asmido recombi-

nante. Despu�es de la secuenciaci�on, se transform�o

el pl�asmido que conten�ıa el inserto esperado en las

c�elulas competentes (utilizando el mismo m�etodo

descrito previamente). La preparaci�on a gran escala

del pl�asmido recombinante se efectu�o utilizando el

m�etodo de lisis alcalina descrito en el libro

‘‘Clonaci�on molecular’’. La concentraci�on de la

soluci�on del ADN de pl�asmido purificado se

determin�o utilizando un espectrofot�ometro.

Transfecci�on local de ARNsi de MCP-1

Principales reactivos. Construimos nosotros mis-

mos el ARNsi Psilencer2.0-U6-MCP-1; se adquiri�o

Lipofectamine2000 a partir de Invitrogen (Carlsbad,

CA); el anticuerpo murino monoclonal anti-MCP-1

se adquiri�o a partir de R&D Systems (Mine�apolis,

MN); el equipo de extracto de Trizol se adquiri�o a

partir de Invitrogen; el equipo de retrotranscripci�on

se adquiri�oapartir dePromega; el equipode reacci�on

en cadena de la polimerasa (RCP) se adquiri�o a partir

de Takara Bio (Otsu, Shiga, Jap�on); los cebadores

(primers) retr�ogrados y anter�ogrados de MCP-1 se

adquirieron a partir de Invitrogen; el anticuerpo

monoclonal antitubulina se adquiri�o a partir de

Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA).

Establecimiento del modelo animal y transfecci�on in

vivo. A partir de la Guangzhou University of Tradi-

tional Chinese Medicine (permiso SYXK[GD] 2007-

0081) se adquirieron 28 conejos blancos de Nueva

Zelanda, 2,0-2,5 kg de peso.

Se insert�o un cat�eter montado sobre bal�on en la

arteria car�otida com�un a trav�es de la arteria car�otida

externa izquierda. Tras lesi�on de la arteria car�otida

com�un inducida con bal�on, durante 8 semanas los

conejos fueronalimentados conunadieta rica engra-

sas que conten�ıa un 1% de colesterol y un 0,5% de

manteca de cerdo. Por lo tanto, se obtuvo unmodelo

de AS en la arteria car�otida com�un de estos animales.

Los procedimientos detallados fueron los siguientes:

los conejos fueron anestesiados mediante inyecci�on

intravenosa de un 3% de pentobarbital s�odico en

una dosis de 30 mg/kg y, acto seguido, recibieron

heparina en una dosis de 200U/kg a trav�es de la vena

marginal de la oreja. Tras fijaci�on en posici�on de

dec�ubito supino, afeitado del pelo, lavado y

desinfecci�on, se efectu�o un abordaje cut�aneo deunos

5 cmde longitud a lo largode la l�ıneamedia del cuello

para exponer y separar la arteria car�otida com�un

izquierda (3,0-4,0 cm). Mientras tanto, se separaron

horizontalmente por encima del cart�ılago tiroides la

arteria car�otida interna y externa izquierdas. Utili-

zando clampajes arteriales se clamparon los extremos

proximales de la arteria car�otida com�un y de la

car�otida interna. M�as tarde, se lig�o el extremo distal

de la arteria car�otida externa, almismo tiempo que el

extremo proximal se hac�ıa ascender con hilo

quir�urgico para que el abordaje adoptara una forma

de V (en un �angulo de unos 45�) y una localizaci�on a

0,5 cm de distancia de la intersecci�on de la arteria

car�otida interna y externa. Acto seguido, se procedi�o

a la inserci�on retr�ograda deun cat�etermontado sobre

bal�on de Fogarty de 4F. Despu�es de la inyecci�on de

una soluci�on de suero salino fisiol�ogico que conten�ıa

heparina para alcanzar una presi�on de 2 atm�osferas,

se hizo retroceder lentamente el cat�eter montado

sobre bal�on desde el extremo proximal. Despu�es de

repetirlo tres veces, se retir�o el cat�etermontado sobre

bal�on. M�as tarde, se lig�o el extremo proximal de la

arteria car�otida externa izquierda y se restableci�o el

flujo sangu�ıneo de la arteria car�otida com�un

izquierda y de la arteria car�otida interna izquierda y

se sutur�o la piel. Despu�es de la cirug�ıa, se administr�o

una inyecci�on intramuscular diaria de penicilina

(800.000 unidades) durante 3 d�ıas consecutivos. Los

conejos recibieron una alimentaci�on rica en grasas

durante 8 semanas.

