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INTRODUCCIO

L’aterosclerosi és una malaltia vascular
que afecta la capa intima de les arteries de
mitjaigran calibre. Es caracteritza per1'acu-
mulacié de material lipidic i elements cel-lu-
lars, sobretot macrofags i cel-lules muscu-
lars llises (CML). En l'actualitat la hipotesi
més acceptada sobre 1'origen de I’ateroscle-
rosi la considera com una resposta inflama-
toria especialitzada a diferents formes de le-
si6 de la paret (Ross, 1990). El caracter cronic
del procés inflamatori condueix a la forma-
ci6 de plaques que en fases avancades po-
den obturar les arteries.

Les sindromes coronaries agudes sem-
blen més relacionades amb la ruptura de les
plaques que amb la seva progressié gradual
fins a l'oclusié completa de les arteries (Fus-
ter et al., 1992). La ruptura o ulceraci6 de les
plaques provoca la formacié de trombes que
poden donar origen a complicacions clini-
ques o bé contribuir al creixement de la placa
de forma asimptomatica (Badimon et al.,

1998). Per tant, el paper de les plaquetes i
dels fenomens de la coagulaci6 sén de cab-
dal importancia. En condicions normals, els
constituents de la sang no interaccionen
amb l'endoteli vascular. Tanmateix, I'expo-
sici6 al flux sanguini de la superficie vascu-
lar alterada o de trams vasculars amb certes
caracteristiques anatomiques (ramificacions)
inicia complexos mecanismes que conduei-
xen a la rapida deposicié de plaquetes, fibri-
na insoluble, leucocits i eritrocits. Segons les
condicions del flux sanguini local es formen
trombes rics en plaquetes. El desenvolupa-
ment de trombes pot arribar a cloure el flux
local de sang, o bé aquests trombes poden
despendre’s i produir embolitzacié amb
oclusions en zones distals a les d’origen. L'o-
clusi6 de les artéries amb lesions ateroscle-
rotiques per processos trombotics o trom-
boembolics és responsable dels processos
d’isquémia coronaria, malaltia cerebrovas-
cular i dels processos d’isquémia periférica.
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FIGURA 1. Esquema dels mecanismes cel-lulars i moleculars que donen origen a I’inici i progressio de les lesions ateroscle-

rotiques.

Els processos cel-lulars i moleculars que
participen en l'inici i progressié de les le-
sions aterosclerotiques poden ser dividits
en diverses fases, que s’analitzaran separa-
dament en aquest capitol.

RETENCIO I MODIFICACIO
OXIDATIVA DE LES LDL EN
LAPARET VASCULAR

L’acumulaci6 de lipoproteines plasmati-
ques, especialment lipoproteines de baixa
densitat (LDL), sembla un dels primers es-
deveniments associats al desenvolupament
de lesions aterosclerotiques. El sistema vas-
cular esta recobert per una monocapa de
cel-lules endotelials. L’endoteli és una bar-
rera parcial que permet l'entrada i sortida
de molecules, entre les quals les LDL. Les
LDL travessen I"endoteli per un procés que

no esta mitjangat per receptor, que es veu
afavorit en els punts de bifurcacié i arees de
curvatura de les artéries. Alguns factors
de risc, com la hipertensi6 o la hipercoleste-
rolémia, afavoreixen la penetracié i la reten-
ci6 de les LDL a I'intima. Les LDL interac-
cionen amb els proteoglicans i glicosamino-
glicans presents a l'intima, la qual cosa
n’afavoreix la retencié i els processos de mo-
dificaci6é proteolitics i oxidatius (Hurt-Ca-
mejo ef al., 1992). En 'oxidaci6 de les LDL
intervenen en un primer moment les ceél-lu-
les endotelials i posteriorment les CML i els
macrofags. Diversos sistemes enzimatics,
com la mieloperoxidasailes lipooxigenases,
molt actius en els macrofags, s’han implicat
en aquest procés (Daugherty ef al., 1994; Yla-
Herttuala et al., 1991a). L'oxidaci6 de les
LDL afecta tant els acids grassos, que poden
arribar a fragmentar-se i a generar grups al-
dehids i cetones, com les apoproteines. Els
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intermediaris altament reactius que es gene-
ren en el procés d’oxidacié s'uneixen cova-
lentment amb l"apoB, apoproteina majori-
taria de les LDL, en modifiquen la carrega
global i generen nous epitops. Aquestes
LDL modificades no sén reconegudes pel
receptor de les LDL natives sin6 pels re-
ceptors scavenger de monocits i CML. Lacu-
mulacié massiva de LDLox en aquestes ceél-
lules les converteix en cél-lules escumoses
(figura1). Quanl’acumulacié de cel-lules es-
cumoses en l'intima és important, la lesi6
es fa visible i es denomina estria grassa.
L’estria grassa correspon a lalesio tipus Il en
la classificacié acceptada per I’American
Heart Association que agrupa les lesions
aterosclerotiques en vuit fases o estadis.

