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Efectos antiaterogénicos de la inhibicion
de la expresion de MCP-1 mediada por ARNi

Zuo-jun Hu, Yi Liao, Ling-yu Hu, Jia-li Wang, Jie Li, Wei-ming Lu
y Shen-ming Wang, Guangzhou, China

Fundamento: El objetivo del presente estudio fue identificar los efectos de la transfeccion in
vivo del ARNsi de MCP-1 en un modelo de aterosclerosis sobre la expresion local de MCP-1
y la patogenia de la enfermedad.

Métodos: En 28 conejos blancos de Nueva Zelanda, se indujo aterosclerosis carotidea. Los
animales se dividieron aleatoriamente en tres grupos: grupo ARNi, grupo modelo y grupo de
plasmido blanco. El vector de expresion ARNsi se transfect6 a los vasos sanguineos a través
de liposomas. Las arterias cardtidas se procesaron para su evaluacion morfoldgica. La
expresion local de MCP-1 se detecté mediante inmunohistoquimica, reaccién en cadena de la
polimerasa retrotranscriptasa e inmunoelectrotransferencia.

Resultados: En las secciones tefidas con hematoxilina y eosina, en el grupo ARNi, comparado
con el grupo modelo y el grupo plasmido blanco, se observé desprendimiento de las células
endoteliales, al mismo tiempo que una menor hiperplasia intimal. El cociente I:M disminuyé sig-
nificativamente hasta 1,45 en el grupo ARNi comparado con el grupo modelo y el grupo
plasmido blanco (5,55 y 5,27, respectivamente). Los resultados de la inmunohistoquimica
demostraron que la expresion de MCP-1 fue menos intensa en el grupo ARNi. La RCP-RT y
la inmunoelectrotransferencia demostraron una disminucion de la expresion en el grupo ARNi
comparado con el grupo modelo y el grupo plasmido blanco. Se detectaron correlaciones
muy positivas entre la RCP-RT semicuantitativa y el cociente I:M (r = 0,968).

Conclusion: La expresion de MCP-1 se inhibi6 satisfactoriamente mediante la transfeccion del
plasmido de expresion del ARNsi MCP-1 en la arteria carétida, y la progresion de la ateroscle-

rosis se limité mediante el silenciamiento de la expresion de MCP-1 mediada por ARNSsi.

