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ADP
ALT
cAMP
aPTT
AST
ATP
BUN
cGMP
CE
CML
CREA
COX-2
ECM
EDHF
eNOS
ET-1
FBG
FDA
FITC
ECV
EC
EDRF
GC
GP
GSNO
HGB
HTO
ICAM
IL
LDL
LEE
LEI
LOX

Adenosina difosfato.
Alanina aminotransferasa.

Adenosin monofosfato ciclico.

Tiempo Parcial de Tromboplastina Activada

Aspartato aminotransferasa.
Adenosina trifosfato.
Nitrégeno urinario.

Guanosina monofosfato ciclico.
Células endoteliales.

Células musculares lisas.
Creatinina.

Ciclooxigenasa-2.

Matriz extracelular.

Factor hiperpolarizante derivado del endotelio.

Oxido nitrico sintasa endotelial.
Endotelina-1.

Fibrindgeno.

Food and Drug Administration (EUA).
Fluoresceina (isotiocianato)
Enfermedades Cardiovasculares

Enfermedades Coronarias

Factor relajante derivado del endotelio.

Guanilato ciclasa.

Glicoproteina.

S-nitrosoglutation.

Hemoglobina.

Hematdcrito.

Molécula de adhesién intercelular.
Interleucinas.

Lipoproteinas de baja densidad.
Lamina elastica externa.

Lamina eldstica interna.

Lisil oxidasa.
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MCP-1
MCV
MCH
MEC
MMP
mRNA
NO
NF.B
PAIs
PCI
PDGF
PGI2
PT
RBC
ROK
ROS
TF
TNF-1
t-PA
TP
TRITC
TXA,
VCAM
VEGF
VLDL
vWf
WBC

Low density lipoprotein receptor-related protein.
Factor estimulante de colonias de monocitos.
Volumen corpuscular medio.

Volumen corpuscular hematies.

Matriz extracelular.

Metaloproteasas.

Acido ribonucleico mensajero.

Oxido nitrico.

Factor nuclear de transcripcion.

Inhibidores del activador del plasmindgeno.
Intervencién Coronaria Percutanea.

Factor de crecimiento derivado de plaquetas.
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Factor tisular.

Factor de necrosis tumoral -1.

Activador tisular del plasmindgeno.

Proteina total.

Rodamina (tetrarodamina isotiocianato)
Tromboxano A..

Molécula de adhesion de células vasculares.
Factor de crecimiento vascular endotelial.
Lipoproteinas de muy baja densidad.

Factor de von Willebrand.

Células Blancas.

WOSCOPS West of Scotland Coronary Prevention Study.
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DEFINICIONES

Apoptosis. Muerte celular programada mediada en su mayor parte por una familia
de proteinas cisteina intracelulares conocidas como caspasas.

Ateroma con cubierta fibrosa delgada e inflamacion (TCFA). Placa inflamada
con una capsula fibrosa delgada cubriendo un nucleo rico en lipidos, un core
necroético. Una TCFA es sospechosa de ser una placa vulnerable/de alto riesgo.

Arteriosclerosis (o arterioesclerosis). Endurecimiento mas o menos generalizado
de las arterias.

Aterosclerosis (o ateroesclerosis). Enfermedad sistémica caracterizada por la
formacion y acumulo de placas ricas en lipidos (ateromas) en las paredes de los
vasos sanguineos, en especial de las grandes arterias. Las manifestaciones
clinicas mas importantes incluyen el infarto de miocardio, ictus y enfermedad
vascular periférica.

Enfermedad Cardiovascular. Complicacion clinica de la arteriosclerosis cuyas
manifestaciones pueden ser coronarias (sindromes coronarios),
cerebrovasculares (ictus) o periféricas.

Enfermedad Coronaria. Condicién en la cual las principales arterias que aportan
sangre al corazdén (coronarias) contienen placas aterosclerdticas y pueden
provocar infarto de miocardio o angina pectoris (el flujo de sangre al corazén
estd reducido y provoca dolor toracico durante el ejercicio). Los sindromes
coronarios agudos (SCA) incluyen la angina inestable, el infarto agudo de
miocardio con/sin elevacién del segmento ST y la muerte subita.

Estatinas. Farmacos que inhiben un enzima clave en la biosintesis del colesterol
(3hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa) y, entre otros efectos mas amplios,
reducen los niveles plasmaticos de colesterol LDL.

Estenosis. Estrechamiento de un vaso sanguineo, habitualmente por el crecimiento
de una placa.

Infarto de miocardio. Comunmente conocido como ataque al corazén, es la
muerte parcial de una parte del corazén debido a la repentina pérdida del aporte
de sangre. Tipicamente, la pérdida de este aporte es causada por un bloqueo
completo de una arteria coronaria producida por un trombo coronario.

Lesion activa. Lesion localizada en una arteria coronaria considerada (en base a

estudios angiograficos, anatomopatoldgicos y otros hallazgos) responsable de los
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episodios clinicos. En la angina inestable, infarto de miocardio y muerte subita la
lesién activa es normalmente una placa complicada por la trombosis que se
extiende al lumen.

Macrofago. Tipo de célula blanca que estd especializada en la interiorizacidon de
material de deshecho y extrafio al organismo mediante fagocitosis.

Paciente de alto riesgo. Paciente con elevado riesgo (vulnerable, susceptible) de
sufrir un evento cardiovascular isquémico debido a un indice aterosclerético
elevado, presencia de placas de alto riesgo/vulnerables y/o sangre
trombogénica.

Placa. Lesiones dentro de la pared de las grandes arterias que contienen lipidos,
lipoproteinas, macréfagos-células espumosas, linfocitos y células musculares
lisas. Las lesiones avanzadas pueden estar cubiertas por una capsula fibrosa que
puede romperse o erosionarse, provocando la formacién de un trombo
superpuesto.

Placa con core calcificado. Una placa muy calcificada con pérdida o disfuncion de
las células endoteliales que cubren el core calcificado, resulta en la pérdida de la
capsula fibrosa y convierte a la placa de alto riesgo/vulnerable. Es el menos
comun de los tres tipos de placas vulnerables.

Placa de alto riesgo, vulnerable o susceptible a trombosis. Son términos que
se usan como sinénimos y describen una placa con elevado riesgo de trombosis
(o retrombosis) y una rapida progresion hacia la estenosis.

Placa erosionada. Una placa con la pérdida o disfuncion del las células endoteliales
en el lumen provocando asi la trombosis. Normalmente no hay ningun defecto
adicional o ruptura en la integridad de la placa, que suele ser rica en células
musculares y proteoglicanos.

Placa rota. Una placa con un dafo severo, con un defecto grave o con ruptura en
la capsula fibrosa exponiendo el nlcleo ateromatoso, altamente trombogénico, a
la sangre circulante. Es la causa mas frecuente de trombosis.

Placa trombosada. Una placa con un trombo superpuesto extendiéndose hacia el
lumen vascular. El trombo puede ser oclusivo o no.

Sindrome metabdlico. Condicidn comun asociada a un elevado riesgo de sufrir
enfermedad cardiovascular. El diagndstico requiere tres o mas de los siguientes
sintomas: obesidad central, presidon arterial elevada, bajos niveles plasmaticos

de HDL, triglicéridos elevados y/o glucosa elevada en ayunas.
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PRESENTACION

Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte en los
paises industrializados y en vias de desarrollo y se prevé que ya en la proxima
década constituyan la principal causa de mortalidad en el mundo entero por
encima de las enfermedades infecciosas, la violencia y el hambre.

El sustrato patolégico mds importante en la etiologia de estas enfermedades
es la aterotrombosis, caracterizada por la ruptura de una lesién aterosclerética y la
trombosis superpuesta, potenciados ambos por la presencia de factores de riesgo
como la dislipemia, el tabaquismo y la hipertension.

La aterosclerosis es un proceso difuso que comienza en la nifiez y progresa
de manera asintomatica durante la vida adulta. Es a partir de la tercera o cuarta
década de vida cuando puede manifestarse clinicamente a consecuencia de la
obstruccidn parcial o total de una arteria por un trombo provocado por la rotura o
erosion de una placa y traducirse en complicaciones clinicas secundarias a
isquemia o necrosis miocardica.

La enfermedad cardiovascular tiene una etiologia multifactorial en la que
influye una combinacién de diferentes factores de riesgo. Debido a la complejidad y
a los numerosos procesos que intervienen en esta patologia no existe una terapia
Unica destinada a su tratamiento y/o prevencion. Aunque es cierto que la mayoria
de los eventos cardiovasculares (De Backer G, 2004) estan muy relacionados con
el estilo de vida y con factores fisioldgicos modificables. Y también que las
modificaciones de los factores de riesgo ha demostrado inequivocamente reducir la
mortalidad y morbilidad en personas con ECV detectada o no. Es por esta razén
gue se sugieren una serie de guias o principios generales, con el objetivo de
reducir la incidencia de los eventos clinicos, tanto en su primera manifestacién o en
posteriores eventos recurrentes. Estas guias estan esencialmente dirigidas a
cambiar los estilos de vida, al manejo de los principales factores de riesgo
cardiovascular y al uso de terapias con diferentes farmacos profilacticos que
prevengan la aparicion clinica de la enfermedad cardiovascular.

La prevencion y el tratamiento de la hiperlipemia son uno de los principales
objetivos en la prevencién de las enfermedades cardiovasculares. Esta tesis se

centra en las dos principales estrategias de prevencidon de las enfermedades
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cardiovasculares mediante la reduccién de las concentraciones séricas de
colesterol: la modificacion de la dieta, centrandonos en un Unico componente de la
dieta Mediterranea (vino tinto), y el tratamiento con farmacos hipolipemiantes
(pravastatina). El trabajo se ha centrado en los mecanismos moleculares de accidn
de ambas estrategias preventivas en la inhibicion del riesgo trombdtico en el

modelo porcino experimental de hipercolesterolemia inducida con dieta.

- 26 - PRESENTACION



INTRODUCCION

-27 -



- 28 -



ANTECEDENTES

Las ultimas estadisticas publicadas en 2004 (con datos recogidos en 2002)
por la Organizacion Mundial de la Salud calculan que cada afio mueren 16,7
millones de personas en todo el mundo a causa de las enfermedades
cardiovasculares. Esto supone mas de un tercio de la mortalidad anual mundial.
Casi la mitad de las muertes anuales en la uniéon europea son causadas por
enfermedades cardiovasculares (ECV) y de éstas casi la mitad son por
enfermedades coronarias (EC) y un cuarto por ictus.

La OMS predice 11,1 millones de muertes por ECV en el afo 2020.
Estas predicciones sefialan que la mortalidad por ECV en todos los paises
desarrollados se incrementard un 120% en las mujeres y en un 137% en el caso
de los hombres. Las predicciones para las dos proximas décadas multiplican por
tres la mortalidad existente por ECV e ictus en Latinoamérica, en el medio oriente
e incluso en el Africa Sub-sahariana, un ratio de aumento que excede el de
cualquier otra regién. Por el contrario en los paises mas desarrollados
(probablemente atribuible al envejecimiento de la poblacién a riesgo) solamente
crecera entre 30 y 60% (Yusuf S, 2001).

Los costes econdmicos de las enfermedades cardiovasculares son diversos:
desde el coste individual y familiar que suponen los cuidados médicos y el tiempo
de baja laboral, hasta los costes que suponen para los gobiernos la salud publica y
la disminucion de la productividad.

Un estatus socio-econdmico bajo estd asociado a un aumento del riesgo a
sufrir ECV, ya que la transicidn econdmica, urbanizacién, industrializacion y
globalizacion conllevan un cambio en el estilo de vida con la adopciéon de habitos
propios de paises desarrollados como el consumo de tabaco, el estrés, la
inactividad fisica y el cambio a una dieta “insana” con gran contenido en grasas
saturadas y azucares refinados que favorece la enfermedad cardiaca. Podemos
afirmar que el desarrollo econdmico es paralelo a la adquisicién de factores de
riesgo y a la aparicion de las enfermedades cardiovasculares.

La patogenia de la enfermedad coronaria implica dos procesos
independientes: la aterosclerosis y la trombosis, que definimos como

aterotrombosis, principal causa subyacente de la manifestacién clinica de la ECV.
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La enfermedad aterotrombdtica se caracteriza por el engrosamiento vy
endurecimiento de la pared de las arterias debido a la acumulacién en el espacio
subendotelial de material lipidico, tejido fibroso, depdsitos de calcio y otros
productos sanguineos. Ademas de este fendmeno en la pared arterial, también
participa el eje inmunidad-inflamacion, el factor tisular (FT) y una serie de factores
que favorecen la hipercoagulabilidad o vulnerabilidad de la sangre que acaban
desencadenando el proceso trombodtico. El engrosamiento de la pared arterial
comporta una reduccién del lumen arterial pudiendo llegar a disminuir el flujo
sanguineo e incluso ocasionar episodios isquémicos distales a la zona del
estrechamiento. Dichos episodios isquémicos tienen repercusiones clinicas tan
importantes como el infarto cerebral y de miocardio o la claudicacidon y gangrena

de las extremidades inferiores.
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FACTORES DE RIESGO EN LAS ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES

Alrededor de 300 factores de riesgo han sido asociados con la prevalencia de
ECV (The World Health Report 2002). Diferentes factores de riesgo (hiperlipemia,
diabetes, tabaquismo, hipertension, etc.) han sido reconocidos como los principales
desencadenantes del desarrollo y progresién de la aterosclerosis (Ross R, 1999).
Para ser considerados como factores de riesgo deben reunir tres criterios
fundamentales: una elevada prevalencia en diferentes y variadas poblaciones,
impacto significativo e independiente en el riesgo de ECV o ictus y que su
tratamiento y control resulte en una reduccion del riego.

Cada vez es mas importante la consideracidon que se les da a los factores de
riesgo de las enfermedades cardiovasculares en todas las poblaciones. En los
paises desarrollados, por lo menos un tercio de todas las ECV son atribuibles a
cinco factores de riesgo concretos: tabaquismo, alcoholismo, presidon arterial
elevada, niveles de colesterol elevados y obesidad.

En los paises en desarrollo con bajos indices de mortalidad, como China, los
riesgos de enfermedad cardiovascular también son tenidos en cuenta. Estas
poblaciones deben luchar contra dos situaciones antagdnicas, por un lado la
desnutricion y las enfermedades transmisibles y por otro lado se enfrentan a los
mismos factores de riego cardiovascular que los paises desarrollados.

Incluso en los paises en vias de desarrollo con elevada mortalidad, como los
del Africa sub-sahariana, la presion arterial alta, los niveles elevados de colesterol,
el consumo de alcohol y tabaco, ademas del bajo consumo en verduras y frutas,
son los factores de riesgo mas importantes.

Algunos de estos factores de riesgo son modificables, es decir, se pueden
prevenir, tratar y controlar, por lo cual se han clasificado en factores modificables,

no modificables y “nuevos” factores de riesgo cardiovascular.

Principales Factores de Riesgo Modificables. Aproximadamente el 75% de las
enfermedades cardiovasculares pueden ser atribuidas a estos factores, también
lamados tradicionales.

- Presion sanguinea elevada; es el factor mas determinante en la aparicién del

ictus. A mayor presién, mayor riesgo.

INTRODUCCION - 31 -



- Lipidos sanguineos alterados; niveles plasmaticos elevados de colesterol total, de
colesterol LDL y triglicéridos (hipercolesterolemia) o niveles bajos de colesterol
HDL.

- Consumo de Tabaco; tanto los fumadores antiguos, como los que fuman mucho o
los fumadores pasivos tienen incrementado el riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares.

- Inactividad Fisica; aumenta el riesgo hasta en un 50%.

- Obesidad; aumenta también el riesgo a padecer diabetes.

- Alimentacion no saludable; las dietas bajas en vegetales y frutas son las
responsables del 31% y del 11% de las muertes por ECV e ictus. Las dietas ricas
en grasas saturadas, mediante sus efectos directos en los lipidos sanguineos y la
trombosis, aumentan también el riesgo. El consumo excesivo de alcohol aumenta
el riesgo de fibrilacidn auricular y puede elevar los niveles de presién arterial y
triglicéridos aumentando asi el riesgo de problemas cardiovasculares.

- Diabetes Mellitus; las complicaciones clinicas de la diabetes incluyen un riesgo
elevado de sufrir episodios coronarios agudos trombdticos y peor clinica que
pacientes sanos. Las plaquetas de los enfermos presentan hiperreactividad,
hiperagregabilidad y adhesividad incrementada. También presentan hipertension,

retinopatia, enfermedades renales y neuropatias que aumentan el riesgo de ECV.

Otros Factores Modificables.

- Nivel socioeconémico bajo; tipo de ocupacién, nivel educativo, etc., condicionan
el acceso a la informacién y a la medicina con lo que el riesgo a de sufrir ECV
aumenta.

- Enfermedades mentales; la depresion esta relacionada con un aumento del riesgo
a sufrir enfermedad coronaria.

- Estrés psicosocial; aislamiento social, estrés crénico, ansiedad, depresién, etc. Se
ha comprobado que inducen un aumento en la secrecién de catecolaminas,
implicadas en la aparicidon de ECV.

- Determinados medicamentos; como los contraceptivos orales aumentan el riesgo.

- Lipoproteina (a); especialmente con niveles elevados de cLDL.

- Distrofia Ventricular Izquierda; es un potente marcador de muerte cardiaca.
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- Abuso del consumo de alcohol; una o dos bebidas alcohdlicas por dia pueden
reducir hasta un 30% el riesgo de enfermedad cardiaca, pero un abuso del

consumo de alcohol dafia el musculo cardiaco.

Factores de Riesgo no Modificables.

- Edad avanzada; el riesgo de ictus se dobla cada década a partir de los 55 afios.

- Heredabilidad o historia familiar; el riesgo aumenta a partir de los 55 afios en
hombres y 65 en mujeres si han tenido algun pariente directo con ECV

- Sexo; aunque la prevalencia de ictus es igual en hombres y mujeres, el riesgo de
ECV es mayor en hombres que en mujeres premenopausicas.

- Raza o etnia; se ha observado mayor incidencia de ictus en las poblaciones
negras, hispanoamericanas, chinas y japonesas. Los surasiaticos y los

afroamericanos sufren mas ECV que los blancos.

Nuevos Marcadores de Riesgo.

- Elevada homocisteina en sangre; niveles elevados se relacionan con mayor
incidencia de ECV

- Inflamacion; varios marcadores de inflamacion (proteina C reactiva elevada,
procesos infecciosos) se han asociado con un aumento del riesgo a sufrir ECV.

- Coagulacion sanguinea anormal; elevados niveles de fibrindgeno y de otros
factores de la coagulacion se han relacionado con el riesgo de complicaciones

cardiovasculares.

Cada vez es mas aparente que todos estos factores interactian entre ellos
de una manera compleja. Algunos de los factores modificables que mas afectan al
estilo de vida conllevan cambios adversos en determinados parametros
bioquimicos vy fisioldgicos (Tabla 1) que potencian el desarrollo de la aterosclerosis
y la complicacién trombdtica asociada.

La presencia de uno o varios de estos factores de riesgo incrementa la
incidencia primaria de enfermedad arteriosclerdtica, promueve la manifestacién de
la enfermedad a una edad temprana y, una vez la patologia arteriosclerética es

clinicamente aparente, contribuyen a acelerar su progresion (Fuster V, 1992a).
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Factor Caracteristica Caracteristica
de riesgo bioquimica o fisioldgica personal
) Presién arterial Edad
Dieta
Tabaquismo Colesterol total (cLDL) Sexo

Actividad fisica

ECVL
Triglicéridos

Glicemia / diabetes

Sobrepeso / obesidad
Factores trombogénicos
Marcadores de inflamacién
crénica

Historia familiar
ECV prematura
Historia personal
de ECV
Marcadores
genéticos

Tabla 1. Estilos de vida y caracteristicas asociadas con el riesgo a sufrir ECV.

El reducir o evitar los factores de riesgo, incluso en presencia de lesiones

arterioscleréticas, puede reducir el riesgo de rotura de la placa. Dejar de fumar,

reducir los niveles de colesterol y de presidon sanguinea, comer de una manera mas

saludable y aumentar la actividad fisica son cambios que aportan beneficios tanto

en mujeres como en hombres y a cualquier edad.
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LA ENFERMEDAD ATEROTROMBOTICA

La patogénesis de esta enfermedad multifactorial implica mudltiples vy
complejas interacciones entre disfunciones celulares y mecanismos locales
(hemodinamicos) y moleculares sobre los que actian diversos factores ambientales
y sistémicos, considerados <como factores de riesgo cardiovascular

(hipercolesterolemia, hipertension, etc).

Tabaquismuo
FACTORES

DE FACTORES
RIESGO .

Hiperlipemia RIESGO

Hipertension
Diabetes
Hemodinamia local
Edad

Sexo

Genética

AUMENTO DE LA
PERMEABILIDAD

AUMENTA EL

SINTESIS DE

LIPIDOS MATRIZ
l EXTRACELULAR l

Cuadro 1. Diagrama simplificado del desarrollo de una placa aterosclerética.

(adaptado de L. Badimon. Pathophysiol Haemost Thromb, 2002).

Diferentes teorias han intentado explicar el origen y las causas de la
progresion de la enfermedad aterotrombotica. Entre todas ellas, las que han tenido
mayor aceptacidon son la hipdtesis lipidica y la trombogénica. La teoria
trombogénica sugiere que la causa principal del inicio de la lesiéon seria la
acumulacién de depdésitos de fibrina en la pared arterial que posteriormente serian
remodelados por la accion de los fibroblastos (von Rokitansky K, 1852). La

hipotesis lipidica se propuso al observar que los conejos alimentados con una dieta
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rica en colesterol desarrollaban aterosclerosis (Anitskchow N, 1913) y sugiere que
la acumulacion de lipidos en las arterias es la causa fundamental de la formacion
de las lesiones aterosclerdticas. En la actualidad, estas hipotesis deben englobarse
en una teoria multifactorial que considera la aterosclerosis como una enfermedad
inflamatorio-fibroproliferativa crénica (Badimon JJ, 1993) que se produce como
respuesta a la disfuncién endotelial inducida por diferentes agentes (Zahman A,
2002). La disfuncidon endotelial se considera el primer proceso patoldgico de la

enfermedad aterotrombotica.

FISIOPATOLOGIA DE LA ENFERMEDAD ATEROTROMBOTICA.

Las lesiones ateroscleréticas se forman mayoritariamente en arterias
musculares grandes y medianas (coronarias y popliteas) y en las arterias elasticas
(aorta, cardtidas e iliacas). Las estructura de las arterias consta de tres capas
concéntricas bien diferenciadas morfolégicamente que desde el lumen hacia el
exterior son: la intima, la media y la adventicia. Estas dos ultimas estan separadas
por una malla compacta de elastina, la [dmina eldstica externa. La adventicia esta
formada por tejido conectivo y fibroblastos. En ella nos encontramos vasos de
pequefo calibre, los “vasa vasorum”, que en ocasiones penetran en la media con la
funcion de aportar nutrientes y oxigeno a las capas mas internas de la pared
arterial (Moreno PR, 2004). La media es la capa de mayor grosor, esta formada por
células musculares lisas (CML) cuya principal funcion es mantener el tono muscular
de la pared arterial y por ello tienen un citoesqueleto rico en actina y miosina. La
media estd separada de la intima por otra malla de elastina, la |amina elastica
interna. En la intima el subendotelio, constituido principalmente por una matriz de
proteoglicanos y colageno, da soporte al endotelio que es una monocapa de células

planas endoteliales.
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Figura 1. Seccion transversal de la pared de una arteria elastica sana. 1-
células endoteliales, 2- subendotelio, 3-lamina elastica interna, 4-células
musculares lisas, 5- adventicia. (Brauer H. MSM-Medical Service.
Milnchen)

El endotelio

La luz de los vasos de todo nuestro arbol vascular esta tapizada por células
endoteliales, planas, alineadas en la misma direccién del flujo sanguineo que
separan la pared de la sangre circulante. Las células endoteliales son una barrera
semipermeable al transporte de sustancias e intercambio de solutos. En vasos
sanos el endotelio se constituye como una barrera anticoagulante ya que, entre
otras propiedades, las células endoteliales estan cargadas negativamente lo que
induce la repulsién de las plaquetas, también con carga negativa, y sintetizan
cofactores que inhiben la accién de la trombina y sustancias como PGI, y NO,
inhibidores de la agregacidon plaquetaria. El endotelio regula una serie de procesos
bioquimicos y moleculares, como la permeabilidad vascular a las lipoproteinas
plasmaticas, expresidon de proteinas adhesivas, reclutamiento de mondcitos,
liberacion de agentes con actividad pro y anti-trombotica, factores de crecimiento y
sustancias vasoactivas. EI NO que sintetizan las CE previene que el mondcito
sanguineo penetre en la capa intima, produciendo, al mismo tiempo, relajacion de
la célula muscular lisa subyacente y que no haya proliferacién de la misma.

El endotelio es el 6rgano mas grande de nuestro cuerpo, ocupando una
superficie de mas de 150m? y regulando la fluidez intraluminal de la sangre y la

vasorreactividad y permeabilidad de la pared. El endotelio responde de una manera
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inmediata a los cambios hemodindamicos provocados por la presién de la sangre,
por la presion tangencial de la pared arterial y por las fuerzas de cizalladura (shear
rate) del flujo de la circulacién sanguinea. Los cambios en el shear rate regulan la
expresion de ciertos genes que regulan la funcidn endotelial mediante los
elementos SSRE (shear stress response element) situados en el gen (Gimbrone
MA, 1999). Genes reguladores del tono vascular (sintasa endotelial de oxido
nitrico, eNOS, ciclooxigenasa-2, COX-2), factores trombdticos y fibrinoliticos (factor
tisular, TF; activador del plasmindgeno tisular, t-PA; trombomodulina), quimiocinas
(proteina quimiotactica para mondcitos tipo 1, MCP-1), moléculas de adhesion y

protooncogenes (c-fos; c-myc).

Sustancias Liberadas por el Endotelio
PROTEROGENICAS ANTIATEROGENICAS
VASOCONSTRICTORAS VASODILATADORAS
Angiotensina II, endotelina, tromboxano, prostaciclina, histamina, bradicinina,
serotonina, trombina, etc. serotonina, sustancia P
ACTIVADORAS de las SMC INHIBIDORES de las SMC
PDGF, bFGF, endotelina, angiotensina II Oxido nitrico, prostaciclina, bradicinina,

TGF-B

PROTROMBOTICAS ANTITROMBOTICAS
Tromboxano, trombina,vWF Trombomodulina, TFPI, tPA, pAI-I
PROINFLAMATORIAS ANTIINFLAMATORIAS
VCAM, ICAM, ELAM, selectinas Oxido nitrico

Tabla 2. Mecanismos protectores del endotelio. Mediante un equilibrio entre la sintesis y la
liberacion de una serie de agentes pro y antiaterogénicos el endotelio es capaz de proteger la
integridad del arbol arterial (adaptado de JJBadimon. Clin Invest Arterioscl 2002).

El endotelio funciona como fuente y diana para una serie de moléculas que
contribuyen a mantener la homeostasis y la hemostasis vascular mediante la
regulacion de la vasodilatacion arterial, la inflamacién y proliferacion celular, y la
modulaciéon de la trombosis-fibrindlisis (Tabla 2). La disminucién en la
biodisponibilidad de estas moléculas vasodilatadores antiaterogénicas,

principalmente el NO, es lo que caracteriza la disfuncién endotelial.
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El endotelio disfuncional

La continua presencia de la presidon sanguinea, turbulencias en el flujo, el
estrés oxidativo y los diferentes factores de riesgo cardiovascular (tabaco,
hipercolesterolemia, diabetes, etc.) aceleran la disfuncion endotelial alterando la
respuesta vasodilatadora mediada por NO y permitiendo la alteracion del equilibrio
hemostatico a favor de los vasoconstrictores proaterogénicos y protrombdticos,

como la angiotensina II (A-II).
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Figura 2. Disfuncion endotelial severa. En la disfuncion endotelial se produce
vasoconstriccidn, las células endoteliales incrementan la expresion de VCAM e ICAM-1
facilitando la adhesién de monodcitos y plaquetas a los vasos. Los mediadores
inflamatorios causan apoptosis de las células endoteliales y las células musculares lisas,
y producen proteinasas como las MMP-2 reguladas por las lipoproteinas oxidadas y las
citocinas. Las MMP-2 contribuyen a activar la agregacidén plaquetaria, junto con los
granulos liberados por las propias plaquetas (TXA,, ADP y FG2). Las células apoptoticas
liberan FT activado que desencadena la cascada de la coagulacion. El FT interactia con
el FVII, activa el FX, que activa la conversion de protrombina a trombina. Finalmente,
se genera fibrina que, junto con las plaquetas activadas, dan estabilidad al trombo
mural. El FT activado por los factores de riesgo sistémicos contribuye a la actividad
procoagulante de las lesiones aterosclerdticas y a la formacion del trombo.

Se ha comprobado en la hipercolesterolemia un déficit intracelular de L-

Arginina que causa una menor produccién de NO (Uemura S, 2000). Del mismo
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modo, un aumento del estrés oxidativo (Kinlay S, 2001) como consecuencia de la
presencia de especies oxigeno-reactivas (ROS) reduce la biodisponibilidad de NO.
Ademas de intervenir en la disfunciéon endotelial la produccidon exagerada de
radicales libres contribuye a la inflamacion, a la expresion del receptor LOX-1 vy a la
oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDLox) (White CR, 1994). Las
LDLox son citotdxicas para las células endoteliales, inhiben la respuesta
vasodilatadora mediada por NO (Liao JK, 1995) y favorecen la agregabilidad
plaquetaria. Igualmente, concentraciones elevadas de LDL nativas (no oxidadas)
inducen una regulacion a la baja de eNOS (Vidal F, 1998) y en las CE humanas en
cultivo producen una regulacion transcripcional del gen y de los niveles proteicos
de eNOS (Martinez-Gonzalez ], 2001).
La incapacidad del endotelio de mantener la homeostasis del medio facilita la
permeabilidad endotelial para el paso de lipidos, favorece la oxidacidon de las
lipoproteinas, la inflamacidn, la proliferacién de las CML, la deposicion o lisis de la

matriz extracelular, la activacidén plaquetaria y la trombogénesis.

Formacion de la Estria Grasa

El inicio de la enfermedad se localiza fundamentalmente donde hay cambios
en la velocidad y turbulencia de la sangre circulante demostrando la importancia de
las condiciones hemodinamicas en el desarrollo de las lesiones. En las curvaturas y
las bifurcaciones de los vasos es dénde estas turbulencias mecanicas, junto con la
accion bioldgica de los factores de riesgo, provocan la disfuncion endotelial y
aumentan la permeabilidad de las CE al paso de lipidos y células plasmaticas.
Como consecuencia, las particulas LDL que circulan en la sangre pasan a través del
endotelio y son retenidas por los proteoglicanos (PGs) debido a la interaccién
electrostatica de la carga negativa de los PGs y la positiva de la apolipolipoproteina
B (Camejo G, 1998 y 2003). Las LDL acumuladas en el espacio subendotelial se
modifican por procesos de oxidacion, lipdlisis y/o agregacién favorecidos por la
presencia de radicales libres y las caracteristicas de los PGs de la intima arterial.
Estas LDLox son altamente inflamatorias y citotoxicas e inducen la respuesta
inflamatoria con la atraccion de células blancas (monécitos y linfocitos-T) hacia la
lesién (Libby P, 2002).
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Figura 3. Inicio y evolucion de la placa aterosclerética. Tras los insultos iniciales se
produce disfuncidén endotelial (izquierda): las CE expresan moléculas de adhesion (VCAM, ICAM)
que facilitan la migracion y reclutamiento de mondcitos y linfocitos-T, atraidos también por
MCP-1 y las LDLox. Por la accion de M-CSF los mondcitos se diferencian a macrofagos,
expresan los receptores scavenger y acumulan lipidos transforméandose en células espumosas.
Los macrofagos secretan citocinas (PDGF) que promueven la migracion de las CML a la intima y
su proliferacion, alli, activadas por el TGF-B de los macréfagos sintetizan coldgeno I, principal
componente de la capsula fibrosa. En las lesiones ricas en macréfagos, éstos segregan
proteasas (MMP) que degrada la capsula fibrosa, favoreciendo la ruptura de la placa y
exposicién al torrente circulatorio de factores coagulantes (colageno, FT) favoreciendo el
desarrollo de una placa avanzada complicada con trombosis (derecha) (adaptado de
R.P.Choudhury, 2004).

Al mismo tiempo, como mecanismo de defensa, el endotelio expresa proteinas
adhesivas (E-selectina, L-selectina y P-selectina) y quimiotacticas (MCP-1) que se
unen a los ligandos de la superficie de los leucocitos y mondcitos, células
responsables de la eliminacion del exceso de grasa, facilitando su atraccién y
adhesién a la superficie endotelial, en un proceso conocido como homing. La
produccion de estas selectinas estimula la expresion de proteinas adhesivas (la
superfamilia de las ELAM: ICAM y V-CAM) que facilitan la interiorizacion de los
leucocitos y mondcitos adheridos a la pared vascular. Las LDLox y factores
proinflamatorios (INF-Y, TNF-a) liberados por linfocitos-T, CE y CML, activan la

transcripcién de los genes responsables de la sintesis de factores quimiotacticos
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como MCP-1 y M-CSF mediante la induccién del factor nuclear de transcripcion
NF.B. El factor NF,B también aumenta la sintesis y liberacion de citocinas (IL-1, IL-
2 e IL-6) que activan las células inflamatorias perpetuando de esta manera el
proceso de acumulacion celular en el espacio subendotelial (De Caterina, 2002).
Los mondcitos acumulados en la intima de la pared fagocitan las LDLox
acumuladas en la pared arterial y al incrementar su contenido lipidico se
transforman en macréfagos espumosos (Ross R, 1999).

En el proceso de activaciéon de los mondcitos a macréfagos se producen
cambios en su fisiologia, como el aumento de la expresién en membrana de los
receptores basureros o scavenger frente a otros (Geng Y], 1995). Al contrario que
otros receptores de LDL, los receptores scavenger no se regulan a la baja por las
concentraciones de colesterol intracelular y permiten al macréfago fagocitar
grandes cantidades de las LDLox acumuladas en la pared arterial transformandose
asi en células espumosas. La perpetuacion de este proceso deriva en acumulos
focales de células espumosas que se observan en la superficie de la intima, incluso
en la infancia, y se denominan estrias grasas (Stary HC, 1989).

En condiciones fisioldgicas los mondcitos son los encargados de eliminar el
acumulo excesivo de lipidos. En este proceso también participan las lipoproteinas
de alta densidad (HDL) encargandose del transporte reverso de los lipidos desde la
pared vascular hasta el higado. También se les ha atribuido otras funciones
“protectoras” frente a I|a aterosclerosis (Linsel-Nitschke P, 2005): efecto
antioxidante protector de la oxidacion de las HDL, reduccién de la expresién de
moléculas de adhesion, aumento de la capacidad fibrinolitica endégena; aunque el

mas aceptado es el transporte reverso de colesterol.

Progresion de la lesion

La aparicion de placas de ateroma representa el estadio intermedio entre la
aparicion de la estria grasa y la constitucion de la placa vulnerable. La
perpetuacién de la respuesta inflamatoria con la acumulacion de macréfagos y
lipidos, y por otro lado, la proliferaciéon y migracién de las CML son los dos factores

condicionantes de la progresion de la estria grasa a placa ateromatosa.
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Los macrdéfagos y linfocitos T activados aumentan su capacidad de oxidacién
de lipoproteinas y la secrecién de factores de crecimiento y citocinas inflamatorias
(MCP-1, M-CSF, IL-1, TNF, IFN-Y) (Libby P, 1996; Ross R, 1996). Estas citocinas
estimulan la expresion en las CE y CML de factores de crecimiento (bFGF, PDGF) y
mas citocinas origindndose un circulo vicioso que perpetua los procesos
aterogénicos descritos anteriormente. Las células espumosas saturadas de lipidos
acaban rompiéndose, liberando al intersticio su contenido en LDLox, radicales libres
y otros materiales altamente toxicos para el endotelio. Las LDLox y principalmente
el PDGF (Ross R, 1993; Ferns GA, 1991) activan las CML de la capa media que
secretan IL-1, TNF-ay TGF-B estimulando asi la sintesis de PDGF y EGF (Calara F,
1996). El PDGF y otros agentes como la trombina y la Angiotensina II promueven
la proliferacién de las CML previa a su migraciéon a través de la lamina elastica
interna (LEI). Ademas el PDGF y citocinas liberadas por macrofagos activados
inducen la expresion de proteasas (plasmina y metaloproteasas) en macrofagos y
CML que degradan la matriz extracelular facilitando a su vez la migracién de las
CML. En el control de la migracién de las CML intervienen una plétora de moléculas
(PDGF, EGF, trombina, angiotensina II y otras) (Calara F, 1996; Berk BC, 1990;
Kanthou C, 1992; Powell JS, 1989).