La importancia de I'oxidacié de les LDL
enl’aterogenesi s’ha comprovat en diversos
models animals hiperlipidéemics en els quals
el tractamentamb probucol, un potentantio-
xidant, disminueix el desenvolupament de
les lesions aterosclerotiques (Sasahara et al.,
1994). En el procés d’oxidacié de les LDL es
generen substancies com la lisofosfatidilco-
lina amb activitat quimioatraient per a mo-
nocitsi CML. A més, les LDLox indueixen en
aquestes cel-lulesienles cel-lules endotelials
I"expressio de la proteina 1 quimiotactica de
monocits (MCP-1) (Yld-Herttuala et al,
1991b). L’ oxidaci6 de les LDL produeix tam-
bé substancies citotdxiques que agreugen la
lesi6 endotelial i en estadis avancats poden
provocar lamort de les CML i dels monocits.

DISFUNCIO ENDOTELIAL

El terme disfunci6é endotelial fa referen-
cia a qualsevol alteracié de la fisiologia de
I"endoteli que produeixi una descompensa-
ci6 de les funcions reguladores que aquest
realitza. Aquestes funcions s’exerceixen a
través d'una estricta regulaci6 de factors que
en alguns casos operen antagonicament.

Aixi, 'endoteli regula el to vascular mitjan-
cant la produccié de molecules vasodilata-
dores com]’oxid nitric (NO)ila prostaciclina
(PGL) i substancies vasoconstrictores com
I'endotelina i I'angiotensina 1I (Moncada i
Vane, 1979; Nathan i Xie, 1994ab). L’ endoteli
també expressa proteines de membrana que
actuen com molécules d’adhesié perarecep-
tors especifics de monocits i limfocits T.
Aquestes molecules son selectines (E-selecti-
na, P-selectina), denominades aixi per la
sevasimilitud estructural ales lectines, i pro-
teines que pertanyen a la superfamilia de les
immunoglobulines com la molécula 1 d’ad-
hesi6 vascular (VCAM-1)ilesmolecules1i2
d’adhesi6 intercel-lular ICAM-1i-2).

Una disfunci6 endotelial pot produir un
augment de la permeabilitat, la qual cosa fa-
cilita 'acumulacié de LDL a l'intima; una
sobreproduccié de les molecules d’adhesié i
substancies quimioatraients, la qual cosa fa-
cilita la unié i migracié6 de monocits; una
pertorbacié del balang entre els agents va-
soactius o entre les seves funcions pro i an-
titrombogeniques, amb el consegiient in-
crement de l'adhesié de plaquetes. Son
multiples els factors que poden provocar
una disfuncié endotelial; els més estudiats
inclouen substancies immunoreguladores
com el factor necrosant de tumors (TNF) i la
interleuquina-1 (IL-1); toxines bacterianes
com el lipopolisacarid i sobretot el coleste-
roliles LDLox.

En cultius de cellules endotelials les
LDLox produeixen una disminucié dels ni-
vells de RNA missatger i de proteina de 1'o-
xid nitric sintasa endotelial (eNOS), enzim
que regula la sintesi de NO per 1'endoteli
(Liaoetal., 1995) (figura 1). Recentment, s’ha
observat que les LDL natives, com ho sén
majoritariament les circulants, en concen-
tracions aterogeéniques també exerceixen
aquest efecte (Vidal et al., 1998) (figura 2). E1
NO alliberat per I'endoteli no només és im-
portant per mantenir el to arterial sin6 que
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FIGURA 2. Efecte de concentracions creixents de LDL nati-
ves (mg/dl) sobre els nivells d’expressio de NO sintasa en
cel-lules endotelials en cultiu. L’RNA es va analitzar mit-
jancant Northern blot utilitzant com a sonda un fragment de
DNA corresponent al gen de I’enzim NO sintasa. En la part
inferior es mostra el resultat d’hibridar amb un fragment de
DNA corresponent a I’RNA ribosomal 28 S (RNAr) utilit-
zat com a control. Reimpresa de Vidal et al., 1998.

també evita la proliferacié de les CML, dis-
minueix I'adhesié de monocits i I'agregacio
de plaquetes, i preserva de 1'oxidacié a les
LDL (Nathani Xie, 1994b). Per tant, la dismi-
nucié de l'alliberament de NO potencia el
dany endotelial i facilita la proliferaci6 de
les CML induida per mitogens.

En cellules endotelials en cultiu les
LDLox també indueixen l'expressié de
RNAm que codifica molecules d’adhesié
com VCAM-1, ICAM-1 i les selectines Ei P
(Vora et al., 1994). La induccié de molecules
d’adhesi6 també s’ha observat in vivo a l'en-
doteli dels vasos d’animals sotmesos a dietes
riques en colesterol (Li et al., 1993; Smalley et
al., 1996). El poder inductor de les LDLox so-
bre I'expressié de molecules d’adhesié sem-
bla lligat a la lisofosfatidilcolina, molt abun-
dantenles LDLox (Kumeetal., 1992).

ACUMULACIO DE MONOCITS
I LIMFOCITS

A causa del caracter de resposta inflama-
toria-fibroproliferativa cronica del procés
aterosclerotic, els monocits i limfocits T te-
nen un paper clau tant en la seva génesi com
en la progressié de les lesions.

Adhesi6 i migracié de monaocits

Probablement el primer esdeveniment
cel-lular detectable morfoldgicament en I'a-
terogenesi sigui I’adhesi6 focal de monocits
circulants a 1'endoteli i la seva migraci¢ a
I'intima. L’augment de la unié de monocits
al’endoteli, que s’observa en les lesions ate-
rosclerotiques, és degut a un increment de
'expressio6 de les molecules d’adhesié men-
cionades anteriorment que sén induides per
agents proaterogenics. Els monocits s’adhe-
reixen a l'endoteli i penetren a l'intima,
atrets per les LDLox i altres substancies qui-
miotactiques sintetitzades per I'endoteli ac-
tivat, com 'MCP-1.