INTRODUCCION

La estenosis de la arteria carétida es una importante
amenaza para la salud, que da lugar a discapacidad y
muerte, siendo una de las causas principales de
ictus'. Durante mas de medio siglo se han estu-
diado los mecanismos que son la base del desarrollo
de la aterosclerosis (AS). Para explicar la
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aterogénesis, se han formulado tres principales
teorias, a saber, la de la infiltracién lipidica; la de la
lesion y la correccidn; asi como la de la trombosis. A
medida que los estudios anatomopatoldgicos expe-
rimentales han avanzado, los investigadores han
descubierto que las placas de AS no s6lo muestran
una acumulacion sustancial de lipidos sino también
la infiltracién de un elevado numero de células
inflamatorias y secrecion de citocinas inflamatorias.
En 1976, Ross y Glomset? propusieron la teoria de
““la lesion-correccion’” para explicar la formacion de
estas placas. En la década 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 progresion, participaba la respuesta
inflamatoria. En 1999, Ross propuso explicitamente
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que la AS era un tipo de enfermedad proliferativa
inflamatoria. Consideraba que la formacién de las
lesiones de AS era consecuencia de la fibroplasia
inflamatoria de la arteria tras la respuesta a la
disfuncién endotelial arterial, causada por diversos
factores de riesgo mayores de esta enfermedad®”’. En
la AS los primeros cambios morfoanatomopa-
toldgicos se caracterizan por la migracion de los
monocitos/macréfagos en la tinica intimal y la
formacion de las células espumosas subendoteliales,
seguido de la migracién (desde la tinica media a la
tinica intima) e hiperplasia de las células musculares
lisas (CML). En la actualidad, en general se considera
que la migracién de los monocitos en el endotelio
arterial, mediada por la proteina 1 quimiotactica
monocitica (MCP-1), desempefia un papel clave en
el desarrollo precoz de esta enfermedad. Como
miembro de la subfamilia de las quimiocinas CC, la
MCP-1 es una glucoproteina con un peso molecular
de 14 x 10°. Los estudios revelan que las células
endoteliales vasculares (CEV), las células musculares
lisas vasculares (CMLV), monocitos, macrofagos
(Mo) y fibroblastos expresan MCP-1. A través de una
accion especifica en los monocitos de sangre
periférica y con su atraccion para que migren en el
subendotelio, la MCP-1 desempefia un importante
papel en el desarrollo y progresiéon de la AS®®.
Yla-Herttula et al'® examinaron la expresiéon de
esta proteina en lesiones de AS en conejos y
seres humanos utilizando inmunohibridacién,
hibridacién in situ e inmunohistoquimica. Encon-
traron que la MCP-1 se expresaba positivamente en
arterias AS de conejo y lesiones de AS ricas en células
espumosas, derivadas de Mg, aisladas de macrofa-
gos. En comparacion, la MCP-1 se expresd negati-
vamente en arterias sanas y en Mg alveolares
aislados del mismo animal. En la hibridaciéon in situ
se demostré que el ARNm de MCP-1 se expresaba
positivamente en las lesiones AS de conejo ricas en
macrofagos, mientras que el analisis inmunohisto-
quimico demostrd adicionalmente que la proteina se
expresaba en las regiones positivas para ARNm
MCP-1. En estas regiones, también se expresaban
positivamente las lipoproteinas de baja densidad
oxidadas (ox-LDL), lo que concuerda con Ia
observacion de que éstas podrian inducir la
expresion in vitro de MCP-1 en las CEV y las CMLYV,
lo que sugiere que las ox-LDL podrian participar en el
desarrollo de las lesiones de AS induciendo la
expresion de la proteina. A través del estudio de la
tinica intimal de la arteria cardtida de pacientes
sometidos a endarterectomia y comparandola con la
de individuos con arterias sanas, Nelken et al''
encontraron que la MCP-1 se tifi¢ positivamente en
el 16% de las células de arterias cardtidas AS,
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mientras que el porcentaje de células MCP-1 posi-
tivas en arterias sanas fue < 0,1%, lo que demuestra
que la proteina desempefia un papel en la migracién
de los monocitos en la pared de las arterias AS.
Schwartz et al'*> demostraron que la MCP-1 es un
factor quimiotactico monocitico potente que puede
regular la expresion de las moléculas de adhesion
pertinentes en el endotelio vascular. Después del
cruzamiento de ratones con una deleciéon de CCR2
(un receptor de MCP-1) (CCR2 -/-) con ratones con
una delecién de apolipoproteina E (apoE) (apoE -/-),
Boring et al'? descubrieron que la deleciéon de CCR2
pudo reducir significativamente la incidencia de AS.
Estudios similares también demostraron que en
ratones apoE -/- la aceleracion de la AS inducida por
la sobreexpresion de MCP-1 se asociaba con un
aumento del nimero de macréfagos en las placas de
AS'*'® Estos descubrimientos indican que la MCP-
1 desempefa un importante papel en la formacién
de la AS, y se ha reconocido como una nueva diana
para su prevencion 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-
torio'”?°. En teoria, para inhibir la expresién de
los genes diana, pueden usarse numerosas tecno-
logias, como la tecnologia antisentido, tecnologia de
ribozima, al igual que tecnologias basadas en acidos
nucleicos y péptidos de pequefnia molécula. No obs-
tante, estas moléculas o farmacos no se disefian
facilmente. Ademds, solo es posible obtener las
moléculas que pueden suprimir especifica y efi-
cientemente la expresion de los genes diana después
de efectuar multiples pruebas de ensayo y error y
examenes de cribado. La aparicién de la tecnologia
de interferencia del ARN (ARNi) proporciona un
nuevo indicio para bloquear la expresion de esta
proteina. Como nueva tecnologia para inactivar los
genes diana, la ARNi exhibe las ventajas de un
diseno mas sencillo, al igual que una mayor efi-
ciencia de inhibidores y especificidad comparada
con las tecnologias mencionadas previamente. Por
esta razon, ha desempenado importantes papeles en
el estudio de la funcién génica y el cribado de dianas
de los farmacos en los tltimos afos®'?*. En la
actualidad, en la ARNi se usan principalmente dos
estrategias. Una es la transfeccion directa de
pequefios ARN de interferencia (si) (sintetizados
quimicamente o transcritos in vitro) en las células; la
otra es introducir un sistema de vector (plasmido o
vectores viricos) en las células que pueden expresar
enddgenamente ARNSi.