Acto seguido, se asign�o aleatoriamente a los ani-

males a un grupo ARNi (n¼ 12), un grupo modelo
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(n¼ 8) y un grupo pl�asmido blanco (n¼ 8). Al

t�ermino de la alimentaci�on rica en grasas durante 8

semanas, la arteria car�otida com�un izquierda se

moviliz�o de nuevo y los dos extremos del segmento

que deb�ıa transfectarse se ocluyeron temporalmente

con clips. Los transfectantes se inyectaron en el

segmento ocluido con una jeringa, y la infusi�on se

retuvo durante 30 min. Los animales del grupo

ARNi se transfectaron con el pSilencer2.0-U6-MCP-

1-siRNA/Lipofectamine 2000, los animales del

grupo modelo se transfectaron con suero salino

normal, y los del grupo pl�asmido blanco se trans-

fectaron con pl�asmido blanco/Lipofectamine 2000.

Preparaci�on de los genes. El ARNi (50 mg) se diluy�o

en 250 ml de suero salino normal. Acto seguido,

ambos se mezclaron y se mantuvieron est�aticos

durante 10-15 min.

En el d�ıa 7 despu�es de la transfecci�on, se recogie-

ron muestras arteriales carot�ıdeas para tinci�on con

hematoxilina y eosina (HE) y tinci�on con el anti-

cuerpo monoclonal anti-MCP-1, al mismo tiempo

que algunas muestras se almacenaban a e70 �C

para una RCP adicional de retrotranscripci�on (RCP-

RT) e inmunoelectrotransferencia.

Examen anatomopatol�ogico. Las muestras se tiñe-

ron con HE, y se tomaron fotograf�ıas con una

c�amara digital. Las secciones transversas de la arteria

car�otida se examinaron con el microscopio y mor-

fol�ogicamente para medir el cociente del grosor de

la �ıntima con respecto a la media (I:M), basado en

un estudio previo25, a trav�es del programa Image

Pro Plus Analysis Software (Media Cybernetics,

Silver Spring, MD).

Tinci�on inmunohistoqu�ımica. Como primer anti-

cuerpo, se añadi�o un anticuerpo monoclonal anti-

MCP-1 y la tinci�on se efectu�o de acuerdo con las

instrucciones del fabricante (Copenhague, Dina-

marca) con coloraci�on mediante diaminobencidina

(DAB) y contratinci�on nuclear de hematoxilina.

Las secciones se examinaron bajo un campo visual

x 200 y se fotografiaron, mostr�andose la expresi�on

MCP-1 positiva como part�ıculas amarillo-pardas o

pardas-chocolate en el citoplasma o la membrana

de las c�elulas espumosas. Dos anatomopat�ologos

revisaron y clasificaron todas las secciones (positiva

fuerte, positiva d�ebil y negativa).

Prueba de RCP-RT. Cadena sentido de MCP-1 5’-A

GACCATCT-CAGTGAAGAGGCTAAT-3’ y cadena

antisentido 5’-AACTGGGGTTCACAGAGGGAAAGC

A-3’, 400 pb; cadena sentido de GAPDH 5’-AAGGCC

ATCACTATCTTCCA-3’ y cadena antisentido 5’-CCT

GCTTCAC-CACCTTCTTG-3’, 579 pb. La RCP se

efectu�o a 94 �C, con desnaturalizaci�on durante

5 min a 94 �C, durante 30 s a 60 �C, durante 30 s a

72 �C, durante 60 s, para un total de 30 ciclos, y una

elongaci�on a 72 �C durante 5 min. Los productos de

RCP se sometieron a electroforesis en un 2%de agar,

y el fotografiado se complet�o con un sistema de

exploraci�on de im�agenes en gel. El an�alisis RCP-RT

semicuantitativo se efectu�o a trav�es del programa

Fig. 2. a MCP-1: sh1. b MCP-1: sh2. Carril 1, marcador; carril 2, pl�asmido blanco; l�ınea 3, pl�asmido digerido.
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Fig. 3. Secuenciaci�on del fragmento diana en el pl�asmido recombinante. (a) MCP-1: sh1. (b) MCP-1: sh2.

724 Hu et al Anales de Cirug�ıa Vascular



Quantity One 1-D Analysis Software (versi�on 4.6.2)

de Bio-Rad (Richmond, CA).