Este paso es tan importante como para permitir el cambio de fenotipo de
estas células, de forma que dejan de ejercer una funciéon principal en la
contactibilidad celular, manteniendo la tonalidad del vaso, para adquirir fenotipo
sintético que les confiere actividad funcional (migracién, divisién, sintesis de
proteinas de la matriz extracelular: coldgeno, proteoglicanos y elastina, que
formaran la capa fibrosa de la placa). Esta nueva funcionalidad permitira mayor
engrosamiento de la intima y reduccidon del lumen arterial. Ademas se estimula la
produccion de factores de crecimiento (PDGF, IGF-I,..) y citoquinas (TGFb, IL-1) a
través de las cuales las CML regulan su actividad. Asi mismo, las CML, igual que los
macroéfagos, pueden captar y acumular intracelularmente LDL modificadas a través
de receptores proteicos como LRP-1, transformdandose asi en células espumosas
(Llorente-Cortés V, 1998 y 2002).

Cuando el endotelio se lesiona aparecen zonas focalmente denudadas, con el
subendotelio expuesto, al que las plaquetas circulantes se adhieren. Las plaquetas

y microtrombos formados contribuirdn al crecimiento de la placa, mediante la
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estimulacion de las moléculas adyacentes del interior de la placa y/o su
incorporacion a la lesién (Falk E, 1995). Los productos de degranulacién de las
plaquetas (PDGF) y la trombina y fibrina (fibrindgeno) estimularan la adhesién de
mas plaquetas a la lesion y la migracion y proliferacion de las CML de la media a la
intima (Martinez-Gonzalez, 2001). Estos trombos murales pueden actuar como
reservorio de trombina (Meyer BJ, 1994) y liberacién continuada de PDGF.

La migracién de las CML hacia la intima y la produccion de fibras de colageno
resulta en la formaciéon de una cubierta fibrosa protectora del nucleo lipidico. Esta
cubierta fibrosa es uno de los componentes cruciales en la evolucion de la placa
aterosclerdtica ya que separa el altamente trombogénico core lipidico de las
plaquetas circulantes y otros factores de la coagulacion. Las placas aterosclerdticas
estables se caracterizan por un core lipidico necrético y recubierto por una gruesa
capa fibrosa rica en CML. Las lesiones se expanden por los laterales (hombros)

mediante la continua adhesién de leucocitos (Ross R, 1999).
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Figura 4. Evolucion de la placa aterosclerética. La aterogénesis tiene lugar a través de varias
etapas, a lo largo de década, que se inicia con la aparicion de la estria grasa en la primera década
continuando con la estria fibrosa a partir de la segunda o tercera década y, finalmente, la placa
complicada por hemorragia, trombosis o calcificacion, que es el fendmeno responsable del evento
clinico (infarto de miocardio, accidente cerebrovascular, etc.)

La continua exposicidén de la placa formada al medio pro-trombético crea un
circulo vicioso que retroalimenta el crecimiento de la placa con un aumento de la
quimiotaxis para los mondcitos, induciendo mayor acumulacién lipidica, necrosis
del core y evolucionando la lesién hacia una aterosclerosis avanzada. El

crecimiento de la placa es también la consecuencia de continuos episodios de
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ruptura, generalmente subclinicos. Estas roturas generan un trombo sobre la zona
que al organizarse repara la fractura, pero incrementa el volumen total de la placa,
contribuyendo al crecimiento y progresion de la lesion (Fuster V, 1992b; Theroux
P, 1998). Recientemente se han identificado nuevas caracteristicas estructurales
gue definen estas lesiones, entre las que se incluye el crecimiento excéntrico de la
placa con agrandamiento compensatorio del vaso (remodelado) vy |la
neovascularizacion mediante el vasa vasorum que conduce a la expansion del core

lipidico y a la hemorragia intra-placa.

-Remodelacion excéntrica. Descrita por Glagov en 1987 (Glagov S, 1987) el
remodelado de los vasos ha sido identificado en las lesiones aterosclerdticas
responsables de los sindromes coronarios inestables. Ademas las placas
aterosclerdticas que se estan remodelando se caracterizan por tener un gran core
lipidico, pocas CML y un aumento de la infiltracion de macréfagos (Ward MR,
2000). La placa crece excéntricamente en el vaso y no concéntricamente hacia el
lumen, lo que provoca cambios cruciales en la tunica media y en la adventicia.
También se ha documentado un aumento de la inflamacion, fibrosis y atrofia de la
tunica media y de la adventicia, sobre todo en placas que han sufrido ruptura
comparadas con las que no (Moreno PR, 2002). Los componentes de la placa que
estan mas asociados con la remodelacidon excéntrica de la placa son la infiltracidn
de macroéfagos, la calcificacién y el area que ocupa el core lipidico. Se asocian asi
los conceptos de remodelado con el de vulnerabilidad de la placa. En consecuencia,
estructuras como la LEI, la tunica media y la adventicia, implicadas en Ia
remodelacién, aparecen ahora activamente implicadas en el desarrollo y
posteriores complicaciones de la aterosclerosis y pueden tener también un papel

importante en la aparicién de los sindromes coronarios agudos.

-Neovascularizaciéon por vasa vasorum. En los vasos sanos la nutricion y
oxigenacion de la pared viene dada por difusion desde el lumen sanguineo o desde
los vasa vasorum de la adventicia. Es mas, ya que su principal funcién es nutrir los
vasos el numero de vasa vasorum permanece constante durante la vida (Scotland
RS, 2000). Pero cuando el grosor de la pared vascular impide la correcta difusion

del oxigeno los vasa vasorum proliferan en las capas internas de la pared vascular,
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donde normalmente estdn ausentes. Se ha descrito que los macréfagos, atraidos
por las LDLox, son responsables de la produccion de citocinas que inducen el
crecimiento de los neovasos (Polverini PJ, 1977, Lee WS, 1998). Histéricamente se
ha relacionado esta neovascularizacién aterotrombédtica como una via para la
infiltracion de macréfagos (Purushothaman KR, 2005 abstr), aunque actualmente
se relaciona mas con el proceso de regresidén de la placa al servir potencialmente

como via para el transporte reverso de lipidos (Williams JK, 1988).

Tipos de lesion

Los estudios morfoldgicos han proporcionado importantes respuestas sobre
la evolucion de la lesion aterosclerdtica (Stary HC, 2000). Todos los humanos
desarrollan engrosamientos focales, excéntricos, en la capa intima de arterias de
medio y gran tamano (engrosamiento adaptativo de la intima), debido a la
proliferacién de células musculares lisas (CML) como respuesta a fuerzas
mecanicas locales, inducidas por el flujo sanguineo especialmente en zonas de
bifurcaciones arteriales. Ademas de provocar un engrosamiento adaptativo, las
fuerzas mecanicas de flujo en estas zonas favorecen la permeabilidad de moléculas
circulantes como lipoproteinas plasmaticas, albumina y fibrindgeno. Estas lesiones
aparecen ya a edades tempranas, de hecho hacia final de la segunda década la
mayoria de personas han desarrollado lesiones en la capa intima (Tipo I y II). En
tales lesiones, se encuentran grupos aislados de macréfagos, sin o con inclusiones
lipidicas, sobre todo ésteres de colesterol (células espumosas). Las lesiones
iniciales Tipo I consisten en células espumosas derivadas de macréfagos que
contienen gotas de lipidos y son sélo identificables bioquimica vy
microscopicamente, mientras que las lesiones Tipo II son Vvisibles
macroscépicamente como puntos grasos o estrias minimamente elevadas en el
lumen de las arterias (estrias grasas). Presentan una mayor proporcion de
macrofagos cargados de lipidos que las lesiones Tipo I. Cada lesion estad formada
por una o mas capas de células espumosas y se acompafian ocasionalmente por
CML que también contienen inclusiones lipidicas. La progresion de estas placas mas
alld de la fase de estria grasa, se asocia con una secuencia de cambios que se

inician con la aparicion de acumulos multiples y difusos de lipidos extracelulares
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(lesion de Tipo III), que pueden progresar a una acumulacidon Unica mas grande de
lipido extracelular, sobre todo como colesterol libre y sus ésteres, formando el
nucleo lipidico caracteristico de las lesiones Tipo IV (ateroma). Estas lesiones
contienen granulos de calcio, localizados extracelularmente en el nucleo lipidico o
en el interior de algunas CML. Las lesiones Tipo V se caracterizan porque las CML
migran hacia el nucleo lipidico y proliferan dentro del mismo formando una capa
sobre su cara luminal. Esta lesidon se conoce como fibroateroma. Habitualmente se
produce mas colageno y la placa aumenta su tamafio haciendo que el nucleo
lipidico quede sin perfusién, es decir, avascular y acelular, formado por un acimulo
de desechos pastosos que incluye macréfagos y células mesenquimales muertas
con abundantes cristales de colesterol libre que constituyen el core lipidico. Las
lesiones que tienen depdsitos trombdticos visibles con o sin hemorragia, ademas
de lipido y colageno, se refieren como placas fibroateromatosas complicadas o
lesiones complejas, y se clasifican como lesiones Tipo VI. La categorizaciéon de Tipo
VII se reserva para las placas avanzadas y mineralizadas (lesion calcificada),
aunque también es posible encontrar microcalcificaciones en las lesiones
transitorias (de Tipo III a Tipo IV). Finalmente, las lesiones aterosclerdticas que
consisten casi enteramente en colageno fibrilar se describen como lesiones Tipo
VIII. Estas lesiones pueden ser consecuencia de la regresién del core lipidico o ser
consecuencia de un trombo que se ha formado en una zona de la arteria en la que

no habia acumulacién lipidica.

Fases de la aterotrombosis

De acuerdo con los criterios publicados por la American Heart Association
(Stary HC, 1994 y 2000) la progresidon de la placa puede subdividirse en cinco

fases patoldgica y clinicamente relevantes (Figura 5).

- Fase 1 (temprana). Las lesiones son pequefias, habitualmente se

observan en jovenes, e incluye las lesiones de Tipo I, II y III.

- Fase 2 (avanzada). Estas placas se categorizan morfolégicamente con una

de estas dos variantes: lesiones Tipo IV, confluencia de lesiones celulares con una
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gran cantidad de lipido extracelular entremezclado con células “normales” de la
intima, que pueden predominar como capa externa o capsula; o lesiones de Tipo
Va, con un core extracelular cubierto por una capsula fibrosa adquirida. Las
lesiones, aunque no necesariamente estendticas, tienen tendencia a la rotura
debido a su alto contenido lipidico, al aumento de inflamaciéon y a la presencia de

una capa fibrosa delgada. Las placas de la Fase 2 pueden evolucionar a las fases

agudas 3 y 4.
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Figura 5. Correlacién clinico-patoldgica desde la aterosclerosis asintomatica (Fases 1
y 2; lesiones Tipo I @ Va) hasta la aterotrombosis sintomatica (tomado de Fuster
V,2005).

- Fase 3. Las lesiones de esta fase estan caracterizadas por la complicacion
aguda de las lesiones Tipo VI que ocasionan trombosis mural no obstructiva. Las
lesiones Tipo VI se originan a partir de lesiones Tipo IV o Va erosionadas o rotas.
La complicaciéon aguda de las placas Tipo VI es clinicamente silente, pero puede,

ocasionalmente, producir un principio de angina (Davies MJ, 1996).

- Fase 4. Estas lesiones se caracterizan por la complicacion aguda de las
lesiones Tipo VI, con trombosis oclusiva permanente y/o recurrente. Este proceso
puede manifestarse clinicamente como un sindrome coronario agudo (SCA),
aunque suele ser clinicamente silente (Canto ]G, 2000; Sheifer SE, 2001).

Alrededor del 66% de los SCA estan causados por trombosis oclusiva sobre una
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placa rota, aunque el otro 33% ocurre sobre la superficie de una placa erosionada
(Falk E, 1995). En las fases 3 y 4 los cambios en la geometria de las placas rotas,
asi como la organizacién con tejido conectivo del trombo superpuesto, conlleva a la

formacion de placas fibrosas oclusivas o altamente estendticas.

- Fase 5. Esta fase esta caracterizada por lesiones de Tipo Vb (calcificadas) o
Vc (fibréticas) que pueden provocar angina. De todas maneras, si anteriormente se
ha producido una estenosis u oclusidon con isquemia asociada, el miocardio puede
estar protegido por la circulacion colateral originada y estas lesiones quedan

silentes o clinicamente inaparentes (Pohl T, 2001; Werner GS, 2001).

Vulnerabilidad de la placa ateroscleroética.

La placa aterosclerética puede causar complicaciones como consecuencia de
su tamano, reduciendo el didmetro de lumen vascular y el flujo sanguineo, o por su
tendencia a la erosion y/o ruptura. La rotura de una placa y la exposicion de su
contenido a la sangre circulante inducen la formacion de un trombo agudo en el
sitio de la placa que puede llegar a ocluir el lumen arterial en la misma zona de
rotura o distalmente por embolizacion, provocando de esta manera los sindromes
isquémicos agudos, el infarto de miocardio y la angina inestable. La misma
formacion de la placa puede incluso producir dafio en las arterias, resultando en el
adelgazamiento y debilidad de la pared arterial y la posible formacién de
aneurismas y hemorragias.

La composicion de la placa, mas que el porcentaje de estenosis que provoca,
es el factor critico que determina el riesgo de rotura y posterior trombogenicidad.
Un core rico en lipido extracelular, abundancia de células inflamatorias y un
reducido numero de CML, una capsula fibrosa delgada con pocas fibras de colageno
y un endotelio disfuncional caracterizan morfoldgicamente las placas con tendencia
a la rotura. El endotelio disfuncional aumenta la propensiéon de las placas a
romperse debido a la adquisicibn de sus propiedades proinflamatorias,
protrombdticas y vasoconstrictivas que modulan desde la composicion de la lesion
hasta las repuestas al crecimiento de la placa, el tono vascular y la fuerza de
cizalladura local (Ross R, 1996)
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Los factores que predisponen a la ruptura de la placa pueden clasificarse en
intrinsecos y extrinsecos, actuando en conjunciéon o independientemente. Los
factores intrinsecos estan relacionados con la composicion celular y bioquimica de
la lesién y pueden ser modulados con intervenciones dietéticas, farmacoldgicas y
de estilo de vida. Los factores extrinsecos estan relacionados con la localizacidn
geografica de la placa y las caracteristicas del flujo sanguineo que actda,

fundamentalmente, sobre el aspecto proximal de la placa.

De entre todos los factores que pueden influir en la disrupcién de la placa
destacamos cuatro con una influencia mucho mas decisiva: el tamafio y
consistencia del nucleo ateromatoso; el grosor y contenido en colageno de la
cubierta fibrosa que recubre este core; la inflamacién en la cubierta y del TF; y la

fatiga o agotamiento de la cubierta (Falk E, 1992)

- Tamano y consistencia del nucleo ateromatoso. El tamafio y la consistencia
del nucleo ateromatoso es lo que determina la estabilidad de la lesidon. Se ha
descrito que cuanto mayor es el nlcleo ateromatoso respecto al tamafio de placa,
menor es el grosor de la capsula fibrosa y mayor la vulnerabilidad de la placa
(Dickson BC, 2003). De hecho, cuando el nucleo ateromatoso ocupa entre el 30-
40% del total de la placa, se considera que dicha placa tiene alto riesgo para la
rotura (Davies MJ, 2001; Falk E, 1995).

- Estructura y dureza de la capsula fibrosa. El grosor y el contenido en
colageno de la capsula fibrosa son importantes para la estabilidad de la placa
(Loree HM, 1992). La capsula fibrosa varia en grosor, celularidad, matriz,
consistencia y rigidez, pero normalmente son mas delgadas (e infiltradas de
macrofagos) en las zonas de los hombros que es donde, normalmente, ocurren las
rupturas (Richardson PD, 1989). El colageno es importante para resistir la propia
fuerza tensora de los tejidos y las capsulas rotas contienen pocas CML (que son las
que sintetizan el colageno en las placas) y menos coldgeno que las capsulas
intactas (Burleigh MC, 1992). La causa de esta potencialmente peligrosa falta de
CML en las capsulas rotas se desconoce, pero es posible que las CML desaparezcan

como resultado de la muerte celular por senilidad y/o apoptosis (Braganza DM,
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2001; Boyle 13, 2001). También se ha descrito que los macréfagos liberan INF-Y
que inhibe la proliferacion de CML ademds de interleucina 18 y TNFa que
sinergisticamente son todxicos para las CML (Libby P, 1995). Ademas se ha
demostrado que los macréfagos activados pueden inducir la apoptosis de las CML
por contacto directo célula-célula (Braganza DM, 2001). La pérdida de células y la
calcificacién de la capsula fibrosa estan asociadas a un aumento de la rigidez (Lee
RT, 1991) que puede evolucionar hacia un debilitamiento y/o rotura de la placa,
con el agravante de la exposicion al torrente sanguineo del contenido intraplaca,

potente inductor trombogénico.

- Proceso de inflamacion en la capsula fibrosa. Si en el inicio de la lesién el
papel principal de los mondcitos-macrofagos es defensivo (fagocitar el material
lipidico depositado en la pared), en los estadios mas avanzados de las lesiones
vasculares, los macréfagos son responsables de la vulnerabilidad de la lesién, ya
sea mediante la degradacién de la capsula por fagocitosis directa o bien por la
liberacién de factores quimiotacticos y citoquinas que atraen al nucleo ateromatoso
macréfagos adicionales, células T y células cebadas. Las células inflamatorias
secretan numerosas enzimas proteoliticas, tales como activadores de plasminégeno
y una variedad de MMP (colagenasas, gelatinasas y estromalisinas) (Horton DB,
2001) que, junto a la generacién de productos toxicos (radicales libres y productos
de la oxidacion de los lipidos), facilitan el dafio de la pared vascular contribuyendo
a debilitar la capsula fibrosa y predisponiéndola a la rotura. Se ha observado que
las lesiones causantes de los sindromes coronarios agudos contienen mayor
cantidad de macrofagos que las lesiones que producen angina estable (14% vs.
3% de placa ocupada por macréfagos) (Moreno PR, 1994). Diversos estudios han
revelado el papel clave de la inflamacion en la rotura de la placa al demostrar que

los macréfagos pesentes estan activados (Shah PK, 1999; Tousoulis D, 2003).

La presencia de estimulos proinflamatorios (proteina C reactiva, citoquinas,
etc.) también favorece la apoptosis de los macréfagos, que liberan su contenido en
TF. Al entrar el TF en contacto con la sangre circulante, promueve la formacion de
trombina y la trombosis de la luz (Moons AH, 2002). Por ello, la apoptosis de los

macrofagos podria ser considerada como el vinculo de unién entre la inflamacion y

INTRODUCCION - 51 -



las complicaciones trombodticas que tienen Ilugar durante la enfermedad
arteriosclerética (Hutter R, 2004).

- Fatiga o agotamiento. Existe, también, una importante contribucion de
eventos mecanicos en la inestabilizacion de las placas ateroscleroticas:
estiramiento, compresion, plegamiento y flexion que si son ciclicos, pueden fatigar
y debilitar la capsula fibrosa facilitando su rotura espontanea. De este modo, si se
disminuye la frecuencia (ritmo cardiaco) y la magnitud de la carga (relacionada con
el flujo y la presidén), se reduce el riesgo de rotura de la placa (Hjalmarson A,
1990).

Las placas muy organizadas, con poco contenido en lipidos y fibrosas son
duras y resistentes a la ruptura. Estas placas estables representan la mayoria de
los procesos aterosclerdticos, aunque raramente ocasionan eventos clinicos,
solamente determinados episodios de isquemia al comprometer el flujo.

Por el contrario, las placas fibrolipidicas contienen un importante nucleo
lipidico avasculado, hipocelular (excepto en la periferia donde se encuentran
preferentemente las células espumosas), rico en ésteres de colesterol y muy
blando, sin soporte estructural del coldgeno. Es por ello que estas placas son mas
vulnerables a la ruptura y son responsables de la mayoria de los incidentes
clinicos. La rotura, normalmente tiene lugar donde la capsula fibrosa es mas fina,
estd infiltrada con mas numero de células espumosas y donde la suma de las
fuerzas fisicas que actuan sobre la placa es mas fuerte (Kolodgie FD, 2001). En el
caso de las placas excéntricas, este punto es a menudo el area del extremo de la

placa, donde la placa se une al vaso adyacente menos lesionado (Fuster V, 1992b).

COMPLICACIONES TROMBOTICAS

Alrededor del 75 % de los sindromes coronarios agudos se dan sobre una
placa muy rica en lipidos, probablemente por la debilidad de la pared y con la
colaboracién de las MMP liberadas por los macréfagos. Pero tambien hay episodios

de trombdsis sobre placas que aparentemente no son “de riesgo”, es decir, placas
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fibrosas y estenosantes. Diferentes factores pueden influir en el desarrollo de las
complicaciones trombdticas de la placa aterosclerética, aunque destacamos como
factores modulares de la trombosis el sustrato vascular local, la influencia que
ejerce la reologia y la trombosis superpuesta y lo que ultimamente se denomina

“sangre vulnerable” o estado protrombdtico sistémico.

Sustrato vascular local. De entre todos los componentes de la placa
aterosclerética se ha comprobado que tanto el material lipidico (Fernandez-Ortiz A,
1994) como el FT (Toschi V, 1997) son los mas trombogénicos. Incluso en estudios
realizados ex vivo con la camara de perfusién Badimon se ha podido observar que
la trombogenicidad de estas lesiones lipidicas queda abolida al neutralizarse el FT
arterial con el inhibidor fisiolégico de la cascada metabdlica del FT (TFPI) (Badimon
13, 1999).

EL FT es una pequeiia glicoproteina de bajo peso molecular que pertenece a
la superfamilia de los receptores tipo citocinas (Edgington T, 1991). Esta proteina
de membrana se distribuye en gran numero de tejidos formando parte de las
capsulas fibrosas que rodean a los 6rganos (Drake TA, 1989). En las arterias el FT
es abundante en la adventicia donde predominan los fibroblastos, mientras que
practicamente no se encuentran en la tunica media (Maynard JR, 1977). Las
células en contacto directo con la sangre, como las células endoteliales, no lo
expresan constitutivamente, pero lo pueden sintetizar tras ser inducidas por
citocinas, endotoxinas, infecciones viricas, trombina y algunos factores de
crecimiento (Camerer E, 1996). La trombosis se desencadena cuando se produce
una lesidon vascular o se exponen los componentes del interior de la placa
aterosclerdtica, que expresan FT, a la circulacion sanguinea (Fuster V, 1996 vy
1997). Trabajos recientes afirman que las moléculas de FT provienen de los restos
de membranas resultantes de la muerte por apoptosis de macréfagos contenidos
en el nucleo graso (Mallat Z, 1999) y de microvesiculas asociadas a FT que son
secretadas a partir de las CML que componen la lesién (Schecter AD, 2000) y cuya
liberacidn se incrementa por exposicién de CML a LDLox (Llorente-Cortés, 2004).
Recientemente se ha descubierto que existe un pool de FT en la circulacion
sanguinea que es potencialmente activo (Suefuji H, 1997; Key NS, 1998; Giesen

PL, 1999) y cuyo origen celular se desconoce.
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Figura 6. Factor tisular y activaciéon de la cascada de la coagulacién. La rotura de la
placa pone en contacto el contenido de la placa con el torrente circulatorio, activando la
hemostasis y generando trombina. Las plaquetas se unen al factor von Willebrand y al
colageno a través de los receptores GPIb y GPla. El fibrindgeno se une a los receptores
GPIIb/Illa y se forman puentes entre plaquetas y fibrindgeno, facilitando la agregacién
plaquetaria. El FT de la placa aterosclerética se activa al entrar en contacto con la
fosfatidilserina en la superficie de las células apoptodticas, y forma microparticulas
procoagulantes que, junto con las transportadas por los monocitos, activan la cascada de la
coagulacion generando trombina. La trombina generada, en asociacidn con las membranas
celulares y las plaquetas, convierte el fibrindgeno en fibrina, activa las plaquetas y los factores
V y VIII, estabilizando el crecimiento del trombo (adaptado de Sambola A, 2003).

Reologia y trombosis. El grado de estenosis causado por la ruptura de una
placa y el trombo superpuesto formado son factores clave que determinan la
trombogenicidad en esa zona arterial. Especialmente, la fuerza de cizalladura esta
directamente relacionada con la velocidad del flujo sanguineo e inversamente
relacionada con el didmetro del lumen. En consecuencia, la deposicidon plaquetaria
aguda tras la ruptura de la placa estd modulada por el grado de estenosis post-
ruptura. Los cambios en la geometria aumentan la deposicion plaguetar. El

repentino crecimiento del trombo sobre la zona de la ruptura puede provocar una

- 54 - INTRODUCCION



estenosis del vaso e incluso llegar a una posterior oclusién trombdtica. La mayor
parte de las plaquetas se depositan en la zona del apex de la estenosis que es
donde las fuerzas de cizalladura son mas elevadas (Badimon L, 1989; Frojmovic M,
2002).

Sangre Vulnerable. En un tercio de los casos de los accidentes coronarios
agudos, especialmente en los casos de muerte subita, no se produce rotura de la
placa aterosclerética vulnerable, sino una erosidn superficial de la placa
moderadadamente estendtica y fibrosa (Virmani R, 2000). En estos casos la
formacion del trombo depende principalmente de un estado hipertrombogénico de
la sangre desencadenado por factores sistémicos. En esta actividad sistémica
procoagulante estan mayoritariamente implicados los factores de riesgo coronario
y el factor tisular circulante. Ya hemos visto la importancia que tienen los
diferentes factores de riesgo sobre la incidencia de la enfermedad cardiovascular,

pero veremos coémo afectan algunos de estos factores a la trombosis vascular.

El aumento de los valores séricos del cLDL incrementa la trombogenicidad de
la sangre y el crecimiento del trombo en condiciones reoldgicas definidas (Dangas
G, 1999; Rauch U, 2000). Los pacientes con valores elevados de cLDL muestran
altas concentraciones de FT, lo que podria explicar este aumento de la
trombogenicidad en pacientes hiperlipémicos. La hipercolesterolemia se ha
asociado con la generaciéon de LDLox y de ROS en la pared vascular (CML) y en la
circulacién sanguinea (mondcitos y macréfagos) (Steinberg D, 1999) que pueden
generar FT y su correspondiente ARNmensajero, liberdndolo a la circulacion
(Aikawa M, 2002). La LDL agregada incrementa la expresion y liberacién de FT en
CML (Llorente-Cortés V, 2004).

El tabaco aumenta la actividad nerviosa simpatica y, por tanto, la liberacién
de catecolaminas (Narkiewicz K, 1998). De esta manera se potencia la activacion
plaquetaria e incrementa los valores séricos de fibrindgeno, asi como la oxidacion
de las LDL, la activacion de los mondcitos y la generacion de trombina. En sujetos
fumadores se ha observado una asociacién entre disfuncién endotelial e incremento

de la actividad procoagulante, tal vez por una reduccién de la relaciéon t-PA/PAI-1
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y de los valores TFPI (Newby DE, 2001), asi como una rapida liberacion de FT
(Sambola A, 2003).

Los pacientes diabéticos, en especial los que tienen un control ineficiente de
la enfermedad, presentan un desarrollo prematuro de la aterosclerosis y un
incremento de la trombogenicidad de la sangre (Osende JI, 2001). Las plaquetas
circulantes de los pacientes con diabetes tienen aumentada la reactividad y la
agregabilidad debido a la expresion activa de moleculas de adhesion como
GPIIbIlla activada, GP53 lisosomal, trombospondina o P-selectina (CD62 p)
(Tschoepe D, 1997). La funcién plaquetaria anormal estda reflejada en el
incremento del consumo de plagquetas y el aumento de la acumulacién de
plaquetas en los vasos.

Observaciones recientes indican que los estados de hipertrombogenia
asociados con un cLDL elevado, el habito tabaquico y la diabetes comparten un
mecanismo comun de activacidon de la interaccion leucocitos-plaquetas asociado a
la liberacion de FT y la activacién de la trombina. Estudios recientes han
encontrado un aumento de las concentraciones de antigenos del FT circulante en
pacientes con enfermedad coronaria (Gesen PL, 1999), y el factor tisular circulante
se ha asociado a un aumento de la trombogenicidad de la sangre en pacientes con
angina inestable y enfermedad coronaria crénica (Kaikita K, 1997; Soejima H,
1999). Los niveles de factor tisular en la sangre circulante también se han
considerado predictores de la evolucion en pacientes con angina inestable (Soejima
H, 1999; Toschi V, 1997).

Como se ha comentado con anterioridad, las placas ateromatosas ricas en
lipidos contienen macroéfagos y FT dentro del nucleo lipidico, que podrian ser los
causantes, en gran parte, de la alta trombogenicidad de este tipo de lesiones
(Badimon 1], circ 1999). Ademas, el FT fue identificado dentro de los trombos
formados en la luz de las arterias coronarias y la inhibicion especifica del FT
mediante el inhibidor especifico del factor tisular recombinante (tissue factor
pathway inhibitor [TFPI]) reduce significativamente la trombogenicidad de la placa
(Drew AF, 1997, Hutter R, 2004).

Ademas de los restos de macréfagos apoptoticos y de las microparticulas de
las placas aterosclerosas, parece que los mondcitos activados en la sangre

circulante son la fuente de microparticulas de factor tisular, y podrian ser el
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resultado de la activacidon de los factores de riesgo mencionados anteriormente y
de otros, contribuyendo a los eventos trombodticos. Dentro del contexto de los
posibles efectos proinflamatorios y protrombdticos de la sangre circulante con altos
valores de cLDL, tabaquismo y diabetes, hay una creciente evidencia de que los
mondcitos circulantes y los leucocitos, en menor grado, pueden estar involucrados
en la produccion de factor tisular y el aumento de la trombogenicidad (Hutter R,
2004).

TROMBOSIS ARTERIAL

La fisura o rotura de una placa aterosclerética en las arterias coronarias, ya
sea de manera espontanea o inducida (intervenciones de revascularizacion), con la
consiguiente formacion del trombo, es fundamental para el desarrollo de los
sindromes isquémicos agudos, como ha sido plenamente demostrado en estudios
anatomopatoldgicos de pacientes que murieron repentinamente o poco después de
un episodio de angina inestable o de infarto de miocardio (Davies MJ, 1985; Falk E,
1983). En pacientes asintomaticos y en aquellos con angina estable, la

organizacion de dicho trombo es importante en la progresion de la arteriosclerosis.

FORMACION DEL TROMBO: ADHESION, ACTIVACION Y AGREGACION
PLAQUETARIA.

La exposicidon al torrente circulatorio de matriz vascular induce una rapida
adhesién, activacién y extension de la plaqueta sobre la superficie lesionada vy
posterior agregacién con otras plaquetas para formar un tapdén plaquetario o
trombo blanco. Finalmente, las plaquetas agregadas reclutan otras células de la
sangre (eritrocitos, neutrdéfilos y ocasionalmente monocitos), formando un trombo

mixto.
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La adhesion y activacion plaquetaria

El proceso de adhesidon comprende el transporte por difusion de las
plaquetas hacia la superficie reactiva y la interaccion de los receptores de la
membrana plaquetaria con sus respectivos ligandos en las estructuras de la pared
lesionada. Entre las proteinas adhesivas de la matriz extracelular (ECM) se incluyen
el colageno, la fibronectina, el factor de von Willebrand (vWf), la laminina, la
vitronectina y la tromboespondina. En la Tabla 3 se nombran los diferentes
receptores descritos que aparecen en la membrana de la plaqueta de tipo

glicoproteina (GP) y sus respectivos ligandos en la matriz vascular.

LIGANDOS (matriz vascular) | RECEPTORES PLAQUETARIOS

7 -GP Ia-Ila
Colageno -GP IIb-IIIa
-GP 1V
Fibrindgeno -GP [1b-Iila
Fibronectina -GP Ic-IIa
-GP IIb-IIIa
Trombospondina :gleac;avptor de vitronectina

Vitronectina -Receptor de vitronectina

-GP IIb-IIIa
; -GP Ib-IX
Factor von Willebrand _GP IIb-1lla
Laminina -Regién GP Ic-IIa

Tabla 3. Receptores plaquetarios de proteinas adhesivas

El vWf es una glicoproteina multimérica que contiene una cantidad variable
de subunidades con distintos dominios de interaccion, como por ejemplo, el
dominio A3 (interacciona con el colageno tipo I/III) (Pareti FI, 1986; Kalafatis M,
1987; Sixma JJ], 1995), el dominio Al (interacciona con la glicoproteina Ib) (Mori
H, 1988; Berndt MC, 1992) y la secuencia argl744 glyl745 aspl1746 (RGD)
(interacciona con la glicoproteina IIb/IIIa) (Peritelli P, 1992)

El vWf es sintetizado por las células endoteliales, plaquetas vy
megacariocitos. Las células endoteliales secretan vWf (la mayoria del cual es

secretado constitutivamente) hacia la ECM (subendotelio), y luminalmente hacia el
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torrente circulatorio (VWf plasmatico). Las plaquetas lo secretan de sus granulos «
tras la activacion plaquetar y liberacién del contenido granular.

Se ha descrito que a velocidades de cizalladura elevadas (>650/s) (Savage
B, 1996), tipicas de vasos pequefios o vasos de mayor tamafo parcialmente
ocluidos, el vWf plasmatico juega un papel fundamental en la formacion del
trombo. Esto se debe principalmente a que las condiciones de alto estrés de
cizalladura inducen un cambio conformacional del vWf (de circular a lineal), que
permite exponer su dominio A3 al colageno vascular. Esta unidén induce otro
cambio conformacional en el dominio Al del vWf que le permite unirse a la GPIb
plaquetar. Tras la adhesidon plaquetar a la superficie dafiada, se inicia la extension
de la plaqueta debido a la unién del vWf (region RGD) con la GPIIb/IIIa plaquetar.
Esta Ultima interaccion activa mecanismos irreversibles de traduccién de sefiales
intraplaquetares, que derivan en la activacion plaquetar y finalmente en la
formacion de agregados plaquetares. A altas velocidades de cizalladura el vWf no
s6lo participa en la adhesién plaquetar al subendotelio (Sakariasssen KS, 1979), si
no que también promueve la interaccion plaqueta-plaqueta (Turitto VT, 1984).

A baja velocidad de cizalladura, la funciéon de adhesion plaquetar la realiza
principalmente el receptor del coldageno que se enlaza al receptor plaquetar GP Ia-
ITa (Saelman EU, 1994). Aunque en menor grado, la fibronectina, la laminina y la
vitronectina/tromboespondina también contribuyen a la adhesidn plaquetar a
velocidades de cizalladura entre 300 y 1600/s (Houdijk WP, 1985; Bastida E, 1987;
Hindriks G, 1992). Estas proteinas se enlazan con las cuatro integrinas
plaquetares; la glicoproteina Ic-IIa, los receptores para la laminina, los receptores

para la vitronectina y la GPIV respectivamente.

En el proceso de activacion plaquetar, ademas del coldageno, participan el
ADP liberado por los eritrocitos hemolizados en el area de la lesién vascular, la
trombina y epinefrina circulante. Todos ellos desencadenaran al menos cuatro

efectos principales que perpetuan el proceso:
1) Se inicia la reaccién de liberacion del contenido de los granulos

plaquetarios (serotonina, ADP, ATP, pirofosfato, calcio, fibrindgeno, vWf, factor V y
PDGF).
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2) Las fosfolipasas inician la via de activacion del acido araquidonico y la
consiguiente formacion de TXA, a través de la activacion de la COX y la
tromboxano sintasa.

3) Se transloca a la superficie plaquetar, la P-selectina, la que provoca la
unién de las plaquetas a los monocitos, neutréfilos y algunos linfocitos.

4) Se produce un cambio drastico de la morfologia de las plaquetas, de un

disco liso a una esfera espinosa.

Estos cambios de forma de membrana favorecen el realineamiento de los
componentes fosfolipoproteicos de membrana, que inducen la aceleraciéon de la
coagulacién sanguinea (Badimon L, 1990), la formacién de trombina, que amplifica
el efecto activador inicial del colageno, y la activacién, liberacién y reclutamiento
de las plaquetas. Todo ello produce la formacién de eicosanoides y la aparicion de
filamentos de fibrina, inicialmente en la porcidn exterior del trombo plaquetario,
pero también en los intersticios entre las plaquetas adheridas. El enlace de la
trombina a la fibrina o a la pared arterial enmascara receptores sobre la trombina
para la antitrombina III, la heparina y el cofactor II, de modo que este trombo
mural actia como un potente estimulo trombogénico que favorecera el crecimiento
del trombo, que es dependiente de trombina y relativamente resistente a la
heparina (Badimon L, 1992).