En el presente estudio construimos un vector de
expresion eucariotico de ARNsi especifico de MCP-
1 y establecimos un modelo de AS carotidea de
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Fig. 1. Mapa estructural del plasmido pSilencer 2.0-U6. Ampicillin: ampicilina; ColE1 origin: origen ColEl; siRNA:

ARNsi; U6 Promoter: U6 promotor.

conejo. Después de la transfeccion local mediada por
liposomas, observamos la influencia del ARNsi
MCP-1 en la expresion de la proteina en la arteria
y analizamos adicionalmente el efecto de ARNsi
MCP-1 sobre la AS. Los resultados proporcionaran
nuevos indicios para el desarrollo de estrategias
intervencionistas novedosas de prevencion y trata-
miento de esta enfermedad.

MATERIALES Y METODOS
Construccion del vector de ARNsi MCP-1

El vector pSilencer 2.0-U6 se adquiri6 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 restricciéon BamHI e
Hindlll, T4 DNA ligasa y ampicilina se adquirieron a
partir de Promega (Madison, WI). El estandar de
peso molecular de ADN (A-EcoT14Idigest) se
adquirio a partir de Beijing Ding-guo Biotechnology
(Beijing, China). Los equipos de purificacién y
recuperacion de ADN se obtuvieron a partir de Bei-
jing JingshiBio-engineering (Beijing, China). Para la
preparacion de ADN de plasmido a pequeiia escala se
utilizaron equipos Qiagen (Chatsworth, CA).

Sintesis de ADNds. En funcion 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
(Shanghdi, China), designados como MCP:shl y
MCP:sh2. Tras la disoluciéon del ADNds en el tampoén
TE, se mezclaron 5 pl de la solucion de cada ADN de

cadena simple para perimitir la anelizacion (2 min a
95°C,2mina72°C,2mina 37 °C, 2 mina 25 °C, y
10 min en un bafo de hielo) para formar ADNds
para el futuro ligamiento.
shl:
5’-GATCCGCTGCTATAACTTCACCAATT-CA
AGAGATTGGTGAAGTTATAG-CAGCTTTITTGG
AAA-3’
5'-AGCTTTTCCAAAAAGCTGCTATAACTT-CAC
CAATCTCTTGAATTGGTGAAGTTATAG-CAGCG-3’
sh2:
5-GATCCGCTGTGATCTTCAAGACCATT-CA
AGAGATGGTCTITGAAGATCACAGCTTTTITGGA
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 digestion del vector y recuperacion del vector
digerido

En funcién del mapa estructural del plasmido psi-
lencer2.0-U6 (Fig. 1), se digiri6 doblemente dicho
plasmido con BamHI e Hindlll (en un volumen total
de reaccién de 20 ul, que consistio en 10 ul de
plasmido, 2 pl de 10 x tampon K, 1 pl de BamHI, 1 pl
de Hindlll, y 6 pl de agua doble destilada; incubacion
a 37°C durante 4h). De acuerdo con las ins-
trucciones suministradas con el equipo de
purificaciéon y recuperacién de ADN, los productos
digeridos se resolvieron mediante electroforesis en
1% de gel de agarosa, recuperandose el fragmento
psilencer2.0-U6 linealizado.
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Ligamiento del templado de ARNsi en el vector. En
el sistema de reaccion de ligamiento, el cociente
molar del templado de ARNsi con respecto al vector
fue de 3-5:1 (en un volumen de reaccion total de
15 pl, que contenia 1,5 pl del tampdén T4 ADN, 1 ul
de T4 ADN ligasa y 8,5 ul de agua doble destilada).
Después de mezclarlo completamente, el sistema de
la reaccion se incub6 a 37 °C durante 4 h. Los pro-
ductos ligados pudieron transformarse de inmediato
en las células competentes o almacenarse a —20 °C.