Pel que fa a 'adhesié dels monocits a
la paret, s’ha proposat un model segons
el qual una primera interacci6 labil entre el
monocit i 'endoteli es produiria a través de
les selectines. A I'endoteli activat la sobreex-
pressi6 de molecules d’adhesi6 com
VCAM-1 i ICAM-1 permetria la unié6 més
estable dels monocits a través de receptors
especifics. Per exemple, VCAM-1 s’uneix
especificament a VLA-4 dels monocits, que
és un receptor pertanyent a la subfamilia b1
de les integrines (Elices ef al., 1990). Poste-
riorment, el monocit travessa 1'endoteli a
través dels espais intercel-lulars on partici-
pen altres proteines especialitzades com la
PECAM-1.

Activaci6é de monocits a macrofags

L’activacié a l'intima dels monocits a
macrofags és estimulada per les LDLox i di-
ferents molécules produides pels limfocits
T, les cel-lules endotelials i les CML. Els lim-
focits T produeixen interferé gamma (INF-
) i TNF-a, que activen els monocits, i fac-
tors estimuladors de la formacié de colonies
com el GM-CSF, que estabilitzen els macro-
fags i n'estimulen la proliferacié (Ross,
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1990). El TNF-a i els factors estimulants de
la formaci6 de colonies també sén produits
per les cel-lules endotelials i les CML. Els
macrofags activats es divideixen i s’acumu-
len a I'intima on contribueixen a oxidar les
LDL. Les lesions aterosclerotiques on es
produeix major acumulacié de macrofags i
limfocits T son les associades al trasplanta-
ment cardiac.

Captaci6 de LDL modificades: receptors
scavenger

Els macrofags posseeixen la capacitat de
fagocitar i d’eliminar substancies nocives,
particularment LDL modificades. Els ma-
crofags capten grans quantitats de LDLox i
acumulen en el citoplasma el colesterol en
forma esterificada. La captaci6 d’aquestes
LDL modificades es produeix mitjangant re-
ceptors scavenger. A diferéncia del receptor
normal de les LDL, els receptors scavenger
no estan sotmesos a regulaci6, de manera
que els macrofags acumulen grans quanti-
tats de colesterol i es converteixen en cel-lu-
les escumoses. Els receptors scavenger millor
caracteritzats sonels tipus Ii 11 de la classe A,
que han estat clonats en diferents models

animals i en humans (Freeman, 1994).
Aquests receptors funcionen com proteines
de membrana homotrimeériques. Cada mo-
nomer posseeix sis dominis estructurals ben
definits: I, extrem N-terminal citoplasmatic;
I, transmembrana; 111, espaiador; 1V, estruc-
tura d’helice o; V, estructura similar al
collagen (col-lagen-like), i V1, extrem C-ter-
minal. Mitjancant estudis de mutagéenesi di-
rigida s’ha pogut establir que la regi6 col-la-
gen-like, que posseeix una elevada carrega
positiva, constitueix la regié d'uni6 a les
LDLox.

Les CML també capten LDL modificades
que contribueixen a la progressié de les le-
sions aterosclerotiques (Llorente et al.,
1998). En la figura 3 es mostra la captaci6
per CML de LDL modificades per agrega-
cio.

Interacci6 dels macrofags amb altres
elements cel-lulars

Enles lesions avancades destaca el paper
dels macrofags com a font de factors de crei-
xement, citoquines i altres substancies que
actuen com a factors quimioatraients i esti-
mulen la proliferacié de les CML. En parti-

FIGURA 3. Captaci6 de LDL nativa (A) i LDL agregada (B), marcades amb 1,1’-dioctadecyl-3,3,3”,3’-tetramethyllindocar-
bocyanine (dil), per CML en cultiu. Reimpresa de Llorente-Cortés et al., 1998.
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cular destaca el factor de creixement derivat
de plaquetes (PDGF), la IL-1 i el TNF-a que
indueixen l'expressi6 secundaria de PDGEF-
AA en les CML, la qual cosa n"amplifica la
proliferacié. També produeixen el factor de
creixement transformant beta (TGF-B), que
és un potent inductor de la sintesi i secreci6
de teixit connectiu en les CML (Ross, 1990).

Als macrofags ilimfocits T se’ls atribueix
un paper actiu en els processos que contri-
bueixen a la ruptura de les plaques ateros-
clerotiques. Les plaques, de localitzacié nor-
malment excéntrica, soén més vulnerables en
les arees frontissa o zones d’uni6 a la paret
sana. En aquestes arees hi ha molts macro-
fags i limfocits T. Aquestes cél-lules debili-
ten la capsula fibrosa de les plaques perque
secreten factors que inhibeixen la sintesi de
les proteines de matriu, com I'INF-y produit
pels limfocits T, i enzims que degraden acti-
vament el teixit connectiu, com les meta-
loproteinases (col-lagenasa intersticial, ge-
latinases, estromelisina) produides pels
macrofags (Shah et al., 1995).