Inmunoelectrotransferencia. Se añadi�o a los tejidos

tamp�on de lisis, se homogeneizaron y se centrifuga-

ron a 1.600 rpm durante 20 min. El sobrenadante se

recogi�o para determinar la concentraci�on de pro-

te�ınas. Las muestras de prote�ınas (50 mg) se trans-

firieron a una membrana de nitrocelulosa despu�es

de electroforesis en gel de un 10% de SDS-polia-

crilamida (PAGE) y bloqueada con leche en polvo

desnatada; las muestras se incubaron con un anti-

cuerpo monoclonal anti-MCP-1 durante una hora y

con anticuerpos secundarios durante 30 min para el

desarrollo de im�agenes y, acto seguido, se analizaron

con un sistema de exploraci�on de im�agenes.

An�alisis estad�ıstico

Todos los an�alisis estad�ısticos se procesaron con el

programa SPSS 16.0 (SPSS, Inc, Chicago, Estados

Unidos). Los datos cuantitativos se expresaron

como media ± desviaci�on est�andar, y se efectu�o un

an�alisis de la varianza de una v�ıa para comparar

las diferencias entre grupos. Al mismo tiempo, se

efectu�o una prueba de probabilidad exacta para los

datos cualitativos y tambi�en se efectu�o un an�alisis

de correlaci�on de Pearson.

RESULTADOS

Resultados de la construcci�on del vector

de ARNsi MCP-1

Construcci�on del pl�asmido psilencer2.0-U6-

siMCP-1. Puesto que el vector de expresi�on euca-

ri�otico psilencer2.0-U6 contiene un sitio de

multiclonaci�on, se usaron las endonucleasas de

restricci�on BamHI e HindIII para linealizar el

p�asmido.Despu�es del ligamiento del fragmento diana

Fig. 4. a Grupo ARNi. b Grupo modelo. c Grupo pl�asmido blanco.

Tabla I. Cocientes I:M de cada grupo

Grupos N I:M

Grupo ARNi 12 1,46 ± 0,23*

Grupo modelo 8 5,55 ± 0,30

Grupo pl�asmido blanco 8 5,27 ± 0,31

I:M: espesor intimal:medial.

*p< 0,01, comparado con los otros dos grupos.
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(MCP-1) en el pl�asmido pcDNA3 usando la T4 ADN

ligasa, se obtuvo la expresi�on eucari�otica recombi-

nante del pl�asmido psilencer2.0-U6-siMCP-1 (Fig. 1).

Identificaci�on del pl�asmido recombinante por doble

digesti�on. La inserci�on correcta de los fragmentos

diana en los vectores de expresi�on es clave para la

expresi�on de los genes ex�ogenos. Puesto que el vec-

tor linealizado puede experimentar autoligamiento,

es esencial identificar el pl�asmido recombinante. La

doble digesti�on de BamHI e HindIII deber�ıa deparar

dos bandas en un gel de agarosa, que representar�ıan

el pl�asmido de ADN (3.067 pb) y el fragmento diana

(62 pb). Sin embargo, puesto que el peso molecular

del fragmento diana fue mucho menor que el de

pl�asmido de ADN e incluso insignificante, el frag-

mento diana tuvo una tasa de migraci�on m�as r�apida

y migr�o fuera del gel. Como consecuencia, en el gel

s�olo apareci�o una banda (el pl�asmido de ADN). La

doble digesti�on del pl�asmido recombinante indic�o

que el fragmento diana se hab�ıa insertado direccio-

nalmente en el vector de expresi�on (Figs. 2a y 2b).

Resultados de la secuenciaci�on del pl�asmido recom-

binante positivo (psilencer2.0-U6-siMCP-1). Los

resultados de la secuenciaci�on mostraron que la

secuencia del pl�asmido recombinante positivo era

id�entica a la del gen de MCP-1 depositado en la

base de datos Genbank, lo que demuestra que el

pl�asmido recombinante fue un vector de expresi�on

que conten�ıa ADNc MCP-1 (v. Figs. 3a, 3b para los

resultados de la secuenciaci�on).

Resultados de la transfecci�on local de

ARNsi MCP-1

Examen anatomopatol�ogico. En el grupo demodelo

AS y el grupo pl�asmido blanco, las secciones teñidas

con HE de las arterias car�otidas de conejo demostra-

ron la presencia de estenosis significativa de la luz

arterial, el desprendimiento de las c�elulas endotelia-

les, hiperplasia intimal significativa y ensancha-

miento del espacio subendotelial. As�ı mismo, las

placas consist�ıan en c�elulas espumosas y miofibro-

blastos, con una distribuci�on desordenada del

m�usculo liso medial, la separaci�on y rotura de la

l�amina el�astica interna, y la penetraci�on de las

CML en la capa endotelial a trav�es de la l�amina el�as-

tica interna. En el grupo ARNi, se observ�o

Fig. 5. a Grupo ARNi. b Grupo modelo. c Grupo pl�asmido blanco.
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desprendimiento de las c�elulas endoteliales, al

mismo tiempo que hab�ıa menos hiperplasia intimal

en comparaci�on con los de los grupos modelo y

pl�asmido blanco (Fig. 4). Microsc�opicamente, en el

grupo ARNi el cociente I:M disminuy�o significati-

vamente en comparaci�on con los otros dos grupos

(p< 0,01) (tabla I), lo que indic�o menor grado de

estenosis y una AS menos grave en el grupo ARNi.