Transformacion. Los productos ligados se transfor-
maron en células competentes (preparadas de
acuerdo con el método del cloruro calcico descrito
en el manual ““Clonacion molecular”’). Los procedi-
mientos detallados de transformacion fueron los
siguientes: los productos ligados se mezclaron en
un bafio de hielo durante 30 min, y se incubaron
en un bano a 42 °C (estrés térmico [heat-shock])
durante 90 s, y se introdujeron de nuevo en el bafio
de hielo durante 1-2 min después de afiadir 1 ml de
medio de Luria-Bertani (LB), la mezcla se incubd en
una agitadora a 37 °C durante 1-2 h. El cultivo
resultante se sembré y cultivé a 37 °C durante 12-
16 h. Una colonia individual se introdujo en 5 ml de
medio LB y se cultivé toda la noche. Acto seguido, se
condujo el aislamiento del pldsmido a pequefia
escala utilizando el equipo anteriormente referido.
Tras la identificacién por doble digestién con BamHI
e Hindlll, se remitieron los plasmidos identificados
para su secuenciacion.

Preparacion a gran escala del plasmido recombi-
nante. Después de la secuenciacion, se transformo
el plasmido que contenia el inserto esperado en las
células competentes (utilizando el mismo método
descrito previamente). La preparacion a gran escala
del plasmido recombinante se efectud utilizando el
método de lisis alcalina descrito en el libro
“’Clonacién molecular”. La concentracion de la
solucion del ADN de plasmido purificado se
determind utilizando un espectrofotémetro.

Transfeccion local de ARNsi de MCP-1

Principales reactivos. Construimos nosotros mis-
mos el ARNsi Psilencer2.0-U6-MCP-1; se adquirio
Lipofectamine2000 a partir de Invitrogen (Carlsbad,
CA); el anticuerpo murino monoclonal anti-MCP-1
se adquirié a partir de R&D Systems (Mineapolis,
MN); el equipo de extracto de Trizol se adquirio a
partir de Invitrogen; el equipo de retrotranscripcién
se adquirio a partir de Promega; el equipo de reaccién
en cadena de la polimerasa (RCP) se adquirié a partir
de Takara Bio (Otsu, Shiga, Japon); los cebadores
(primers) retrogrados y anterdégrados de MCP-1 se
adquirieron a partir de Invitrogen; el anticuerpo
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monoclonal antitubulina se adquirié a partir de
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA).
Establecimiento del modelo animal y transfeccion 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 insert6 un catéter montado sobre balén en la
arteria cardtida comun a través de la arteria carotida
externa izquierda. Tras lesion de la arteria cardtida
comun inducida con balon, durante 8 semanas los
conejos fueron alimentados con una dieta rica en gra-
sas que contenia un 1% de colesterol y un 0,5% de
manteca de cerdo. Por lo tanto, se obtuvo un modelo
de AS en la arteria carétida comtn de estos animales.
Los procedimientos detallados fueron los siguientes:
los conejos fueron anestesiados mediante inyecciéon
intravenosa de un 3% de pentobarbital sédico en
una dosis de 30 mg/kg y, acto seguido, recibieron
heparina en una dosis de 200 U/kg a través de la vena
marginal de la oreja. Tras fijacion en posicion de
decubito supino, afeitado del pelo, lavado vy
desinfeccidn, se efectu6 un abordaje cutdneo de unos
5 cm de longitud alo largo de lalinea media del cuello
para exponer y separar la arteria cardtida comun
izquierda (3,0-4,0 cm). Mientras tanto, se separaron
horizontalmente por encima del cartilago tiroides la
arteria cardtida interna y externa izquierdas. Utili-
zando clampajes arteriales se clamparon los extremos
proximales de la arteria carétida comun y de la
cardtida interna. Mas tarde, se ligd el extremo distal
de la arteria cardtida externa, al mismo tiempo que el
extremo proximal se hacia ascender con hilo
quirtrgico para que el abordaje adoptara una forma
de V (en un angulo de unos 45°) y una localizacion a
0,5 cm de distancia de la interseccion de la arteria
carétida interna y externa. Acto seguido, se procedio
alainsercion retrograda de un catéter montado sobre
balén de Fogarty de 4F. Después de la inyeccion de
una solucién de suero salino fisiolégico que contenia
heparina para alcanzar una presion de 2 atmosferas,
se hizo retroceder lentamente el catéter montado
sobre balon desde el extremo proximal. Después de
repetirlo tres veces, se retiro el catéter montado sobre
balon. Mas tarde, se ligd el extremo proximal de la
arteria cardtida externa izquierda y se restablecio el
flujo sanguineo de la arteria cardtida comun
izquierda y de la arteria carétida interna izquierda y
se suturd la piel. Después de la cirugia, se administro
una inyeccién intramuscular diaria de penicilina
(800.000 unidades) durante 3 dias consecutivos. Los
conejos recibieron una alimentacién rica en grasas
durante 8 semanas.