ACTIVACIO PLAQUETARIA
I COMPLICACIO TROMBOTICA
DE LA LESIO

La trombosi mural en les zones que pre-
senten plaques fissurades és un important
mecanisme en la progressio del’aterosclero-
si fins i tot en abséncia de simptomes clinics.
En les zones de lesié vascular, I'exposici6 al
flux sanguini del col-lagen, constituent de la
paret arterial; la trombina, generada per
'activacio de la cascada de la coagulacio, i
I'epinefrina circulant, actuen com a potents
activadors plaquetaris. Una altra via d’acti-
vaci6 del'agregacio plaquetaria esta mitjan-
cada per adenosina difosfat (ADP), que és
alliberada per hemolitzacié d’eritrocits en
les arees lesionades (Cristalli i Mills, 1993).
Aquests agonistes de la plaqueta estimulen

la descarrega de calci i la contraccié de la
plaqueta amb la consegiient alliberaci6 del
seu contingut granular. L’alliberament
d’ADP i serotonina per part de la plaqueta
produeix I'estimulacié de les plaquetes ad-
jacents i desencadena l'agregacié plaqueta-
riaila consegiient formaci6 de trombe.

Qualsevol dels mecanismes d’activacio
plaquetaria indueix la subsegiient exposicié
de receptors plaquetaris, com la glicoprotei-
na (GP) IIb-1lla i la GPIb (Kieffer i Phillips,
1990).

Glicoproteina IIb-IIIa

El complex consta d"una molecula de GP
IIb (GPIIbp i GPIIbo unides per ponts disul-
fur) i una de GP Illa. La GP IIb-Illa és un he-
terodimer dependent de calci, que s’associa
de forma no covalent (Fitzgerald i Phillips,
1985). En plaquetes activades, el GP IIb-IIla
és un receptor per fibrinogen, fibronectina,
FvW, vitronectina i trombospondina (Plow
i Ginsberg, 1991). El receptor s"uneix a peti-
tes seqliencies peptidiques (Arg-Gly-Asp,
RGD) presents a les proteines adhesives
(Ruoslahti i Pierschbacher, 1987). El fibrino-
gen conté dues seqtiencies RGD a la cadena
o, una localitzada en la zona N-terminal (re-
sidus 95-97) i la segona prop de I'extrem C-
terminal (residus 572-574). El fibrinogen té
un tercer lloc de reconeixement que corres-
pon a una seqiiéncia de dotze aminoacids
localitzada al’extrem C-terminal de la cade-
nay de la molecula. Aquest dodecapeptid és
especific del fibrinogen i no conté la seqtien-
cia RGD.

Activaci6 i exposici6 del receptor
GP IIb-IIIa

En la superficie de les plaquetes no acti-
vades, GP IIb i GP Illa formen un heterodi-
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mer que és incapag d’unir fibrinogen plas-
matic (Plow i Ginsberg, 1991; Smyth et al.,
1993). L’activitat receptora I"adquireix com
a conseqiiencia de l'activacié plaquetaria i
comporta canvis conformacionals en la dis-
posici6 relativa dels dominis extracel-lulars
de GP IIb i GP Illa (Calvete et al., 1994a). El
fet que aquest receptor no pugui ser activat
quan s’expressa en tipus cel-lulars que no si-
guin megacariocit o plaquetes indica que
I'expressi6 del receptor esta regulada per
elements cel-lulars especifics, ja sigui en
I'entorn lipidic (Smyth et al., 1992) o factors
intracel-lulars (O’Toole et al., 1991). La uni6
del fibrinogen plasmatic al receptor activat
provoca canvis conformacionals tant en el
receptor com en el lligant. La unié de com-
plexos GP IIb-Illa/fibrinogen al citoesque-
let plaquetari no solament proporciona I'an-
clatge necessari per a la retraccié del coagul,
siné que regula la reorganitzacié del propi
citoesquelet i la formaci6é d'un complex ma-
cromolecular d’enzims i proteines implica-
des en els mecanismes de transduccié de
senyal (Calvete et al., 1994b; Fox et al., 1993).
A més del fibrinogen, a la GP IIb-Illa s'unei-
xen altres macromolecules adhesives com el
Factor von Willebrand (FvW) (Ruggeri et al.,
1983) i la fibronectina, formant ponts d’unié
amb altres plaquetes i afavorint-ne el procés
d’agregaci6 plaquetaria.

Glicoproteina Ib

La GP Ib és necessaria per a la normal ad-
hesi6 de les plaquetes al subendoteli arterial
a alta velocitat de cisallament (Sakariassen
et al., 1986), presumiblement a través de la
seva interaccié amb el FvW (Turitto i Baum-
gartner, 1987). La glicoproteina Ib (GP Ib o
GP Ib-IX) és la principal responsable de la
carrega negativa de la superficie de les pla-
quetes, per causa del seu alt contingut d’a-
cid sialici carbohidrats. Consta de dues sub-

unitats unides per ponts disulfur, GP Iba
(143 kDa) i GPIbp (22 kDa), que s'uneixen
de manera no covalent a GP IX i en formen
un complex heterodimer 1:1. La GPIbf i la
GP IX s6n glicoproteines transmembrana i
formen el domini globular de mida més
gran. La part elongada del receptor corres-
pon a la subunitat GP Iba. Aquest complex
glicoproteic s'uneix al FvW immobilitzat
exposat al subendoteli vascular i inicia 'ad-
hesi6 de plaquetes. El domini d’unié a FvW
se situa en els aminoacids 251-279 de la su-
bunitat GP Iba (Vicente et al., 1990). El do-
mini citoplasmatic del receptor té com a
principal funci6 estabilitzar la membrana i
mantenir la forma de la plaqueta mitjangant
la unié de la membrana plasmatica als fila-
ments d’actina intracel-lular (Fox et al,
1988). Diversos estudis han suggerit un do-
ble paper d’aquesta glicoproteina, és a dir,
actuaria tant en1’adhesié com en les interac-
cions plaqueta-plaqueta que condueixen a
la formaci6 del trombe (Sakariassen et al.,
1979; Badimon et al.,, 1987, Badimon et
al., 1988ab; Badimon et al., 1989ab).