Tinci�on inmunohistoqu�ımica. Las secciones mos-

traron menor grado de tinci�on en el grupo ARNi y

se tiñeron significativamente en los otros dos gru-

pos, sin diferencias significativas entre ellos, lo que

demostr�o que la transfecci�on del vector de expresi�on

ARNsi MCP-1 podr�ıa reducir la expresi�on local de la

prote�ına (Fig. 5, tabla II).

Prueba de la RCP-RT. Como se muestra en la Fig 6,

la expresi�on del ARNm en el grupo ARNi fue menor

que en los otros dos grupos, lo que sugiere que la

transfecci�on local de ARNsi pSilencer2.0-U6-MCP-1

disminuy�o la expresi�on de ARNm MCP-1.

Correlaciones entre la RCP-RT semicuantitativa y el

cociente I:M. Se efectu�o un an�alisis de correlaci�on

de Pearson entre la RCP-RT semicuantitativa

(Fig. 7) y el cociente I:M, que revel�o un r¼ 0,968

(p< 0,01) (Fig. 8) y, as�ı mismo, correlaciones muy

positivas entre ellos, con una menor expresi�on de

MCP-1 y un menor cociente I:M.

Inmunoelectrotransferencia. En los grupos modelo

de AS y pl�asmido blanco, aument�o la expresi�on de

MCP-1 pero disminuy�o tras la interferencia de

ARNsi MCP-1. �Esta control�o satisfactoriamente la

expresi�on de la prote�ına postranscripci�on (Fig. 9).

DISCUSI �ON

El establecimiento satisfactorio de un modelo ani-

mal de aterosclerosis desempeña un importante

papel en la investigaci�on detallada de su etiolog�ıa,

mecanismos, prevenci�on y tratamiento. La

reproducci�on de un modelo de lesi�on mec�anica en

combinaci�on con una alimentaci�on rica en coleste-

rol se caracteriz�o por una elevada tasa de eficacia y

gran similitud con la AS carot�ıdea humana, por lo

que se ha empleado con frecuencia en los �ultimos

años26-31. El examen anatomopatol�ogico demostr�o

que, a las 12 semanas, en el grupomodelo las c�elulas

endoteliales se desprend�ıan con la agregaci�on sus-

tancial de c�elulas espumosas debajo de la capa

endotelial, lo que dio lugar a una hiperplasia signi-

ficativa de la �ıntima y a la distribuci�on desordenada

de las CML mediales, lo que coincide con las carac-

ter�ısticas anatomopatol�ogicas de la AS precoz, indi-

cando el establecimiento satisfactorio del modelo de

conejo de AS carot�ıdea mediante denudaci�on con

bal�on del endotelio arterial carot�ıdeo en

combinaci�on con una dieta rica en grasas.

Tanto la RCP-RT como la inmunoelectrotransfe-

rencia confirmaron que, en los grupos tanto modelo

como control, el ARNm MCP-1 y la prote�ına se

expresaron en las arterias lesionadas; los hallazgos

Fig. 6. Reacci�on en cadena de la polimerasa retrotrans-

criptasa (RCP-RT). L�ınea 1, grupo ARNi; l�ınea 2, grupo

modelo; l�ınea 3, grupo pl�asmido blanco.

Tabla II. Hallazgos inmunohistoqu�ımicos de cada

grupo

Grupos
Positivo
fuerte

Positivo
d�ebil Negativo Total

Grupo ARNi 1* 8* 3 12

Grupo modelo 7 1 0 8

Grupo pl�asmido blanco 6 2 0 8

Total 14 11 3 28

*p< 0,01, comparado con los otros dos grupos.