La mayoria de los agonistas que inducen la activacion plaquetar actlan a
través de la hidrolisis de fosfatidilinositoles de la membrana plaquetaria y resultan
en la movilizacidon del calcio libre del sistema tubular denso de la plaqueta. Esta
liberacién de calcio es responsable de la gran parte de los procesos observados en
las plaguetas activadas, tales como la contraccion y secrecion del contenido
granular de las plaquetas (Colman RW, 1987), la fosforilacién de la miosina, la
liberacién de acido araquidodnico de los fosfolipidos de membrana catalizado por la
fosfolipasa A, (Pickett WC, 1976) y el cambio conformacional del receptor GPIIb-
IIIa. Tras la activacion, las plaquetas pierden su forma natural de disco, forman
pseuddpodos y se extienden sobre la zona lesionada (Escolar G, 1986). La unién de
la integrina GPIb a FvW del endotelio en la adhesién activa también la pequefia

proteina G, RhoA, que es responsable a su vez de la expresidon "dentro-fuera" y
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"fuera-dentro"” y del cambio conformacional de diferentes integrinas de la
membrana de la plaqueta (Leng L, 1998). RhoA es una proteina miembro de la
superfamilia RAS de las proteinas de unidn-GTP de la familia de las pequenas Rho-
GTPasas, proteinas regulatorias que estan implicadas en la organizacién del

citoesqueleto de actina, en la adhesidn y en la migracion celular.

Las proteinas Rho

Las proteinas Rho juegan un papel importante en la organizacion del
citoesqueleto de actina (Chardin P, 1989). Un gran numero de estudios ha
permitido establecer la implicacion de estas proteinas en la regulacién de la
contractilidad, motilidad y migracion celulares, extension y retracciéon de neuritas,
adhesion celular, transduccién de senal de numerosos estimulos, control del ciclo
celular y de la expresiéon génica (Mackay D], 1998). Las proteinas de la familia Rho
se encuentran dentro de la familia de proteinas monoméricas, capaces de unir GTP,
conocidas también como proteinas G de bajo peso molecular o proteinas de la
superfamilia Ras. Se trata de una familia en expansion, de la que, en mamiferos,
se conocen al menos diez miembros que desempefan funciones clave para la
biologia celular.

La unién de agonistas a los receptores expuestos en la superficie de las
plaquetas activan las proteinas Rho-GTPasas, que inducen cambios en las
concentraciones de calcio citoplasmaticas, en la organizacion del citoesqueleto, en
la agregacion y en la secrecién plaquetar (Bodie S, 2001). En términos generales,
la actividad de las proteinas Rho se regula de forma ciclica mediante la unién de
GTP, que conduce a su activacién y su hidrdlisis, que devuelve a la proteina a su
estado inactivo. Este ciclo se produce gracias a la asistencia de proteinas
auxiliares, que promueven el intercambio de nucledtidos unidos a proteina
(factores intercambiadores de nucleétidos, conocidos como GEFs) o facilitan la
actividad de GTPasa (conocidas como GAPs). Por ultimo, existen proteinas que
inhiben el intercambio de nucledtidos unidos a la proteina, con lo que estabilizan la
forma inactiva (GDIs) (Geyer M, 1997).

Las proteinas Rho presentan dos formas: inactiva (citoplasmastica) y activa

(unida a membrana). En su forma activa, las proteinas Rho activan una de sus
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dianas, la quinasa dependiente de Rho, RhoK, que a su vez, fosforila e inactiva la
fosfatasa de la cadena ligera de la miosina, que promueve el ensamblaje de los
filamentos de miosina y la contractilidad celular. RhoA es una proteina miembro de
la superfamilia RAS de las proteinas de unién-GTP de la familia de las pequeias
Rho-GTPasas, proteinas regulatorias que estan implicadas en la organizaciéon del
citoesqueleto de actina, en la adhesién y en la migracion celular. En concreto Rho
promueve la formaciéon de adhesiones focales y su anclaje a las fibras de estrés
(Shimokawa H, 2001).

Agregacion plaquetaria

Independientemente del estimulo que produzca la activacidon plaquetar, ésta
esta regulada en su via final a través del receptor GPIIb/IIIa. La activacion de la
GPIIb/IIIa, derivada de un cambio conformacional, conlleva a que éste exponga los
lugares de enlace para el fibrindgeno y el vWf, favoreciendo asi la interaccion
plaqueta-plaqueta. El fibrindbgeno es la proteina que se une mayoritariamente al
receptor GPIIb/IIIa y su estructura dimérica permite su interaccién con 2 plaquetas
simultdneamente, llevando a la agregacion plaquetar. De este modo, se produce
una acumulacién local de plaguetas que forman una masa expandible de tamano
creciente que continua reclutando mas plaquetas a medida que éstas alcanzan el
microambiente protrombdtico. También se produce el reclutamiento de otras
células hematicas; con frecuencia se encuentran eritrocitos, neutréfilos y algunas
veces monodcitos, que llegan intactos a la zona de la lesion, pero responden a la
presencia de los componentes de secrecion de la plaqueta, incrementando la
produccion de sustancias protrombdticas. Finalmente, la masa trombdtica se
consolida bajo la accién de la trombina, pudiendo llegar a producir la oclusién

parcial o total del vaso sanguineo.
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Figura 7. Diagrama de activacion, adhesion y agregacion plaquetar en la formacion
del trombo. a) las plaquetas circulantes se mantienen en un estado inactivo por la accién de la
prostacilclina y el NO, liberados por las CE vasculares. La CE también expresan CD39 que inhibe
la activacion plaquetaria convirtiendo el ADP, potente inductor de la activacion plaquetaria, en
AMP. b,c) en las zonas en las que la pared vascular esta lesionada las plaquetas se adhieren al
subendotelio expuesto mediante interacciones con el coldgeno, el factor von Willebrand vy la
fibronectina y sus respectivos receptores en las plaquetas, integrina a2p1, glicoproteina Ib-IX
(GP Ib-IX) e integrina a5B1. Tanto la trombina como el ADP inducen cambios conformacionales
en las plaquetas y las vuelven activas. d) Las plaquetas activadas liberan ADP, PDGF vy
fibrindbgeno de los granulos de almacenaje y sintetizan TXA,. El ADP y el TXA, hacen que las
plaquetas circulantes cambien de forma y se activen. e) Los receptores de la GPIIb/IIIa se
exponen en las plaquetas activadas y se unen al fibrindbgeno, favoreciendo la formacién de
puentes de fibrindgeno entre las plaquetas que resultan en la agregacion final. Esto, junto con
la formacién de la malla de fibrina, producen el trombo plaquetario. f) La retraccion posterior
del trombo conlleva a la formacion de un trombo estable (adaptado de R.P.Choudhury, Nature
Reviews 2004).

COAGULACION

La funcion fisioldgica de la coagulacion es prevenir las hemorragias, de

manera que es un proceso que refuerza el tapon plaquetar mediante la formacion

de fibras insolubles de fibrina. La fibrina se forma a partir del fibrindbgeno, que es

soluble, por la accion de una enzima proteolitica, la trombina, que normalmente se

encuentra en forma de protrombina. Esta se activa a través del sistema de la

coagulacién que implica una serie de reacciones en cadena que integran zimogenos
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(proteinas susceptibles de ser activadas a enzimas a través d una protedlisis
limitada) y cofactores (activadores enzimaticos no proteoliticos).

Clasicamente en el mecanismo de la coagulacidon sanguinea se distinguian
dos vias de activacién: la via extrinseca, que se iniciaba cuando el FT o
tromboplastina tisular se exponian al plasma; y la via intrinseca, que se activa por
contacto con la superficie vascular erosionada, sin endotelio. Aunque inicialmente
se pensdé que eran vias independientes, hoy se sabe que varios enzimas
interaccionan en los dos sistemas (Osterud B, 1990).

Aunque Uultimamente se resalta la preponderancia de la via del FT
(anteriormente denominada via extrinseca), donde la expresidon del FT constituye el
mas importante iniciador de la coagulacién a través de la formacién de un complejo
con el factor VII. Todas las reacciones que se desencadenan cuando se activa la via
del FT se producen en la superficie de diferentes tipos celulares. Las plaquetas
proveen la superficie mas eficiente para la generacion de trombina, por lo que el
agregado plaquetario constituye una gran superficie procoagulante en la zona de
lesion vascular. Ademas de las plaquetas, es necesaria la presencia de células o
restos de membranas que expresen FT en su superficie para que pueda desarrollar
todo el proceso (Monroe DM, 1994). De ahi la importancia de la ruptura de la

placa y la exposicidon de su contenido a la circulacién sanguinea.

FIBRINOLISIS

Como en la mayoria de los sistemas fisioldgicos, el sistema hemostatico
consiste en un delicado balance entre dos acciones contrapuestas. La funcién del
sistema fibrinolitico consiste bdsicamente en degradar las mallas de fibrina y
disolver el codgulo. Es un sistema complicado con muchos puntos de
autorregulacion en el que el enzima que degrada la fibrina es la plasmina. El
plasmindgeno (precursor de la plasmina) se escuentra totalmente inactivado y para
su activacion requiere del activador tisular del plasmindégeno (t-PA) que lo activa
con gran afinidad cuando ambas moléculas se encuentran enlazadas a la superficie
de la fibrina para activarse. La plasmina, que se encuentra libre en el plasma, es

rapidamente inactivada por o,-antiplasmina. El sistema fibrinolitico se regula
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también mediante inhibidores especificos de los activadores del plasmindgeno
(PAI), como el PAI-1.

En resumen, el proceso de fisura y disrupcién de una placa arteriosclerética
permite la entrada de sangre desde el lumen al nucleo de la placa con activacién
de las plaquetas y la cascada de coagulacién, trombosis intraplaca (Davies MJ,
1996). Posteriormente, se forma un trombo con una gran cantidad de fibrina
densamente empacada con plaquetas, que forma una mayor masa trombdtica
luminar expuesta a la sangre circulante, pero que no ocluye completamente la luz
del vaso (Badimon L, 1988). La cantidad de trombo presente dependera del flujo y
de la fuerza de cizalladura ejercida en la zona lesionada y puede resultar en
émbolos distales (Badimon L, 1988; Mailhac, 1994). La fase final del proceso es la

oclusion total de la arteria por el trombo que crece por propagacion.

MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA ATEROTROMBOSIS

La restriccion del flujo sanguineo al miocardio puede ser causada por el
estrechamiento que una placa aterosclerdtica produce en una arteria coronaria. Si
el didametro de la arteria coronaria se ve reducido en mas de un 50% se produce la
isquemia y el paciente manifiesta dolor agudo en el pecho o tirantez (angina
pectoris). De todas maneras una isquemia miocardica no se acompafna siempre de
dolor, es lo que llamamos isquemia silente. La ruptura y erosiéon de una placa
coronaria resulta en la formacién de un trombo, la composicion de la placa, unida a
la presencia de factores sistémicos con un efecto protrombdtico, modulara tanto la
estabilidad como el tamafo del trombo formado. Si el trombo es labil, puede ser
embolizado o desplazado por las fuerzas reoldgicas. Al desaparecer el trombo,
desaparece la oclusién y también el dolor de pecho; pero la causa de la formacién
del trombo inicial esta todavia latente y puede generar la formaciéon de un nuevo
trombo y un nuevo episodio de oclusidon. Esta sucesién de episodios es la base
etiopatoldgica del sindrome de angina de pecho inestable o el infarto de miocardio
sin onda Q.

Segun el tamano del trombo o de la zona de miocardio dafada la actividad

de bombeo del mismo corazén puede verse perjudicada o el ritmo cardiaco
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enlentecido. Lo que resulta en un fallo cardiaco congestivo o, si fuera muy severo,
en muerte subita.

Si el trombo es embolizado puede viajar a través del arbol arterial hasta
llegar a una arteria o capilar de menor calibre, donde puede llegar a ser totalmente
oclusivo. Dependiendo de la localizacion de este trombo oclusivo, cerebral,
carotidea o periférica, podria desencadenarse un infarto cerebral, un ictus o una
isquemia periférica.

Si la rotura de la placa fuera mucho mas grave, la lesion mas trombogénica
o el paciente presentara alguno o varios de los factores sistémicos protrombicos,
se formaria un trombo mucho mas grande, pero mas estable. Si este trombo fuese
oclusivo podria dar origen a un infarto agudo de miocardio o incluso a la muerte
subita del paciente.

La presencia de la enfermedad aterosclerética clinica en arterias no
coronarias también conlleva un riesgo elevado de complicaciones cardiovasculares
futuras, sobre todo de sindromes coronarios agudos.

Entre las formas no coronarias de afectacion vascular por aterosclerosis se
incluyen la enfermedad arterial periférica, el aneurisma adrtico abdominal y la
enfermedad arterial carotidea (atagues isquémicos transitorios carotideos,
accidentes cerebrovasculares carotideos u obstruccion de una arteria carotidea)
(Norris JW, 1991).

APROXIMACIONES PREVENTIVAS DE LAS ENFERMEDADES
CARDIOVASCULARES

El tratamiento clinico y farmacoldgico de las ECV mediante el uso de
farmacos hipolipemiantes, de agentes antiplaquetares y antitrombéticos y el uso de
agentes antiisquémicos ha demostrado reducir la recurrencia de eventos coronarios
agudos en pacientes con sindrome coronario agudo. Estudios clinicos con
seguimiento angiografico (Waters D, 1993; Buchwald H, 1992) han demostrado
que la rapida estabilizacion de las placas coronarias estd asociada con un buen
prondstico a largo tiempo. Las lesiones aterosclerdticas pueden estabilizarse,
evitando su ruptura y posterior trombosis, con terapia antiaterogénica que incluye

modificaciones en el estilo de vida y en los lipidos plasmaticos (estudio MAAS,
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estudio 4S). La presentacién epidémica de las ECV estd estrechamente asociada
con habitos de vida y factores de riesgo modificables. Se ha demostrado de forma
inequivoca que la modificacién de los factores de riesgo reduce la mortalidad y la
morbilidad, especialmente en personas con ECV, diagnhosticada o no. El mejor
tratamiento que puede hacerse actualmente para proteger la salud de los
ciudadanos es la prevencién para evitar que la poblacidn continle enfermando.

El objetivo global que persigue la prevencién de las ECV tanto en pacientes
con ECV establecida o poblacién general, a riesgo o no, es el mismo:

“reducir el riesgo de los principales eventos cardiovasculares (enfermedad
coronaria, ictus isquémico y/o enfermedad arterial periférica) y asi reducir la
discapacidad y morbilidad prematura y prolongar la supervivencia y calidad de

vida”.

Las guias que la Unién Europea (De Backer G, 2003) propone para la
prevencion de las ECV en la practica clinica estan dirigidas principalmente a sujetos
con elevado riesgo cardiovascular, pero deben ser complementadas con estrategias
dirigidas a toda la poblacién general con el animo de reducir la incidencia de

eventos clinicos coronarios.

ESTRATEGIAS DE POBLACION

Estas estrategias no estan dirigidas a reducir la incidencia de las ECV
mediante el tratamiento farmacoldgico de cada individuo, sino que tienen por
objeto los determinantes sociales y econémicos de la enfermedad mediante
acciones politicas (educacién sanitaria, recomendaciones generales, medidas
politicas sobre alimentacion, etc.). Una buena estrategia de prevenciéon en la
poblacién puede ser tan exitosa como la que se hizo en Finlandia (Pekkanen J,
1995) consiguiendo, a través de la educacién sanitaria y el etiquetaje de alimentos,
una reduccién del colesterol en toda la poblacidn. También en la isla Mauricio se
ha conseguido el cambio de aceite de palma por aceite de soja en la cocina (WHR,
2003). Son estrategias de prevencidon primaria destinadas a lograr cambios en el

estilo de vida, como el cambio a una dieta mas sana, evitar el abuso de alcohol,

INTRODUCCION - 67 -



reducir el consumo de tabaco, aumentar el nimero de personas que hacen
ejercicio fisico, etc.

Tal vez el beneficio de estas politicas no sea importante para individuos
concretos que acumulen factores de riesgo o tengan elevado un determinado factor

de riesgo severo, pero los beneficios en toda la poblacién pueden ser muy amplios.

ESTRATEGIAS DE PREVENCION

Los pacientes con ECV declaradas tienen un alto riesgo de sufrir posteriores
eventos vasculares. Por ello requieren intervenciones mas intensas sobre los
habitos de vida y tratamiento farmacoldgico adecuado.

En sujetos asintomaticos aparentemente sanos, las intervenciones
preventivas deben guiarse por el grado de riesgo cardiovascular. Se debe
identificar a los individuos de mayor riesgo y plantearles cambios de estilos de vida
mas estrictos y, cuando sea adecuado, farmacos.

El tratamiento preventivo secundario estd dirigido en primer lugar a
pacientes con ECV clinicamente establecida, luego a pacientes aparentemente
sanos, pero con elevado riesgo de sufrir ECV porque tienen varios factores de
riesgo o presentan alguno de ellos de forma severa o sufren diabetes. También son
objeto de prevencién secundaria los familiares de los pacientes que han sufrido
ECV vy los pacientes de atencién primaria a los que en la exploracién rutinaria se les
detecta algun factor de riesgo.

Las Guias Europeas Para La Prevencion De La Enfermedad Cardiovascular En
La Practica Clinica recomiendan el manejo y modificacién de varios factores de
riesgo: cambios en la dieta, control de la dislipemia, control y prevencién del
tabaquismo, control y tratamiento de la conducta, gestion de la actividad fisica,
control de la hipertensién arterial, tratamiento en pacientes diabéticos, tratamiento
en pacientes con sindrome metabdlico y terapia farmacoldgica profilactica. Aunque
nos centraremos solamente en dos por ser objeto de esta tesis: los efectos de la

dieta y el control de la hiperlipemia con estatinas.
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Importancia de la nutricion en la prevencion cardiovascular

Las modificaciones dietéticas son la primera estrategia en la prevencion y el
tratamiento de las enfermedades cardiovasculares. La influencia que los alimentos
ejercer sobre la enfermedad cardiovascular es un hecho que queddé constatado con
el estudio de Keys (Keys A, 1970) mas conocido como el “Estudio de los Siete
Paises”. En este estudio se observd que la ingesta de grasas, sobre todo grasas
saturadas, estaba fuertemente relacionada (r’=0,73) con las tasas de incidencia de
enfermedad coronaria en un seguimiento de entre 10 y 20 anos. De este trabajo se
resume que las grasas saturadas elevan los valores plasmaticos de colesterol total,
especialmente cLDL, y ya hemos visto cdmo el aumento de la concentracién
sanguinea de LDL favorece el desarrollo de la aterosclerosis. Pero el estudio de
Keys también permitié identificar dos perfiles dietéticos en los paises occidentales:
el de los paises mediterraneos (Grecia, Italia, Espafa y Portugal) y el de los paises
norte y centro europeos (Finlandia, Noruega, Irlanda y Reino Unido). La
disminucién en la incidencia de enfermedad cardiovascular para los paises del sur
(incluyendo Francia) respecto a los del norte se puede explicar mediante las
diferencias nutricionales entre ellos.

La llamada Dieta Mediterranea no constituye una dieta Unica, sino un conjunto
de dietas que comparte fundamentalmente dos caracteristicas: el aporte de
macronutrientes a la ingesta caldrica total (30-35% de grasas, 53-58% de hidratos
de carbono y 10-12% de proteinas) y la calidad de las grasas ingeridas (15-20%
de acidos grasos monoinsaturados, 7-10% de acidos grasos saturados y 6-8% de
acidos grasos poliinsaturados). Los alimentos que constituyen esta dieta
Mediterranea (frutas, verduras, pescado, frutos secos, legumbres, vino y el uso
regular de aceite de oliva como fuente de grasas) se asocian de forma inversa con
la aparicion y progresion de cardiopatia isquémica (Esposito K, 2004). Los efectos
beneficiosos que estos alimentos pueden ejercer sobre la salud cardiovascular son
diversos y la adherencia a este patron dietético se asocia con menor riesgo de
infarto de miocardio y mortalidad cardiovascular (Trichopoulou A, 2003; Martinez-
Gonzalez MA, 2002). Los estudios intervencionales se han centrado en demostrar
los efectos pleiotrépicos del aceite de oliva, componente mas caracteristico de la

dieta Mediterranea. Y han demostrado que el consumo de aceite de oliva regula el
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equilibrio oxidante/antioxidante (Weinbrenner T, 2004; Marrugat ], 2004),
disminuye los lipidos plasmaticos y la presion arterial, tiene efectos
antiinflamatorios, previene de la ruptura de la placa y la trombosis, y confiere
proteccidn frente a las arritmias malignas y fallo cardiaco (Pérez Jiménez F, 2002).

La adhesién a la dieta Mediterrdnea y a un estilo de vida saludable realizando
actividad fisica regular, evitando el tabaco y con un consumo moderado de alcohol
(fundamentalmente vino tinto) se asocia con una reduccién de la mortalidad global
del 50% (Knoops KT, 2004) y una reduccién del 82% de los acontecimientos
coronarios (Stampfer MJ, 2000).

Respecto al consumo de alcohol en la salud cardiovascular estudios
epidemioldgicos han sugerido la existencia de una correlacidon inversa entre el
consumo moderado de alcohol y la mortalidad total (Rimm E, 1992). Se ha
encontrado una asociacion en forma de J o de U entre el consumo de alcohol y la
mortalidad total. Esta evidencia epidemiolégica muestra que un consumo
moderado de alcohol resulta beneficioso en la proteccién frente a las
enfermedades cardiovasculares y un exceso produce efectos negativos a nivel
cardiovascular, como taquiarritmias, hipertension, miocardiopatia y fibrosis (Preedy
VR, 1993). En muchos estudios prospectivos y de cohorte (Framingham Study,
Honolulu Heart Study) se afirma que los consumidores moderados de alcohol
manifiestan una reduccién entre un 30% y un 50% del riesgo de enfermedad
cardiovascular respecto a los abstemios o los grandes bebedores. Esta dualidad de
los efectos del alcohol (beneficiosos respecto a indeseables), debida en parte a la
dosis consumida, ha suscitado también el interés de los investigadores en estudiar
los efectos de diferentes tipos de bebidas alcohdlicas y de sus componentes no-
alcohdlicos. De hecho, varios estudios epidemioldgicos han sugerido una fuerte
asociacion negativa entre el consumo de vino (1-2 vasos/dia) y el riesgo de
cardiopatia isquémica (Rimm E, 1992; Stampfer MJ, 1988). Estudios comparativos
de cohortes internacionales demuestran una menor mortalidad cardiovascular en
las poblaciones que habitualmente consumen vino respecto a las que consumen
otro tipo de bebidas alcohdlicas (St. Leger AS, 1979)

El vino tinto ha demostrado inhibir ex vivo la oxidacién de las LDL aisladas de
voluntarios sanos, incubadas con vino y oxidadas in vitro (Kondo K, 1994) y en LDL

aisladas de voluntarios sometidos a dieta de ingesta alcohdlica durante 2-4
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semanas (Whitehead TP, 1995). También afirman reducir la susceptibilidad del
plasma humano a la peroxidacion lipidica (Furhman B, 1995; Serafini M, 1998), y
elevar los niveles plasmaticos de HDL y apolipoproteina A-I (Lavy A, 1994). En
todos estos estudios la administracion de vino blanco o de etanol puro no mostrd
ningun efecto protector.

En lo que concierne a la aterogénesis existen evidencias clinicas y
epidemiolégicas de que el vino, a dosis bajas, produce reduccion de la
ateromatosis coronaria (Reed D, 1991) y de la ateromatosis carotidea (Kielch S,
1994). El alcohol también induce cambios en factores trombdticos tales como
inhibicion de la agregacién de las plaguetas (agregometria in vitro), la disminucion
de la concentracion de factor VIII, del factor VIII-von Willebrand (estudio ARIC) y
del fibrindgeno plasmatico (Pellegrini N, 1996). Por otra parte, la accién del alcohol
sobre el flujo coronario ofrece resultados experimentales conflictivos (aumento,
disminucién o no modificacién) dependiendo de las dosis de alcohol administradas
y de las condiciones experimentales (Demrow HS, 1995). Estudios realizados con
hamsters y conejos de experimentacion hiperlipémicos afirman que el vino tinto
reduce el area de la placa formada (daLuz PL, 1999).

Cabe pensar que no es uUnica o necesariamente el alcohol que contiene el vino
el responsable de que exista una menor agregabilidad de las plaquetas en quienes
lo consumen. Puesto que hay estudios comparativos de agregacion plaquetaria in
vitro en los que se obtiene el mismo porcentaje de disminucidn con una cantidad
de vino que contiene menos alcohol que el control. Lo que lleva a presuponer en un
efecto antiagregante debido a los componentes no alcoholicos del vino. En un
modelo experimental estandarizado de estenosis y abrasion endotelial coronaria,
aplicado a perros, se ha observado que el vino tinto en mayor grado, también el
mosto, aunque en menor grado y no el vino blanco disminuian los ciclos de
interrupcién del flujo sanguineo coronario provocado por trombos plaquetarios
(Demrow HS, 1995). Los investigadores concluyeron que los polifenoles presentes
en el vino tinto y en el mosto, pero ausentes en el vino blanco, tales como:
fitoalexinas y flavonoides (los cuales poseen efectos inhibitorios de las plaquetas in
vitro) ejercen una inhibicién de la agregacion de las plaquetas in vivo. El alcohol

puro también inhibe la funcion plaquetar, pero se necesitan concentraciones altas
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en sangre, muy superiores a las que se obtuvieron administrando vino en solucién
salina intravenosa (Demrow HS, 1995)

Los consumidores moderados de cerveza y licores del estudio Caerphilliy en
Gales (Gran Bretafia) muestran una disminucién de la agregabilidad plaquetaria a
la estimulacion con trombina (Renaud S, 1992), pero pasadas las 12 horas de
ayuno, previo a los analisis, las plaquetas presentan hiperagregabilidad. Este
fenomeno de rebote no se presenta en los granjeros franceses, bebedores de vino
(Renaud S, 1978) lo que sugeriria que son los polifenoles presentes en el vino los
que reducen la agregabilidad de las plaquetas.

Recientemente un estudio epidemiolégico danés ha relacionado a los
consumidores de vino tinto con la ingesta de una dieta mas saludable (fruta,
verdura, aceite de oliva, pescado, etc.) y cardioprotectora que la consumida por los

bebedores de cerveza (Johansen D, 2006).

Resumiendo, podemos afirmar que:

- Hay claras evidencias epidemioldgicas del efecto beneficioso que dosis
pequefias-moderadas de alcohol (especialmente vino tinto) ejercen sobre la
cardiopatia isquémica.

- Clinicamente el alcohol, especialmente a dosis elevadas y/o excesivas,
puede producir alteraciones cardiacas y un aumento de la mortalidad,
principalmente de las muertes violentas.

- La lesién ateromatosa, sustrato patoldgico fundamental de las ECV, tiene
unos mecanismos de formacion y presentacidon de complicaciones tromboticas

complejos que el alcohol y mas concretamente el vino tinto, pueden modificar.

Los mecanismos subyacentes a las interacciones entre el vino tinto, la lesidn
ateromatosa y la formacién y regulacién del trombo, deben ser investigados con
distintos abordajes para esclarecer los posibles mecanismos de prevencién de las
ECV.

- 72 - INTRODUCCION



Efectos de las estatinas en la prevencion cardiovascular

Multiples estudios angiograficos y clinicos han demostrado que el uso de
farmacos hipolipemiantes (estatinas, fibratos, acido nicotinico, etc.,) inhiben la
progresion de la aterosclerosis, reducen los infartos de miocardio y los eventos
coronarios.

De entre estos farmacos las estatinas (inhibidores de la HMG-CoA reductasa)
(Figura 8) han demostrado ser farmacos seguros, faciles de usar y se han
convertido en los mas recetados para disminuir el colesterol plasmatico y con ello

favorecer la estabilizacion y regresion de la placa ateroscleroética.
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Figura 8. Via de sintesis del colesterol. A partir del mevalonato y por accion de
3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) reductasa, se sintetiza de manera
enddgena colesterol. El colesterol también puede provenir del ingerido en la dieta,
gue es transportado por las LDL e incorporado a la célula a través del receptor de
LDL. La HMG-CoA reductasa puede inhibirse por el efecto de las estatinas y por un
mecanismo de retroalimentacion negativa del colesterol.

Los resultados clinicos han demostrado que los beneficios terapéuticos

obtenidos con el uso de las estatinas superan el esperado por la reduccién en los
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niveles de colesterol plasmatico, lo que sugiere que sus beneficios pueden ser
independientes al efecto hipolipemiante. Estos efectos independientes o
pleiotropicos de las estatinas explicarian la temprana eficacia clinica de estos
farmacos (en tres meses desde el inicio del tratamiento), tanto en prevencién
primaria (estudios MIRACL, WOSCOPS, CARE) como secundaria (4S; Cannon CP,
2004), a pesar de que los cambios en la placa aterosclerética requieren de uno a
dos afios de tratamiento.

Las estatinas incrementan la biodisponibilidad del NO (Dupuis J, 1999)
mediante el aumento de la eNOS, disminucidén del estrés oxidativo, aumento del
PAI e inhibiendo la endotelina-1, potente vasoconstrictor. También mejoran la
funcion endotelial mediante su efecto antioxidante. Las estatinas han demostrado
atenuar la proliferacion vascular inhibiendo las proteinas de uniéon GTP, Ras y Rho
(Crespo ], 2005) y reduciendo la proliferacion inducida por PDGF de las CML
vasculares (McFarlane SI, 2002; Takemoto M, 2001). Las estatinas se han visto
implicadas en la reduccién de la inflamacién asociada a la aterosclerosis mediante
inhibicion de moléculas de adhesion (Sparrow CP, 2001) y reduccidon de la
acumulacién lipidica en las CML (Llorente-Cortes V, 1998). Estudios con animales
hiperlipémicos han demostrado que las estatinas modulan la respuesta plaquetaria,
el desarrollo aterosclerético (Alfon J, 1999a y 1999b; Martinez-Gonzalez J, 2001) y
reducen el potencial trombodtico de la pared vascular (Camera M, 2002) resultando
en la reduccion de la formacion del trombo (Dangas G, 1999).

Desde el descubrimiento de las primeros inhibidores de la HMG-CoA
reductasa (estatinas), la investigacién farmacéutica ha evolucionado produciendo
diferentes compuestos: mevastatina, lovastatina (producto natural), simvastatina
(derivado semisintético de la lovastatina), pravastatina (bioderivado de la
mevastatina), fluvastatina, atorvastatina, cerivastatina y rosuvastatina (todas de
origen sintético). Todas estas estatinas producen un efecto cualitativamente similar
en el perfil lipidico, entre un 35 y 55% de reduccién del cLDL a las dosis maximas
recomendadas.

Probablemente los efectos pleiotropicos tienen lugar gracias al efecto de las
estatinas sobre otros 6rganos diferentes al higado, y se encuentren relacionados
con la biodisponibilidad del farmaco, la permeabilidad de la membrana y la

potencia de los metabolitos activos (Lennernans H, 1997).
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Entre las estatinas, la pravastatina ha demostrado repetidamente producir
beneficios clinicos y mejorar la supervivencia en prevencion primaria (WOSCOPS) y
secundaria (CARE). Y aunque su efecto hipolipemiante es menor que el de la
atorvastatina, su seguridad es similar a la del placebo y su amplia utilizaciéon en
pacientes requiere una investigacion de sus posibles efectos pleiotropicos. Lacoste
et al. (Lacoste L, 1995) demostré que reduciendo la hiperlipidemia con
pravastatina en pacientes hipercolesterolemicos con enfermedad coronaria estable
el riesgo trombdtico también disminuia. Pero en los estudios clinicos existe la
dificultad de separar los efectos relacionados con la disminucién de lipidos con las
respuestas no relacionadas (Palinski W, 2001). Se deben evaluar los efectos de la
pravastatina en la prevencién del riesgo trombodtico independientemente de sus
resultados hipolipemiantes y confirmar asi su uso beneficioso en la prevencion de
las ECV. Es por ello que se necesita un modelo que permita no disminuir el aporte
externo de colesterol, al contrario de lo que sucede en pacientes que modifican su
dieta a la par que reciben tratamiento.

El estudio de la pravastatina en el modelo porcino de hiperlipemia inducida
por la dieta nos permitird conocer si los efectos antitrombodticos se deben a una
reduccidon de los lipidos plasmaticos o se trata de uno de los llamados efectos

pleiotrépicos.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La hipercolesterolemia es cada vez mas prevalente en nuestra sociedad y
constituye un factor de riesgo importante en la aparicién de la enfermedad
isquémica y la mortalidad coronaria. No sdlo aumenta la generacién de LDLox,
facilitando su captacién por los macréfagos, sino que aumenta la reactividad de las
plaquetas circulantes incrementando el riesgo protrombatico. La
hipercolesterolémia activa las plaquetas y aumenta la sintesis de TXB, in vitro. Y es
sabido que las plaquetas tienen un papel fundamental en los procesos trombéticos,

sus manifestaciones clinicas y en el desarrollo de la enfermedad aterosclerdtica.

La reduccién del colesterol plasmatico disminuye el riesgo de eventos agudos
coronarios ya sea estabilizando la placa aterosclerética (reduce el contenido lipidico
y por tanto la vulnerabilidad), mejorando la funcién endotelial o reduciendo la
trombosis plaquetaria. Las primeras estrategias empleadas en la reduccidon del

cLDL son la modificacidon de la dieta y el tratamiento con farmacos hipolipemiantes.

La eficacia de las estatinas en la reduccién de los eventos cardiovasculares
se produce de forma rapida, en algunos ensayos clinicos detectandose a los 30 dias
después de iniciado el tratamiento. Dicha mejora clinica no se explica mediante
cambios en la placa aterosclerética. Es nuestra hipdtesis que las estatinas ejercen
sus efectos beneficiosos por mecanismos adicionales a la reduccién de los niveles
circulantes de colesterol, uno de los cuales es la inhibicién de la respuesta

plaquetaria a sustratos trombogénicos.

A pesar de los grandes avances en el tratamiento de la enfermedad
coronaria que permiten una mayor supervivencia de los afectados, en los proximos
aflos continuard siendo la primera causa de mortalidad en los paises
industrializados. Es necesario realizar un esfuerzo en la prevencion de la aparicion
de la enfermedad y continuar investigando en qué estrategias preventivas son
eficaces y por qué. Es nuestra hipdtesis que el estudio mecanistico de los efectos
de una ingesta moderada de vino tinto aportard mayor conocimiento para una

futura prevencion.
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Los objetivos de esta tesis se han dirigido a determinar la eficacia de las dos
estrategias principales de prevencion de la hipercolesterolemia (dieta y farmacos)
en la regulacion del riesgo trombdtico en un estado de hipercolesterolemia

inducida.

En concreto, son hipdtesis de esta tesis que:

1- El consumo moderado y diario de vino tinto reduciendo el riesgo
trombdtico contribuye a la reduccidn de eventos cardiovasculares que existen en
condiciones de hipercolesterolemia como las inducidas por una dieta con elevado

porcentaje de grasas saturadas.

2- La pravastatina contribuye a la reduccién de eventos cardiovasculares
mediante la reduccion de la trombogenicidad por mecanismos independientes a la

disminucion del colesterol plasmatico.

OBJETIVOS

1- Estudiar las propiedades antitrombéticas del consumo de vino tinto y de
la administracién de pravastatina, en el modelo porcino, utilizando el sistema de
perfusion con camaras ex vivo, que permite obtener distintos niveles de riesgo
trombdtico, modelando diferentes patrones de riesgo en la cardiopatia isquémica

(distintas velocidades de flujo).

2- Evaluar los posibles mecanismos moleculares de accién de ambas

estrategias sobre las plaquetas.

3- Evaluar el efecto de ambas estrategias en la pared vascular y caracterizar

el trombo formado sobre el sustrato vascular perfundido.
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METODOS

INDUCCION DE HIPERCOLESTEROLEMIA

Los estudios presentados en esta tesis se han realizado utilizando el modelo
porcino de hipercolesterolemia inducida por la dieta. El cerdo es un buen modelo
de estudio ya que desarrolla lesiones aterosclerdticas de manera espontanea. Tiene
muchas similitudes con la especie humana, incluyendo el tamafo y la distribucion
de las arterias, localizacion del engrosamiento de la intima en estado normal,
distribuciéon de las lipoproteinas plasmaticas y respuesta a las dietas hiperlipémicas
(Kim DN, 1984).

La dieta ofrecida a los animales durante noventa dias para inducir y
mantener la hipercolesterolemia es una dieta rica en colesterol segun el perfil de
la ingerida en los paises industrializados. El pienso se formula conteniendo 20% de
grasas saturadas afiadidas (sebo de ternera), 2% de colesterol y 1% de acido
colico que facilite la absorcién de los lipidos y los nutrientes necesarios para el

crecimiento del animal.

COMPOSICION NORMOCOLESTEROLEMICA HIPERCOLESTEROLEMICA
Materia Seca 89.90+ 0.59 86.15 £ 1.52
Proteina 22.04 £ 1.7 20.06+ 0.11
Carbohidratos 50.24 £ 2.5 29.84 +£1.47
Grasa 3.83 + 0.54 24.55 + 0.21
Fibra 5.66 + 0.35 5.20 + .012
Minerales 8.13 £ 0.44 5.81 £ 0.18

Tabla 4. Composicidn, en porcentaje, de las dietas ofrecidas a los animales.
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EVALUACION DEL RIESGO TROMBOTICO

Estudios de formacion de trombo mural en condiciones controladas de
flujo.