El coneixement actual permet afirmar
que en condicions d’alta velocitat de cisalla-
ment, la GP Ib i la GP IIb-Illa estan invo-
lucrades en els processos d’adhesié pla-
quetaria, mentre que la GP IIb-Illa intervé
predominantment en la interaccié plaque-
ta-plaqueta. Essencialment, el procés inicial
esta mitjangat pel FvW circulant i per lalli-
berat per les plaquetes activades i les cel-lu-
les de 'endoteli. A més, en els petits vasos
sanguinis i en aquells de major diametre
parcialment closos per plaques en els quals
la velocitat de cisallament és superior, és
necessaria la presencia de FvW perque es
produeixi 1'adhesié de les plaquetes (Sa-
dler, 1991). D’aquesta manera l'acumulacié
local de plaquetes activades forma una
massa expansiva que va augmentant fisica-
ment de mida amb l'arribada de plaquetes
provinents del flux circulatori. Aquests fe-
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nomens que hemostaticament sén benefi-
ciosos, resulten lesius o fins i tot fatals quan
s’assenten en vasos amb plaques ateroscle-
rotiques en desenvolupament (Fuster et al.,
1992).

ACUMULACIO DE CEL-LULES
MUSCULARS LLISES A L'INTIMA

Les CML s6n el component cel-lular ma-
joritari de les lesions aterosclerotiques joves
ideles plaques reestenosades en produir un
dany en la paret com succeeix en les tecni-
ques de revascularitzacié. En les lesions ate-
rosclerotiques les CML es troben desorga-
nitzades i han perdut la capacitat de regular
el to vascular. Les CML de la capa mitjana
son activades per molecules secretades per

la resta de cel-lules presents en les lesions
aterosclerotiques (figura 4). Les CML expe-
rimenten una transformacié fenotipica que
n’afecta la morfologia i sobretot la funcié.
CML de fenotip contractil no proliferatiu es
transformen en cel-lules que proliferen acti-
vament, que migren atretes per agents qui-
miotactics i que produeixen proteines de
matriu extracel-lular (col-lagen tipus I i II,
elastina, proteoglicans). Aquesta transfor-
maci6 activa I'expressié de gens que codifi-
quen receptors de membrana per factors de
creixement com el PDGF. A més, s’estimula
la producci6 de factors de creixement
(PDGF, DbFGF, IGEF-I, etc.) i citoquines
(TGEB, IL-1, etc.), a través dels quals les
CML modulen la seva propia activitat i la
d’altres cel-lules que intervenen en 'atero-
genesi.

Cél-lula endotelial Limfocits T
PDGF INFy
bFGF TNFo
IL-1 IL-1 PDGF-AA
M TGFp \ — TGFp bgGF
PGI2 * IGF-1
NO "
CML TGFB
LDLox INF
—> o
. PGE
Plasma :B%me“sma HB-EGF
* MCP-1
q GM-CSF
PDGF Col-lagen
PDGF bFGF Elastina
EGF HB-EGF Proteoglicans
IGF-1 TGFB
TGFB TGFo
TXA2 TNFa
IL-1
Plaquetes PGE Macrof:
LDLox acrorags

FIGURA 4. Interaccio de molecules que activen les CML en I’aterosclerosi. S’ indiquen els diferents factors de creixement, ci-
toquines 1 macromolécules alliberades per les cel-lules endotelials, plaquetes, CML, limfocits T i macrofags en les lesions
aterosclerotiques.
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L’estabilitat de les plaques depen del
gruix i composicié de la seva coberta fibro-
sa, formada fonamentalment per proteines
de matriu extracel-lular sintetitzada per les
CML. La ruptura espontania d'una placa
aterosclerotica o la disrupcié provocada per
una tecnica de revascularitzacié6 com l'an-
gioplastia ocasionen la peérdua dels ele-
ments antitrombotics de l'endoteli (NO,
PGI,, t-PA, etc.) i I'exposicié d’estructures
de la paret que produeixen la formacié de
trombes. Les plaquetes, en agregar-se, alli-
beren el contingut dels seus granuls rics en
mitogens, com PDGF i1'EGF, que indueixen
la migraci6 i proliferacié de les CML. Utilit-
zant models animals s’ha establert que en
els primers dies es produeix hipertrofia i
proliferaci6 de les CML a la mitjana (Ross,
1990; Fuster et al., 1995). Posteriorment les
CML migren a I'intima on proliferen activa-
ment. En la figura 5 s’observa 1'engrossi-
ment de I'intima d’una artéria porcina, de-
gut a la proliferaci6 de CML, als vint-i-vuit
dies de practicar una angioplastia experi-
mental amb balé.