Fig. 7. Reacci�on en cadena de la polimerasa retrotrans-

criptasa (RCP-RT) semicuantitativa. 1, grupo ARNi*; 2,

grupo modelo; 3, grupo pl�asmido blanco (*p< 0,01,

comparado con los otros dos grupos).
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inmunohistoqu�ımicos demostraron que MCP-1 se

expresaba principalmente en el citoplasma y mem-

brana de los macr�ofagos (principalmente, las c�elulas

espumosas), CEV, y CMLV, en particular en los

macr�ofagos y las c�elulas espumosas, lo que coincide

con los estudios previos publicados por Yla-Herttula

et al10 y Nelken et al11. La MCP-1 es la prote�ına

quimiot�actica monoc�ıtica, que induce la migraci�on

de losmonocitos hacia la�ıntima, y que es activada en

los macr�ofagos y c�elulas espumosas despu�es de la

fagocitosis de l�ıpidos, y desempeña un papel decisivo

en la aterosclerosis precoz. Como prote�ına qui-

miot�actica monoc�ıtica sumamente potente, no s�olo

es capaz de adherirse a los monocitos m�oviles, sino

tambi�en de regular la expresi�on de las mol�eculas

adherentes endoteliales vasculares. Schwartz et al12

describieron que, como prote�ına con las caracter�ıs-

ticasmencionadas previamente, fue capaz de regular

las mol�eculas adherentes relacionadas con la

expresi�on endotelial vascular, manifestando sus

dobles funciones de regulaci�on de la adherencia y

migraci�on de los monocitos en la pared arterial y

desempeñando un papel decisivo en el proceso de

migraci�on de los monocitos en la�ıntima durante las

fases iniciales de la AS. Algunos autores32,33 han

descrito la inhibici�on de la migraci�on de los

macr�ofagos como una importante estrategia de

prevenci�on y tratamiento de la enfermedad, al

mismo tiempo que esta prote�ına se ha convertido en

una nueva diana para inhibir la migraci�on de los

macr�ofagos hacia el interior de la pared vascular.

La t�ecnica de ARNi es capaz de inhibir de forma

selectiva,efectivayespec�ıfica laexpresi�onde losgenes

diana utilizando pequeños fragmentos de ARN de

doble cadena, de 21-23 pb (ARNsi) para inducir la

degradaci�on del ARNm de secuencia hom�ologa34,35.

Para investigar los efectosde la inhibici�ondeMCP-1 in

vivo en la AS precoz, en el presente estudio se diseñ�o

de forma preliminar el pl�asmido de expresi�on

eucari�otica MCP-1 pSilencer2.0-U6-MCP-1-ARNsi,

basado en los principios de ARNi.

Los vectores de expresi�on de ARNsi MCP-1 se

transfectaron en un modelo de conejo de AS

carot�ıdea a trav�es de una infusi�on local intraluminal,

demostrando la menor disminuci�on de MCP-1 local

en el grupo ARNi que en el grupo modelo y grupo

pl�asmidoblanco tanto anivel deARNmcomodepro-

te�ınas, lo que indica la capacidad del ARNi para inhi-

bir efectivamente la expresi�onde los genes al nivel de

su transcripci�on. La hiperplasia intimal apareci�o

como respuesta al ac�umulo de c�elulas espumosas

debajo de la capa endotelial, y como par�ametro de

evaluaci�on, se us�o el cociente I:M. Los resultados

muestran que, comparado con el grupo modelo, el

cociente I:M disminuy�o significativamente en el

grupoARNi,mientras que no se detect�o una diferen-

cia significativa entre el grupo pl�asmido blanco y el

grupo modelo. Esto sugiri�o que la regulaci�on a la

baja de la expresi�on de MCP-1 local con ARNi, la

disminuci�on de la migraci�on de los monocitos en

las capas subendoteliales y la fagocitosis de los l�ıpidos

dieron lugar a la resoluci�on de la hiperplasia intimal

y retrasaron eficazmente la progresi�on de la AS.

En el presente estudio, se emple�o la t�ecnica de

ARNi in vivo para investigar los efectos del ARNsi

MCP-1 sobre la AS local y precoz, lo que proporciona

nuevos indicios para la prevenci�on y el tratamiento

de la aterosclerosis y sus complicaciones.

La presente investigaci�on se financi�o a trav�es del Key Induction

Project of Science and Technology, Provincia de Guangdong

(2005B31201001) y el Doctorate Funding Program for Higher

Education, Ministry of Education, China (20050558053).

Fig. 9. Inmunoelectrotransferencia. L�ınea 1, grupo

ARNi; l�ınea 2, grupo modelo; l�ınea 3, grupo pl�asmido

blanco. a-tubulin: alfa-turbulina.

Fig. 8. Correlaci�on entre la reacci�on en cadena de la

polimerasa retrotranscriptasa (RCP-RT) y el cociente I:M

(r¼ 0,968, p< 0,01). I:M: grosor intimal:medial. RTPCR:

RCP-RT.
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