Para evaluar el efecto antitrombdtico del vino tinto y de la pravastatina se ha
estudiado la deposicion plaquetar, desencadenada tras perfundir sustratos
vasculares homdlogos en una camara de perfusion cilindrica o reactor de flujo
(Badimon L, 1987). El flujo de esta cdmara de perfusién es paralelo y parabdlico en
todo el recorrido. La velocidad de cizalladura (Y) con la que la sangre circulante
roza la pared arterial (montada en la cdmara) en el interior de la cdmara depende
directamente de la velocidad de la sangre (V) e inversamente del didmetro de la

camara (d) segun la siguiente formula:

Y= 8 x V/d

Con el fin de cuantificar el nimero de plaquetas que se depositan, se aisla
previamente una muestra de plaquetas de la sangre del animal, se marcan con un
isdtopo radiactivo (*''Indio-oxina) y se reinyectan al animal. Entre 18 y 24 horas
tras el marcaje radiactivo se considera que las plaquetas marcadas y reinyectadas

se han distribuido uniformemente por el cuerpo del animal.

Sustratos vasculares

La pared vascular de la aorta toracica porcina es la que se utiliza como
desencadenante de la deposicion plaguetar (trombo). Se han utilizado dos modelos
de lesion arterial: lesidén ligera que tiene una reducida trombogenicidad e induce
poca deposicion plaquetaria y lesion severa, mucho mas trombogénica que la
anterior e induce una gran deposicion de plaquetas en su superficie.

Las aortas de cerdo se han obtenido de mataderos locales recogidas en
tampon PBS en el momento del sacrificio de los animales. Tras limpiarlas vy
eliminarles parte de la adventicia se congelan a 20°C. El dia del estudio de
perfusion se descongelan a temperatura ambiente en tampén PBS y se cortan en
segmentos de aproximadamente 3 cm de largo, se abren longitudinalmente y se
cortan en segmentos de 1 cm de ancho. De esta manera una vez colocados los

sustratos dentro de la cdmara la sangre circulara sobre ellos en la misma direccion
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y en el mismo sentido en el que circulaba la sangre a través de la aorta en el
animal vivo.

El modelo de lesién ligera se obtiene tras congelar y descongelar la arteria
con lo que el endotelio se destruyen y queda expuesto el subendotelio. El sustrato
con lesiébn severa se obtiene separando mecanicamente el subendotelio vy

exponiendo la tunica media del vaso.

Marcaje de plaquetas

El Indio (In''') se emplea de forma habitual para el marcaje radiactivo de
plaguetas (Hawker R], 1978) y otras células sanguineas, como leucocitos (Doherty
PW, 1978) y granulocitos (Weiblen B], 1979). En este trabajo se ha utilizado la
oxina como quelante transportador del !'In. El marcaje de células aisladas con
11 se consigue incubando una solucién de !!'In-oxina con las células; este
complejo, que es lipdfilo, atraviesa la membrana celular. Posteriormente, se
produce una reaccién en la oxina, de modo que ésta se libera y el ''In queda
firmemente enlazado a proteinas intracelulares (Thakur ML, 1977). El marcaje de
plaguetas autdlogas se realiza entre 18 y 24 horas antes del experimento de
trombosis, para permitir una completa biodistribucién de las plaguetas marcadas.
Las plaquetas marcadas se re-inyectan al animal en las 2 horas posteriores a su
extraccién. El procedimiento del marcaje queda explicado en la metodologia de los

articulos.

Determinacion de la deposicion plaquetaria

En los trabajos presentados se han empleado dos tipos de camaras de
perfusidn para obtener las velocidades de flujo deseadas, 212 s (velocidad baja,
tipica de arterias coronarias ligeramente estenosadas) y 1690 s (velocidad alta,
modelo de arterias coronarias estenosadas) En el estudio con pravastatina se ha
empleado un reactor de flujo (cdmara) de segunda generacion; camara que
permite una velocidad de cizalladura (Y) de 212s™ con estenosis del 70% en la

zona central (Badimon L, 1991).
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Diametro del Area del Velocidad del | Velocidad de la Velocidad de
canal (cm) | canal (cm?) | flujo (mL/min) | sangre (cm/s) | cizalladura (1/s)
0,2 50 10 5,3 212
0,1 25 10 21,2 1690

Tabla 5. Dimensiones y propiedades reoldgicas de las cdmara de perfusiéon empleadas.

El sustrato vascular (10 x 30 mm) se coloca en el interior de la cdmara y
ésta se coloca en un bano a 37°C. Posteriormente, la cAmara se conecta mediante
tubos de silicona y polietileno a la arteria cardtida y a una bomba peristaltica. La
sangre sale impulsada por la bomba a velocidad constante y pasa primero por la
camara; a continuacion se recircula al animal por la vena yugular. Antes y después
de prefundir la sangre, se perfunde el substrato con PBS (60 y 30 segundos) con el
fin de limpiar y eliminar aquellas células que no estén firmemente adheridas a la

superficie vascular (Figura 9).
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Figura 9. Representacion esquematica de la cdmara de perfusion y del circuito
extracorporeo utilizado en el modelo porcino.

Una vez finalizada la perfusién, se fijan los substratos en paraformaldehido
4% y se determina la radiactividad presente en el substrato mediante un contador
de radiactividad gamma. Peridodicamente, se toman muestras de sangre en las que

se determina el nimero de plaquetas (plaquetas/mL), la radioactividad especifica
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(cpm/mL) y el porcentaje de lisis de las plaquetas. La lisis de plaquetas permite
determinar cambios en los niveles de radiactividad unida a plaqueta. Para ello, se
centrifuga un pequeno volumen de sangre (500 pL) durante 15 minutos a 6000
rom y se separa el sobrenadante del precipitado. Posteriormente se calcula la

proporcion de plaquetas no lisadas como:

Lisis (%) = (cpm pellet / (cpm pellet + cpm del sobrenadante)) x 100

El recuento radioactivo de los sustratos se normaliza teniendo en cuenta la
radiactividad en sangre y el numero de plaquetas; si conocemos el nimero de
plaquetas (plaquetas/mL) y la actividad en sangre (cpm/mL) podemos normalizar

la radioactividad por plaqueta (plaquetas/cpm).

METODOS - 87 -



- 88 - METODOS



ARTICULO I: “"MODERATE DAILY INTAKE OF RED WINE INHIBITS MURAL
THROMBOSIS AND MONOCYTE TISSUE FACTOR EXPRESSION IN AN
EXPERIMENTAL PORCINE MODEL". Circulation. 2004 FI=11.165
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Moderate Daily Intake of Red Wine Inhibits Mural
Thrombosis and Monocyte Tissue Factor Expression in an
Experimental Porcine Model

L. Casani, MS; E. Segales, MS; G. Vilahur, MS;
A. Bayes de Luna, MD, PhD. FESC; L. Badimon, PhD, FESC

Backgreund—Noderate consumption of red wine has been epidenuologically associated with a reduction 1 cardiovascular
disease, but its mechanism of action 1s not fully understood. The objective was to study whether the protective effects
of a daily intake of red wine (Tempranillo, 12.8% alcohol vol/vol) could be related to inhibition of thrombosis in an

experimental model of diet-induced hvperlipemia.

Methods and Results—For 100 days, animals were fed a western-type proatherogenic diet containing 2% cholesterol and
20% saturated fat. Three doses of red wine were studied (20, 30. and 40 g wine-ethanol/d) and compared with
placebo-control animals not taking any wine. Thrombosis under flow conditions was evaluated by radioisotopic
quantification of deposited platelets on damaged arteries. Changes in RhoA translocation in platelets and monocyte
tissue factor expression were also analyzed. Mural platelet deposition was significantly reduced in animals ingesting red
wine with their food. Expression of RhoA in the platelet cytoplasm (imnactive form) was increased in wme-fed animals.
Tissue factor mRNA expression in lipopolysacchande-stimulated monocytes was reduced i wine-fed animals. Total
cholesterol levels were not significantly different among groups.

Conclusions—Moderate red wine mtake significantly reduces platelet deposition triggered by damaged vessel wall,
partially explamed by inhibition of RheA translocation to the platelet membrane. Hence, a daily moderate intake of wine
seems to inhibit different pathways that converge in a reduced thrombotic risk on vessel wall injury. (Circulation. 2004;

110:460-465.)

Key Words: wine m thrombosis ® cardiovascular disease W tissue factor

oronary heart disease (CHD) is the leading cause of

death in the adult population in developed countries. The
cardiovascular benefits of red wine consumption have been
reported by different epidemiological studies.! Moderate
alcohol drinkers have lower CHD mortality than nondrinkers
or binge drinkers. It has also been described that the French
population has lower cardiovascular mortality than expected
despate 1ts high mngestion of saturated fats, which has been
called the French paradox 2 The mechanisms to produce these
beneficial effects are not clearly understood. A decrease n
LDL-particle oxidation.’ an increase of HDL cholesterol. a
favorable change in plasma lipid profile* a reduction of
vitro platelet aggregation.® or an anti-inflammatory action
have been proposed as candidate mechanisms.

Thrombosis on atherosclerotic lesions is the major cause of
clinical presentation of acute coronary syndromes, and al-
though ex wivo platelet aggregation has been used as a
surrogate marker and indicates platelet activation, it does not
properly indicate thrombosis because it uses Ca**-depleted

blood. The effects of wine on mural thrombosis triggered by
a thrombogenic vessel under characterized flow conditions
have not vet been analyzed. Therefore, the objective of our
study was to investigate whether red wine intake with a
controlled hyperlipemic western-type diet could reduce
thrombotic risk m a standardized flow model, using the
Badimon perfusion chamber and mimicking the thrombotic
risk elicited by acute plaque rupture and exposure of pro-
thrombotic surfaces to platelets. We have hypothesized that
red wine may exert a cardioprotective effect by inhibiting
thrombosis and platelet activity and found that moderate
intake of red wine induces significant mhibitory effects on
mural thrombosis triggered by damaged vessel wall.

Methods

Animal Model and Experimental Design

A total of 22 male, wlute commercial fixed-breed pigs (final weight,
07.83x0.88 ko) were used m this study. Amimals were fed a
western-type atherosclerotic diet. rich in saturated fatty acids (20%
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TABLE 1. Analysis of Red Wine Composition According
to Manufacturers

Parameter Value
Alcohol degree 12°87
Density 094
Tannins (including catechines), g/L 3.36
Anthecyanins, ppm 448
Resveratrol, ppm 1.75

beef tallow) and cholesterol (2% cholesterol), for 100 days. Animals
were housed individually, and water was provided ad libitum.

In a preliminary study, a group of animals (group A) received a
daily moderate dose of wine (30 g wine-ethanol/'d) and were
compared with a control group (group B). After completion of this
first study, results led to a second experimental design assaying 2
different doses of wine. Animals were divided into 3 groups: group
HD, recetving a moderate dose of wine equivalent to 40 g wine-
ethanol/d; group LD, a low dose, 20 g wine-ethanol/d; and group HL,
the hyperlipemic placebo control.

Red Tempranillo wine was provided by the Foundation for Wine
Research (Table 1). Red wine was administered once a day with the
daily chow (2.5% body weight). Animals were weighed individually
weekly, and daily chow and wine-ethanol dose were calculated. The
last wine dose was administered 24 hours before the thrombosis
assay.

A third and final study was performed fo analyze the thrombotic
response of acute mngestion of red wine m normolipemic animals.
Two pigs (60 kg body weight) were fed 1 single dose of red wine (40
g wine-ethanol) with chow intake just before the perfusion experi-
ment, and another 2 pigs were fed only commercial chow.

All procedures followed in the study were in accordance with the
American Heart Association guidelines for experimental research
and were approved by the Ethical Commmttee of the local
government.

Perfusion Chamber

At the end of the experimental period, thrombotic risk was assessed
by exposure of blood from studied animals to a thrombus-triggerning
damaged artery in the previously validated and standardized Badi-
mon perfusion chamber.” After an overmght fasting, animals were
tranquilized (8 mg/kg Stressnil, Esteve) and anesthetized (5 mg/'kg
pentobarbital, Braun Medical), and a carotid artery—jugular vein
shunt was established to place the Badimon perfusion chamber®
Blood was perfused through the chamber for 3 and 5 minutes and at
2 different shear rates of 212 s7! and 1690 s~ typical of patent or
mildly stenotic coronary arteries. Homologous porcine vessel wall
with 2 types of damage, severe (ruptured vessel wall) and mild
(eroded wvessel wall), was used as substrate. Perfusions were per-
formed both with native blood and after heparinization (50 IU/kg).

Ex Vivo Platelet Aggregation

Platelet aggregation was performed as previously reported.® using
ADP and collagen as agonists. Blood was obtained in sodium cifrate
(0.16 mol/L), and extent of aggregation was determuned in platelet-
rich plasma with an optical aggregometer (Aggrecorder-II) and in
whole blood with an impedance aggregometer (Chrono-Log).

Rho-A Expression

Platelets were obtained from blood gently dropped into plastic tubes
containing acid citrate dextrose. Platelet number was adjusted to
4:10° platelets and muxed with 100 pL of Iysis buffer (10 mmolL
Tris/HCL pH 7.5, 0.15 melT KCL 2.9 mmolT. PMSF. 0.1 mmol/L
DTT, 10 pmolL leupeptin, 1350UT aprotimn. 1% Triton), then
sonicated for 10 seconds and centrifuged at 900g at 4°C for 15
minutes. Platelet subfractionation was performed as described ®
Equal amounts of platelet cytoplasm and membrane protein were
subjected to SDS/PAGE and transferred onto nitrocellulose mem-
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Figure 1. Total platelet deposition (PLT10%cm?) of nonhepa-
rinized blood over severely damaged vessel wall at 2 different
shear rates, 212,57 (n=9, group A; n=9, group B) and 1696 s~
(n=9 per groug). Black bars, hyperlipemic contrel animals;
hatched bars, wine-treated animals. *Significantly different
(P=<0.05).

branes (Bio-Rad). The membranes were incubated with anti-RhoA
monoclonal antibody (1:200) (Santa Cruz Biotechnology), then
incubated with anti-mouse immunoglobulins (1:10 000). Antibody
visnalization was performed by a chemmiluminescent method (Super-
Signal, Pierce).

Blood and Plasma Determinations

Blood was withdrawn by venipuncture from the ear marginal vein in
fasting animals at baseline and at days 15, 30, 50, 75, and 100 of the
study.

Blood cell counting (System-9000, Serono-Baker Diagnostics)
and coagulation parameters (ST4 coagulometer, Diagnostica-Stago)
were followed up. Blood alcohol concentration was determined by
use of an alcohol dehydrogenase assay kit (332-UV) according to the
manufacturer’s instructions (Sigma Chemical). Liver enzymes, total
cholesterol. HDL cholesterol. and triglycerides were defermined
enzymatically (Kodak Ektachem DT, Eastman Kodak Co).
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Figure 2. Perfusions with nonheparinized blood. Perfusions
were run for 3 minutes over mildly and severely damaged vessel
wall, at 212 57 (n=16 per group) and 1696 s~ (n=16 per
group). Black bars, hyperlipemic contrel animals; hatched bars,
hyperlipemic with 40 g wine-ethanol/d animals; open bars,
hyperlipemic with 20 g wine-ethanol/d animals. *Significantly
different (P=0.05), HD group vs HL group, and tsignificantly dif-
ferent (P=0.05), LD group vs HL group.
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Figure 3. Rate of platelet deposition (platelet deposition [PLTx10%cm?®)/minute of perfusion). A, Perfusions on mildly damaged
vessel wall at low (n=44 per group) and high (n=44 per group) shear rate; B, perfusions on severely damaged vessel wall at low
(n=44 per group) and high (n=44 per group) shear rate. Continuous lines, hyperlipemic control animals; interrupted lines, hyperli-
pemic with 40 g wine-ethanol’d animals; lines and points, hyperlipemic with 20 g wine-ethanol/d animals. “Significantly different
(P=20.05), HD group vs HL group, and tsignificantly different (P</0.05), LD group ws HL group. C, Perfusions on mildly damaged
vessel wall at low (n=20 per group) and high (n=20 per group) shear rate; D, perfusions on severely damaged vessel wall at low
(n=20 per group) and high (n=20 per group) shear rate. Continuous lines, normolipemic animals; interrupted lines, normolipemic
animals fed 1 dose of red wine (40 g wine-ethanol). *Significantly different (P</0.05), wine-fed animals vs normelipemic animals.

LDL Oxidation

Lipoprotein oxidation capacity was analyzed in EDTA-collected
blood. Samples were obtained at the end of the perfusion experiment
and in the control study at baseline and 30, 50, and 120 minutes after
red wine administration. LDLs were iselated by sequential ultracen-
trifugation. !t and oxidation was induced by copper as described.12
Lipoprotein oxidation was also analyzed by thiobarbituric acid-
reactive substances.

Tissue Factor Expression in Induced Monocytes
Blood collected in sodium citrate from normolipemic animals fed
with and without 40 g wine-ethancl was used to obtain monocytes by
an elutriation centrifuge. Elutriated monocytes were harvested on
RPMI 1640 medivm with Glutamax-1 {Gibco) overnight and then
adhered on 100-mm plastic dishes (Falcon) and nduced with
lipopolysaccharide (LPS) (10 pg/10¢ cells). Four hours later, super-
natants were aspirated and centrifuged; dishes were scraped with
Tripure (Boehringer Mannheim Corp) and processed to obtain RINA
by conventional techniques. The centrifuged supernatants (700g, 5
minutes) containing nonadherent cells were also dissolved with
Trpure.

Tissue factor (IF) mRNA and a control GAPDH mRNA were
amplified in semiquantitative reverse transcription—PCR analysts.
RNA (0.5 pg) was reverse-transcribed in a final 15-uL reaction
muxture, performed at 42°C for 1 hour. cDNA (1 pL) was amplified
in a total 25-pL reaction. The specific oligonucleotides selected for
TF amplification were as follows: sense, 3'-AGAGTTC-
ACACCTTACCTGGA-3" and antisense, 5'-AGTTTTC-
TCCTTTATCCACAT-3"; for GAPDH, sense. 5'-GTCACCAGG-
GCTGCTTTTAA 3' and antisense, 5'ACGGAAGGCCATGC-
CAGTGA 3'. Amplification of TF was performed by 35 cycles of
05°C for 2 minutes, 35°C for 40 seconds, and 72°C for 1 minute,
followed by a final extension of 72°C for 10 munutes. A ratio of

TE/GAPDH was used to normalize TF values. PCR products were
resolved by electrophoresis in 1.5% agarose gels stained with
ethidium bromide.

Data Analysis

Multiple group means were compared by single-factor or multiple-
factor ANOVA, followed by Fisher's protected least sigmificant
difference and Scheffé’s F test. Results are expressed as
mean+SEM. and a value of P<0.05 was considered sigmificant.

Results

Thrombotic Response and Ex Vivo

Platelet Aggregation

The thrombotic response to severely damaged vessel wall
was sigmficantly decreased in the group ngesting 30 g
wine-ethanol/d of red wine at both high and low shear rates
(Figure 1).

Platelet deposition also showed a statisticallv significant
reduction with 20 and 40 g wine-ethanol/d in native blood
perfusions over mildly and severely damaged vessel wall and
at both shear rate conditions (Figure 2)

When heparinized blood was used, the inhibitory effects of
red wine on platelet deposition were clearly significant in
severely damaged substrates (P<:0.05) at high and low shear
rates in perfusions of 3 and 5 minutes (Figure 3B). In eroded
vessel wall. because of the low levels of platelet deposition
(platelet adhesion). the reduction was significant (P<<0.05)
only at a low shear rate (Figure 3A), whereas results did not
reach significance at high shear rate.

METODOS - 93 -



Im le 2Zm 2¢ 3m_3c Jm_ 2m
RhoA
21kd - — — —

1m le 2Zm 2c Im 3¢ Im Ic
RhoA | e -— s R
21kd

Im 1¢ 2Zm 2¢ 3m 3¢ Im lc
RhoA

- — == e
21kd

Figure 4. Western blotting of Rhod protein. Platelets obtained
at end of perfusion experiment were subfractioned in cytoplasm
() and membrane (m). Blotting membranes were enposed for 1
minute to evidence RhoA protein expression in platelet mem-
brane. After overewposition of these blotting membranes, only
platelet cytoplasm of high-dose animals was expressed (picture
not shown). 1, Hyperlipemic control animals; 2, hyperlipemic
with 40 g wine-sthanol/d animals; 3, hyperlipemic with 20 g
wine-athanol/d animals.

Normolipemic animals fed a unique dose of red wine
showed only a significant decrease (P=20.03) of platelet
deposition 1n perfusions over severely damaged vessel wall at
low shear rate (Figure 3D) compared with normolipemic
animals not taking any wine.

Ingestion of these light to moderate doses of red wine did
not cause any significant reduction m either whole bleod or
platelet-rich plasma aggregation ex vivo induced by collagen
or ADP (data not shown).

Rho-A Protein Translocation

The expression of RhoA protein in the platelet membrane
(active form) showed a reduction in groups ingesting wine
(Figure 4). RhoA protein in platelet cytoplasm (mnactive form)
was increased 1 groups ingesting the high dose of red wine
(40 g wine-ethanol/d) compared with the hyperlipemic pla-
cebo group (data not shown).

Blood and Plasma Determinations
Red wine mtake did not produce any significant difference in
brochemical parameters, blood cell counts, or platelet counts.

TABLE 2. Plasma Lipid Composition

Total HOL Mon-HOL
Cholesteral, Cholesterol, Cholesterol,
ma/dL ma/dL mgsdL
Group A (n=3) 515.07£52.27 69.79+5.63 430642517
Group B (n=3) 407.43+36.56 50.57+4.90 323.03+45.50
Group HD (n=4) 333.5x4511 55+8.51 27314423
Group LD (n=4) 538£47.14% 86.5+6.55% 43474011
Group HL (n=4) 4154722 555+4.13 355.2+51.90
Normolipemic (n=4) 645+578 B0.75+1.31 2042+546

Values were obtained at the end of the experimental period. Group A, 30 g
wine-ethanol/d; group B, control group; group HD, 40 g wine-ethanol/d; group
LD, 20 g wine-ethanol/d; group HL, hyperlipemic placebo group.

*Significantly different, P<0.05 group LD vs group HD and group HL.
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TABLE 3. Oxidation of LDL Particles

Group HD Group LD Group HL
Max CD, nmol/mg 258.9+11.3 16746£18.6"F  285.23x39.1
protein
Lag time, min 356226 58.25+12.01* 48.58+8.14
Vma= ), 8.13+0.68 3.85x0.51"F 821x1.2
nmakmin~'-mg
protein ™"
TBARS, nmaol 10.39+0.37 49910 502x1.11%
MDA/mL

Max DC indicates maximal diene concentration; Vo= CD, maximal velocity of
formation of conjugated dienes; TBARS, thiobarbituric acid—reactive sub-
stances. Group HD, 40 g wine-ethanal/d; group LD, 20 g wine-ethanol/d; group
HL, hyperlipemic placebo group.

*Significantly different, P<<0.005 group LD vs group HD.

tSignificantly different, P<-0.005 group LD vs group HL.

1Significantly different, P<<0.005 group HL vs group HD.

Liver enzymes were increased by the hypercholesterolemic
diet (baseline AST. 3242 U/L, and ALT, 41+3 U/L; hyper-
lipemic AST. 649 U/L, and ALT. 68+9 U/L, P<0.05).
Interestingly, wine-fed hyperlipidemic animals did not show
any impairment i liver enzymes (AST, 512 U/L [HD]. and
58+9 U/L [LD]; ALT, 34.25+6 U/L [HD], and 6513 U/L
[LD]). No detectable levels of ethanol were found in blood as
expected. because the last red wine ingestion was the day
before the experimental procedure.

Plasma levels of total cholesterol and HDL cholesterol
were significantly increased in the LD group (Table 2).

LDL Oxidation

The LDL oxidation, measured as maximal conjugated dienes,
was significantly lower (P<-0.0015) 1n the LD group than in
the HL group (Table 3). Lag time was not sigmficantly
increased by red wine ingestion. The maximal velocity of
conjugated diene formation was significantly reduced for the
LD group but was not affected in the HD group with respect
to the control group. The thiobarbituric acid—reactive sub-
stances test confirmed the lower oxidative capability of LDL
from the group LD respect to the HD group (P<0.001). No
differences in these parameters were found for normolipemic
ammals fed or not fed red wine.

Tissue Factor Expression in Induced Monocytes
Quantification of DNA resulting from the reverse transcrip-
tion—PCR for TF showed that isolated peripheral blood
monocytes, differentiated by adhesion, from wine-fed ani-
mals have both a lower TF mRNA content and a lower
capacity to induce TF mRNA expression in the presence of
LPS (Figure 5).

Discussion
Our results demonstrate that chronic intake of red wine with
meals mduces a significant mhibitory effect of platelet
deposition on damaged vessel wall and that this mhibitory
effect 15 more evident with the high dose of wine than with
the lower doses. One single dose of red wine in association
with the meal in normolipemic animals showed a reduction in
platelet deposition. although it did not reach significance in
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Figure 5. Effect of red wine consumption in induction of TF mRNA in LPS-induced monocytes. Monocytes were obtained by elutriation
of citrated blood of animals studied. Elutriated monocytes were harvested overmnight and induced for 4 hours with LPS extract (10
1010 cells), then processed to obtain RNA. Black bars, normolipemic animals fed commercial chow; hatched bars, normolipemic ani-
mals fed 1 dose of red wine (40 g wine-ethanol). *Significantly different (P<0.05), wine-fed animals vs normolipemic animals.

all conditions tested. These results indicate that moderate
mtake of red wine could exert a beneficial antithrombotic
effect.

Thrombotic risk in the control hyperlipemic animals in-
creased with perfused lesion severity, perfusion time, and
shear rate conditions. as described previously.!®> Groups
mngesting red wine showed the same platelet deposition
pattern but with lower growth, suggesting that the reduction
in platelet deposition will probably be the result of a passi-
vation effect of red wine in platelets. There 1s evidence that
flavonoids present in red wine inhibit cAMP and cGMP
phosphodiesterases,'* increasing platelet levels of cAMP and
cGMP. As a result, platelet cytosolic calcium ([Calit?) levels
would decrease, reducing the level of in vivo platelet activity.
Activation of platelets implies different responses, mcluding
shape change adhesion. aggregation. and secretion. Shape
change of platelets could be regulated by both calcium-
dependent and -independent pathways.!316 We have found
that red wine ingestion reduced the translocation of RhoA
nto membranes (active site), accompanied by an increase in
the levels of cytoplasmic FhoA (inactive), corresponding to a
reduction in platelet deposition.

Alcohol and polyphenols have been shown to inhibit in
vitro plateler aggregation when added to platelets obtained
from healthy volunteers and challenged with thrombin and
ADP. However, the high concentrations required (>>130
pmol/L) are not reached by feasible moderate intake of
wine.!” Alcohol intake has also been shown to affect platelet
activity indirectly, through an HDL-mediated stimulation of
the production of prostacyclin, and inhibit the production of
thromboxane A,. perhaps by inhibiting platelet cyclooxygen-
ase activity.1819 or may be promoting an increase in platelet
membrane fluidity. Nevertheless, a diet rich in saturated fat,

like that ingested by our animals, reduces platelet surface area
and membrane fluidity compared with platelets from normo-
lipemic animals 2% This could be the reason why the ingestion
of red wine cannot significantly reduce platelet aggregation in
our study, results that are in concordance with those found by
Rand et al?! using thrombin as aggregating agent.

This study also shows for the first time that ingestion of red
wine reduces TF expression in LPS-stimulated monocytes
from normolipemic animals. Resveratrol. a wine phenolic
component. showed inhibitory effects on TF expression mn
human endothelial cells and monocytes in in vitro studies
using high doses of the isolated compound ??

In the pathogenesis of atherosclerosis, modified LDL
particles may become oxidized. then promoting foam-cell
formation and enhancing the atherosclerotic lesion.* Antiox-
idant therapies had been proposed to stop or delay this
process. Phenolic compounds of the red wine had been shown
to exert these activities in vitro2* and in vivo,232¢ but in vivo
studies are performed with healthy volunteers ingesting about
400 mL of red wine for only 2 or 4 weeks ™ In our
hyperlipemic experimental model. the group ingesting a low
dose of wine (LD group) showed better changes i oxidative
parameters than the groups ingesting the higher amount of
wine. In vivo, the antoxidant protective effect of red wine
can be overshadowed by the pro-oxidant effect of the ethanol
present i wine, and m groups ingesting 30 and 40 g of
alcohol, the antioxidant protective effect of polyphenols may
be overshadowed by the pro-oxidant effect of ethanol. The
balance between alcohol and polyphenols of a wine may be
critical for its in vivo effect on LDL. The wine used in the
study contains high amounts of resveratrol (76 wmolL) and
catechins (3.36 g/L). phenolic compounds with demonstrated
cardioprotective effects.27228 A moderate and regular con-

METODOS - 95 -



sumption of red wine could lead to a modification of cell
function that 15 evidenced in the beneficial effect of red wine
on the thrombotic response.

Considering that thrombosis 15 an integral part of athero-
sclerosis and coronary artery disease, it 15 possible that the
decreased risk of CHD associated with moderate mtake of red
wine could be caused by a combination of vascular and
antithrombotic effects. The ability of red wine to reduce
thrombotic risk, the reduction in monocyte TF expression, the
reduction in membrane Fho-A protein translocation, and the
global antioxidant effect are major steps to confirm that a
moderate intake of red wine can be included as a real
cardioprotective factor. Results obtained in oxidative modi-
fication of LDL indicated that a low mngestion of red wine,
preferably a wine rich in polyphenols, is better than a higher
amount of wine, whereby the pro-oxidant effects of ethanol
are overshadowing the beneficial effects. Interestingly, the
platelet aggregation response to wine-ethanol has been shown
to differ according to the type of diet.***® We have demon-
strated that a moderate dose of red wine taken with a diet rich
1in saturated fats 15 able to produce beneficial antiatherothrom-
botic effects. Therefore, patients at risk, especially those with
an exclusive western diet, will recerve the most benefit from
the moderate red wine intake.

Limitations of the Study

With the expenimental design used 1n this study, we can only
draw conclusions about the antithrombotic effects of the
chronic intake of a moderate amount of red wine. We cannot
identify whether alcohol or nonalcoholic components of red
wine are the protective components or whether mgestion of
white wine or hard alcoholic beverages (spirits) will produce
effects similar to those of red wine.
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En este apartado se muestran resultados que no se incluyeron en el primer
articulo presentado y cuya informacion pone de manifiesto beneficios colaterales
asociados al consumo moderado de vino tinto en condiciones de

hipercolesterolemia.

OBJETIVOS

Estudio inmunohistoquimico de la composicion del trombo desarrollado sobre

el sustrato vascular perfundido con sangre de los animales en el estudio.

Estudio histolégico de las lesiones aterosclerdticas en la pared arterial

(arterias coronarias y arteria aorta abdominal) de los animales del estudio.

METODOS

ESTUDIO DE LA DEPOSICION AXIAL

Despues de contabilizar la radioactividad total de los sustratos perfundidos
cada sustrato se orienta con respecto al flujo sanguineo que ha circulado por él y
se divide en cinco secciones. Las secciones de entrada y salida (2 mm) se
descartan. Las secciones restantes (de 7 mm cada una) corresponden a diferentes
perfiles del flujo local: a (proximal), b (medial) y c (distal) se vuelven a contar por

separado y se calcula su contribucién al contaje total.

ESTUDIO DE LA COMPOSICION DEL TROMBO

Tras el recuento radioactivo final la seccion central o fragmento b se procesa
para realizar estudios de inmunohistoquimica del trombo formado. El segmento se
fija en paraformaldehido al 4%, se crioprotege con sacarosa (2.3 mols/L) y se
congela sobre hielo seco en OCT (Tissue-Tek, Miles Inc. U.S.A). Con la ayuda de un
criostato el segmento b se corta longitudinalmente en secciones de 5 mm y se

monta sobre portaobjetos previamente gelatinizados para ser utilizado en estudios
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de inmunohistoquimica. Como anticuerpos primarios se utilizaron
anticuerpos policlonales antifibrinogeno (DAKO, A080, Dinamarca) y antiplaquetas
(pabBP19, desarrollado en nuestro laboratorio). Los anticuerpos secundarios
fueron: inmunoglobulinas de cabra anti-ratdn conjugadas con FITC (F0479, Dako,
Denmark) e inmunoglobulinas de cerdo anti-conejo conjugadas con TRITC (R156,

Dako, Denmark).

ESTUDIO EN LA PARED VASCULAR

Tras el sacrificio de los animales se extrajeron las arterias coronarias vy la
aorta abdominal (de la cual se separd el tronco iliaco y la porcion de aorta

interrenal) y se fijaron en paraformaldehido al 4%.

Extension de la lesion en la aorta abdominal. Los segmentos
interrenales (4 cm) se tifileron con la solucién de Herxheimer y la extension de la
estria grasa presente se calculd con un analizador de imagenes (Visilog, Noesis,

Francia).

Engrosamiento de la intima en la arteria coronaria descendente
izquierda y en el tronco iliaco. Tras fijarse con paraformaldehido los tejidos se
crioprotegieron con sacarosa y se incluyeron en OCT sobre hielo seco. Con el
criostato se obtuvieron cortes transversales de 5 mm de grosor. Los tejidos se
tineron con tincién de Masson que permite la identificacion y cuantificacion de las
estructuras vasculares y realizar un analisis morfométrico posterior. Con la ayuda
de un analizador de imagenes (Visilog, Noesis, Francia) se obtuvieron las
siguientes medidas: area del lumen (L), area rodeada por la |lamina eldstica interna
(LEI) y area rodeada por la lamina elastica externa (LEE). Con ellos se calcularon
los parametros: (1) area de la intima, | = LElI — L; (2) area de la media, M = EEL
— IEL; (3) ratio intima-media, 1/M; (4) % de estenosis, [I/(L+1) ]x100.

Los cortes también se tifleron usando la tincion de ORO (oil-red-o0) que

permite evaluar el contenido lipidico de las lesiones.
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RESULTADOS

Los estudios inmunohistoquimicos permiten observar una ligera diferencia en

cuanto a la cantidad de fibrina y plaquetas depositada sobre los sustratos
perfundidos (Figura 1).

Hipercolesterolémica Hipercolesterolémica Hipercolesterolémica

control + 40q alcohol/dia + 20g alcohol/dia

Anexo I-Figura 1. Microfotografias representativas del trombo formado sobre pared
vascular con lesidon severa al perfundir con baja velocidad de cizalladura (212/s) la
sangre de los animales hiperlipémicos control e hiperlipémicos tratados con vino (40 y
20g alcohol/dia). La fibrina aparece tefida en verde y las plaquetas en rojo. L, indica
luz vascular.

No hubieron diferencias significativas en la evolucion de las lesiones en la
aorta abdominal (tronco iliaco), debido al corto tiempo de evolucién del modelo
experimental (Tabla 1).
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Dieta % lesion

Hipercolesterolemica control 22.03+4.5

Hipercolesterolemica
+ 20g etanol/dia
Hipercolesterolemica
+ 40g etanol/dia

17.83+8.1

20.99+8.6

Anexo I-Tabla 1. Porcentaje de extension de la
estria grasa en los fragmentos de aorta analizados
en los animales del estudio. El valor se obtiene
con la siguiente férmula: (drea lesion/area
total)*100.