FIGURA 5. Microscopia optica d’una artéria porcina vint-i-
vuit dies després de la inducci6 de lesié mitjangant dilatacio
amb bald. S’observa una gran quantitat de CML que han
proliferat a I’intima.

FIGURA 6. Migraciéo de CML en cultiu a partir d’un frag-
ment d’arteéria porcina. Després de vint dies aprox. d’expo-
sicio dels fragments d’artéria porcina (explants) en medi de
cultiu, amb 20 % de sérum de fetus de vedell, les CML mi-
gren fora de I’explant i proliferen activament fins a consti-
tuir una monocapa.

Activaci6 de les CML en la mitjana

En aquesta fase intervenen factors de
creixement que alliberen l'endoteli i les
CML, com el factor de creixement de fibro-
blasts (bFGF), a més del PDGF i la trombina
generats per la trombosi. El bFGF sembla
que té el paper més rellevant en la prolifera-
ci6 de les CML en la mitjana que és previa a
la seva migraci¢ i proliferacié a l'intima.
Quan s’'indueix 1'expressié de bFGF en les
arteries, mitjangant tecniques de transferen-
cia génica, es produeix hiperplasia de I'inti-
ma, i el bloqueig del bFGF amb anticossos
especifics inhibeix la formaci6 de neointima
(Nabel et al., 19934; Lindner i Reidy, 1991).

Migracié de les CML

La migraci6 de les CML és controlada de
manera redundant per un conjunt de mole-
cules que inclou el TGF-f, I'angiotensina 11,
la trombina i sobretot el PDGF-BB. En cul-
tius cel-lulars el PDGEF és I'inductor més po-
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tent que es coneix de la migracio i prolifera-
ci6 de les CML. El PDGEF és produit per les
plaquetes, les cel-lules endotelials i els ma-
crofags (Jackson et al., 1993). El PDGF in-
dueix I'expressié de proteases que degra-
den la matriu extracel-lular com l'activador
del plasminogen, plasmina, MMP-2 i MMP-
9. L’activitat d’aquests enzims, 1'expressio
dels quals es troba incrementada en les le-
sions aterosclerotiques, facilita la migraci6
de les CML. En la figura 6 s’observa com les
CML han migrat, a partir d'un fragment
d’artéria coronaria porcina incubat durant
vint dies en medi de cultiu amb sérum, i han
proliferat fins a constituir una monocapa.

Proliferacié de les CML a l'intima i sintesi
de matriu extracel-lular

Estudis realitzats en animals trombocito-
pénics o tractats amb anticossos antiPDGF
suggereixen que aquest factor de creixe-
ment és clau en la proliferaci6 de les CML a
I'intima. La sobreexpressié de PDGF en la
paret arterial, induida in vivo amb vectors
plasmidics, va produir I'engrossiment ex-
traordinari de I'intima (Nabel et al., 1993b).
A més, anticossos antiPDGF bloquegen la
formaci6 de neointima en el model d’angio-
plastia en aorta de rata (Ferns et al., 1991).

La pérdua de l'endoteli produida per
una lesi6 vascular fa que persisteixi durant
diverses setmanes la interaccié de plaquetes
amb la paret, la qual cosa produeix una alli-
beracié permanent de PDGF. Amb la per-
dua de l'endoteli desapareix la inhibicié que
en condicions normals exerceix el NO sobre
la proliferacié de les CML. A més, la presen-
cia de LDLox en les arees lesionades poten-
cia la proliferacié de les CML. Per altra ban-
da, les CML activades secreten altres factors
com IL-1, TNF-a, TGF-B, que poden estimu-
lar les CML de forma autocrina, és a dir, no
actuen directament com a mitogens sin

que indueixen la sintesi i secreci6 d’altres
factors com el PDGF-AA (Ross, 1990). A
més del PDGEF, altres agents com la trombi-
na i l'angiotensina Il promouen la prolifera-
ci6 de les CML. La trombina, que es genera
en grans quantitats en els focus de trombosi
(<130 nmol/L), actua com a agent hipertro-
fic i indueix la proliferaci6é de les CML. A
més, en les plaques aterosclerotiques s’ha
detectat un augment del nombre de recep-
tors per la trombina en CML i macrofags, la
qual cosa en potencia la capacitat de respos-
ta (Nelken et al., 1992).

La produccié de matriu extracel-lular
per les CML és estimulada especialment pel
TGF-p. La sobreexpressié d’aquesta citoqui-
na en la paret vascular, mitjancant la trans-
ferencia de plasmits d’expressié encapsu-
lats en liposomes, produeix engrossiment
de l'intima per l'acumulacié6 massiva de
collagen secretat per les CML (Nabel et al.,
1993c). Altres factors com la trombina il’an-
giotensina II, que activen la produccié de
PAI-1, faciliten 'acumulacié de matriu per
la plasmina (Noda et al., 1993).