Acto seguido, se asigno aleatoriamente a los ani-
males a un grupo ARNi (n =12), un grupo modelo
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Fig. 2. a MCP-1: shl. b MCP-1: sh2. Carril 1, marcador; carril 2, plasmido blanco; linea 3, plasmido digerido.

(n=8) y un grupo plasmido blanco (n=8). Al
término de la alimentacion rica en grasas durante 8
semanas, la arteria cardtida comun izquierda se
movilizé de nuevo y los dos extremos del segmento
que debia transfectarse se ocluyeron temporalmente
con clips. Los transfectantes se inyectaron en el
segmento ocluido con una jeringa, y la infusién 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 plasmido blanco se trans-
fectaron con plasmido blanco/Lipofectamine 2000.
Preparacion de los genes. El ARNi (50 pg) se diluyd
en 250 pl de suero salino normal. Acto seguido,
ambos se mezclaron y se mantuvieron estaticos
durante 10-15 min.

En el dia 7 después de la transfeccion, se recogie-
ron muestras arteriales carotideas para tincién con
hematoxilina y eosina (HE) y tincién con el anti-
cuerpo monoclonal anti-MCP-1, al mismo tiempo
que algunas muestras se almacenaban a —70 °C
para una RCP adicional de retrotranscripciéon (RCP-
RT) e inmunoelectrotransferencia.

Examen anatomopatologico. Las muestras se tifie-
ron con HE, y se tomaron fotografias con una
camara digital. Las secciones transversas de la arteria
cardtida se examinaron con el microscopio y mor-
folégicamente para medir el cociente del grosor de
la intima con respecto a la media (I:M), basado en
un estudio previo®’, a través del programa Image

Pro Plus Analysis Software (Media Cybernetics,
Silver Spring, MD).

Tincion inmunohistoquimica. Como primer anti-
cuerpo, se anadié un anticuerpo monoclonal anti-
MCP-1 vy la tincion se efectué de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (Copenhague, Dina-
marca) con coloraciéon mediante diaminobencidina
(DAB) y contratincion nuclear de hematoxilina.
Las secciones se examinaron bajo un campo visual
x 200 y se fotografiaron, mostrandose la expresion
MCP-1 positiva como particulas amarillo-pardas o
pardas-chocolate en el citoplasma o la membrana
de las células espumosas. Dos anatomopatdlogos
revisaron y clasificaron todas las secciones (positiva
tuerte, positiva débil 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
efectué a 94°C, con desnaturalizacion 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
elongacion a 72 °C durante 5 min. Los productos de
RCP se sometieron a electroforesis en un 2% de agar,
y el fotografiado se completé con un sistema de
exploracién de imagenes en gel. El andlisis RCP-RT
semicuantitativo se efectud a través del programa
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Fig. 3. Secuenciacion del fragmento diana en el pldsmido recombinante. (a) MCP-1: shl. (b) MCP-1: sh2.
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Fig. 4. a Grupo ARNi. b Grupo modelo. ¢ Grupo pldsmido blanco.