El analisis morfométrico del tronco iliaco muestra datos similares a los anteriores,
no hay un cambio importante en los pardmetros estudiados. El contenido en

lipidos de las lesiones tampoco difiere de manera significativa entre grupos.

area area ratio %

T
intima media I/M lesion 2t A

Dieta

Hipercolesterolemica

1.3+0.46 11.7+£0.24 0.124 12.5+5.8 | 57.1+£5.9
control

Hipercolesterolemica

; ; . 4.3+0.73 12.2+0.11 0.359 | 22.6+2.8 | 61.4+5.58
dosis baja de vino

Hipercolesterolemica

: ) 1.91+0.23 12.03+0.07 | 0.158 12.9+2.2 | 50.2+3.74
dosis alta de vino

Anexo I-Tabla 2. Parametros calculados en los cortes histoldgicos de troncos iliacos a partir del
analisis morfométrico practicado con la tincién tricrdmica de Masson. El area que ocupan la
intima y la media se expresa en cm?. El % de tincién indica la cantidad de lipido presente en el
corte histologico (tincion Qil-red-o)

Los mismos resultados se obtienen en las arterias coronarias. No existen

diferencias significativas entre los grupos de animales estudiados.

area area ratio

0, 14 0, i P
intima media I/M % lesion | % tincion

Dieta

Hipercolesterolemica

0.7+0.39 0.2+0.03 0.294 13.3+6.2 | 18.3+5.8
control

Hipercolesterolemica

. , . 1.2+0.42 0.2+0.07 0.589 20.4+6.9 | 31.6%+6.19
dosis baja de vino

Hipercolesterolemica

. . 0.28+0.07 0.01+0.06 0.237 9.03+1.6 | 7.5+2.77
dosis alta de vino

Anexo I-Tabla 3. Parametros calculados en los cortes histoldgicos de arterias coronarias a
partir del analisis morfométrico practicado con la tincion tricromoca de Masson. El area que
ocupan la intima y la media se expresa en cm?. El % de tincién indica la cantidad de lipido
presente en el corte histoldgico (tincién Qil-red-o)
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Hipercolesterolémica Hipercolesterolémica Hipercolesterolémica
control + 40qg alcohol fdia +20qg alcohol fdia

Anexo I-Figura 2. Tronco iliaco (A) y arteria coronaria izquierda descendente (LAD) (B) de los
animales del estudio; hipercolesterolémicos (n=4 animales), hipercolesterolémicos con vino (40g
alcohol/dia) (n=4 animales), hipercolesterolémicos con vino (20g alcohol/dia) (n=4 animales).
Tincion tricrdbmica de Masson (arriba) y tincion Oil-Red-O (abajo). Cortes histoldgicos
respresentativos de los animales de cada grupo, tomadas con lupa a 8X (tronco iliaco) y con
microscopio a 4X (LAD).
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ARTICULO II: “"PRAVASTATIN REDUCES THROMBOGENICITY BY MECHANISMS
BEYOND PLASMA CHOLESTEROL LOWERING"”. Thrombosis & Haemostasis.
2005; FI=4.464
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Platelets and Blood Cells

Pravastatin reduces thrombogenicity by mechanisms beyond

plasma cholesterol lowering

Laura Casani, Sonia Sanchez-Gomez, Gemma Vilahur, Lina Badimon
Cardiovascular Research Center, CSIC-ICCC, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, UAB, Barcelona, Spain

Summary

Inhibitors of 3-hydrexy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase
are widely used in the management and prevention of cardiovas-
cular disease. In addition to its major activity, plasma lipid lower-
ing, statins have shown a wide spectrum of additional effects that
may contribute to their benefits in the prevention of cardio-
vascular disease. Our objective was to study whether treatment
with a statin, pravastatin, could reduce thrombosis triggered by
damaged vessels without changing plasma cholesterol levels. A
cholesterol-clamp animal model was developed by feeding swine
for 100 days on an hypercholesterolemic (HL) diet;in the last 50
days, they were randomly assigned to receive either placebo
(HLC) or pravastatin (5mg .kg'. day") (HLP) in addition to the
hypercholesterolemic diet. A normocholesterolemic control

Keywords
Hypercholesterolemia, statins, thrombosis, pravastatin, platelets

group (NLC) was simultaneously studied. There were no signifi-
cant differences in total cholesterol, LDL and HDL plasma levels
between the two groups; however, mural thrombosis triggered
by both an eroded and disrupted vessel wall was significantly in-
hibited by pravastatin (P<0.05).Axial dependence analysis of pla-
telet deposition revealed that pravastatin treatment reduced the
increase in platelet deposition associated to the shear rate in-
crease at the stenosis.Additionally, pravastatin treatment signifi-
cantly reduced platelet membrane RhoA expression (P <0.05)
and vascular wall tissue factor (TF) protein expression (P <0.05).
In addition to its lipid lowering effects, pravastatin can reduce
blood thrombogenicity by mechanisms independent of plasma
cholesterol lowering.

Thromb Haemost 2005; 94: 1035-41

Introduction

Statins are widely and successfully used in lipid-lowering ther-
apy (1, 2). Clinical results with statins strongly suggest that the
beneficial effects obtained with these drugs might also be related
to factors beyond systemic lipid lowering (3, 4). These choleste-
rol-independent effects of statins may contribute to their benefits
and explain the early onset of clinical efficacy. Indeed, changes
in plaque mass require between one and two years (5), while
clinical benefit is evidenced sometimes as early as 3 months after
initiation of treatment {6). Statins have shown a broad spectrum
of activities, including inhibition of cell proliferation, improve-
ment of endothelial function, inflammation, stabilization of
atherosclerotic plaque, and enhancement of fibrinolysis (3, 7, 8).
Although conflicting findings on the effect of different statins on
the inhibition of platelets have been reported when tested in vitro
(9, 10), a direct relation between reduction of plasma lipids and
reduction of thrombotic risk has been established (11-13); how-
ever, a direct effect on thrombosis triggered by damaged arterial

wall independent from changes in plasma lipid levels has not
been proven. Indeed, statins have been shown to reduce biom-
arkers of platelet activation (14, 15) and platelet adhesion to in-
testinal venules ( 16) independently of cholesterol lowering, buta
direct functional inhibitory effect on thrombus growth on da-
maged arterial wall as in atherothrombosis has not been studied.
Statins have been shown to reduce TF expression in aorta
(17) and in macrophage-rich atherosclerotic plaques (18, 19) in
hypercholesterolemic rabbits. This glycoprotein, which was in-
itially circumscribed to the extrinsic blood coagulation pathway,
has shown extensive functions in vascular biology. TF has an im-
portant role in the atherothrombotic process since TF content of
the plaque seems to predict plaque thrombogenicity (20).
Among statins, pravastatin has repeatedly been shown to pro-
duce clinical benefits and improve survival in primary (1) and
secondary prevention (2, 21-24). Although it has recently been
shown that pravastatin efficacy in lowering plasma lipids and
CRP levels is lower than that of atorvastatin (23), its safety pro-
file and positive results in thousands of patients (24) requires the
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investigation of its mechanisms of action. Therefore, the objec-
tive of our study was to experimentally evaluate in hypercholes-
terolemic animals the effects of pravastatin on mural thrombosis
triggered by both eroded and ruptured vascular wall at shear rate
conditions of stenotic arteries (70%) in an experimental model of
human resemblance using the Badimon perfusion chamber. We
have found that without reducing plasma lipid levels {ina choles-
terol clamp), pravastatin treatment significantly inhibited throm-
bus formation on both eroded and damaged vessel walls and re-
duced the translocation of RhoA to the platelet membrane. The
expression of TF in the vascular wall was significantly reduced
in the pravastatin treated animals.

Methods

Study design
Pigs (female, fixed crossbreeding, initial body weight
27.8+1.1kg) were fed a cholesterol-rich diet (2% cholesteral; 1%
cholic acid; 20% beef tallow) for 100 days (hypercholestero-
lemic group, HL). The hypercholesterolemic diet was adminis-
tered during the first 50 days to induce sustained hyperlipemia
derived from cholesterol absorption and, thus, diminishing cho-
lesterol synthesis. Then, pigs started an oral daily treatment with
pravastatin (Smg/kg) (n=4; HLP) or placebo (n=6; HLC) for the
last 50 days of the hvpercholesterolemic diet. A group of four
animals was fed a commercial chow (normocholesterolemic
group, NLC, n=6) for the same period of time. Pigs were bled at
baseline and at days 25, 50, 75, and 100 of the study, for haema-
tological and biochemical determinations. At the end of the ex-
perimental period thrombotic risk (TR) was assessed by expo-
sure of blood from studied animals to a thrombus triggering da-
maged artery in the previously validated and standardized Badi-
mon perfusion chamber (25). Animals were afterwards euthan-
ized by an overdose of intravenous KCI (2 mols/L) and coronary
arteries and aorta collected and preserved for further analysis.
All procedures performed in this study were in accordance
with institutional guidelines and followed the American Physio-
logical Society guidelines for animal research.

Plasma biochemistry, coagulometry, and haematology
Blood samples were collected in sodium citrate (0.16mols/L)
and used for hematological (System 9000, Serono-Baker Diag-
nostics, USA), coagulation (ST4, Diagnostica Stago, France)
and biochemical analysis (Kodak Ektachem DT, Eastman Kodak
Company, USA).

Total cholesterol (TC), HDL-cholesterol (HDL), and trig-
lycerides (TG) were determined using a biochemical auto-ana-
lyzer (Ecktachem DT, Kodak) and LDL-cholesterol (LDL) was
indirectly calculated as described (26).

Evaluation of thrombotic risk

A sample of blood was withdrawn from studied animals and their
platelets were isolated, labelled with indium oxine-111 (!'In)
{Amersham Biosciencies) as previously described (27) and in-
jected in the animal. The following day, thrombotic risk (TR ) was
assessed by exposure of blood from studied animals to a throm-
bus triggering damaged artery in the perfusion chamber. Pigs

were tranquilized (8 mg/kg, Stressnil®, Esteve, Spain), anesthe-
tized (5 mg'kg, Pentobarbital®, B. Braun, Spain), mechanically
ventilated, catheterized and heparinized (50 Ulkg IV bolus and
continuous infusion of 50 UL . kg'!. h”!, Liquemine®, Roche Ltd.,
Switzerland} (28). A carotid artery-jugular vein shunt was estab-
lished to place in the perfusion chamber. Blood was perfused
through the chamber for 5 and 10 minutes. Non-parallel local
flow conditions on the perfused vessel mimicking a vessel steno-
sis of 70% were analyzed (29).

To evaluate the effect of pravastatin on blood thrombogenic-
ity a homologous porcine vessel wall with two types of damage
were used as triggering substrates: aortic subendothelium
(model of erosion) and mechanically ruptured vessel wall (tuni-
ca media, model of severe injury) (27, 30, 31). Several per-
fusions were performed per animal. At the end of the perfusions
the vessels were fixed in 4% paraformaldehyde solution, and de-
posited platelets counted in a gamma-counter, and transformed
into millions of deposited platelets per surface unit (total platelet
deposition, TPD) as previously described (28). Additionally, in
each vessel the axial dependence of platelet deposition (ADPD)
was analysed. In brief, after total counting, fixed perfused speci-
mens were oriented with respect to flow and divided into five
segments. The first and the last segment (2 mm each) were dis-
carded; the remaining three sections corresponded to a different
local flow profile with the central segment () corresponding to
the area of stenosis. These segments were individually counted in
the gamma counter and the number of platelets deposited on
every segment calculated (ADPD).

Western blot analysis of platelet activated RhoA

Before perfusions, a sample of blood was collected in ACD (acid
citrate dextrose) solution from each animal to measure platelet
membrane RhoA expression. Washed platelets were homoge-
nised in a lysis buffer with protease inhibitors. Platelet subfrac-
tionation was performed as described (27). Western blot analysis
was performed using twenty-five micrograms of total platelet
protein and blotted onto nitrocellulose membranes (Bio Rad,
USA). Blots were incubated with monoclonal antibodies anti-
human RhoA (Santa Cruz Biotechnology, USA). Bound anti-
body was detected by using the appropriate horseradish per-
oxidase conjugated antibody. Signals were detected with the
Super Signal chemiluminescent detection svstem (Pierce, USA)
on a standard X-ray system.

Immunochistochemistry of thrombi

Perfused substrates were fixed in 4% paraformaldehyde sol-
ution, cryoprotected with sucrose (2.3 mols/L) and frozen over
dry ice in OCT (Tissue-Tek OCT Compound 4583, Miles Inc.
USA. Segment b was cut longitudinally with a cryostat in serial
sections of 5 m, mounted on gelatinized slides and used for im-
munohistochemistry as previously described (32). A polyclonal
anti-pig platelet antibody (pabBp4) developed in our laboratory
(33). and a monoclonal anti-pig fibrin antibody (5F3) (fragment
E of fibrin) (kindly given by Prof. P. Gaffney) were used as pri-
mary antibodies. A FITC-conjugated goat anti-mouse immunog-
lobulins (F479, Dako, Denmark) and TRITC-conjugated swine
anti-rabbit immunoglobulins (R156, Dako, Denmark) were used
as secondary antibodies.
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Effects on vascular wall

In order to obtain information on the effects of treatment on the
vascular wall, tissue sampling was performed following a
rationale based on atherosclerosis development in the porcine
model and processing requirements. Thoracic aortas develop
fatty streaks while abdominal aortas and coronaries develop
thickened lesions. Consequently, after euthanasia, the heart and
the aorta are excised and processed. The heart and thoracic aorta
were fixed and the abdominal aorta was frozen in liquid nitrogen,
as described below. Two investigators worked in parallel to ob-
tain the samples simultaneously in order to avoid tissue damage.

Extension of lesion in the thoracic aorta

Segments (4 cm in length) from the thoracic aorta were always
excised from the same area (between 4™ and 6™ intercostal ar-
teries) and fixed in 4% buffered-paraformaldehyde solution.
Fixed aorta segments were stained using the Herxheimer’s sol-
ution (34). Extension of the fatty streak lesions was measured
with an image analyser ( Visilog, Noesis, France).

Intimal thickening of the coronary lesions

Segments from the proximal left descendent coronary artery
(LAD)(same area inall animals) were quickly dissected after eu-
thanasia. The arteries were fixed, cryoprotected, OCT-included,
and transversally cut as described above. Tissues were stained by
Masson's trichrome method to identify and quantitate vascular
structures by morphometric analysis. The following parameters
were measured with an image analyzer (Visilog, Noesis,
France): lumen area (L), area surrounded by internal elastic
lamina (IEL), and area surrounded by external elastic lamina
(EEL). Then, the following parameters were determined: (1)
Intimal area =1=1EL —L; (2) Medial area =M =EEL -1EL: (3)
Intima to media ratio=I/M: and (4) % stenosis = [I/(L+I) ]x 100.

Characterization of the coronary arteries

LAD sections were stained by Oil Red-O to evaluate lipid con-
tent of lesions. Fibrinogen, smooth muscle cells (SMC) and mac-
rophages were detected by immunohistochemistry. A polyclonal
anti-human fibrin(ogen) antibody (Sigma Immunochemicals,
F9902), a meonoclonal anti-human SMC d-actin antibody
(M851, Dako, Denmark), and a polyclonal anti-pig macrophages
antibody (pabBp46) developed in our laboratory (33), were used
as primary antibodies. FITC-conjugated anti-mouse and TRITC-
conjugated immunoglobulins were used as secondary anti-
bodies, to detect fibrinogen and SMC: macrophages were de-
tected using FITC-conjugated goat anti-rabbit inmunoglobulins
(T1262, Sigma Immunochemicals, USA).

Vascular wall tissue factor expression

Abdominal aortas were dissected, a segment from the celiac ar-
tery to the iliac bifurcation was excised, separated in layers (inti-
mal and media) and frozen (-80°C). Afterwards, tissues were
homogenized in lysis buffer with protease inhibitors. Western
blot analysis was performed using twenty-five micrograms of
protein from the intimal layer. Blots were incubated with an anti-
rabbit TF polyclonal antibody ( American Diagnostic, No. 4513).
Bound antibody was detected by using the appropriate horserad-
ish peroxidase conjugated antibody. Visualization was perform-

ed by a chemiluminiscent method (SuperSignal®, Pierce, USA)
using the Chemi-Doc (Bie-Rad, USA) acquisition system.
Quantification of signals was performed with Quantity 1-D
(Bio-Rad, USA) analysis software.

Ex vivo and in vitro platelet aggregation

Platelet aggregation was performed at baseline (before starting
treatment), 50 days after the initiation of the study, and at the end
of the study in sodium citrate (0.16 mols/L) collected blood as
previously described (27, 35). The extent of aggregation was de-
termined in platelet rich plasma (PRP) with an optical aggrego-
meter (Aggrecorder-II, Menarini, Italy) and in whole blood
(WB) using an impedance aggregometer (Chrono-Log, Chrono-
log, USA). Increasing doses of ADP and collagen were used as
agonist agents.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed by a Kruskal Wallis test fol-
lowed by the Mann-Whitney-U test to assess specific group dif-
ferences. Linear regression and Spearman correlation analysis
for parametric and nonparametric values, respectively, were per-
formed to study the relationship between lipids and platelet de-
position, intimal thickness, and fatty streak aortic coverage. Re-
sults are expressed as mean+SEM and P<0.05 was considered
significant.

Results

Biochemical data and evolution of plasma lipid levels
The hypercholesterolemic diet induced an increase in plasma le-
vels of total cholesterol, HDL, LDL and VLDL-cholesterol, but
triglycerides levels remained unchanged (HLC: 25£9 mg/dL;
HLP: 37+0 mg/dL: NLC: 47+11 mg/dL). Lipid levels in hyper-
cholesterolemic animals were not modified by pravastain treat-
ment. At sacrifice no differences were observed between both
hypercholesterolemic groups (Fig. 1). All haematological and
biochemical values (except for the lipid profile) were within the
normal range throughout the study.

Evaluation of thrombotic risk
Pravastatin treatment significantly reduced (F<0.05) total pla-
telet deposition when compared to the placebo group, in per-
fusions triggered by both eroded and disrupted vessel wall (Fig.
2). In axial analysis, pravastatin treatment significantly reduced
(=0, 05) the shear-induced platelet deposition on the area of
maximal stenosis (segment b) compared to the placebo group
(Fig. 4). Mural platelet deposition triggered by blood from the
control normocholesterolemic animals was significantly lower
than that induced in the hypercholesterolemic placebo animals.
Levels of RhoA in the platelet membrane, determined by
Western blot, were significantly reduced in the pravastatin
treated group (P<0.05) (Fig. 3).

Platelet aggregation

There were no effects of diet or treatment in collagen and ADP
induced platelet aggregation in PRP and WB. Similar results
were obtained in the three groups in all evaluated periods (data
not shown).
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Figure 2: Effect of hypercholesteroclemic diet and pravastatin
treatment in platelet deposition. Eroded (A) and disrupted (B)
vessel wall perfused at shear rate conditions mimicking stenotic vessels
(70% stenosis) for 5 and 10 minutes. Results are shown for normocho-
lesterolemic control animals (NLC, N=32 (®)), hypercholesterolemic
animals treated with pravastatin (HLF, N=2|(H)), and hyperchalestero-
lemic animals treated with placebo (%) HLC, N=34). [* P <0.05 vs.
HLC: P <0.05 vs. NLC].
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Figure |: Effect of hypercholesterolemic diet and pravastatin
treatment on lipid profile. Changes in Total cholesterol (A) HDL-
cholesterol (B) and LDL-cholesterol (C) are shown. Hypercholestero-
lemic animals after 50 days of high-cholesterol diet feeding were ran-
domly assigned to a group treated with placebo and a group treated
with pravastatin. [*P<0.05 vs. Hypercholesterolemic animals, 1 P<0.05
vs. HLC. § P <0.05 vs. HLP].

Immunochistochemistry of perfused vessel wall
Fibrin(ogen)(green) and platelets (red) deposition on eroded and
ruptured vascular wall are shown in Figure 5. Pravastatin treat-
ment reduced the mass of deposited platelets, but there was no
effect on fibrin(ogen) deposition.

Figure 3: Analysis of RhoA protein expression A) Vestern blotting
of Rhed protein in platelet membrane B) Quantification of RhoA
protein expression in platelet membrane. Normocholesterolemic
control animals (WLC, n=4), hypercholesterclemic animals treated with
pravastatin (HLP, n=4), and hypercholesterolemic animals treated with
placebo (HLC, n=6). [* P <0.05 vs. HLC].

Effects of diet and treatment on the vascular wall
While normocholesterolemic animals did not show fatty streaks
in the thoracic aorta, the aortic surface of hypercholesterolemic
placebo (10.8% £ 4.2) and hypercholesterolemic treated with
pravastatin (5.6% £ 2.4) animals did show fatty streak lesion de-
velopment. Extension of fatty streak coverage positively cor-
related with plasma levels of LDL cholesterol (1*=0.62, P=0.05).
Intimal thickening lesions were found in the LAD (Fig. 6 A,
B, C) for both hypercholesterolemic groups. Pravastatin treat-
ment showed a small reduction in stenosis (HLC: 19.6+5.6%;
HLP: 13.64£8.7%) and reduced intima/media thickness ratio
(HLC: 0.3810.12; HLP: 0.23£0.15) but changes did not reach
significance. At this early stage of plaque development lipid in-
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Figure 4: Effect of hypercholesterolemic diet and pravastatin
treatment in axial dependence of platelet deposition (ADPD).
Eroded (A, B) and disrupted (C, D) vessel wall perfused at shear rate
conditions mimicking stenotic vessels (70% stenosis), for 5 (A, C) and 10
(B, D) minutes. Results are shown for normocholesterolemic control
animals (NLC, N=32 (®)), hypercholesterclemic animals treated with
pravastatin (HLP, N=21(H)), and hypercholesterolemic animals treated
with placebo ((#) HLC, N=34). [*P<0.05 vs. HLC; + P <0.05 vs. NLC;

£ P <0.05 vs. axial a and ¢; § P <0.05 vs. axial c]

Hypercholesterolemic Hypercholesterolemic
placebo group pravastatin treated group

Eroded
Veasel

Figure 5: Representative microphotographs (x200) of throm-
bus formed on eroded and disrupted vessel wall perfused at
shear rate conditions mimicking stenotic vessels (70% stenosis)
for 5 minutes. Platelets are shown in red and fibrin in green. L: lumen.

filtration (Fig. 6 E. F), intimal SMC (Fig. 6 K, L), minor infil-
trates of fibrin(ogen) (superficial) (Fig. 6 K, L), and macro-
phages (Fig. 6 H, 1) could be found in the hypercholesterolemic
animals. Normocholesterolemic control animals did not show
infiltrates of cells nor proteins in the intima (Fig. 6 D, G, J).

pravastatin troated group

placebo group

Masson's
Trichromic

Oll Red-0

Ma-green

SMC-green
Fg-red

Figure 6: Immunohistochemistry of perfused vessel wall A-C)
Representative histological sections (x20) of left descendent coronary
artery (LAD) stained using Masson’s trichrome technique. D-F) Repre-
sentative microphotographs of sections of LAD (x200) stained for lipids
(red) using Oil Red-O technique. G-L) Representative sections of LAD
(x200) stained by immunohistochemistry; Macrophages stained in green
(G-H) and fibrin{ogen) stained in red (J-L). L, lumen,; i, intima.

Aspreviously reported in other animal models with other sta-
tins, TF protein expression in the intima of the abdominal aorta
was significantly (P<0.05) lower in the pravastatin treated group
(36.5£19.5 AU) than in the placebo group (148133.6 AU).

Discussion

It has been previously reported using the Badimon perfusion
chamber that pravastatin reduces blood thrombogenicity in hy-
percholesterolemic patients and that the effect was associated
with lipid lowering (12, 13). Our objective in this study has been
to test the hypothesis that pravastatin could also have an effect
non-attributable to plasma cholesterol reduction. Thrombosis
was triggered by damaged vessels at flow shear rate conditions
typical of stenotic (70%) arteries. Here we show that pravastatin
significantly reduces blood thrombogenicity without a concomi-
tant reduction in plasma lipid levels. Indeed, this effect was not
accompanied with a reduction of total plasma cholesterol or
LDL cholesterol. These results indicate that the inhibition of pla-
telet thrombus growth is also regulated by factors other than the
reduction of plasma cholesterol. RhoA membrane translocation
was reduced in the pravastatin treated group indicating a pass-
ivation effect in platelet activation, a mechanism that could con-
tribute to the observed effects. By inhibiting mevalonate syn-
thesis, statins affect the synthesis of other important isoprenoid
intermediates that induce posttranslational modification of a
variety of proteins (36), including small GTP-binding proteins
Rho, Ras and Ras-like proteins (37). Each member of the Rho
family serves specific functions in terms of cell shape, motility,
secretion. and proliferation (38). The adhesive function of many
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integrins is regulated in part by RhoA activation, which leads to
the assembly of actin-myosin stress fibres and focal adhesions.
Effects of statins in RhoA have been described previously in vas-
cular cells (39—41).In platelets, RhoA translocation is essential
to induce platelet shape change prior to activation (42), and we
have previously shown that RhoA membrane translocation is in-
hibited by NO donors that inhibit platelet deposition (27). Thus
inhibition of the mevalonate pathway by statins can interfere
with translocation of platelet RhoA from cytoplasm to mem-
brane, passivating platelet activation and function.

[n previous experimental studies, inhibition of the increase in
cholesterol levels by concomitant administration of a choleste-
rol-rich diet and statins to normocholesterolemic animals, re-
duced platelet deposition in association to a reduced lipid level
increase (11). In the present study animals received a choleste-
rol-rich diet for 50 days to render them hypercholesterolemic and
then the group was randomly distributed into a group treated
with pravastatin and another treated with placebo for 50 addi-
tional days. The long term feeding with a chelesterol-rich diet
produced a cholesterol clamp model based on intestinal choles-
terol absorption with the consequent abrogation of the choleste-
rol biosynthesis pathway. Hence, statins (inhibitors of synthesis)
were not effective in changing plasma levels.

In this study, platelet deposition on the damaged vascular
wall was inhibited by sustained pravastatin treatment for 50 days.
Inhibition of platelet deposition was achieved on both tvpes of
lesions, eroded and ruptured vessels. As shown in the immuno-
chemistry studies the prevalent mechanism of inhibition of
mural thrombosis was through the reduction of platelet deposi-
tion without effects on fibrin monolayer deposition. The effects
of inhibiting the increase in cholesterol levels, induced by a hy-
percholesterolermic diet, by statins was previously evaluated in
porcine (11) and rabbit (43) models. The experimental designs of
those studies differed from the cholesterol-clamp model used
here because cholesterol levels did not increase in statin treated
animals as in controls, and the length of the induced-dietary
changes was much shorter. Similarly rheological conditions
were different because discrete laminar shear rates (212/s and
1690/s) without stenosis were used (11, 43). At any rate, in the
different conditions tested by using the perfusion chamber. it has
been demonstrated that lowering cholesterol (both in humans
and in experimental models) associates with passivation of pla-
telets deposition on damaged vessels (11-13, 43).

On the other hand, ex vivo platelet aggregation induced by
ADP or collagen was not altered by pravastatin. {n vitro aggre-
gation requires blood collection in citrate that depletes Ca** from
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the sample and analyzes the platelet response to a single agonist.
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term treatment with pravastatin or another statin remains to be
investigated.
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Las complicaciones trombdticas son la principal causa de morbilidad y
mortalidad en la aterosclerosis y enfermedades cardiovasculares. La
aterotrombosis es una enfermedad dindmica y progresiva a la que contribuyen la
disfuncién endotelial, la inflamacién y la trombosis subsiguiente. Su evolucidn
silente se prolonga, en la mayoria de los casos, durante afios en los cuales la luz
arterial va disminuyendo por acumulacion de grasas en las células espumosas en la
pared, migracién y proliferacion de CML que secretan MEC al medio y por la
formacion de pequefios trombos. Las manifestaciones clinicas de la aterotrombosis
se presentan cuando se ven implicadas las arterias coronarias, las arterias

carotidas extracraneales o la vasculatura de las extremidades inferiores.

Los valores anormalmente altos de colesterol en plasma estan directamente
relacionados con la enfermedad coronaria y con el inicio y desarrollo de la
aterosclerosis. Es por ello que se considera un factor de riesgo principal y se
insiste a la poblacidn a disminuir sus niveles, ya que por cada 1% de reduccion del
colesterol en sangre logrado, el riesgo de un ataque al corazén llega a disminuir

en un 2 %.

Ademas de la influencia de la dieta sobre la enfermedad cardiovascular
(principalmente dietas ricas en grasas saturadas o hidrogenadas), existen otros
factores que también influyen, como la vida sedentaria, la obesidad, menopausia,
el exceso de triglicéridos, la hipertension arterial, diabetes, hipotirodismo, habito
de fumar, etc. Por esta razén las terapias indicadas a pacientes a los que se les
debe reducir el colesterol incluyen cambios en el estilo de vida (mejoras en la

alimentacidn, ejercicio fisico) y la administracién de farmacos hipolipemiantes.
En los ultimos afios, los avances en el diagndstico y tratamiento de las

enfermedades cardiovasculares han permitido aumentar la supervivencia de los

afectados. Pero la prevalencia de la enfermedad sigue aumentando.
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La tesis doctoral que se presenta se ha centrado en el estudio de las dos
primeras estrategias de prevencion cardiovascular y sus efectos en la complicacion
trombdtica. Los beneficios que pueden obtenerse con su aplicacién permitirian
reducir la prevalencia de eventos coronarios ya que ambas estrategias actuan a
través de diferentes mecanismos que convergen en una reduccién del riesgo

trombotico.

La camara de perfusién Badimon, sistema ex vivo, ha sido el disefio
experimental utilizado en el presente trabajo para evaluar la eficacia de estas
estrategias preventivas en la reduccidon de la deposicién plaquetar (formacién del
trombo). Este sistema, ampliamente utilizado en el drea cardiovascular (Badimon
L, 1986; Fernandez-Ortiz A, 1994; Badimon JJ, 1999; Lev EI, 2004; Osende ]I,
2004; Schecter M, 2000), supone un paso obligado para la comprension de los
mecanismos que participan en la trombogénesis (ya que permite modular la
mayoria de los parametros, sobre todo las condiciones de flujo y el sustrato
reactivo), asi como para la evaluacidon de posibles agentes antitrombdticos (Hanson
SR, 1998).

La ventaja principal del estudio de la deposicién plagquetar en una cadmara
de perfusidon (sistema ex vivo) sobre los sistemas de agregacion in vitro, tales
como la turbidimetria (en PRP) o impedancia (sangre total), es el permitir el
modelado de las condiciones de flujo que existen in vivo; asi, hay interacciones
plaqueta-plaqueta o plaqueta-vaso que solo ocurren a velocidades de cizalladura
determinadas, mientras que en la agregacion in vitro la velocidad de cizalladura es
arbitraria, los agonistas son exdgenos y la sangre es recogida con anticoagulantes,

lo que disminuye la presencia de calcio libre.

En relacion a los sistemas in vivo (induccion de una lesién vascular que
simule la aterosclerosis o una lesiéon producida tras la rotura de una placa y
modelos de reduccion del flujo coronario), su principal ventaja es que permiten
controlar no sélo la velocidad de cizalladura (determinada por el grosor del canal),

sino también el vaso que se expone. Por el contrario, estas mismas variables no
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pueden ser controladas en los experimentos in vivo, ya que no pueden evaluarse

los procesos de vasoconstriccion y vasorelajacion.

En cuanto a posibles inconvenientes de este modelo ex vivo, uno de los
principales seria el hecho de que, en los sistemas de perfusion extracorpéreos, es
necesario heparinizar al animal para evitar la activacion del sistema de
coagulacién. No obstante, la heparinizacién controlada, a un nivel determinado de
aPTT no altera la deposicién de plaquetas ni el fibrindgeno respecto a los valores
basales (Badimon L, 1986).

La utilizacién del modelo porcino con hipercolesterolemia inducida por la
dieta permite el control de muchos parametros que en los estudios de intervencién
con voluntarios o en los estudios retrospectivos pueden desviar los resultados, asi
como la induccion de un medio mas trombogénico y similar al de los pacientes con

riesgos.
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ARTICULO I: “Moderate daily intake of red wine inhibits mural thrombosis and

monocyte tissue factor expression in an experimental porcine model”.

Los resultados presentados en el articulo demuestran que el consumo
moderado de vino tinto junto a las comidas inhibe de una manera significativa la
deposicidn plaquetaria sobre pared vascular dafada. El efecto inhibidor se muestra
de manera mas efectiva administrando una dosis de 40g alcohol/dia que con una
dosis mas baja (20g/dia) aunque no hay diferencia estadisticament significativa
entre ambas dosis estudiadas.

La deposicién plaguetar aumenta dependiendo de la severidad de la lesion y
del tiempo de perfusidn y siempre hay una deposicidon de plaquetas mayor en las
perfusiones a alta velocidad de cizalladura que en las de baja velocidad, tal y como
se ha descrito anteriormente (Badimon L, 1986). La misma distribucion
dependiente del tiempo se ha observado en los grupos que ingieren vino, pero en
una cantidad menor, lo que sugiere que la reduccién en la deposicidon plaguetaria
es, probablemente, debida a un efecto de pasivacion de la actividad de las
plaquetas mas que a otros factores relacionados directamente con la cascada de
coagulacién.

Es probable que los polifenoles presentes en el vino sean los responsables de
este efecto inhibidor. Se ha descrito que diferentes flavonoides modifican el
metabolismo del cAMP mediante la inhibicién de la actividad de la fosfodiesterasa
(Landolfi R, 1984). También se ha demostrado que el resveratrol y diversos
flavonoides, son capaces de inhibir el aumento de la concentracién de Ca®*
intracelular libre ([Cali®**), tras la activacion de la plaqueta por diferentes
agonistas. El aumento del [Cali** es esencial en el proceso de agregacidn
plaquetar. Los polifenoles pueden actuar inhibiendo la movilizacion interna de Ca?*,
desde el reticulo endoplasmatico, o inhibiendo el influjo del Ca*" extracelular al
interior de la plaqueta (Dobrydneva Y, 1999) una vez esta activada por agonistas.
Esta disminucién en la disponibilidad total de [Cali** limita, entre otros, la
activaciéon de RhoA (y también Rab4) impidiendo asi los cambios citoesqueléticos y
la secrecién de los granulos densos (Rab4) (Heger CD, 2004); procesos que se
traducen en una disminucion de la deposicidn plaquetar. En nuestro estudio hemos

encontrado que el consumo de vino tinto reduce la expresion de RhoA en la
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membrana plaquetar (forma activa) vy la incrementa en el citoplasma (forma
inactiva), lo que apoyaria esta teoria de la “pasivaciéon” de las plaquetas. RhoA es
esencial en el cambio conformacional de la plagueta tras su activacion, asi que la
reducciéon de la expresion de RhoA en su forma activa en la membrana de la
plagueta en los animales que ingieren vino nos induce a pensar en un efecto
reductor de la actividad de la plaqueta inducido por el vino.

El alcohol y los polifenoles han demostrado inhibir la agregacién plaquetar.
En nuestro estudio la agregacion plaquetaria no muestra diferencias entre los
grupos, aunque hay cierta tendencia en los animales que ingieren vino a presentar
una menor reactividad de las plaquetas. La ingesta de alcohol también afecta la
actividad plaquetaria indirectamente a través de una estimulacién de la
prostaciclina, un potente vasodilatador y antiagregante, mediada por HDL. Los
flavonoides inhiben la produccion de Tromboxano A; tal vez inhibiendo la actividad
de la ciclooxigenasa (Mower R, 1984) o tal vez promoviendo un aumento de la
fluidez de la membrana de la plaqueta. De todas maneras una dieta rica en acidos
grasos saturados, como la ingerida por los animales del estudio, disminuye la
fluidez de la membrana plaquetar; ésta puede ser la razén por la cual el vino no
disminuye la agregacion plaquetaria en nuestro estudio. El estudio Lyon Heart (de
Lorgeril, 1999; 1999b) controla pacientes que han sufrido un infarto miocardico y
los divide segun la dieta que ingieren, mediterranea o industrializada con vino. No
han encontrado diferencias en la agregacion plaquetaria entre ambos grupos, pero
hipotetizan que en la dieta tipica de paises desarrollados (Western Type), rica en
grasas saturadas, el vino “normaliza” el efecto negativo de las grasas. Nuestros
resultados apoyan y extienden dichos resultados clinicos. La utilizacidon del sistema
de la cdmara de perfusién permite que el sistema de coagulacidon pueda activarse
con lo que es posible observar todos los aspectos de la trombosis y su contribucién
a la deposicién plaquetar. Analizando la agregacién plaquetar, solamente se utiliza
un agonista de un determinado receptor o un inductor de una determinada via de
activacion, sélo podremos observar los efectos del vino sobre un Unico agente y no
podremos comprobar las interacciones ni la totalidad del efecto.

Nuestro estudio demuestra por primera vez que el consumo de vino reduce
la expresion de FT en mondcitos activados por LPS. En estudios anteriores se habia

demostrado el efecto del resveratrol en la expresidon de FT en células endoteliales
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humanas o en estudios in vitro utilizando elevadas dosis del compuesto (Di Santo
A, 2003). Estos resultados son importantes ya que muestran una disminucion del
estado protrombadtico general gracias a la ingesta de vino. El FT circulante se situa
en la zona de desarrollo del trombo donde contribuye sustancialmente en la
activacién plaguetar mediante la generacion de trombina. El tipo y tamafio de la
lesién vascular puede influenciar la deposicién y activacion del FT circulante y en
consecuencia en el crecimiento del trombo.