INDUCCIO DE GENS LLIGATS ALA
PROLIFERACIO DE LES CEL-LULES
MUSCULARS LLISES

La proliferacié de les CML no comenca
fins transcorreguts d’un a dos dies des de
l'alliberament de mitogens. Tanmateix, els
mecanismes moleculars que activen les
CML tenen lloc de forma immediata. Els mi-
togens indueixen l'expressié de gens que
s’expressen débilment o no s’expressen en
les CML en estat quiescent (no proliferatiu).
En primer lloc (transicié de fase GO0/G1)
s’indueix 1'expressié dels anomenats «gens
de resposta immediata», que inclouen pro-
tooncogens com c-fos, c-jun i c-myc; la cicloo-
xigenasa-2, que és un gen marcador de res-
posta inflamatoria, i el JE o MCP-1, que
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FIGURA 7. Inducci6 de I’expressio de c-fos en CML humanes en cultiu. S’indica I’efecte sobre 1’expressio de c-fos de con-
centracions creixents de sérum huma, PDGF-BB, EGF, a-trombina, insulina i 4-3-Phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA)
als trenta minuts d’induccid. L’RNA es va analitzar mitjancant Northern blot utilitzant com a sonda un fragment de DNA de
c-fos marcat radioactivament. En la part inferior es mostra el resultat d’hibridar amb un fragment de DNA corresponent a
I’RNA ribosomal 28 S (RNAr) utilitzat com a control. Reimpresa de Martinez-Gonzalez et al., 1997.

actua com a substancia quimioatraient per
mondcits. L'expressi6 maxima d’aquests
gens s’aconsegueix entre les dues i les sis
hores posteriors a la inducci6 tant en cel-lu-
les en cultiu com en experiments in vivo en el
model porci (Campan ef al., 1992; Badimon
et al., 1995). En el cas de c-fos I'expressio és
més transitoria, aconsegueix un maxim en-
tre trenta i quaranta-cinc minuts, i després
de dues hores els seus nivells descendeixen
avalors basals. En la figura 7 es mostra la in-
ducci6 de c-fos als trenta minuts d’estimular
CML humanes en cultiu amb concentra-
cions creixents de serum huma i altres mito-

gens. S’ha demostrat que existeix una rela-
ci6 quantitativa entre els nivells d’expressi6
de mRNA de c-fos induits per diferents mi-
togens i el grau de proliferacié que provo-
quen en CML humanes en cultiu (Martinez-
Gonzélez et al., 1997). A més, in vivo s’ha ob-
servat proporcionalitat entre el grau de lesi6
produida mitjancant angioplastia en la pa-
ret vascular, el nivell d'induccié de c-fos i el
desenvolupament posterior de reestenosi
(Indolfi et al., 1995). A mesura que les CML
progressen en el cicle cel-lular s'indueixen
altres gens com l’antigen nuclear de cel-lu-
les proliferants (PCNA), que és una apopro-
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teina que actua com a cofactor del DNA po-
limerasa delta, enzim necessari per a la sin-
tesi de DNA, i c-myb, un altre protooncogen
homoleg al gen transformant del virus de la
mieloblastosi aviaria.

La major part de factors de creixement
actuen sobre la CML a través de receptors
especifics pertanyents a la familia de recep-
tors tirosina quinasa (Van deer Geer i Hun-
ter, 1994). La connexié d’aquests receptors
amb el nucli es realitza a través de mecanis-
mes de transduccié de senyal en els quals
participen maltiples proteines que s’activen
en cascada, la qual cosa amplifica el senyal.

BLOQUEIG DE LA PROLIFERACIO DE
LES CML MITJANCANT TECNIQUES
DE DNA RECOMBINANT

El coneixement dels mecanismes mole-
culars que controlen I'inici i la progressié6 de
les lesions aterosclerotiques ha permes dis-
senyar estratégies per inhibir-ne el desenvo-
lupament, dirigides sobretot a bloquejar la
proliferaci6 de les CML que es produeix en
els processos de reestenosi postangioplastia
(Ohno et al., 1994).

Una de les primeres estrategies desenvo-
lupades fou utilitzar oligonucleotids anti-
sentit dirigits contra molecules que regulen
la proliferacié de les CML. En aquest camp
ha estat pioner el grup de Simons que acon-
seguiren bloquejar in vivo la reestenosi pos-
tangioplastia en rata quan aplicaren, sobre
el vas dilatat pel bal6, un gel que contenia
un oligonucleotid anti-c-myb (Simons et al.,
1992). Posteriorment, altres autors han ob-
tingut resultats similars utilitzant oligonu-
cleotids dirigits contra el protooncongen c-
myc, o contra el missatge d’altres proteines
implicades en el cicle cel-lular com la ciclina
cdk 2, 0 PCNA (Shi et al., 1994; Morishita et
al., 1994).

Recentment s’han desenvolupat dife-

rents técniques per introduir i expressar
gens en cel-lules en cultiu o directament
en la paret vascular. Els meétodes més co-
muns utilitzen vectors virals com: retrovirus
i adenovirus; adenovirus conjugats amb sis-
temes d’alliberaci6 a través de receptors, i
sistemes no virics com liposomes cationics,
injeccié de DNA plasmidic, etc. (Nabel, 1995).

Els vectors retrovirals s'integren de ma-
nera estable en el DNA cromosomic i per
tant permeten l'expressié permanent del
gen que incorporen. Tenen l'inconvenient
que poden produir mutagenesi segons on
se’n produeixi la insercié. S"han utilitzat so-
bretot ex vivo, en cél-lules que s’extreuen,
per exemple cellules endotelials, i sén
transfectades in vitro. Posteriorment, es pro-
cedeix a la selecci6 de les cel-lules que ex-
pressen el gen en qiesti6 i s'implanten de
nou. L'aplicaci6é in vivo d’aquest sistema
presenta diversos inconvenients, ja que re-
quereix la proliferacié de les cel-lules per
aconseguir una integracié del provirus al
seu genoma; a més, les particules retrovirals
s6n molt labils.