Tabla I. Cocientes I:M de cada grupo

Grupos N IM

Grupo ARNi 12 1,46 £0,23*
Grupo modelo 8 5,55+0,30
Grupo plasmido blanco 8 5,27 +0,31

I:M: espesor intimal:medial.
*p < 0,01, comparado con los otros dos grupos.

Quantity One 1-D Analysis Software (version 4.6.2)
de Bio-Rad (Richmond, CA).

Inmunoelectrotransferencia. Se afladio a los tejidos
tampon de lisis, se homogeneizaron y se centrifuga-
ron a 1.600 rpm durante 20 min. El sobrenadante se
recogio para determinar la concentracion de pro-
teinas. Las muestras de proteinas (50 pg) se trans-
firieron a una membrana de nitrocelulosa después
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 iméagenes y, acto seguido, se analizaron
con un sistema de exploracion de imagenes.

Analisis estadistico

Todos los andlisis estadisticos se procesaron con el
programa SPSS 16.0 (SPSS, Inc, Chicago, Estados
Unidos). Los datos cuantitativos se expresaron
como media + desviacion estandar, y se efectué un
andlisis de la varianza de una via para comparar
las diferencias entre grupos. Al mismo tiempo, se
efectud una prueba de probabilidad exacta para los
datos cualitativos y también se efectud un andlisis
de correlacion de Pearson.

RESULTADOS

Resultados de la construccion del vector
de ARNsi MCP-1

Construccion del plasmido  psilencer2.0-U6-
siMCP-1. Puesto que el vector de expresion euca-
ridtico psilencer2.0-U6 contiene un sitio de
multiclonaciéon, se usaron las endonucleasas de
restriccion BamHI e Hindlll para linealizar el
pasmido. Después del ligamiento del fragmento diana
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Fig. 5. a Grupo ARNi. b Grupo modelo. ¢ Grupo plasmido blanco.

(MCP-1) en el pldsmido pcDNA3 usando la T4 ADN
ligasa, se obtuvo la expresion eucaridtica recombi-
nante del plasmido psilencer2.0-U6-siMCP-1 (Fig. 1).

Identificacion del plasmido recombinante por doble
digestion. La insercion correcta de los fragmentos
diana en los vectores de expresion es clave para la
expresion de los genes exdgenos. Puesto que el vec-
tor linealizado puede experimentar autoligamiento,
es esencial identificar el plasmido recombinante. La
doble digestion de BamHI e HindIll deberia deparar
dos bandas en un gel de agarosa, que representarian
el plasmido 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
plasmido de ADN e incluso insignificante, el frag-
mento diana tuvo una tasa de migracién mds rapida
y migré fuera del gel. Como consecuencia, en el gel
sOlo apareci6 una banda (el plasmido de ADN). La
doble digestion del plasmido recombinante indic
que el fragmento diana se habia insertado direccio-
nalmente en el vector de expresion (Figs. 2a y 2b).

Resultados de la secuenciacion del plasmido recom-
binante positivo (psilencer2.0-U6-siMCP-1). Los

resultados de la secuenciacién mostraron que la
secuencia del pldsmido recombinante positivo era
idéntica a la del gen de MCP-1 depositado en la
base de datos Genbank, lo que demuestra que el
plasmido recombinante fue un vector de expresion
que contenia ADNc MCP-1 (v. Figs. 3a, 3b para los
resultados de la secuenciacién).