La reduccidon de los niveles plasmaticos de colesterol ha sido la piedra
angular en la prevencion de las enfermedades cardiovasculares. Estudios
epidemioldgicos han relacionado el consumo moderado de vino tinto con un efecto
antioxidante del suero y de las LDL, aumentando ademds la concentracidn
plasmatica de HDL en los bebedores moderados (Lavy A, 1994). Los estudios de
intervencion realizados con individuos sanos y normolipémicos (Deschamps V,
1999) muestran unos resultados controvertidos con respecto al consumo de
bebidas alcohdlicas ya que no pueden controlar totalmente el grado de ingesta de
alcohol, la actividad fisica o los habitos particulares de los participantes. A pesar de
ello, los estudios mantienen la teoria de una ingesta moderada de vino tinto, mejor
gque un exceso o0 una abstinencia, reduce el nivel de cLDL y aumenta el de cHDL
(Rimm EB, 1999; Zhang QH, 2000). En nuestro estudio hemos encontrado que el
consumo de vino no aumenta ni reduce de manera significativa el cHDL, ni el CT, ni
el LDL. De todas maneras, si analizamos el Indice de Riesgo Aterogénico
(cLDL/cHDL) los animales con ingesta diaria de vino muestran una clara reduccion
de este valor lo que indica que el vino puede ejercer también un efecto beneficioso
en el perfil lipidico. Aunque este cambio no explicaria todos los beneficios
observados por el consumo de vino tinto. Recientemente se ha demostrado que el
incremento de los niveles de HDL sélo explicaria el 50% de los efectos beneficiosos
del consumo de vino tinto, el otro 50% podria estar relacionado con la disminucion
de la oxidaciéon de las particulas LDL, cambios en la actividad de las plaquetas,
reactividad del endotelio, etc.

En la patogénesis de la aterosclerosis las particulas LDL se oxidan e inducen
la formacidon de células espumosas que aumentan la formacién de la lesién. Las
terapias antioxidantes se han propuesto como tratamiento a este fendmeno vy los

compuestos fendlicos del vino han mostrado su capacidad antioxidante in vitro
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(Frankel EN, 1993; Miyagi Y, 1997; Meyer AS, 1997) e in vivo (Whitehead T,
1995). Aunque también se han realizado estudios con individuos sanos durante un
periodo de 2 6 4 semanas (Fuhrman B, 1996; van Golde P, 1999) en los cuales el
efecto pro-oxidante del etanol es predominante sobre el antioxidante de los
fenoles. En nuestro modelo de dislipemia experimental hemos encontrado
resultados cuanto menos que controvertidos. El grupo que ha ingerido la dosis baja
de vino tinto presenta una reduccion en la cantidad de dienos conjugados formados
y una reduccién en la velocidad de formacion de éstos; la absorbancia maxima
(utilizada para calcular Max DC) y la pendiente muestran también una reduccion
estadistica, pero el Tiempo de Latencia, aun mostrando una clara reduccién, no
llega a la significancia estadistica. En los grupos que ingieren mas cantidad de vino,
y por tanto de alcohol, los efectos antioxidantes de los polifenoles del vino pueden
estar enmascarados por los pro-oxidantes del alcohol, de manera que la mejoria en
los parametros oxidativos no es tan evidente. Estos resultados concuerdan con los
encontrados por Xia (Xia J, 1998) utilizando un modelo dislipémico en rata. En
consecuencia, el balance entre el contenido alcohdlico y polifendlico del vino puede
ser critico para los efectos beneficiosos in vivo sobre las LDL.

Tras los 100 dias de dieta y consumo de vino tinto es de destacar que los
parametros hematoldgicos estudiados (RBC, HTO, MCV, MCH, HGB, WBC), asi
como los bioquimicos (AST, ALT, CREA, BUN) y de coagulacién (FBG, aPTT, PT) no
muestran diferencia significativa entre los grupos de estudio y se escuentran

dentro de los rangos normales para su especie.

Considerando que la trombosis es una parte integral de la aterosclerosis y de
la enfermedad coronaria es posible que la disminucion en el riesgo de EC asociada
al consumo moderado de vino tinto sea debido a una combinacidn entre los efectos
vasculares y los anti-trombodticos. Hemos visto que el consumo de vino reduce la
deposicién plaquetar, la expresién de FT en mondcitos, la traslocaciéon de RhoA a
membrana y el estado antioxidante general lo que confirmaria los beneficios

cardiovasculares del consumo moderado de vino.
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ARTICULO II: “Pravastatin reduces thrombogenicity by mechanisms beyond plasma

cholesterol lowering”.

Se ha comprobado que la administracion de estatinas a pacientes
hiperlipémicos reduce los niveles plasmaticos de colesterol y esta disminucion va
asociada a una reduccion de la deposicién plaquetar en la cdmara de perfusidon
Badimon (Lacoste L, 1995). En este trabajo se muestra que la pravastatina
también reduce la deposicion plaquetar independientemente de una disminucién de
los valores plasmaticos de lipidos. Para demostrar este efecto se indujo una
hipercolesterolemia durante 50 dias a los animales y después se les continud
alimentando por 50 dias mas la misma dieta hipercolesterolémica junto con una
dosis de 5mg/kg de pravastatina. Al finalizar el periodo experimental se evalud el
riesgo trombdtico utilizando la cdmara de perfusién. Los resultados demuestran
que la pravastatina reduce significativamente la deposicion plaquetar en
condiciones de flujo que simulan arterias coronarias severamente estenosadas.
Esta reduccion es significativa en todos los sustratos estudiados (lesiéon vascular
ligera y severa) y en todos los tiempos perfundidos. El estudio de la deposicion
axial muestra una disminucién significativa en la deposicion plaquetaria del
fragmento b (en este modelo de perfusion es el fragmento con mas estenosis). En
los animales hipercolesterolémicos tratados con pravastatina la cantidad
depositada de plaquetas es similar a l|la depositada por los animales
normocolesterolémicos. En los estudios inmunohistoquimicos se observa que el
mecanismo prevalente de inhibicion de la trombosis mural es mediante la
reduccién de la deposicién plaquetar, sin observarse efectos en el tamafo de la
monocapa de fibrina. Estos resultados sugieren que la pravastatina tiene un efecto
“pasivante” sobre la plaqueta reduciendo la hiperreactividad provocada por la
hipercolesterolemia. El estudio de la expresién de la proteina RhoA muestra una
reduccién en la translocacion a membrana, un mecanismo que contribuiria a este
efecto. Las estatinas inhiben la via del mevalonato y con ello la sintesis enddgena
de colesterol y de las proteinas isopreniladas a las que pertenece RhoA. La
expresion de algunas integrinas de adhesion (Schoenwaelder SM, 2002), asi como
los cambios conformacionales anteriores a la activacion de la plaqueta, esta

regulada por RhoA. La inhibicién de la translocacion y activacion de RhoA en la

- 124 - RESULTADOS Y DISCUSION



membrana de la plaqueta de los animales tratados con pravastatina explicaria la
reduccion encontrada en la deposicién plaquetaria.

La agregacién plaquetaria no se ve afectada por el tratamiento con
estatinas. Ya hemos explicado que la estimulacién in vitro de las plaquetas con un
Unico agonista no permite observar las diferentes vias de activacién y agregacién
de las plaquetas, ni las interacciones entre la sangre (constituyentes solubles y
celulares), la pared vascular (respuestas fijas y dinamicas) y el flujo sanguineo.

Las estatinas reducen la sintesis endégena de colesterol. En este modelo de
estudio la administracién de dieta hipercolesterolémica durante 50 dias eleva los
niveles plasmaticos de colesterol. El tratamiento posterior con pravastatina durante
50 dias mas y sin reducir la ingesta de colesterol no es capaz de reducir de una
manera significativa los niveles plasmaticos de colesterol, ya que soélo inhibe la
biosintesis enddgena de colesterol, mientras que la absorcion intestinal de
colesterol y grasas saturadas se mantiene.

Se trata de un modelo muy similar al humano ya que el patrén dietético
elegido y la duraciéon del mismo no son demasiado intensos, pero si lo suficientes
para no provocar un aumento mesurado de los lipidos plasmaticos. En
consecuencia, las lesiones ateroscleréticas que provoca la hipercolesterolemia en
las coronarias y en la aorta abdominal también son ligeras (entre Tipo II y III), con
lo cual, los cambios en los parametros estudiados en la pared vascular son
menores y no se observan diferencias significativas debidas al tratamiento con
pravastatina. Pero si se observa una reduccidon de la expresion del FT en la pared
vascular de los animales tratados con pravastatina respecto a los placebo, lo que
concuerda con los resultados de Camera (Camera M, 2002) utilizando fluvastatina
en conejos hiperlipémicos. Esta reduccién en la expresién de FT en la pared
vascular de los animales tratados con estatinas indica que el tratamiento con
estatinas ejerce un efecto anti-trombético tanto en pared vascular como en sangre
circulante.

Este estudio indica que el tratamiento con pravastatina, un farmaco de alta
eficacia y tolerabilidad demostrada, ejerce sus efectos beneficiosos no soélo
mediante sus cualidades hipolipemiantes, sino también reduciendo el riesgo
trombdtico por mecanismos dependientes e independientes de la disminucién del

colesterol plasmatico.
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DISCUSION CONJUNTA.

El consumo moderado de vino y el tratamiento con pravastatina son capaces
de disminuir el riesgo trombdtico en condiciones de hipercolesterolemia sostenida,
es decir, sin disminuir el aporte externo de colesterol y grasas saturadas. Esto
significa que también actian por mecanismos independientes a la disminucion del
colesterol plasmatico.

La trombosis arterial es parte integral de las complicaciones agudas de la
aterosclerosis y su génesis depende de factores como la naturaleza de la sangre
circulante (celularidad y sustancias solubles), la superficie vascular y las
condiciones hemodinamicas del flujo sanguineo. La hipercolesterolemia aumenta la
hiperactividad de las plaquetas y por ende, la trombogenicidad sanguinea. En
ambos articulos los resultados del estudio de perfusidon siguen el mismo patréon de
deposicidon plaguetaria que sus respectivos controles no tratados, pero la cantidad
de plaquetas depositada es menor. Esto sugiere que el principal mecanismo de
actuacién de ambos productos se debe a un efecto “pasivante” de la actividad de
las plaquetas. Con la utilizacion de la cdmara de perfusidon tubular podemos
controlar la lesién de la superficie vascular expuesta y las velocidades de flujo a las
que se perfunde la sangre. De manera que la Unica variable es la sangre
(componentes celulares y sustancias solubles) de los animales que se esta
perfundiendo y es donde radican los beneficios del vino y de la pravastatina. El
estudio de la expresion de RhoA permite concluir que, aunque por diferentes
mecanismos, el vino y la pravastatina estan disminuyendo las posibilidades de
activacion de la plaqueta al interferir en los mecanismos del cambio de forma
necesarios para la activacién plaquetaria. Los resultados inmunohistoquimicos
realizados sobre los sustratos perfundidos muestran en ambos estudios que el
mecanismo prevalente de inhibicion de la trombosis mural es mediante la
reduccién de la deposicién plaquetar, sin observarse efectos en el tamafo de la

monocapa de fibrina. Confirmando la disminucion de la actividad de la plaqueta.
Esta “pasivacion” o reduccién de la actividad de las plaquetas se combina, en

el caso del consumo de vino, con una disminucién del FT asociado a los mondcitos

circulantes y a un aumento en la sintesis de prostaciclina (datos aun no
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publicados). Factores que contribuyen a reducir la trombogenicidad sanguinea. En

el estudio realizado con pravastatina no disponemos de estos resultados.

Historicamente se ha asociado el beneficio cardiovascular de las estatinas y
del consumo moderado de vino a una reduccion de la aterosclerosis, a través de la
disminucién del colesterol plasmatico y la mejora en el perfil lipidico. Sin embargo
con estos trabajos hemos demostrado que la disminucidon del riesgo trombdético
mediante la disminucién de la reactividad de las plaquetas sucede con mayor
prontitud que la posible reduccion de las lesiones y por supuesto que la
estabilizacion de la placa (ya que requiere, segun estudios angiograficos, de 1 a 2
anos). Pese a que en el modelo de investigacion utilizado la hipercolesterolemia
sea mantenida la pravastatina y el vino tinto muestran una ligera mejoria en el

perfil lipidico y una clara mejora en los parametros oxidativos.

Respecto a los efectos en la pared vascular de los animales no podemos
mostrar un claro beneficio de las estrategias estudiadas puesto que las lesiones en
la pared son leves debido a la corta duracién del estudio. Se trata de animales
jovenes, a los que se les induce una hipercolesterolemia moderada durante un
tiempo relativamente corto. Aln asi en todos los parametros estudiados se observa
un ligero beneficio (disminucién de la extensidon de la lesion, del area tefida, del
ratio intima-media). Ya hemos aclarado que el tratamiento con pravastatina
durante 50 dias (y concomitante a la ingesta de dieta hipercolesterdlemica) no es
capaz de contrarrestar la lesién inducida durante los 50 dias iniciales de dieta

hipercolesterolémica.

Resultados obtenidos uUltimamente en nuestro laboratorio permiten afirmar que
la ingesta moderado de vino tinto (40g alcohol/dia) en animales
normocolesterolémicos reduce la deposicién plaguetaria a los 21 dias de consumo.
En otro estudio agudo de trombosis (una Unica ingesta de vino junto con el pienso)
la deposicidén plaquetaria no alcanzé significacidon estadistica, pero si se obtuvo una
disminucién en la expresion de FT en mondcitos estimulados. Estos resultados

permiten recomendar también el consumo (siempre prudente) de vino tinto en
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pacientes sin factores de riesgo, puesto que una sola toma es capaz de aportar

beneficios en la prevencién del riesgo trombético.

Respecto a los beneficios inmediatos del tratamiento con pravastatina sobre
el riesgo trombotico estd pendiente la realizacion de estudios en situaciones de
normocolesterolemia que permitan evaluar los efectos de las estatinas en la

trombosis arterial en un periodo de tratamiento mas corto.
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CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta los resultados que se han presentado en esta tesis se

puede concluir que:

1. El consumo moderado de vino tinto y el tratamiento con pravastatina, en
condiciones de hipercolesterolemia inducida por la dieta, reducen Ila
respuesta plaquetaria desencadenada por diferente lesion vascular (ligera y
severamente dafnada), bajo condiciones hemodinamicas tipicas de arterias

coronarias ligera y moderadamente estenosadas (212 sy 1690 s™).

2. La reduccion de la expresion de RhoA en la membrana plaquetaria (proteina
implicada en la expresidon de receptores de agregacién en la superficie) y la
no modificacion de los parametros del estudio de la coagulacion y de la
agregacion plaquetaria ex vivo, sugieren que ambas estrategias actuan
mediante un mecanismo dependiente de la interaccion plaqueta-pared

vascular.

3. En el modelo de hipercolesterolemia inducida por la dieta no se observa una
reduccién significativa de los valores séricos de colesterol total ni de cLDL,
asi como tampoco un aumento (en el caso del vino tinto) de cHDL, aunque

el indice aterogénico muestra una beneficiosa reduccién.

4. La pravastatina reduce la expresion en la pared vascular de Factor Tisular.

5. Ni el tamano ni la composicién de la lesién se ven significativamente
reducidos por el consumo de vino tinto o por el tratamiento con
pravastatina. Los estudios de inmunohistoquimica confirman que Ila
disminucidon en la deposicién plaquetaria es el mecanismo prevalente de

accion de ambas estrategias estudiadas.
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Low Density Lipoproteins Downregulate Lysyl Oxidase in
Vascular Endothelial Cells and the Arterial Wall

Cristina Rodriguez, Berta Raposo, José Martinez-Gonzalez, Laura Casani, Lina Badimon

Objective—Hypercholesterolemia mduces endothelial dysfunction, a hallmark of the atherosclerotic process, modulating

the expression of key genes in vascular endothelial cells.

Methods and Results—By differential display analysis, we have studied the effect of high concentrations of native low
density lipoprotein (LDL) on endothelial gene expression. mRNA levels of lysyl oxidase (LOX), an enzyme involved
m collagen and elastin cross-linking, were downregulated by LDL treatment in endothelial cells i a dose- and
time-dependent manner (80% of inhibition by 180 mg/dL LDL for 24 hours). This reduction of LOX expression was
associated with a decrease in LOX activity (40% and 54% of mhibition after 24 and 48 hours of LDL treatment,
respectively). LOX mRINA half-life was not modified by LDL, but transcriptional inhibition blocked the effect of LDL.
Inhibition of LOX activity by either LDL or B-amnopropionitrile, an inhibitor of LOX, increased endothelial
permeability (192+0.19- and 3.37%0.74-fold. respectively). Interestingly. a reduction in LOX expression (3.5-fold) was
observed in vivo in the vascular wall of hypercholesterolemic pigs.

Conclusions—These findings suggest that LDL downregulation of LOX could contribute to the endothelial dysfunction
caused by hypercholesterolemia, thus contributing to atherosclerotic plaque formation. (4rrerioscler Thromb Vase Biol.

2002;22:1409-1414.)

Kev Words: endothelial cells m low density lipoproteins m lysyl oxidase m vascular permeability
m hypercholesterolemia

ascular endothelium acts as a selective barrier, control-

ling the exchange of macromolecules between blood
and the underlying tissues and regulating vascular tone and
the thrombogenic/fibrinolytic balance. Endothelial dysfunc-
tion associated with hypercholesterolemia is one of the earlier
events in the atherosclerotic process. The alteration of endo-
thelial gene expression by high concentrations of LDL leads
to a decrease in NO bioavailabilitv!—? and to an mncrease in
leukocyte recruitment by an imnduction of adhesion molecule
expression.*

See page 1365

It has been reported that atherogenic concentrations of
LDL alter the composition and permeability of the endothe-
lial barrier by inducing changes in the basement membrane *
Thus, the alteration in endothelial extracellular matrix (ECM)
could play a key role in the endothelial dysfunction associ-
ated with hypercholesterolemia. One of the key enzymes
wvolved in ECM maturation 1s lysyl oxidase (LOX). This
enzyme, a copper-containing semicarbazide-sensitive amine
oxidase.® initiates the covalent cross-linking of collagen and
elastin that is essential in maintaining ECM structure. LOX
oxidatively deaminates peptidyl lysine residues of collagen
and elastin, leading to the synthesis of peptidyl aldehydes,

which condense spontaneously to form the mature and
msoluble ECM.7 LOX has also been associated with tumor
supression®? and chemotaxis.!® and m the last few wvears,
different LOX isoforms, probably with different substrate spec-
ificity and function. have been identified !-*° Alterations in
normal LOX expression have been linked to human diseases.
Reduced LOX expression has been described in type IX Ehlers-
Danlos syndrome and Menkes’ disease,!® whereas fibrotic dis-
eases, such as hepatic, lung, or kidney fibrosis, have been
associated with increases in LOX ! The role of this enzyme in
atherosclerosis remains to be elucidated because it has been
suggested that increases!® and decreases’®-2! in LOX activity
could be associated with this pathology.

The aim of the present study was to analyze the mecha-
nisms involved in the initiation of atherosclerosis, targeting
the endothelial functions regulated by LDL. We have identi-
fied LOX as a gene differentially regulated by LDL in
endothelial cells. LOX expression and activity are downregu-
lated by LDL 1n a time- and concentration-dependent manner.
Moreover, LOX inhibition was associated with an increase in
endothelial permeability mm vitro. Finally, in pigs fed an
atherogenic diet, a significant downregulation of wascular
LOX expression was observed. Considening the multiple cell
functions 1n which LOX could be involved and its potential
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role i the atherogenic process. the effect of downregulation
exerted by LDL could be crucial in endothelial dysfunction.

Methods

Cell Culture

Porcine aortic endothelial cells (PAECs) were obtained from adult
normelipemic animals as described 22 Cells (10° cells per well in a
6-well plate) were grown in medium 199 (GIBCO), supplemented
with 10% FCS (Bielogical Industries), antibiotics (0.1 mg/mL
streptomycin and 100 U'mL penicillin G), and 2 mmolL
L-glutamine. Forty-eight hours after the seeding, the cells were
placed m serum-deprived (2% FCS) medmum for 24 hours. Then,
LDLs (180 mg cholesterol/dL) were added for an additional 24 hours
of mcubation. Heman umbilical vein endothelial cells were obtamed
by collagenase digestion and cultured as described.2* No cytotoxic-
ity, analyzed by the trypan blue exclusion test and the XTT-based
assay for cell viability (Roche), was observed after LDL (180 mg/dL
for 48 hours) and B-aminopropionitrile (BAPN, 100 pmol/L for 16
hours) incubation.

In Vivo Animal Model

Female pigs (Landrace/Largewhite [Piensos Victoria SA, Barcelona,
Spain]. mean body weight at mitiation 32+4 kg) were randomuzed
mto 2 groups: nermelipenuc amimals (n=6) that were fed a normal
chow and hyperlipemic animals (n=10) that were fed a cholesterol-
rich diet (2% cholesterol, 1% cholic acid, and 20% beef tallow) for
100 days.232* At the end of the dietary period, the animals were
euthanized with a thiopental overdose. Plasma cholesterol levels and
hematologic parameters were measured at baseline and at euthanasia.
Because in the porcine model the first atherosclerotic lesions develop
in the abdominal aorta, rings of abdominal aorta were collected and
frozen m hiquud N, to analyze gene expression. All procedures were
in accordance with mstitutional guidelines and followed the Amer-
ican Physiological Society gwidelines for ammal research.

Plasma Biochemistry

Plasma total cholesterol was determined with an automatic analyzer
(Kodak Ektachem DT System). Plasma lipoproteins (HDL choles-
terol, LDL cholesterol, and VLDL cholesterol) were fractionated by
using the validated methods of the Lipid Research Clinic Program?3
and quantified spectrophotometrically (Kontron Instruments).

LDL Isolation

Porcine or human LDLs were obtaned from fresh nonfrozen plasma
by sequential ultracentrifugation (density 1.019 to 1.063 g/mlL).
LDLs used in the experiments were <<72 hours old. The purity of the
LDLs was assessed by agarose gel electrophoresis (Paragon System,
Beckman). LDL samples had no detectable levels of endotoxin
(Limulus Amebocyte Lysate test, BioWhittaker), and thiobarbituric
acid—reactive substance values were <1.5 nmol malonaldehyde/mg
protein.

mRNA-DD Analysis

Cells grown in a 6-well plate, as indicated above, were incubated
with LDL {180 mg/dL for 24 hours). Total RINA was isolated by
using a QuickPrep total RNA kit (Pharmacia) or Ultraspec (Biotecx)
according to the manufacturer’s instructions. mRNA-differential
display (DD) analysis was performed with a Delta RNA Fingerprint-
mg kit (Clontech) by using 1 pg of total RNA as described
previously.?? Reproducible DNAs from 3 mdependent experiments
upregulated or downregulated by LDL were cloned and sequenced.
Comparison of DNA homology with databases (GenBank) was
performed by the use of BLAST, a National Center for Biotechnol-
ogy Information server program.

Northern Blot Analysis

Total RNA was obtamned as described above. RNA samples were
fractionated 1 1.2% agarose-2% formaldehyde gels. RNA was
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transferred by capillarity to Nytran Supercharge (Schleicher &
Schuell) membranes and UV-cross-linked. Filters were hybridized
by using the reamplified product from the DD—polymerase chain
reaction (PCR) assay labeled with [a-"P]dATP as the LOX probe. A
285 ribosomal cDNA was used to normalize the results, as described
previously . Filters were exposed to Agfa Curtx RP2 x-ray films and
quantified by densitometric analysis (Molecular Dynamics).

RT-PCR

Reverse transcription (RT)-PCR analysis was performed as de-
scribed previously.?? The specific oligonucleotides selected were as
follows: porcine LOX upper primer, 5'-tga aat agc tge tit ggt-3';
human LOX upper primer, 5'-caa gta aga ttt tcc agt go: and porcine
and human LOX lower primer. 5'-tct gta gat gee agt ctg-3'.
Amplification was carried out by 20 cycles of 94°C for 1 nunute,
57°C for 1 minute. and 72°C for 30 seconds, followed by a final
extension of 72°C for 7 minutes. Levels of GAPDH were used to
normalize the results 22

LOX Activity

LOX activity was measured by a lugh-sensitivity fluorescence assay
as previously described 26 Briefly, PAECs were plated (500 000 cells
per dish) on 100-mm-diameter tissue culture dishes. Thirty-six hours
after plating, cells were serum-depleted and fed with phenol red—free
medinm 199 for 18 hours. Cells were then remncubated with fresh
medium centaining 180 mg/dL LDL every 24 hours. LOX activity
was measured in cell culture medivm. The medium (200 pL) was
incubated 1 the presence and absence of 500 pmol/L BAPN at 37°C
for 30 munutes with 1 U/mL horseradish peroxidase, 10 pmol/L
Amplex red (Molecular Probes), and 10 mmol/L 1,5-diaminopentane
in 1.2 molL urea and 0.05 mol'L sodium borate (pH 8.2). The
reaction was stopped on ice, and differences in fluorescence intensity
(563-nm excitation wavelength and 587-nm emission wavelength)
between samples with and without BAPN were determuned. Results
were normalized by cell protemn content.

Transendothelial Exchange

Endothelial permeability was determuned by the exchange of FITC-
dextran (M; 40000, Sigma Chemical Co) through the endothelial
monolayer as described previously.?” In brief, PAECs (107) were
seeded on Transwell-collagen porous membranes (3-pm pore size
and 0.33-cm’ area, Costar) and cultured for 2 weeks fo obtain a
highly confluent culture. After 36 hours of mcubation with LDL (140
mg/dL) or 16 hours with BAPN (100 wmol/L), FITC-dextran (10
pmol/’L) was added to the upper compartment. After 6 hours.
samples (50 pL) from the lower compartment were taken, and
dextran transfer was determmed in a fluorimeter (495-nm excitation
wavelength and 530-nm emission wavelength).

Statistical Analysis

Data are expressed as meantSD. Means were compared by
ANOWVA. For the in vivo study, statistical differences between
groups were analyzed by the Mann-Whitney U test. Differences were
considered significant at P<<0.05.

Results
DD Analysis

The effect of atherogenic concentrations of LDL (180 mg/dL
for 24 hours) on PAEC expression patterns was assessed by
DD-PCR analysis using cDNAs from mdependent experi-
ments performed with PAECs and LDLs from 3 different
animals. A DD-PCR assay performed with primers T8 and P8
showed a downregulated band in a reproducible manner
(Figure 1A). This ¢cDNA was cloned, sequenced, and com-
pared with the GenBank database by the National Center for
Biotechnology Information server program BLAST. This
cDNA shared high homology (90%) with the human LOX
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Figure 1. LOX expression Is downregulated
by atherogenic LDL concentrations in PAECS.
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gene (exon 7) between positions 1649 and 1975 (GenBank
accession No. L16893). To confirm the downregulation
produced by LDL treatment. new experiments were performed
in which PAECs were mcubated with LDL (180 mg/dL for 24
hours, n=3). and Northern blot assays were carried out with the
LOX-cloned product used as a probe. As shown mn Figure 1B,
LDL significantly downregulated LOX mRNA levels =3-fold
(P<20.001). Simular results were obtained by RT-PCR. assays
with specific oligonucleotides (data not shown).

Time- and Dose-Dependent Effect of LDL on LOX
Expression in Endothelial Cells

Although DD experiments were performed mn serum-deprived
cells (2% FCS), the downregulation of LOX by atherogenic
levels of LDL was also observed in the presence of 10% FCS,
conditions that did not affect LOX basal expression (please
see online Figure [, available at http://www ahajournals.org).
Thus, subsequent experiments were performed in serum-
deprived cells. LOX mRNA levels decreased in a dose-
dependent manner. As shown in Figure 2, LOX expression
was significantly reduced by low LDL concentrations (74%
inhibition by 50 mg/dL). To determine the time course of
LOX mRNA expression, total ENA was 1solated at different
times from PAECs mcubated with LDL (180 mg/dL). The
LOX mRNA level, analyzed by RT-PCR, decreased after 12
hours of incubation with LDL, and expression levels re-
mained low after 24 hours. Similar LDL-mediated downregu-
lation effects on LOX expression were observed in human
umbilical vein endothelial cells (please see online Figure II,
available at http://www ahajournals org).

Effect of LDL on LOX Activity

LOX activity was determined m PAECs incubated with LDL
(180 mg/dL). LDL significantly decreased LOX activity in
the cell culture medium (40% and 54% of inhibition after 24
and 48 hours. respectively: Figure 3A).

Effect of LDL on Endothelial Barrier Function

Modulation of transendothelial exchange by LDL and BAPN, an
mlubitor of LOX activity, was analyzed. As shown i Figure 3B,
LDL and BAPN caused a significant increase in FITC-dextran
transfer compared with control cultures (=2- and 3-fold, respec-
tively). an effect that became apparent 6 hours after the addition of

A, PAECs were incubated with LDL (180
mg/dL) for 24 hours, and mMRNA-DD analysis
was performed as described In Methods. Only
reproducible differentially displayed bands
from 3 independent experiments performed
with PAECs from differant animals were con-
sidered for subsequent analysis. The arrow
shows a band downregulated by LDL. This
cDNA was cloned and sequenced, showing
identity with the human LOX gene (exon 7). B,
Northem blot is shown from PAECs incubated
* with LDL (180 mgfdL, 24 hours) with the use
of LOX cDNA obtained in the mRNA-DD
assay as a probe. Blots were quantified, nor-
malized by 285 ribosomal RNA levels, and
expressed as mean=S8D (n=5). CT indicates
control. *P<0.001.

LDL
FITC-dextran. These results suggest that LOX mhibition disturbs
endothelial barner mtegnty.

Effect of DRB and Cycloheximide

To characterize the mechanisms mvolved n the downregu-
lation of LOX expression by LDL, we analyzed the effect of
5.6-dichlorobenzimidazole (DRB), a transcriptional mhibitor,
and cycloheximide. a protein synthesis mhibitor. PAECs
were mcubated with or without LDL for 24 hours. and then
transcription was inhibited by DRB (50 pmol/L. time 0).
LOX mRNA levels were analyzed by Northern analysis at
different times (0, 6, 9. 12, and 24 hours). LDL-treated cells
showed a half-life (=24 hours) similar to that of control cells;
thus, the effect of LDL could not be attributable to a decrease
in LOX mRINA stability (data not shown). DRB (Figure 4A)
and cycloheximide (Figure 4B) blocked the effect of LDL on

LDL (mg/dL)
CT 50 90 140 180
LOX SR s s o ms

GAPDH |*™= == s o == B

120 -
100 A
80 +
60
40 -
20

LOX mRNA levels

CcT 50 90 140 180
LDL (mg/dL)

Figure 2. Dose-dependent effiect of LDL on LOX mRNA levels.
PAECs were treated with increasing LDL concentrations for 24
hours. Representative autoradiographs from 2 different assays per-
formed in duplicate are shown. Blots were quantified, normalized
by GAPDH mRMA levels, and expressed as percentage of control.
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Figure 3. Effect of LDL on LOX activity and transendothelial
axchange. A, LOX activity was measured in culture media from
PAECs after 24 and 48 hours of incubation with LDL (180
mg/dL). Results were normalized by cell protein content and are
axpressed as the mean+SEM of 3 assays performed in tripli-
cate. AL indicates arbitrary units; open bars, control, and solid
bars, LDL treatment. *P<0.02 and **P=0.01. B, PAECs were
incubated with LDL (140 mg/dL for 36 hours) or BAPN (100
pmol/L for 16 hours), and transendothelial exchange of FITC-
dextran was evaluated after 6 hours. Results are mean=SEM of
3 assays performed in duplicate. *P<0.001 and *P=0.03.

FITC-dextran transfer
(AU)

LOX mRNA levels. suggesting that transcriptional and post-
transcriptional mechanisms are involved in the LDL-
mediated effect.

In Vivo Effects of Hypercholesterolemia on LOX
Expression in the Vessel Wall

LOX expression was analyzed by RT-PCR in porcine abdom-
inal aortas from normolipemic and hypercholesterolemic
pigs. Animals fed the hypercholesterolemic diet, compared
with animals fed the normolipemic diet, showed higher
plasma LDL cholesterol levels (333*+120 wersus 34*+109
mg/dL, respectively; P<<0.01). Vascular LOX mRNA levels
were significantly reduced (==3-fold) by the hypercholester-
olemic diet (P<<0.01, Figure 5).

Discussion
We have identified LOX by DD-PCR analysis as a gene
downregulated by LDL in a dose- and time-dependent man-
ner in porcine and human endothelial cells. This enzyme
catalyzes a key step in the cross-linking of collagen and
elastin, leading to maturation of the ECM. Although LOX
regulation has been extensively studied i fibroblast and
smooth muscle cells. little 1s known about its role in endo-
thelial cells 2® The observed decrease in PAEC LOX expres-
sion and activity by LDL led us to hypothesize that this effect
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LOX [l = - -
GAPDH |w= & s wu

CHX - - - + +
DL - - + - +

LOX -........T.|

GAPDH | s s s s

Figure 4. Mechanisms invelved in downregulation of LOX
expression by LDL. A, PAECs were incubated with LDL (180
ma/dL) alone or in combination with 50 pmol/L DRB for 12
hours. B, PAECs were incubated with LDL (180 mg/dL) alone or
in combination with cycloheximide (CHX, 2 pg/mL) for 12 hours.
LOX mRNA levels were determined by RT-PCR. Results were
normalized by GAPDH mRNA levels. Representative RT-PCR
assays (n=2) are shown.

could be associated with alterations in endothelial ECM
processing and vascular permeability in hypercholesterol-
emia-mediated endothelial dysfunction.

We have analyzed the mechanisms involved m LOX
regulation by LDL. Altogether. the experiments performed in
the presence of cycloheximide and DRB suggest the involve-
ment of a transcriptional mechanism, mainly because a
decrease in LOX mRINA stability was not observed after LDL
incubation. The long LOX mRNA half-life observed in our

NORMO _HYPER
LOX | v S e o o

GAPDH (WSS B S &

P<0.01

LOX mRNA levels
(AU.)

NORMO HYPER

Figure 5. Effect of hypercholesterolemia on vascular LOX mRNA
levels. Densitometric analyses of LOX mRMNA lavels in abdominal
aorta samples from normolipemic pigs (NORMQO) and hyperli-
pemic pigs (HYPER) are shown. Results were normalized by
GAPDH mRNA levels. A representative RT-PCR is shown.
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culture conditions (2% FCS) 1s in agreement with that
reported in other cell types, such as smooth muscle cells
maintamned 1 low serum culture?® or quiescent IMR90
fibroblasts.*® However, in PAECs, serum deprivation did not
alter LOX endothelial expression, and the reported superin-
duction of LOX mRNA by cycloheximide?® was not ob-
served. Thus, differential regulation of LOX expression could
be observed depending on the cell type. In this sense. it has
been speculated that cell type—specific mechanisms could be
mvolved in LOX regulation ! probably mediated by different
promeoter elements. Supporting the data, we observed similar
LOX downregulation by LDL in vascular cells from human
and porcine origin. In addition, we observed that LOX
downregulation by LDL is accompanied by a reduction in
LOX activity. This inhibition was produced in the absence of
any effect on bone morphogenetic protein 1 gene expression
(authors” unpublished data, 2002), the C-proteinase that
processes pro-LOX to its active form with the highest
efficiency .32 Thus, LDL specifically inhibited LOX
expression/activity.

The increased endothelial permeability induced by BAPN,
a specific inhibitor of LOX activity. and LDL suggests a role
of LOX i the alteration of endothelial barrier function
caused by LDL. Alterations 1n endothelial ECM composition
by atherogenic concentrations of LDL have been reported®=3
and have been associated with an increase in endothelial
permeability. However, there are some conflicting reports in
the literature. Mildly oxidized LDL but not native LDL, at
low concentrations and short incubation times (2 minutes),
have been reported to increase endothelial permeability 34
Other authors testing nonatherosclerotic LDL concentrations
concluded that LDL did not alter endothelial permeability 33
In the present study, we report that LOX downregulation i1s
associated with an increased permeability. Moreover, not
only does the inhibition of LOX maintamn collagen in a
soluble form. but this soluble form is also more susceptible to
metalloproteinase degradation *® On the other hand. because
LOX activates the transcription of collagen III.}? LOX
downregulation by LDL could trigger an additional decrease
n some ECM components. Thus, LOX by different mecha-
nisms could modulate ECM mtegrity and could play a key
role in the modulation of endothelial function.

Interestingly. in vivo, in a model of early atherosclerosis,
vascular LOX mRNA levels were downregulated by the
hypercholesterolemic diet. No changes or even increases in
vascular LOX activity have previously been reported in other
animal models?™*%; however, differences in LOX regulation
between species and even differences in diet composition and
types of lesions in these models could explain these discrep-
ancies. Indeed. we have chosen the porcine anumal model for
the present study because it develops lesions resembling
those 1 humans 3* After 100 days on a cholesterol-rich diet,
pigs develop lesions that can be classified from arterial
ntimal thickening to type I and II according to the American
Heart Association classification.+?

Although the LDL-mediated LOX downregulation mech-
anism 1s largely unknown, preliminary data suggest that sterol
regulatory element—binding proteins are not involved be-
cause no sterol regulatory element has been identified in the

LDLs Downregulate Vascular LOX Expression 1413

LOX promoter and because ALLN. an inhibitor of sterol
regulatory element—binding protein catabolism, did not alter
the LDL effect. On the other hand, LOX downregulation does
not seem to be mediated by NO because endothelial NO
synthase inhibition by N°-nitro-L-arginine methyl ester did
not affect LOX expression (authors” unpublished data, 2002).