Alguns dels problemes que plantegen
els retrovirus s’han resolt amb els adenovi-
rus. Aquests vectors presenten una major
resisténcia a la lisi, ja que les particules viri-
ques escapen a la degradacio pels lisosomes
gracies a que posseeixen una capsida protei-
ca. El genoma de I'adenovirus no s’integra
en el de la cél-lulaies replica uns quants mi-
lers de vegades en cada cicle. Presenten I'in-
convenient que la seva expressi6 acostuma
a ser transitoria, unes tres setmanes, i poden
provocar una resposta immune. Quan s’han
utilitzat per dirigir gens a la paret vascular
han causat inflamaci6 i una acumulacié de
limfocits T (Ohno et al., 1994). Experimental-
ment aquest sistema s’ha utilitzat amb exit
per transferir la molécula VCAM-1 soluble
(sVAM-1) a empelts venosos. Tanmateix, no
sen’ha determinat I'efecte sobre el desenvo-
lupament de lesions, que es basa en la com-
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petencia entre la VCAM-1 soluble i la
VCAM-1 present a la membrana de cél-lules
endotelials i CML per la unié a monocits cir-
culants (Chenet al., 1994). Els vectors adeno-
virics s’han modificat mitjangant la conjuga-
ci6 amb lligants que s'uneixen a receptors
cel-lulars, la qual cosa permet l'alliberaci6
de gens mediatitzada per receptor.

Un altre sistema és el dels liposomes ca-
tionics. La carrega positiva d’aquestes parti-
cules fa que interaccionin rapidament amb
moleécules de carrega negativa comel DNA i
formin espontaniament vesicules lipidi-
ques. El DNA plasmidic, que conté el gen
d’interes sota el control d'un promotor po-
tent, queda encapsulat en els liposomes que
en fusionar-se amb les membranes de les
cél-lules alliberen el seu contingut al cito-
plasma. Aquest sistema ha estat utilitzat per
demostrar la implicacié de diferents factors
de creixement en la hiperplasia de I'intima
(Nabel et al., 1993abc). També ha estat per-
feccionat mitjangant conjugacié amb el vi-
rus hemaglutinant del Japé. Utilitzant
aquest sistema s’ha inhibit el desenvolupa-
ment de la neointima i1 vivo en artéries caro-
tides de rates en les quals es va alliberar un
plasmidi que expressava l’enzim eNOS des-
prés de produir denudacié endotelial (Von
deer Leyen et al., 1995).

IMPLICACIO CLINICA I
PERSPECTIVES FUTURES

En els processos aterosclerotics cronics,
la formaci6 de trombes arterials com a con-
seqiiencia de la ruptura de plaques d’atero-
ma és un important factor desencadenant
d’esdeveniments aguts en la progressi6 de
la malaltia coronaria. Durant la ruptura
de la placa, a més de la deposicié plaqueta-
ria en I’area lesionada, la desendotelitzacio
del vas i 'exposici6 del factor tisular activa
el mecanisme de la coagulacié. L'activacié

de la cascada de la coagulacié condueix a la
generaci6 de trombina, que és un potent ac-
tivador de les plaquetes i que catalitza la for-
macio i polimeritzacié de fibrina. La fibrina
és essencial en 1'estabilitzacié del trombe i
en la seva resisténcia a elevades pressions
intravasculars i forces de cisallament.
Aquests conceptes basics tenen un paper
cabdal en la practica clinica dins del context
de les sindromes coronaries agudes, on la
ruptura de la placa exposa components que
activen les plaquetesi el sistema de coagula-
cié, la qual cosa produeix la formacié d'un
trombe oclusiu compost per plaquetes i fi-
brina (Badimon et al., 1998).

Lainvestigaci6 des de la perspectiva mo-
lecular dels mecanismes d’activacié de la
plaqueta, transduccié de senyal, uni6 a re-
ceptors, activacié i funcié de zimogens,
reconeixement de substrats i processos
d’adhesi6é és una arma basica per abordar
de manera efectiva els problemes associats a
la malaltia arterial coronaria. Els receptors
originalment només relacionats amb fun-
cions d’anclatge sén també importants fac-
tors en la transduccié d’informacié des del
compartiment extracel-lular a l'interior de la
cel-lula i el seu paper és essencial en el con-
trol de la funci6, forma, proliferaci6 i dife-
renciaci6 cel-lular. Tanmateix, la investiga-
ci6 de factors, pel que fa a agonistes o a can-
vis en la paret arterial lesionada, directa o
indirectament responsables de la cronifica-
cié d'un procés trombotic, permetra un mi-
llor abordatge terapéutic i una prevencioé
més eficag. Per altra banda, la tecnologia de
DNA recombinant s’ha aplicat per definir el
paper de determinats agents en la patogene-
si del'aterosclerosiien el desenvolupament
de productes d’aplicacié terapéutica com el
t-PA. Tot i que s’han realitzat avancos im-
portants en el desenvolupament de vectors i
en 'alliberaci6 in vivo de gens, encara s’han
de perfeccionar substancialment les tecni-
ques abans de la seva aplicaci6 clinica.
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