Resultados de la transfeccion local de
ARNSsi MCP-1

Examen anatomopatologico. En el grupo de modelo
AS y el grupo plasmido blanco, las secciones tefiidas
con HE de las arterias carétidas de conejo demostra-
ron la presencia de estenosis significativa de la luz
arterial, el desprendimiento de las células endotelia-
les, hiperplasia intimal significativa y ensancha-
miento del espacio subendotelial. Asi mismo, las
placas consistian en células espumosas y miofibro-
blastos, con una distribucién desordenada del
musculo liso medial, la separacion y rotura de la
lamina eléstica interna, y la penetracién de las
CML en la capa endotelial a través de la lamina elds-
tica interna. En el grupo ARNi, se observd
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Tabla II. Hallazgos inmunohistoquimicos de cada
grupo

Positivo  Positivo

Grupos fuerte débil Negativo Total
Grupo ARNi 1* 8* 3 12
Grupo modelo 7 1 0 8
Grupo plasmido blanco 6 0 8
Total 14 11 3 28

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

desprendimiento de las células endoteliales, al
mismo tiempo que habia menos hiperplasia intimal
en comparacion con los de los grupos modelo y
plasmido blanco (Fig. 4). Microscépicamente, en el
grupo ARNi el cociente I:M disminuy6 significati-
vamente en comparacién con los otros dos grupos
(p<0,01) (tabla I), lo que indicé menor grado de
estenosis y una AS menos grave en el grupo ARNi.
Tincion inmunohistoquimica. lLas secciones mos-
traron menor grado de tincién en el grupo ARNi y
se tifieron significativamente en los otros dos gru-
pos, sin diferencias significativas entre ellos, lo que
demostrd que la transfeccién del vector de expresion
ARNSsi MCP-1 podria reducir la expresion local de la
proteina (Fig. 5, tabla II).

Prueba de la RCP-RT. Como se muestra en la Fig 6,
la expresion del ARNm en el grupo ARNi fue menor
que en los otros dos grupos, lo que sugiere que la
transfeccion local de ARN i pSilencer2.0-U6-MCP-1
disminuyé la expresion de ARNm MCP-1.
Correlaciones entre la RCP-RT semicuantitativa y el
cociente I'M. Se efectué un analisis de correlacién
de Pearson entre la RCP-RT semicuantitativa
(Fig. 7) y el cociente I:M, que revelé un r=0,968
(p<0,01) (Fig. 8) y, asi mismo, correlaciones muy
positivas entre ellos, con una menor expresion de
MCP-1 y un menor cociente I: M.
Inmunoelectrotransferencia. En los grupos modelo
de AS y plasmido blanco, aumenté la expresion de
MCP-1 pero disminuyd tras la interferencia de
ARNsi MCP-1. Esta control$ satisfactoriamente la
expresion de la proteina postranscripcion (Fig. 9).

DISCUSION

El establecimiento satisfactorio de un modelo ani-
mal de aterosclerosis desempefia un importante
papel en la investigacion detallada de su etiologia,
mecanismos, prevenciéon y tratamiento. La
reproduccion de un modelo de lesion mecanica en
combinacién con una alimentacién rica en coleste-
rol se caracterizd por una elevada tasa de eficacia y
gran similitud con la AS carotidea humana, por lo
que se ha empleado con frecuencia en los tltimos
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Fig. 6. Reaccion en cadena de la polimerasa retrotrans-
criptasa (RCP-RT). Linea 1, grupo ARNi; linea 2, grupo
modelo; linea 3, grupo plasmido blanco.
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Fig. 7. Reaccion en cadena de la polimerasa retrotrans-
criptasa (RCP-RT) semicuantitativa. 1, grupo ARNi*; 2,
grupo modelo; 3, grupo plasmido blanco (*p <0,01,
comparado con los otros dos grupos).

afios?®>!. El examen anatomopatoldgico demostrd
que, a las 12 semanas, en el grupo modelo las células
endoteliales se desprendian con la agregacion sus-
tancial de células espumosas debajo de la capa
endotelial, lo que dio lugar a una hiperplasia signi-
ficativa de la intima y a la distribucion desordenada
de las CML mediales, lo que coincide con las carac-
teristicas anatomopatoldgicas de la AS precoz, indi-
cando el establecimiento satisfactorio del modelo de
conejo de AS carotidea mediante denudacién con
balon del endotelio arterial carotideo en
combinacién 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 proteina se
expresaron en las arterias lesionadas; los hallazgos



728 Hu et al

RTPCR

1 2 3 4 5 6
Fig. 8. Correlacion entre la reacciéon en cadena de la
polimerasa retrotranscriptasa (RCP-RT) y el cociente I:M