In addition to hypercholesterolemia, other atherosclerotic
risk factors, such as hyperhomocysteinenua, could be asso-
ciated with decreases in LOX activity, inasmuch as homo-
cysteine thiolactone and other analogues are irreversible
inhibitors of LOX 2! Thus, LOX downregulation could be
involved in the pathogenesis of atherosclerosis. In the present
study, we have observed that hypercholesterolemia down-
regulates vascular LOX expression. an effect that could be
related to an increase in endothelial permeability in the early
steps of the atherosclerotic process. Further experiments
focusing on the regulation of LOX activity in the course of
LDL-induced vascular changes are necessary to clarify the
role of LOX in this process.
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Cell Signaling and Vessel Remodeling

A novel anti-ischemic nitric oxide donor inhibits thrombosis
without modifying haemodynamic parameters

Gemma Vilahur, Estefania Segalés, Laura Casani, Lina Badimon
Cardiovascular Research Center, CSIC/ICCC, Hospital of Santa Creu | Sant Pau-UAB, Barcelona, Spain

Summary

Platelets are involved in the clinical presentations of ischemic
heart disease. Our objective was to study the antithrombotic
effects of a new nitric oxide donor (LA419), a neutral sugar
organic nitrate with a protected thiol group in its molecular
structure. Animals were randomly distributed in three groups:
) oral administration of LA419 (0.9-1.8-3.6-5 mg/kg/d, 10 days);
I} oral administration of standard IS-5-MN (0.9-1.8 mg/kg/d, [0
days); lll) non-treated group (control). In catheterized pigs,
thrombosis was studied under controlled rheological condi-
tions by radioisotopic evaluation of deposited platelets on
damaged vessel wall, placed in an extracorporeal perfusion
chamber. Changes in blood pressure, heart rate, and platelet

Keywords
Platelets, thrombosis, nitric oxide, blood pressure, pigs

aggregation were evaluated. Results have shown that LA419
significantly decreased thrombus formation according to the
degree of vascular damage, and shear rate conditions in a dose-
dependent manner (p<0.005), without significant modffications
on blood pressure andlor elevation of liver enzymes. In
contrast, IS-5-MN only showed a significant reduction on plate-
let deposition at the high dose, that was associated to hypoten-
sion and elevation of liver enzymes. Therefore, we conclude
that this new anti-ischemic NO-donor (NOd) LA419 that
inhibits platelet function without modifying bloed pressure may
be a highly efficacious strategy to passivate platelet activation
induced by a damaged vessel wall.

Thromb Haemost 2004; 91: 1035-43

Introduction

Atherosclerotic narrowing of one or more coronary artery is
responsible for myocardial ischemia and angina in most patients
with stable angina pectoris (SAP). The coronary arteries of
patients with SAP also contain many non-obstructive plaques,
which are prone to fissures or rupture resulting in presentation
of acute coronary syndromes (1). At the site of endothelial
mjury, there is decreased production of the endogenous inhibi-
tors of platelet aggregation and vasoconstriction, hence creating
a local prothrombotic environment. Therefore, in addition to
symptomatic relief the emphasis of treatment has been to reduce
atherothrombosis. Combination therapy of anti-ischemic agents
and aspirin, in addition to a reduction in risk factors, provides

optimal management in patients with ischemic heart disease
(2).

Under physiological conditions, nitric oxide (NO) released
from platelets and endothelium is involved in many vascular
processes such as vascular smooth muscle cell (VSMC) relaxa-
tion and inhibition of platelet adhesion and aggregation (3). The
term “nitrovasodilator” has come to be utilized to designate a
chemically heterogeneous group of agents that are linked by the
fact that they contain at least one biologically active NO moie-
ty, and that their pharmacological effect include dilatation of
VSMC. Nitrovasodilators such as nitroglycerin, isosorbide-5-
mononitrate (IS-5-MN) and other nitrates belong to the most
widely prescribed drug category in ischemic heart disease (4).
The vasodilator and antiplatelet effects of nitrovasodilators are
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mediated mainly by an increase in guanosine 3°, 5’-cyclic
monophosphate (¢cGMP) level through activation of guanylate
cyclase (GC) (5). In patients with SAP, oxidative stress has been
reported to induce clearance of platelet and endothelial NO and
inactivation of soluble GC (5, 6). Therefore, in patients with
SAP, exogenous donation of NO by nitrovasodilators is the
strategy nowadays used to restore NO-functions.

Treatment with conventional nitrate preparations is limited
by potential hemodynamic effects (hypotension) (7), poor anti-
thrombotic properties (8), and drug tolerance (9). To overcome
these limitations, development of novel NO donors with anti-
thrombotic/anti-ischemic properties and negligible hemody-
namic effects has been a challenge for the correct treatment of
patients with ischemic heart disease.

In this study, we investigated whether donation of NO with
a neutral sugar organic nitrate with a protected thiol group in its
molecular structure (LA419) (10) inhibits thrombosis triggered
by eroded and severely damaged vessel wall at shear rates typ-
ical of patent stenotic coronary arteries in the experimental por-
cine model. This study indicates that the new nitric oxide donor
LA419 in addition to its previously described anti-ischemic
properties) (10), has a high efficacy in reducing the risk of
thrombotic complications in damaged vessels without modify-
ing blood pressure.

Methods

Experimental procedure and perfusion
system

Studies were performed in normal pigs (Large White x
Landrace; = 36 kg) housed for a week before any experimental
procedure. Pigs (n=31) were sedated by intramuscular injection
of 8 mg/kg of Azoperona (Stressnil®, Esteve, Barcelona, Spain),
anesthetized by intravascular infusion of pentobarbital sodium
solution (10 mg/kg, B.Braum, Barcelona, Spain), and then mtu-
bated and ventilated (Dog ventilator, Ugo basile, Italy). To
minimize the circulating plasma levels of pentobarbital and
avoid barbiturates platelet mhibitory effect, (11) we adminis-
tered 10 mg/kg iv. bolus of pentobarbital sodium (deep
anesthesia) followed by a continuous infusion of 10 mg/kg/h
until the experiment had been completed. This procedure also
produced a consistent anesthetic state with a minimal variation
in hemodynamic parameters. Through a neck incision the carot-
1d artery (distal portion) and contralateral jugular vein were can-
nulated. Then, pigs were intravenously heparinized with a bolus
(50 IU/kg) followed by an infusion (50 IU/kg/h) (Liquemine®,
Roche, Switzerland). All animals received this low-dose antico-
agulation with heparin (aPTT ratio = 1.5-2.5) to prevent occlu-
sion in the extracorporeal system. The catheterized carotid
artery was connected by polyethylene tubing to the input of the
Badimon’s perfusion chamber and the output of the chamber
was connected to a peristaltic pump (Masterflex, Model 7518-10,

Cole Parmer Instrument Company, USA). Blood that passed
through the chamber was recirculated back into the animal by
the contralateral jugular vein.

Blood drawn into perfusion flow chambers perfused the
porcine vessels that were deendothelialized (model of erosion or
mildly damaged) or mechanically distupted by peeling off the
intimal layer with a thin portion of subjacent media (model of
disruption or severely damaged) as previously described (12).
We have selected a flow rate of 10 ml/min in the small (0.1 cm
diameter) and large (0.2 cm diameter) chamber. This flow gives
theoretically calculated average blood velocities of 21.2 cm/s
and 5.3 em/s respectively (13). These shear rates correspond to
values ranging from those of large, healthy (unobstructed) arter-
ies (212/s) to values typical of areas of the atherosclerotic ves-
sels (1680/s) (14). At these shear rates, blood can be considered
a Newtonian fluid with constant viscosity (15). Several 5-min-
ute perfusions (= 30 perfusions per pig) with varying hemody-
namic conditions and triggering substrate were performed in
each animal (12, 13). The perfused segments were fixed in 4%
paraformaldehyde in PBS, and labeled platelets were counted in
a gamma counter (Wizard, Wallac, USA) for quantization of
deposited platelets. Values were normalized by blood '!In
activity (counts), platelet counts in blood, and area exposed sur-
face (13). All procedures in this study were performed in accor-
dance with institutional guidelines and followed the American
Physiological Society guidelines for animal research.

Radioactive labeling of platelets

After overnight fasting, 43 ml of blood was withdrawn in 7 ml
of anticoagulant citrate dextrose (ACD) solution by femoral
venipuncture. Platelets were isolated by differential centrifuga-
tions and labeled with "In-oxine ("In) (Amersham Bio-
sciences, London, UK), as previously described (12). An aver-
age of 8.4x10° £ 0.1x10° per pL of "'In-labeled platelets were
suspended in a final volume of 4 ml of autologous plasma, and
were reinjected intravenously into the pig within 2 hours of
starting the labeling procedure. Efficiency of labeling was 95 +
2.7% and the injected activity was 250 £ 10 uCi.

Post-mortem !'In-biodistribution indicated a correct plate-
let distribution with maximal accumulation in blood (blood:
62 £ 4%, liver: 21 £ 3%, spleen: 8.8 £ 1.4%, lungs: 3.2 £ 0.5%,
kidneys: 0.27 £ 0.05%, heart tissue: 0.08 £ 0.01%).

Drug administration

Pigs were randomly distributed in three groups: one nitrate-con-
trol (standard IS-5-MN), one treated with LA419, and one con-
trol (non-treated). Pigs were given a dosage of nitrate twice
daily (9 a.m.-18 p.m.) over a period of 10 days. The non-treat-
ed group was kept under the same conditions for 10 days. In
order to evaluate a possible dose-dependent effect and establish
relations between compounds, IS-3-MN and LA419 were given
at increasing dosages until unwanted side effects appeared. As
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starting dose, we selected the maximal recommended therapeu-
tic dose of IS-5-MN for humans. Therefore, IS-5-MN was given
at a therapeutic dose of 0.9 (7, 16) and at 1.8 mg/kg, whereas
LA419 was given at doses of 0.9, 1.8, 3.6, and 5 mg/kg.

Platelet aggregation

Whole blood (WB)

WB impedance platelet aggregation triggered by collagen (3, 3,
10 pg/mL) (Chrono-Log model 530; ChronoLog, Yzasa SL,
Havertown, USA) was measured as previously reported (17).
Platelet aggregation was measured the day before starting
nitrate administration and on the experimental day (day 11).

Platelet-Rich Plasma (PRP)

Optical platelet aggregation was measured in PRP as previous-
ly described (17) with a platelet aggregometer (Aggrecorder IT,
model PA3220, Menarini Diagnostic, Firenze, Italia) at the
same periods as in WB. ADP (3, §, 10, 15 pmols/l) and collagen
(3.5, 10, 15 pg/ml) were used as agonists.

Hematological, coagulation, biochemical and
physiological parameters
Blood cell counts, hematocrit, platelet number, and size distri-
bution were performed with a System 9000 cell analyzer
(Serono-Baker Diagnostic Allentown, USA). Levels of PT (pro-
thrombin time), aPTT (activated partial tromboplastina time)
and plasma fibrinogen were monitored with an ST4 automated
clotter (Diagnostica Stago, Asniéres, France). To assess any
adverse effects of continuous oral drug administration, blood
samples were taken for the measurement of blood urea nitrogen
(BUN), creatinine, aspartate aminotransaminase (AST) and ala-
nine aminotransaminase (ALT) by routine analytical chemistry
assays before and after nitrate treatment (IS-3-MN and LA 419).
Systemic blood pressure and heart rate were monitored by a
pressure transducer (Letica SA, Rochester, USA), attached to

the cannulated femoral artery. Measurements were taken
throughout the experiments to determine nitrate hemodynamic
effects.

Determination of platelet and plasma cGMP
levels

To determine ¢cGMP platelet and plasma levels we performed a
new seties of experiments. Pigs (n=4) were given an intrave-
nous infusion of LA419 at doses that caused thrombosis reduc-
tion (2.5 mg'kg) (data not shown). Blood was withdrawn in
EDTA at different periods (pre-treatment and 30-120 min dur-
ing intravenous treatment), centrifuged at 250xg 10 min at room
temperature (RT) and IBMX (1 mmol/l) was added to PRP to
avoid phosphodiesterases activity. Samples were centrifuged at
1.400xg 15 min RT to obtain platelet pellets which were stored
deep-frozen (-80°C) until measurement. ¢cGMP levels were
evaluated by a commercially available ¢cGMP enzyme immu-
noassay (EIA) kit (Amersham, Life Science, Chicago, USA)
with the addition of an acetylating step to increase sensitivity.

Immunohistochemistry

Perfused pig arterial segments were fixed in 4% paraformalde-
hyde, cryoprotected with 2.3 mol/l sucrose and stored in OCT
(Tissue-Tek OCT Compound 4583, Germany). Serial cut sec-
tions (4-5 pm) in the blood flow direction were analyzed. A
double immunohistochemical analysis was performed with an
antifibrinogen rabbit-polyclonal antibody (DAKO code
No.A=080, Glosatrup, Denmark) and an anti-platelet polyclonal
antibody (pabBP19) produced in our laboratory and previously
described (18). Secondary antibodies were FITC-conjugated
F(ab")2 fragment of anti-rabbit polyclonal (Sigma, code
No.F1262, New York, USA) and TRITC-conjugated swine anti-
rabbit immunoglobulins (DAKO No.R156, Glosatrup,
Denmark), respectively. Results were evaluated with a fluores-
cence microscope (Vanox AHBT3, Olympus, Melville, USA).
The images were digitalized by a Sony 3CCD camera. Controls
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Figure |: Follow up hemodynamical parameters. Baseline values of mean arterial pressure (A) and heart rate (B) after 10 day oral
treatment with 1S-5-MN or LA419 vs. control group. (MANOVA + Dunnett’s test; *p<0.05). (blood pressure: 50.5 + 4.8 mm Hg; heart
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of primary and secondary antibody staining were always per-
formed. Control and treated vessels were analyzed from the
same axial segment (centre piece) to avoid interference of loca-
tion in comparative analysis (19).

Statistical analysis

All values are expressed as mean £ SEM. Overall differences
between groups were analyzed by Analysis of Variance meas-
ures (ANOVA). When significant, multiple comparisons were
performed by Scheffé’s test. Mann-Whitney U-test was applied
when groups had unequal variances. A p value less than 0.05
was considered significant.

Results

Hemodynamic effects of LA419 and IS-5-MN
No significant differences vs. the non-treated group were
detected in mean arterial pressure after a 10 day treatment with
any of the doses tested for LA419 (Fig. 1A). On the confrary,
1.8 mg/kg of IS-5-MN (standard control) induced a significant
drop in mean arterial pressure of 13 mm Hg (= 30% reduction
vs. basal value). No significant changes in heart rate were
detected with either LA419, or IS-5-MN within the dose range
tested (Fig. 1B).
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Figure 3: Effect of
the different treat-
ments on in vitro
platelet aggregation.
Whole blood (A, B)
and PRP (C-F) platelet
aggregation Induced
by collagen (A-D) or
ADP (E, F).
(Differences were
analyzed by Mann-
Whitney U-test;
*p<0.05).
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Antiplatelet effects of LA419 and IS-5-MN
Low local shear rate conditions (212/s)

Pigs, orally treated with 0.9 mg/kg IS-5-MN, did not inhibit pla-
telet deposition triggered by mildly (deendothelialized) (Fig. 2A)
or severely (mechanically disrupted) (Fig. 2B) damaged vessel
wall. Pigs treated with an oral dose of 1.8 mg/kg IS-5-MN

showed inhibition on mural thrombosis both in mildly (Fig. 2A)
(p<0.005) and severely (Fig. 2B) (p<0.05) injured vessel wall.
In contrast, pigs treated with oral doses of 0.9 mg'kg LA419
showed a significant reduction on platelet deposition on both,
mildly and severely (Fig. 2A-B) (p<0.05) damaged vessel wall.
An oral dose of LA419 of 1.8 mg/kg showed a maximal and sig-
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nificant reduction of about 50% (p<0.005) 1n platelet deposition
on mildly (Fig. 2A) and severely (Fig. 2B) damaged vessel wall
(higher oral doses of LA419 showed the same inhibitory effect).

High local shear rate conditions (1680/s)
When inhibitory effects of IS-5-MN were tested at the more
thrombogenic condition of high shear rate (1680/s), platelet
deposition was not reduced after 10-day oral treatment with 0.9
mg/kg IS-5-MN at any degree of vascular damage (Fig. 2C-D).
Although 1.8 mg/kg IS-5-MN showed a significant reduction in
mildly damaged wall (Fig. 2C) it did not reach significance in
severely damaged vessels (Fig. 2D). On the contrary, LA419
inhibited platelet deposition starting at 3.6 mg'kg LA419 in
both mildly and severely damaged vessel wall (Fig. 2C-D)
(p<0.003).

Because all animals treated with 1.8 mgkg IS-5-MN
showed liver enzyme toxicity, antiplatelet effects at higher
doses of IS-5-MN were not tested.

Platelet aggregation studies

Collagen-induced platelet aggregation in WB was significantly
inhibited by both LA419 (Fig. 3A) and IS-5-MN (Fig. 3B) at
any dose of agonist (3, 5, 10 lg/mL) (p<0.05) in comparison to
the control group (non-treated pigs). PRP aggregation chal-
lenged by collagen (3, 5 pg/mL) was also significantly inhibit-
ed by both nitrates, LA419 (Fig. 3C; p<0.01) and IS-5-MN (Fig.
3D; p<0.05). Besides, LA419 and IS-5-MN also reduced ADP
(3, 5 pwmols/L)-induced PRP aggregation (Fig. 3E; Fig. 3F
respectively; p<0.01).

cGMP levels in platelets and plasma
An increase in intraplatelet cGMP was observed just after initi-
ation of LA419 infusion and remained over baseline levels dur-

ing the whole infusion period (Fig. 4A). No variation was
detected in ¢GMP plasma levels compared to baseline levels
(Fig. 4B).

Immunohistochemical analysis
Immunohistochemical staining (fibrin: Fig. 5A-D; platelets:
Fig. SE-H) of selected perfused substrates (disrupted vessels
perfused at 1680/s) showed no differences on fibrin deposition
after oral treatment with LA 419 (C: 1.8 mg/kg; D: 5 mg/kg) or
treated with IS-5-MN (B: 0.9 mg/kg) vs. the non-treated group
(A). Platelet deposition after oral treatment with IS-5-MN was
not inhibited while LA419 significantly reduced platelet mural
thrombus following the pattern of inhibition already seen in the
radioisotopic quantitative analysis (E: control; F: 0.9 mg/kg
IS-3-MN; G: LA419 1.8 mg/kg; H: LA419 5 mg/kg).

Evolution of hematological, coagulation and
biochemical levels

Hematological parameters (Table 1A) were similar among the
different groups, and they were within normal intervals for
1.5 month old pigs. In all animal groups, aPTT mean ratio was
within the normal range for low level of anticoagulation (mean
aPTT ratio: 1.5-2.5 with 50 TU/kg heparin). Fibrinogen levels
remained within normal range, but showed a decrease with
increasing dose of both nitrates.

Hepatic and renal enzymes were measured before and at the
day 10 of oral nitrate treatment. As shown in Table 1B, plasma
AST and ALT were significantly increased (exceeding physio-
logical values) in animals treated with 1.8 mg/kg IS-5-MN and
5 mg/kg LA419 indicating hepatic toxicity.
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Figure 4: cGMP levels. cGMP concentrations (fmol/mg protein ¢cGMP) were determined (n=4) in (A) platelets and (B) plasma
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Table I:Hematologl-

A
cal, coagulation (A)
:\%mﬁa 1S-5-MN (mg/kg) LA 419 (mg/kg) and biochemical (B)
0.9 1.8 0.9 1.8 3.6 5 parameters in non-
RBC (107l [ 49£003 | 514005 452005 | 52004 52:003 50+003 50%004 | treated and nitrate
(5-7) treated groups. Red
HCT =) 27.0+01 | 29.0+02 270+0.2 29.4+ 02 30.2+02 314z02 31.2+041 blood cells (REC);
e o) hematocric (HCT);
5 3.5£6.0 40+40 43+£13.0 39+4.0 35+7.0 3570 4.0+14.0 '
[Fz’f!c-)Is(g}m ) platelets (PLT); pro-
PT 12.8+01 | 120401 124005 | 127+01 128+01 127+01 13.7+02 thrombin time (PT);
activated partial trom-

aPTT (ratio) 25+0.04 | 20+£0.05 15+007 | 25005 1.7+003 17+£004 1.6£005 boplastin time (aPTT);

(1.5-2.5) | fibrinogen (Fibrinog.).

Fibrinog.imgiaL} 1982 187+ 3 1802 185+ 4 189+3 186+ 3 170+ 6 Values are expressed

il as mean * standard
error. *p<0.05.

B

1S-5-MN (mg/kg) | LA419 (mg/kg)
Before After 10 days | Before After 10 days
treament treatment | Treatment freament
o 0.9 1.8 ‘{ 0.9 1.8 3.6 5

AST (uL) 217 16+1 a1£22* 3146 2418 32+1 31+ 6 64 +20°

(15.3-55.3)

ALT (1w 29+ 2 30+3 44+1* 34+3 3110 3942 4241 4616*

(9-43)

BUN (mg/dL) 8+ 0.3 7+ 0.8 11+ 0.3 10+ 0.3 810.4 70.5 9+0.5 8+1

(6-30)

Crea. (mg/dL) 1.2+£01 | 1.2£0.07 1.1£0.02 | 1.240.06 | 1.320.05 11005 1x0.05 1.1+£02

(0.5-2.1)

tion of platelets by nitrates may offer an additional mechanism
by which these compounds could improve perfusion to ischemic
myocardium. Conflictive results have been found with 1.v. and oral
use of nitrates i vifro and in vivo, some reports showing inhibi-
tion (20-22) and others reporting no effect (23-25) on platelet
aggregation and thrombosis. We have used a conventional and
recognised oral nitrate, IS-5-MN, as positive control for the
potential antiplatelet effect of LA419. A dose of 0.9 mg/kg of
IS-5-MN, as described in the literature (26), showed inhibition
of in vitro platelet aggregation but had no effect i in vivo plate-
let mural thrombosis. These differences seem to be due to the
methodology used in platelet aggregation. Indeed, in vitro aggre-
gation requires blood collection in citrate that depletes Ca™
from the sample and analyzes platelet response to a single agonist.
In contrast, platelet deposition in the perfusion system is trigger-
ed by vascular wall, in flow conditions that mimic the circula-
tion, and there is no Ca™ depletion, therefore Ca-dependent en-
zymes are fully available. These factors relevant in in vivo throm-
bosis are not accountable for in in vifro platelet aggregation.

A higher dose of IS-5-MN inhibited platelet deposition in
vivo; however, the concomitant hepatic injury and drop in blood
pressure abolishes its therapeutic use. Indeed, the therapeutic
window for IS-5-MN seems not to include a platelet inhibitory
effect of relevance in vascular lesion-triggered thrombosis.
Interestingly Wallen et al. in a study in healthy subjects showed
that isosorbide dinitrate only had platelet effects in individuals
showing significant hemodynamic responses to the drug (22). In

confrast, 0.9 mgkg LA419 showed a persistent decrease in
platelet-thrombus formation at low shear rate conditions, with-
out hemodynamic effects. Thrombus inhibition at higher shear
rates (a higher thrombogenic stimulus) required higher doses of
LA419, but doses that did not produce a blood pressure drop.

An important limitation in nitrate therapy resides in their
hemodynamic side effects (7). It should be noted that the anti-
thrombotic effect of IS-5-MN was observed at doses that signif-
icantly decreased blood pressure. However, antithrombotic
properties of LA419 were observed at doses without hypoten-
sive episodes. Therefore, LA419 seems to have antiplatelet ther-
apeutic efficacy at doses without hemodynamic side effects.
These results suggest that LA419 has higher platelet specificity,
probably due to the presence of a thiol group in LA419 strue-
ture, which facilitates nitrate conversion to NO. Thus, the hypo-
tensive effects induced by LA419 would probably be observed,
but at doses much higher than those required to achieve an anti-
thrombotic effect. A potential deleterious effect of nitric oxide
on hepatic function (27) was evidenced by higher ATT, AST
serum levels after treatment with 1.8 mg/kg IS-5-MN and the
higher dose of LA419 (5 mg/kg). Taken together, our findings
indicate that LA419 could be a potentially useful and safe agent
in the treatment of ischemic heart disease.

The proposal that Nitroglycerin may exert its activity inde-
pendently of its NO-releasing properties has been done by
Kleschyov et al. (28). However, this study was done in vitro and
a proper in vivo study must be done before this theory can be
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approved. Moreover, since the pharmacodynamic and pharma-
cokinetic-metabolism properties of the different NO-donors dif-
fer so much, then what could be proven for Nitroglycerin should
be also proven for other NO-donors. To this regard, since we
have demonstrated the maintained increase in ¢cGMP levels after
LA419 admimistration, and that its anti-platelet activity is
avoided by a NO-scavenger (carboxy-PTIO) (data not shown),
we should conclude that the anti-thrombotic activity of LA 419
should be mediated by the release of NO from that molecule,
A significant reduction on fibrinogen levels by NO has been
previously reported (29) and it may be considered that if the
reduction does not reach the level of hypofibrogenemua, it
would diminish risk of ischemic heart disease associated to high

In conclusion, this study provides evidence of the in vivo
effects of the novel compound LA419 in comparison with
IS-5-MN. Oral administration of this novel NO-donor inhibits
platelet mural thrombosis without modifying blood pressure.
The antiplatelet effects of LA419 increase the potential benefit
of this anti-ischemic molecule in patients with ischemic heart
disease.
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atherosclerotic plaques
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Summary

Platelets play a primary role in thrombus formation after plaque
rupture. Platelets recognize the exposed collagen via Von
Willebrand factor (VWF) and become activated. Saratin, an
inhibitor of the VWF-dependent binding of platelets to collagen,
may reduce the thrombotic risk associated to atherosclerosis.
Qur objective was to evaluate the antithrombotic effects of
local treatment with saratin on human atherosclerotic lesions.
Thrombus formation was assessed by the deposition of '''In-
platelets on different human atherosclerotic lesions under
three local shear conditions (800,1700 and 3400/s) with blood

derived from catheterized pigs. Human atherosclerotic lesions

Keywords

Von Willebrand Factor, collagen, saratin, platelets, thrombosis

were locally treated with saratin (30 pg/ml) ac 37°C for 5 min
and placed in the chamber. Under stenotic shear conditions of
800/s, saratin significantly (p<0.05) reduced platelet deposition
triggered by human denuded vessel wall (44%), fatty streaks
(47%), severely damaged vessel (50%) and atherosclerotic
plaque (57%). Thrombus characterization by immunohisto-
chemistry showed also a reduction in fibrin deposition in treat-
ed vessels. These results suggest that the local site-specific
treatment with saratin inhibits atherosclerotic plaque throm-
bogenicity at haemodynamic conditions typical of moderately
stenotic coronary arteries.

Thromb Haemost 2004; 92: 191-200

Introduction

Platelets play a primary role on thrombus formation after plaque
rupture and in the onset of the acute coronary syndromes (1-3).
Although the characterization of the initial triggers of thrombo-
s1s would significantly improve the efficacy of platelet-inhibito-
ry drugs, the contribution of the different plaque components to
thrombosis is not completely understood. Aspirin is the gold
standard in clinical antithrombotic therapy but recently new
specific antiplatelet agents, such as GPIIb/TIla antagonists, ADP
receptor blockers and specific thrombin inhibitors have been
mtroduced (4, 5). On the other hand, inhibitors of platelet adhe-
sion are not yet in clinical trials, although some have been char-
acterized and tested in purified systems. Platelet adhesion is
mediated by Von Willebrand factor (VWEF) which acts as a
bridge between platelet receptors and collagen (6, 7). Under

high shear rate conditions VWF (domain A3) (8) binds to colla-
gen type I and/or 11T undergoing a conformational change which
will allow its binding to the platelet receptor GPIb/IX/V
(domain Al) (9). After the initial tethering, platelets will
become irreversibly adhered through the collagen receptors
(GPIa/Tla, GPVL, GPIV, p65, TIICEP) (10) resulting mn platelet
activation, degranulation and aggregation (11). Activated plate-
lets will release tromboxane A2, cytokines, mitogenic mediators
and vasoconstrictor substances (3) that will lead to a reduction
of vascular lumen, thrombus formation and contribute to reste-
notic complications (12). Therefore, prevention of the initial
platelet adhesion step might contribute to a more efficient inhi-
bition of the platelet response to injury in the vessel wall
However, there is not much information on the contribution of
the VWF-collagen pathway to thrombosis on human atheroscle-
rotic lesions.

Correspondence to:

Prof. L. Badimon

Cardiovascular Research Center

€/ Jordl Girona 18-26

08034, Barcelona, Spain

Tel: 349340061 46, Fax: 34 93 2 04 59 04
E-mail: Ibmucvi@cld.csic.es

- 176 - ANEXO III

Receled November 12,2003
Accepted after resubmission May 4, 2004

Financial support
This work has been possible thanks to the funds provided by Menck, KGaa,
FIS-CO301 and PM-5AF 2000/0174.

Prepublizhed onling June 4,2004 DO 10,0 160/ THO3-11-0687



Vilahur, et al.: Saratin decreases thrombosis on atherosclerosis

Saratin (Merck, KGaA) is a 12000 Da recombinant protein
(103 aminoacids with three disulfide bridges) isolated from the
saliva of the medicinal leech Hirudo medicinales, that site-spe-
cifically inhibits collagen (type I and IIT) interaction with VWE-
A3 domain (13). Sequential assignment and secondary structure
of saratin have been described (14). Saratin has shown to reduce
platelet adhesion, hyperplasia (15), and lumen stenosis in carot-
1d endarterectomized rats (16). Up to now saratin has shown
platelet inhibitory effects on thrombosis triggered by purified
proteins and damaged healthy vessel wall. Therefore, we
hypothesized that saratin could also reduce platelet deposition
triggered by a highly thrombogenic surface as it is the athero-
sclerotic plaque. Our results indicate that the local treatment
with saratin (1.e. in drug-eluting stents) may reduce thrombosis
associated to exposure of different human atherosclerotic lesion
components, at shear rates compatible with dilated/stented ste-
10sis in coronary arteries.

Materials and methods

Experimental model

Normal pigs (Large White x Landrace) obtained from a local
single farm (n=20; body weight = 38 kg) were individually
caged in a light, temperature (23 £ 2°C), and humidity con-
trolled environment with free feeding (normal pig chow) and
access to water. Animals were housed for one week before any
experimental procedure, to eliminate the stress effects of trans-
portation. All procedures in this study were performed in
accordance with institutional guidelines and adhered to the
American Physiological Society guidelines for animal research.

Experimental procedure

The pigs were sedated with an intramuscular injection of
§ mg/kg of Azoperona (Stressnil®, Esteve, Spain), deeply anes-
thetized by intravascular infusion of pentobarbital sodium solu-
tion (10 mg/kg, B. Braum, Germany), and then intubated and
ventilated (Dog ventilator, Ugo basile, Italy). Through a neck
incision, the carotid artery and contfralateral jugular vein were
cannulated. Blood samples were collected for baseline determu-
nation of hematoerit (30.7 + 0.62%), platelet number (459 + 13
%109 plt/ml), mean platelet volume (56 + 0.4 um?), prothombin
time (PT; 12.4 £ 0.1 s), activated partial thromboplastin time
(aPTT; 61 £ 8.1 s), and fibrinogen (198 + 3 mg/dl). Pigs were
intravenously heparinized with a bolus (50 Ulkg) followed by
an infusion (50 Urkg/h) (Liquemine®, Roche, Switzerland). The
catheterized carotid artery was connected by polyethylene tub-
ing to the input of the Badimon perfusion chamber (17) and the
output of the chamber was connected to a peristaltic pump
(Masterflex, Model 7518-10, USA). Blood that passed through
the chamber was recirculated back into the animal by the con-
tralateral jugular vein. Each pig was used for about 10 perfu-
sions. The aorta specimens (30 mm in length and 10 mm in

width) were placed in the perfusion chamber in a lateral posi-
tion, forming part of the blood channel by which the test surface
was directly exposed to the blood. The substrates were perfused
with PBS solution at 37°C for 60 s. After the preperfusion peri-
od blood entered the chamber (internal diameter 1.0 mm) at a
preselected flow rate of 5, 10 or 20 ml/min for 5 min to obtain
a broad range of wall shear rates to encompass conditions in
mild stenotic coronary vessels (800/s) and at higher shear rates
(1700 and 3400/s) as those described for VWF-dependent-
thrombosis in purified substrates or in the microcirculation.
These latest high shear rates are not common in the coronaries
because of the compensatory distal vasodilation when vessel
diameter becomes reduced by high grade stenosis (18). At the
end of blood flow, buffer was again passed for 30 s through the
chamber under identical flow conditions. The number of depos-
ited platelets on each specimen was normalized from the plate-
let count, the "In-activity on the perfused area and in blood,
and the area of exposed surface (17).

Preparation of vessel segments and
local drug treatment

Pig aorta substrates
A series of experiments were designed to gain information
about the dose of saratin required to locally inhibit mural plate-
let deposition triggered by porcine damaged vessel wall. Pig
aortas were obtained fresh, immediately cleaned from adventi-
tia, cuf in long pieces, and frozen at —80°C until needed. Before
starting the experiments, the aortas were thawed in PBS at
4°C, opened longitudinally, and cut into 30x10 mm segments.
Segments of pig aorta were denuded (model of erosion) or
severely damaged (model of disruption) by peeling off the inti-
mal layer with a thin portion of subjacent media (19, 20).
Substrates (N 210 for each condition) were incubated at
37°C with saratin at different concentrations (0, 3, 30 and
300 ug/ml saratin) for 5 min. The solvent for saratin was PBS
which was also used to incubate control tissues. Blood was per-
fused through the chamber at high shear rate conditions (800
and 1700/s).

Human atherosclerotic substrates

Human aorta specimens were obtained from autopsy cases
within 13 to 15 h of death (unused tissues from an on-going
study on sudden death), transported in PBS and immediately
cleaned from adventitia, cut in long pieces and frozen at —80°C
until needed. Before the experiments, the aortas were thawed
in PBS at 4°C, opened longitudinally, and cut into 30x10 mm
segments. The specimens were composed of denuded vessels
(eroded, N=46), fatty streaks (N=60), severely damaged sub-
strates (disrupted vessel; N=93), and atherosclerotic plaques
(N=28). Human specimens devoid of endothelium were classi-
fied as denuded/eroded vessels and severely damaged lesions
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were obtained by stripping of the intima (model of disruption)
as described for the porcine aorta (18, 19). Special care was
taken to avoid gross irregularities on the surface. Lesions mac-
roscopically characterized by raised yellow streaks were classi-
fied as fatty streaks, while lesions macroscopically character-
ized by raised white or yellow-white plaques were classified as
atherosclerotic plaques. Substrates for each experiment were
used in a randomized fashion. Human specimens were incubat-
ed in PBS solution with or without saratin (30 pg/ml) at 37°C
for 5 min. Blood was perfused at different shear rate conditions

(800, 1700 and 3400/s).

Platelet interaction with collagen under
elevated shear

We performed additional flow chamber perfusion studies using
collagen-coated plastic slides, following previously published
methods (21), to assess the inhibitory effect of saratin on plate-
let-collagen interaction under high shear rate conditions. For
this purpose, Permanox® plastic slides (30x10 mm) were coat-
ed with fibrillar collagen from bovine Achilles tendon (at a con-
centration of 16 pig/ml). The plastic slides were kept in a humid
atmosphere overnight, then washed, and blocked with 3% BSA
for 2 h. PBS solution (with or without saratin 30 pg/ml) was
added for 5 min at 37°C. Collagen-coated surfaces were placed
i the perfusion chamber and perfused as deseribed above at
shear rates of 800 and 3400/s. Commassie blue stain (protein)
showed a uniform coverage of collagen in the plastic slides.
Furthermore, staining of the collagen-coated slides after blood
perfusion showed that the collagen matrix had not been dis-

lodged or peeled off by the flow.

Radioactive labeling of platelets

Approximately 24 hours before the perfusion experiment,
autologous platelets were labelled with In-oxine (1'!In)
(Amersham, Germany) as previously described (20). In brief,
43 ml of blood were withdrawn in 7 ml ACD solution (0.8% cit-
ric acid, 2.2% trisodium citrate, 2.45% dextrose, pH 5). Platelets
were isolated by low speed centrifugation (400g, 10 min), resus-
pended in ACD-saline (14.4% ACD solution in saline, pH 6.30)
and labeled with "'In. An average of 7.3x10° £ 0.12 x10° per pl
of In-labeled platelets was reinjected in a final volume of 4 ml
of autologous plasma. Efficiency was 96 + 1.2% and the in-
jected activity was 249 + 9 pCi. The labeling procedure was
performed approximately within 2 hours.

Biodistribution of indium-'""-labeled platelets
and biochemical analysis

At the end of the perfusion experiment post-mortem *In-bio-
distribution indicated a correct platelet distribution with maxi-
mal accumulation in blood (47 + 4% in blood, 28 + 3% in liver,
14 + 2% in spleen, 4.0 + 0.5% in lungs, 0.20 + 0.03% mn kid-
neys, and 0.11 £ 0.02% in heart tissue). Serum levels of creati-

- 178 - ANEXO III

nine (1.00 + 0.04 mg/dl), cholesterol (73.0 + 4.0 mg/dl), protein
(4.91 +0.05 g/dl), glucose (101.0+ 7.5 mg/dl), AST (22.0+7.0
U/l) and ALT (33.0 + 2.4 U/1) were measured by routine analyt-
1cal chemistry assays and all values were within normal range
for pig blood. Indivm release from platelets was analyzed

throughout the experimental perfusion period and it was always
<4%,

Conventional histology and
immunohistochemistry in human
atherosclerotic substrates

Perfused substrates were fixed in 4% paraformaldehyde, eryo-
protected with 2.3 M sucrose and frozen over dry ice in OCT
(Tissue-Tek OCT Compound 4583, Leica, Germany). Serially
cut 4- to 5 Um sections were obtained from the centerline of the
vessel, longitudinal to the blood flow direction (Lung CM 300
Cryostat, Leica, Germany). Sections were mounted on gela-
tinized slides for immunchistochemistry or conventional staining
and stored at —20°C until tested. Masson’s Trichromic staining
allowed visualization of the different atherosclerotic lesions.
For immunohistochemical analysis, antifibrinogen polyclonal
antibody (DAKO code No.A=080, Denmark) and an anti-plate-
let polyclonal antibody (pabBP19) produced in our laboratory
(20) were used as primary antibodies. Secondary antibodies
were FITC-conjugated F (ab”) 2 fragment of anti-rabbit polyelo-
nal (Sigma, code NoF1262, USA) and TRITC-conjugated
swine anti-rabbit immunoglobulins (DAKO No.R156, Den-
mark). Images were captured with an Olympus Vanox AHBT3
microscope and digitalized by a Seny 3CCD camera. Controls
of primary and secondary antibody staining were always per-
formed. Control and treated vessels were analyzed from the
same axial segment to avoid interference of location in compar-
ative analysis.

Hematological measurements

After each sequence of perfusions, blood samples were collect-
ed from each animal and evaluated for platelet count, hemato-
crit, red blood cells count, fibrinogen levels, prothrombin time,
activated partial tromboplastin time, and indium-release from
platelets.

Statistical analysis

Results are expressed as mean + SEM unless otherwise stated.
Statistical significance of overall differences between groups
was analyzed by analysis of variance (ANOVA) and by Mann-
Whitney U test. A Power Macintosh computer equipped with
Statview™ software (Abacus, Inc) was used for all analysis.
Values of p<0.05 were regarded as statistically significant.
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Effects of saratin on human atherosclerotic
plaque

Human atherosclerotic tissues were locally treated with saratin
(30 pg/ml) for 5 min at 37° C, and the vessels were mounted in
the chamber. Under stenotic shear conditions of 800/s, saratin
significantly reduced platelet deposition in all conditions.
Reductions with respect to control vessels were 44% on denud-
ed vessel wall, 47% on fatty streaks, 51% on severely damaged
vessels, and 57% on atherosclerotic plaque (Table 2) (p<0.03).
At shear rate conditions of 1700/s saratin treated human sub-
strates only showed a significant platelet reduction m fatty
streaks (p<0.03). No change in platelet deposition was observed
at the higher shear rate (3400/s) at any degree of vascular dam-
age.

Immunohistochemical staining (fibrn: Fig. 4; platelets:
Fig. 5) was performed on denuded vessel (thrombotic response
similar to that on fatty streaks) and severely damaged vessel
wall (thrombotic response similar to that on atherosclerotic
plaques). The selected human perfused substrates (A, B: denud-
ed vessel; C, D: severely damaged vessel) showed a mild
reduction of fibrin deposition after local treatment with saratin
(30 pg/ml) for 5 min in both denuded (Fig. 4B) and severely
damaged vessels (Fig. 4D) with respect to control substrates
(Fig. 4A and 4C). Denuded human vessels demonstrated mini-
mal platelet deposition (Fig. SA) while severely damaged ves-
sels induced thrombus formation (Fig. 5C). Platelet deposition
after saratin treatment followed the pattern of inhibition already
seen 1n the radioisotopic quantitative analysis (denuded vessel
Fig. 5B; severely damaged vessel Fig. 5D).

Effects of saratin on collagen-induced

thrombus formation under high shear

Saratin significantly reduced platelet adhesion to collagen-coat-
ed slides at high shear rates (800/s, p=0.048; 3400/s, p =0.02)
(Fig. 6). Interestingly, saratin induced a 4-fold reduction on
thrombus formation at shear rate of 800/s (163 =9 vs. 4 =2
%10% platelets/em®; Fig. 6A) while a 16-fold reduction was
achieved at a higher shear rate (3400/s: 83 £30vs. 5= 1.5x 10°

1404
—8— Denuded Vessel
1204 | —*— Fatty Streak
—o— Severely damaged vessel

4
c 10004 | —&— Atherosclerotic Plaque
Ea
= = i
g %
83
= =
T
0. 607
28
< Z
e 40

201

1]
= = z
= = E
LOG,; SHEAR RATE (1/s)

Figure 2: Shear and lesion dependence of platelet depo-
sition on human atherosclerotic lesions. Human denud-
ed/eroded vessel (M= 23) or fatty streaks (N=31) showed less
platelet deposition than severely damaged disrupted arteries
(N=46) or atherosclerotic plaque (N=14) substrates, and in gen-
eral platelet deposition increased with increasing shear rates.

platelets/em’; Fig. 6B). According to these results, saratin-
induced inhibition of platelet deposition (% inhibition vs. non-
treated) was in agreement with a VWF-dependent effect,
increasing with increasing shear rate. It was approximately 75%
at 800/s and 94% at 3400/s (Fig. 6C).

Laboratory data
No significant differences were found in hematological param-
eters before and after starting perfusions of saratin-treated ves-

Table I: Two factor ANOVA (shear rate
and substrate) analysis. Values of p = 0.05

were regarded as non-significant (N.5.). EUMEARISO SHEAR RATE - SUBSTRATE
Denuded vessel vs fatty streak 0.03 N.S
Denuded vessel vs severely damaged vessel 0.005 0.02
Denuded vessel vs atherosclerotic plague 0.0002 0,004
Fatty streak vs severely damaged vessel 0.01 0.01
Fatty streak vs atherosclerotic plaque 0.0002 0.0006
Severely damaged vessel vs atherosclerotic 0.001 N.5
plague
195
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SARATIN N DENUDED VESSEL SEVERELY DAMAGED wall (* p<0.05 vs.
VESSEL untreated).
B) Platelet deposition
800/s 1700/s 800/s 1700/s triggered by severely
damaged pig vessel
0 pg/ml 36 37+02 48 0.2 33.0+40  382+69 wall ( p<0.01 vs.
untreated).
C) Table of results.
3 pg/ml 12 3.1 +0.8 6+0.7 32626 360+£24 Results are expressed
as mean values of
30 pg/ml 11 2.7 +0.4% 46+13 173£3.97 422+12.0 platelet deposition
(x10° platelets / cm?)
+ SEM. (Open bars,
300 pg/ml 10 22+ 03% 48+1.5 204 +3.47 246 6.1 800/s; hatched bars,
1700/s).
Results was reached, with a reduction of =52% (33.0= 4.0 vs. 17.3 ¢

Efficacy of saratin on thrombus formation:
dose-finding studies

The antithrombotic effects of saratin were tested under well
defined shear conditions and surface thrombogenicity.

Denuded pig vessel wall (model of erosion)

Platelet deposition triggered by denuded vessel wall was signif-
1cantly inhibited at 800/s with local saratin treatment (30 pg/ml
and 300 pug/ml) after 5 min incubation at 37°C (p<0.03) (Fig.
1A). Platelet deposition was reduced from 3.7 + 0.2 x108 plate-
lets/em” (non-treated) to 2.7 £ 0.4x10° platelets/em? (30 pg/ml
saratin; =27% reduction vs. non-treated) or to 2.2 + 0.3x105
platelets/cm’ (300 jg/ml saratin; =40% reduction vs. non-treat-
ed). No significant differences were observed at higher shear
rate.

Severely damaged pig vessel wall

(model of disruption)

Platelet deposition triggered by severely damaged vessel wall
was significantly reduced at shear rate of 800/s with saratin at
concentrations of 30 and 300 pg/ml (p<0.01) (Fig. 1B). At a
local saratin treatment of 30 pg/ml the maximal inhibitory effect

3.9 x10%latelets/em?). There were no significant effects at
1700/s.

Thrombus formation on human
atherosclerotic substrates

The pattern of thrombus formation on human atherosclerotic
lesions was directly regulated by local rheological conditions
and tissue characteristics (Fig. 2). Human denuded vessel or
fatty streaks showed less platelet deposition than severely dam-
aged or atherosclerotic plaque substrates. Platelet deposition on
human denuded vessel, fatty streaks, severely damaged or athe-
rosclerotic plaque increased with increasing shear rates, Two
factor ANOVA (A, shear rate; B, substrate) (Table 1) showed
significant effects of substrate on platelet deposition, except for
similar platelet deposition in denuded vessel and fatty streak
and in severely damaged vessel and atherosclerotic plaque.
Effects of shear rate range (800 to 3400/s) were significant in
each case. Figure 3 shows the Masson's Trichrome stain of
human denuded/eroded vessel (Fig. 3A), fatty streak (Fig 3B
and 3E), severely damaged disrupted vessel (Fig. 3C), and
atherosclerotic plaque (Fig. 3D).
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sels (platelet count: 420.0 = 10.5 vs. 437.0 = 12.9 x108/mm’; red
blood cells: 5.40 = 0.08 vs. 5.60 = 0.11 x108/mm? ; hematocrit:
30.70 = 0.30 vs. 30.80 = 1.00%). Basal coagulation parameters
were neither changed after saratin (fibrinogen levels:

201.0 £ 4.1 vs, 205.0 = 3.4 mg/dL; prothrombin time; 12,7+ 0.2
vs. 12.5= 0.2 s; activated partial thromboplastin time: 227 = 35
vs. 232.0=21 s).

100

al00

Figure 3: Masson's Trichrome stain of
human denuded vessel (without endo-
thelium}) (A), fatty sctreak (B), severely
damaged (disrupted exposure of the
medial-layer) vessel (C), and athero-
sclerotic plaque (D). E, Fatty streak
histological photomicrograph at higher
resolution. Lipid content (B, D, E) has been
lost due to the staining procedures.

(L, lumen; 1, intima; M, media; F5, fatty streak;
AP, atherosclerotic plaque).

Table 2: Platelet interaction with human atherosclerotic components as determined by the radicisotopic
("""In-labeled platelets) method under different shear rate conditions. Results are expressed as mean values of platelet
depasition (x10% platelets / cm?) £ SEM. (* p<0.05 vs. control).

DENUDED FATTY SEVERELY ATHEROSCLEROTIC
VESSEL STREAKS DAMAGED PLAQUE
(N=46) (N=60) (N=023) (N=28)
Control saratin Control saratin Control saratin Control saratin
(N=23) (N=23) (N=31) (N=29)} {N=4a) (N=AT) (N=14) (N=14)
SHEAR B00 4306 25055 5107  2.6z0.5% 14.912.5 7.6:40.9% 13.822.7 6.0£2,2%
RATE
(1/s)
1700 4809 43206 21110 TOzL5¥ 284131 23.05.0 27.3£8.9 24.3£7.4
3400 40.2+82 383x10.1  18.2x40 20,1252  B2.2+204  B3.1%232 989341 SL7L36.6
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A B
C D

Figure 4: Representative immuno-

photomicrographs of fibrin deposition

under shear rate conditions of 800/s.

Men-treated (control) human substrates

(A, C) or treated with saratin (B, D). Saratin

reduced fibrin deposition. A, B: denud-

ed/eroded vessel; C, D: severely damaged

disrupted vessel. (Magnification x200).

C D

Figure 5: Representative immunopho-
tomicrographs of platelet deposition at
shear conditions of 800/s. Non-treated
(contrel) human substrates (A, C) or treated
with saratin (B, D). Saratin reduced thrombus
formation. A, B: denuded/eroded vessel;

C, D: severely damaged disrupted vessel.
(Magnification x200)
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Figure 6: Bar graph of platelet interaction with collagen-
coated slides under high shear rate conditions. Results
are expressed as mean values of Platelet Dieposition (x106 plate-
lets / em?) = SEM. Collagen-coated slides were incubated in PBS
with (M=16) or withouth (N=18&) saratin (30 pg/ml; 5 min; 37°C)

Discussion

Under high shear conditions (>650/s) (22) Von Willebrand
Factor-A3 domain (VWF) plays an important role in mediating
platelet adhesion to purified collagen preparations (8). VWEF-A3
binding to collagen is followed by a conformational change
which will enable VWF-A1 domain/GPIb/TX platelet receptor
interaction leading to platelet activation (9). Activated platelets
provide a surface for the assembly of the coagulation protein
complexes that generate thrombin, and also serve as a nidus for
fibrin clots (23). Interestingly, there are no studies on the impact
of this hemostatic pathway in arterial thrombosis triggered by
atherosclerotic plaques.

Up to now, only a few in vivo studies in animal models have
reported that inhibition of platelet-VWF interaction 15 effective
in reducing thrombogenesis triggered by injured arteries. These
studies include the use of anti-GPIb monoclonal antibodies
(MoAb) (24, 25), anti-VWF MoAb (26), a recombinant Von
Willebrand factor GPIb binding domam (VCL) (27), and other
leech-derived substances as calin (28) or leech antiplatelet pro-
tein (LAPP) (29). Although potentially efficacious they have
shown some secondary unwanted effects in the animal models

at 800 and 3400/s. Saratin-treated collagen slides showed a sig-
nificant decrease on platelet deposition with respect to controls
both at 800/s (A) and 3400/s (B). Treatment-induced inhibition
of platelet deposition at 800/s and 3400/s (C).

and experimental designs studied; as such, anti-GPT MoAbs
seem to induce severe thrombocytopenia (23, 30), VCL pro-
longs bleeding time (31), and local treatment with LAPP has
shown no effect on thrombus formation in baboons (29). We
show here that local treatment of atherosclerotic human plaques
with saratin, seems to reduce their thrombogenicity under cer-
tain flow conditions. Saratin, a recombinant protein isolated
from the saliva of the leech Hirudo medicinalis, had previously
shown a potent inhibitory effect on VWE-dependent platelet
adhesion to purified collagen at high to very high shear rates
(13).

Additionally, Cruz et al (16) demonstrated that topical appli-
cation of saratin in a normal rat carotid endarterectomy model
reduced thrombus formation (low shear rate). In our study, we
demonstrate that local treatment of highly thrombogenic athe-
rosclerotic vessels with saratin reduces thrombus formation.
Indeed, all damaged human substrates incubated with saratin
(30 ng/ml) and perfused at shear rates of 800/s showed a signif-
icant reduction on platelet deposition. However, no significant
reduction on platelet deposition was observed at higher shear
rate conditions (1700 and 3400/s). Interestingly, our data show-
ing saratin inhibitory effects on platelet deposition induced by

198

ANEXO II- 183 -



Vilahur, et al: Saratin decreases thrombosis on atherosclerosis

collagen-coated surfaces under high shear rates (800 and
3400/s) suggest that saratin remains bound to collagen as
already described (13). Therefore, our results with human athe-
rosclerotic and damaged porcine vessels suggest that thrombo-
sis at high shear rates 1s not as dependent on VWF as it may be
the case for purified collagen. Indeed, we have previously
shown that on highly thrombogenic surfaces such as atheroscle-
rotic plaque the blockade of the thrombin pathway seems to be
highly effective (32).

While on purified collagen monolayers VWF-dependent
effects were evident at shear rates typical of the microcircula-
tion (>1000 /s) (29, 33). in pig arterial substrates we have pre-
viously shown that VIWF effects were also evident at low shear
rates typical of larger vessels (200 to 400/s) (34). Therefore,
our data perfusing atherosclerotic human vessels support the
concept that saratin effects are significant at those shear rates
typical of coronary circulation. Indeed, the highest prevalence
of thrombus-dependent acute coronary syndromes occur in
coronaries that are moderately stenotic (35). Moreover, saratin
was more efficacious in dimimishing thrombosis induced by
highly thrombogenic surfaces (severe plaques and severely
damaged disrupted vessels), conditions that are mainly associat-

ed to the presentation of the acute coronary syndromes.
Immunchistochemical analysis supported the decrease in plate-
let deposition already seen in the radioisotopic quantitative
analysis and additionally showed a decrease mn fibrin deposition
on demuded and severely damaged vessels.

In conclusion, this study demonstrates that local saratin
treatment significantly decreases platelet deposition and mural
thrombus formation triggered by human atherosclerotic lesions
at hemodynamic conditions typical of moderately stenotic cor-
onary arteries. Saratin treatment may become a successful
approach in the local treatment of revascularized vessels with
drug-eluting stents because inferventional procedures wsually
expose highly thrombogenic surfaces to circulating blood.
Additionally, saratin has previously shown anti-restenotic prop-
erties (13) that, in addition to its antithrombotic profile, may be
of benefit in revascularization stent-mediated procedures.
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ABSTRACT

Background. Epidemiologic studies have demonstrated that the Mediterranean diet due to its
high content in antioxidants and mono and polyunsaturated fatty acids is associated to a
reduction in the development and manifestation of cardiovascular disease. Olive oil intake has
been shown to contribute to these benefits with a wide range of healthy effects (in lipoprotein
oxidation, coagulation, fibrinolysis and lipid profile). Objectives. To study in vivo, whether the
effects of olive oil in platelet aggregation could be overridden by the increase in dietary fat
associated to the consumption of a diet supplemented with olive oil. Design. Control animals
fed for 30 days a regular chow (fat 3.83%, protein 22.04%, carbohydrates 50.24%, fiber 5.66%,
minerals 8.13%) were compared to animals fed the same diet, but with a daily addition of extra
virgin olive oil (Hojiblanca, Malaga, Spain). Platelet aggregation was measured in platelet rich
plasma (PRP) using ADP and collagen as aggregating reagents. Thrombosis was evaluated in
the previously validated Badimon perfusion chamber measuring mural platelet deposition.
Changes in plasma and platelet lipid composition were also analyzed. Genes involved in the
atherosclerotic process were analyzed by RT-PCR. Results. Platelet aggregation was
significantly reduced in animals ingesting olive oil. Mural platelet deposition was similar in
groups fed or not olive oil. No significant changes were observed in plasma lipid levels despite
of the increase in fat intake. Conclusions. Daily olive oil ingestion significantly reduces platelet

aggregation and does not affect other risk factors involved in the atherosclerotic process.

Keywords: olive oil, platelets, thrombosis
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INTRODUCTION

The influence of dietary habits in the incidence and progression of coronary heart disease has
been amply demonstrated in experimental and epidemiological studies [1,2]. The InterHeart
Study [3] has shown that a diet rich in vegetables is negatively associated to CDV disease risk.
The “Seven Countries” [4] study showed that mortality was lower in the inhabitants of the
Mediterranean area than in those of the United States or Northern Europe. The diet ingested by
Southern European populations had high proportion of fats due to the large intake of
monounsaturated fatty acids (MUFA), mainly as oleic acid and essentially from olive oil, while
the Westernized diet consumed in the rest of developed countries included a large proportion of
saturated animal fats with high amount of saturated fatty acids (SFA). Interventional studies
have demonstrated the pleiotropic effects of olive oil in cardiovascular disease beyond
cholesterol lowering. As such, studies performed with healthy volunteers ingesting oleic-
enriched diets resulted in a decrease of Low Density Lipoproteins (LDL) susceptibility to lipid
peroxidation [5]. These LDL particles enriched in oleic acid promoted less adhesion and
chemotaxis of monocytes [6,7]. Consumption of olive oil decreases plasma levels of von
Willebrand factor (vWF), tissue factor pathway inhibitor (TFPI) and tissue plasminogen
activator type 1 (PAI-1) plasma levels [8], and reduce a cancer cell line proliferation [9]; MUFA
diets decrease the prothrombotic environment, modifying both coagulation and fibrinolysis [10].
The antithrombotic effects of olive oil have been experimentally tested in animals (rats and
rabbits) producing favourable results [11,12], although none of these studies evaluated effects of
an increase in caloric intake due to olive oil addition to the diet on the thrombotic risk upon
vascular wall damage and exposure to circulating blood. Due to the resemblance of the porcine
vascular system (structurally and physiologically) to that of humans, we used an in vivo and ex

vivo porcine experimental model of extracorporeal perfusion in the Badimon’s chamber that
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allows us to mimic different vascular conditions of coronary arteries. We evaluated whether the
amount of fat provided by extra virgin olive oil as a single dietary modification could influence
thrombosis triggered by a thrombogenic vessel under characterized flow conditions. Therefore,
normolipemic animals receiving a complete growing chow were fed (or not) an extra-amount of
olive oil (= 80% oleic acid) to evaluate if this hyperlipaemic fat increase could affect thrombosis

and expression of different inflammatory markers of cardiovascular disease.
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METHODS

Animal Model and Experimental Design

A total of eight littermate female white commercial fixed-breed pigs (initial body weight, BW,
20kg) were randomly assigned to two experimental groups. Animals were individually housed
and water provided ad libitum. Animals were weekly weighted to calculate daily chow intake
(3.5% BW). One group was fed for 30 days on standard chow (low fat-high carbohydrate diet)
(Group A, n=4), and the other group (Group B, n=4) was fed standard chow enriched with extra
virgin olive oil (Table 1). Olive oil was freshly supplemented every day to the ration, therefore
total daily intake of fat was increased up to 24%, while intake of other nutrients remained
similar. Extra virgin olive oil used in this study was Hojiblanca (Hojiblanca, Malaga, Spain)
with a low level of saturated fats (<1.5%).

All procedures followed in the study were in accordance with the AHA-guidelines for

experimental research and approved by the Ethical Committee of the local Government.

Ex vivo Platelet Aggregation

Blood obtained in sodium citrate (0.16mols/L) at the end of dietary period was used to perform
platelet aggregation following standardized methodology [13]. Platelet rich plasma (PRP) light
transmission aggregation (LTA) was measured using ADP (3, 5, 10 and, 15 umol/L) and
collagen (3, 5, 10 and, 15 pg/mL) as aggregating agents. Whole blood platelet aggregation
(WBA), measured by impedance, was triggered by collagen (3, 5, 10 pg/mL). Maximal

aggregation, lag time and slope were measured for each dose of aggregating agent.
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Perfusion chamber

At the end of the experimental period thrombotic risk was assessed by exposure of blood from
studied animals, to a thrombus triggering damaged artery in the previously validated and
standardized Badimon perfusion chamber [14]. The day before the perfusion experiment, blood
was withdrawn in ACD anticoagulant solution (citric acid 0.04mols/L; sodium citrate
0.09mols/L; dextrose 0.07 mols/L) and platelets were labeled with '''In-oxine (Amersham
Biosciences, London, UK) as previously described [15]. In brief, platelets were isolated by low
speed centrifugation and washed in ACD saline (14.4% ACD solution in saline, pH 6.50). Then,
platelets were labeled with '''In-oxine, resuspended in autologous pig plasma and reinjected in
the animal. The dosage of radioactivity injected was 256+4uCi, the labeling efficiency was
98.85+0.17% and platelet lysis was 3.51+£0.72%. After 18 to 24 hours after platelet labeling,
animals were tranquilized (2.2mg/kg azaperone), anesthetized (5mg/kg pentobarbital),
mechanically ventilated, catheterized and heparinized (50Ul/kg 1i.v. bolus and infusion of 50UI"
' kg'/h™"). The Badimon perfusion chamber was placed in a carotid artery-jugular vein shunt
established at a fixed flow velocity of 10 mL/min, as previously described [15-17]. Homologous
porcine vessel wall with two types of damage, severe (ruptured vessel wall) and mild (eroded
vessel wall) was placed in the chamber and exposed to flowing blood. Blood was perfused
through the chamber for 3, 5 and, 10 minutes at two different shear rates of 1690s™ and 212s™
typical of stenotic or patent coronary arteries. After the perfusions, the radioactivity of each
vessel was quantified in a gamma-counter and transformed in millions of deposited platelets per
surface unit (total platelet deposition, TPD: PLTsx10%cm?) as previously described [16]. At the
end of the experiment, animals were euthanized by an overdose of intravenous KCl (2 mols/L)

and autopsy tissue samples were collected and stored at -80°C.

- 194 - ANEXO III



Blood and Plasma Determinations

Blood was withdrawn by venipuncture from the ear marginal vein in fasting animals at days 0,
15 and, 30 of the study. Blood cell counting (System-9000, Serono-Baker Diagnostics U.S.A.)
and coagulation parameters (ST4 coagulometer, Diagnostica-Stago, France) were evaluated.
Plasma biochemistry, total cholesterol (TC), HDL-cholesterol (HDLc) and triglycerides (TG)
were enzymatically determined (Kodak Ektachem DT, Eastman Kodak Company U.S.A.).

Fatty acid composition in plasma and platelets was analyzed using the Blight & Dyer extraction
method [18]. EDTA plasma samples were obtained at baseline, day 15 and day 30 of the study
and ACD-pelleted platelets at the end of experimental procedure. Samples were previously
dried, methylated, and extracted with hexane, then injected in a GC/MS analyzer (MD 800
Fisons Instrument). Results were expressed as % of molar composition of each fatty acid from

each sample.

Lipoprotein oxidation

Low density lipoprotein (LDL) oxidation capacity was analyzed in EDTA-collected blood at the
end of experimental procedure. LDL particles were isolated by sequential ultracentrifugation
[19] and oxidation induced by copper as described [20]. Lipoprotein oxidation was also

analyzed with thiobarbituric acid-reactive substances test (TBARS).

Rho-A protein expression

Platelets were obtained from blood collected in ACD solution at baseline and days 15 and 30.
Washed platelets were homogenised in lysis buffer with protease inhibitors. Platelets were sub-
fractionated as described elsewhere [15,17]. Western blot analysis was performed using twenty-

five micrograms of total protein, which was separated and blotted onto nitrocellulose
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membranes (Bio Rad, U.S.A.). Blots were incubated with monoclonal antibodies anti-human
RhoA (Santa Cruz Biotechnology, U.S.A.). Bound antibody was detected by using the
appropriate horseradish peroxidase conjugated antibody. Signals were detected with the Super

Signal chemioluminescent detection system (Pierce, USA) on a standard X-ray system.

Gene Expression in induced-monocytes

At the end of perfusion experiment blood from studied animals was collected in sodium citrate
(0.16mols/L) and processed to obtain monocytes that were stimulated with LPS, as previously
described [21]. One pg of total porcine monocyte mRNA was process to obtain cDNA.
Expression of mRNA genes (Tissue Factor (TF), Cycloxigenase-2 (Cox2), Lipoprotein Related
Protein (LRP) and LDLreceptor (LDLr)) were analyzed by real-time PCR (RT-PCR). TagMan
fluorescent RT-PCR primers and probes for porcine genes were designed using Primer Express
software from PE Biosystems: TF forward: 5’-attgagtgcaccagccaagag-3’; TF reverse: 5°-
acagacaggacgaggacagaaga-3’; TF probe: 5’-acaccaccgctccaacgatgagga-3°; Cox2 forward: 5°-
attgagtgcaccagccaagag-3’; Cox2 reverse: 5’-acagacaggacgaggacagaaga-3’; Cox2 probe: 5°-
acaccaccgctccaacgatgagga-3’; LRP forward: 5’-attgagtgcaccagccaagag-3’; LRP reverse:5’-
acagacaggacgaggacagaaga-3’; LRP probe: 5’-acaccaccgctccaacgatgagga-3’; LDLr forward: 5°-
attgagtgcaccagccaagag-3’; LDLr reverse:5’-acagacaggacgaggacagaaga-3’; LDLr probe: 5°-
acaccaccgctccaacgatgagga-3’. The 18S rRNA (4319493E), assay on demand (Applied
Biosystems), was used as endogenous control to normalize the genes studied. Tagman real time
PCR was performed as previously described [22].

Data analysis

Data were analyzed using ANOVA, followed by Fischer PLSD and Scheffe’s F-test. Results are
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expressed as mean values + standard error.
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RESULTS

Atherothrombotic risk assessment

Platelet aggregation was significantly reduced in animals ingesting olive oil compared with
standard diet fed animals. Reduction in aggregation was about 40% for ADP and 25% for
collagen (Figure 1). Whole blood aggregations showed the same tendency although without
reaching statistical significance (data not shown).

Mural platelet deposition was similar in groups ingesting olive oil enriched diet or standard diet
in low shear rate conditions (Figure 2A and 2B). Similarly, RhoA protein translocation was not
affected by the additional ingestion of olive oil. The expression of RhoA protein in
subfractioned platelet membrane and in platelet cytoplasm showed no difference between the
groups of study (Figure 2C).

No significant differences in TF, Cox-2, LRP or LDLr gene expression levels were obtained in

LPS-induced monocytes derived from the control or olive oil-added group.

Blood and plasma determinations

Ingestion of olive oil with the diet showed significant reduction of LDL cholesterol compared
with standard diet fed animals. The atherosclerotic ratios (LDL/HDL, non-HDL/LDL) were
significantly reduced for animals ingesting olive oil (Table 2).

No differences in body weight were observed (52.55+1.55 kg Group A vs. 57.2+2.2 kg Group
B).

Analysis of plasma (Figure 3) and platelet (Table 3) fatty acid composition showed a significant
increase (p<0.05) of oleic acid in animals fed MUFA diet at days 15 and 30 compared with

commercial diet fed animals. Other fatty acids studied showed no difference.
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LDL oxidation

The LDL oxidation, measured as Maximal Conjugated Dienes (Max CD) was significantly

reduced in MUFA diet group (Table 4), although differences in other antioxidant parameters did

not reach significance.
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DISCUSSION

The aim of our study was to evaluate whether extra virgin olive oil enrichment of a diet could
influence thrombotic risk in case of atherosclerotic plaque rupture. Mediterranean diets usually
contain high amounts of fats with total fat caloric intake ranging up to 40%, of which 16-29%
are provided by MUFA. In our study total fat caloric intake represented 48,34%, the majority of
which was from virgin olive oil. Our results show that this supplementation of extra virgin olive
oil in pigs fed commercial growing diet induced a general antithrombotic benefit. Animals fed
olive oil showed a reduced in vitro platelet aggregation, challenged with ADP and/or collagen,
compared to controls and total platelet deposition on damaged triggering vessels was not
increased as it could be expected due to the high increase in total fat ingestion [23].

The only dietary difference between both groups of study was the extra amount of olive oil that
is reflected in the increase of oleic acid in blood plasma and in platelet membrane lipid
composition. These changes in fatty acid profile may be responsible of the beneficial effects
observed in the study that may span from eicosanoid metabolism, to signal transduction pathway
regulation to membrane viscosity changes [24]. Platelet membrane lipid composition has
important regulatory roles in platelet morphology and function, and, as showed in the study, is
influenced by dietary lipids and cholesterol. The changes in platelet function are directly
associated with alterations of fatty acid composition in platelet membranes [25].

The effects of olive oil in reducing platelet response to different aggregating agents could be
explained by the ability of phenolic and antioxidant compounds present in olive oil to block the
PLA; pathway, to reduce thromboxane synthesis or by their radical-scavenging activity. [25-28].
Other studies reported the effects of quercetin (a flavonoid also present in extra virgin olive oil)

in reducing GPVI signaling in platelets and therefore suppressing platelet reactivity [29], while
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high concentrations of quercetin have been reported to raise platelet cAMP levels and potentiate
the inhibitory effect of prostacyclin (PGI,) on ADP-induced washed human platelet aggregation
[30]. All these synergistic effects in in vivo conditions may regulate the aggregation and platelet
to platelet interactions, as it has been shown in this study.

Interestingly, this elevated amount of dietary monounsaturated fat did not increase total
cholesterol levels and significantly reduced LDL cholesterol (P <0,05), compared with pigs fed
standard chow. These results are in concordance with human dietary interventional trials [31-
35]. The ingestion of the olive oil enriched diet also reduces the atherosclerotic lipid ratios,
suggesting less susceptibility to develop atherosclerosis.

In the in vivo situation, oxidized-LDL in plasma is a risk marker for CHD. In our study
ingestion of virgin olive oil rendered the LDL particles more resistant to X vivo oxidation, as it
is reflected in the reduction of MaxDC, TBARS and other oxidative parameters. Therefore,
olive oil dietary supplementation decreases susceptibility of LDL to oxidation and its uptake by
macrophages [36]. It has been reported that oleic-enriched LDL have a reduced capacity to
promote the adhesion and chemotaxis of monocytes [6]. Thus, ingestion of olive oil, for a short
period of time, has potential benefits in atherosclerosis, preventing the pro-atherosclerotic lipid
changes. Additionally, stimulated monocytes obtained from olive oil fed animals, did not show
an increased expression of candidate genes involved in inflammation and lesion development,
such as TF and Cox-2, suggesting a prevention of monocyte activation.

The increase of dietary fat (1033kcal) associated to the olive oil ingestion did not have any
negative effects in the studied parameters. This study showed that consumption of extra virgin
olive oil reduces LDL cholesterol, reduces platelet aggregation in vitro, does not increases
platelet deposition under flow conditions and reduces the susceptibility of LDL to oxidation. In

conclusion, this study suggests that increasing consumption of extra virgin olive oil represents
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an enhancement of the antithrombotic profile in normolipemic conditions.

Limitations of the study

This is an experimental study and the dietary conditions are extreme in order to test the
hypothesis of the safety of an excess caloric intake from olive oil. The direct extrapolation of
these results to human nutrition may not be appropriate. Further conditions with different
relative proportions of olive oil and baseline normolipemic and hyperlipidemic conditions

deserve to be investigated.

Conclusions
The high intake of MUFA from olive oil results in a wide range of healthy benefits that
converge in a preventive effect on cardiovascular risk; effect that could contribute to the low

cardiovascular mortality in the population of the Mediterranean countries.
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LEGENDS

Figure 1 Ex vivo platelet aggregation. Platelet rich plasma was used to perform platelet
aggregation using different concentrations of ADP (top) or collagen (bottom) as aggregating
agents. (#) indicates group fed standard chow (m) indicates group fed standard chow enriched in

extra virgin olive oil.

Figure 2 Platelet function. Panels A and B: rate of platelet deposition (TPD /minutes of
perfusion). Perfusions were run over severely (A) or mildly (B) damaged vessel wall. (#)
indicates group fed standard chow (m) indicates group fed standard chow enriched in extra

virgin olive oil.

Panel C: Expression of RhoA in platelets. Platelet extractions were analyzed by Western Blot.
Hatched Bars, plasmatic RhoA platelet subfraction; Open Bars, cytoplasmatic RhoA platelet

subfraction

Figure 3. Evolution of plasma fatty acid composition. Results (expressed as % of molar area

of each sample) were obtained throughout of dietary period. (#) indicates group fed standard

chow (m) indicates group fed standard chow enriched in extra virgin olive oil.
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Table 1 Caloric composition of the experimental diets. Values are given as percentage of energy

to final ration.

Low Fat/High CHO High-MUFA
Standard Chow | Extra Virgin Olive Oil
Total Kcal 4023,6+41,7 5056+25,7%*
Proteins 24,.82% 18,23%
Carbohydrates 64,20% 33,85%
Fats 10,98% 48,34%
*P<0,05
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Table 2 Plasma Lipid Composition. Values, expressed as mg/dL, were obtained at the end of

the experimental periods.

Standard Chow

Extra Virgin Olive Oil

Total Cholesterol 72.2+6.2
LDLcholesterol 44.6+3.8
HDL cholesterol 24 £2.7
Ratio LDL/HDL 1.88

Ratio non-HDL/HDL 3.04
Triglycerides 18.3£2.6

63.746.3

29.3+4.2%

29.242.6

1.02*

2.2%

25.7£3.7

*P<(.04 Extra virgin olive oil diet vs. Standard chow
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Table 3 Fatty acid composition of platelets. Values are expressed as a percentage of molar area

of each sample obtained at the end of experimental period.

Standard chow Extra Virgin Olive QOil

Stearic acid 9.5+0.5 8.6+0.7
Oleic acid 18.8+0.8 29.3+1.4*
Linoleic acid 15.7+0.6 14.3+0.5
Arachidonic acid 18.8+1.8 17.1£0.7
Others 37.2 30.7

*P<0.05 vs. Standard chow
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Table 4 Oxidation of LDL particles. Evaluation of different parameters related to oxidation. Inf.
Time: Inflexion Time; Max CD: maximal conjugated diene formation; TBARS: thiobarbituric

acid-reactive substances

Lag Time Inf. Time Max CD TBARS
minutes minutes nmols/mg  nmols MDA

protein /mg protein

32.3+£5.02 51+4.6 301.03+28.8 116.72+12.1
Standard Chow

Extra Virgin Olive Oil 32.7£6.9 58+£7.25 2159+20.4* 100.14+6.4

* P <0.05 vs. Standard chow
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Figure 1.
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figure 2.
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Figure 3.
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