(r=0,968, p<0,01). :M: grosor intimal:medial. RTPCR:
RCP-RT.

inmunohistoquimicos demostraron que MCP-1 se
expresaba principalmente en el citoplasma y mem-
brana de los macrofagos (principalmente, las células
espumosas), CEV, y CMLYV, en particular en los
macroéfagos y las células espumosas, lo que coincide
con los estudios previos publicados por Yla-Herttula
et al'® y Nelken et al''. La MCP-1 es la proteina
quimiotdctica monocitica, que induce la migracién
de los monocitos hacia la intima, y que es activada en
los macréfagos y células espumosas después de la
fagocitosis de lipidos, y desemperfia un papel decisivo
en la aterosclerosis precoz. Como proteina qui-
miotactica monocitica sumamente potente, no solo
es capaz de adherirse a los monocitos moviles, sino
también de regular la expresiéon de las moléculas
adherentes endoteliales vasculares. Schwartz et al'?
describieron que, como proteina con las caracteris-
ticas mencionadas previamente, fue capaz de regular
las moléculas adherentes relacionadas con la
expresion endotelial vascular, manifestando sus
dobles funciones de regulacién de la adherencia y
migracién de los monocitos en la pared arterial y
desempefiando un papel decisivo en el proceso de
migracion de los monocitos en la intima durante las
fases iniciales de la AS. Algunos autores’*>> han
descrito la inhibicion de la migracion de los
macréfagos como una importante estrategia de
prevencion y tratamiento de la enfermedad, al
mismo tiempo que esta proteina se ha convertido en
una nueva diana para inhibir la migracién de los
macro6fagos hacia el interior de la pared vascular.

La técnica de ARNi es capaz de inhibir de forma
selectiva, efectiva y especifica la expresion de los genes
diana utilizando pequefios fragmentos de ARN de
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MCP-1

(X-tubulin

Linea 1,
ARNi; linea 2, grupo modelo; linea 3, grupo pldsmido
blanco. a-tubulin: alfa-turbulina.

Fig. 9. Inmunoelectrotransferencia. grupo

doble cadena, de 21-23 pb (ARNSi) para inducir la
degradacién del ARNm de secuencia homologa®*>°.
Para investigar los efectos de la inhibicién de MCP-1 in
vivo en la AS precoz, en el presente estudio se disefid
de forma preliminar el plasmido de expresion
eucariotica MCP-1 pSilencer2.0-U6-MCP-1-ARNGi,
basado en los principios de ARNi.

Los vectores de expresion de ARNsi MCP-1 se
transfectaron en un modelo de conejo de AS
carotidea a través de una infusién local intraluminal,
demostrando la menor disminuciéon de MCP-1 local
en el grupo ARNi que en el grupo modelo y grupo
plasmido blanco tanto a nivel de ARNm como de pro-
teinas, lo que indica la capacidad del ARNi para inhi-
bir efectivamente la expresion de los genes al nivel de
su transcripcion. La hiperplasia intimal aparecid
como respuesta al acimulo de células espumosas
debajo de la capa endotelial, y como pardmetro de
evaluacion, se usé el cociente I:M. Los resultados
muestran que, comparado con el grupo modelo, el
cociente :M disminuy6 significativamente en el
grupo ARNi, mientras que no se detectd una diferen-
cia significativa entre el grupo pldsmido blanco y el
grupo modelo. Esto sugirié que la regulacion a la
baja de la expresion de MCP-1 local con ARNi, la
disminucion de la migracién de los monocitos en
las capas subendoteliales y la fagocitosis de los lipidos
dieron lugar a la resolucion de la hiperplasia intimal
y retrasaron eficazmente la progresion de la AS.

En el presente estudio, se empled la técnica de
ARNI in vivo para investigar los efectos del ARNSsi
MCP-1 sobre la AS local y precoz, lo que proporciona
nuevos indicios para la prevencion y el tratamiento
de la aterosclerosis y sus complicaciones.

La presente investigacion se financié a través 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).
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