IDENTIFICACIO DE MECANISMES D’INFLAMACIO |

PROLIFERACIO CEL.LULAR IMPLICATS EN LA RESTENOSI.

APLICACIO D’UN MODEL MURI D’HIPERPLASIA INTIMAL

Tesi presentada per

Merce Roqué i Moreno

Per optar al grau de

Doctor en Medicina

Tesi realitzada sota la direccié del Dr. Ginés Sanz Romero i el Dr.
Juan José Badimén, a I’ Hospital Clinic i Provincial de Barcelona i al

Mount Sinai School of Medicine de Nova York.
FACULTAT DE MEDICINA

UNIVERSITAT DE BARCELONA



Els sotasignants Dr. Ginés Sanz i Romero, Professor Titular de Medicina
de la Facultat de Medicina de la Universitat de Barcelona i el Dr. Juan José
Badimén, Professor Titular de Medicina del Mount Sinai School of Medicine de

Nova York,

CERTIFIQUEN: que la Tesi Doctoral “IDENTIFICACIO DE MECANISMES
D’INFLAMACIO | PROLIFERACIO CEL.LULAR IMPLICATS EN LA RESTENOSI.
APLICACIO D’UN MODEL MURI D’HIPERPLASIA INTIMAL A RATOLINS
GENETICAMENT MODIFICATS”, presentada per Mercé Roqué i Moreno, per
optar al grau de Doctor en Medicina, ha estat realitzada sota la seva direcci6 i
assoleix els requisits necessaris per a ser llegida davant el corresponent

Tribunal.

El que es fa constar a Barcelona a I’any dos mil quatre.

Prof. Ginés Sanz i Romero Prof. Juan José Badimon



Als meus pares



A Cristina, Elisabet i Adriana



A la familia i als amics



Merceé Roqué Moreno Agraiments

Sén moltes les persones que en el curs de la meva carrera professional
m’han influit i m’han ajudat a desenvolupar el meu interés en la recerca,
contribuint aixi a dur a terme aquesta tesi doctoral. Ara tinc l'ocasié

d’expressar el meu agraiment.

Al Dr. Ginés Sanz i al Dr. Juan José Badimon que, en dos llocs distants
del planeta i en dues etapes diferents de la meva formacié professional, han
estimulat el meu interes clinic i cientific i m’han donat suport per

desenvolupar els meus objectius.

Al Dr. Valenti Fuster per saber transmetre la seva gran motivacio per la

cardiologia i la recerca.

Als Drs. Mark Taubman, Edward Fisher i Yale Nemerson per donar-me
I'oportunitat de participar en projectes de recerca de gran qualitat cientifica

que han contribuit a la meva formacio en aquest camp.

Al Dr. Ernane Reis, per fer-me particep de les seves idees i pel bon
treball en equip que ha estat fonamental pel desenvolupament dels projectes

gue componen aquesta tesi.

Al Dr. Carlos Cordén-Cardé i al personal del laboratori de patologia
molecular del Memorial Sloan-Kettering Cancer Center per la seva

col.laboracio en els projectes referents a la regulacio del cicle cel.lular.

Al Dr. John Fallon i al personal del laboratori d’anatomia patologica del
Mount Sinai School of Medicine per la seva col.laboracié en les tecniques

histologiques.

A les Dres. Magda Heras i Eulalia Roig per motivar-me a entrar en el
mon de la recerca clinica i experimental i fomentar el meu interes per ampliar

la meva formacié a I’estranger.

Als companys del laboratori de recerca cardiovascular i del laboratori
de microcirurgia del Mount Sinai School of Medicine per la seva col.laboracié

en la realitzacio dels experiments animals i la seva amistat.




Merceé Roqué Moreno Agraiments

A tots els companys metges de I'Institut de Malalties Cardiovasculars
per la bona formacié clinica durant la residencia i la bona interaccio

professional i personal que mantenim.
Als companys de residencia per compartir la feina i I’'amistat.

Als amics dels bons temps a Nova York, que van ser la familia que alla

no teniem i van fer que la meva estada fos immillorable.

A tot el personal d’infermeria de I'Institut per la seva professionalitat,
especialment en els moments dificils de la feina i que amb el seu esforc diari

sén un puntal de la qualitat assistencial al nostre servei.

A les companyes del laboratori de recerca de I'Institut de Malalties
Cardiovasculars perque amb la seva feina fan possible la realitzacié de

projectes com aquests.

Al personal administratiu de I'Institut per 'ajuda en tantes qliestions

administratives i en la preparacié d’aquesta tesi.

Als meus pares, que amb la seva dedicacido i suport constant m’han
ajudat en el meu desenvolupament personal i professional i han fet possible

que avui tingui una feina que em fa felic.

AGRAIMENTS INSTITUCIONALS

A I’'Hospital Clinic (“Beca de fi de Residéncia” 1995)
A la Generalitat de Catalunya (CIRIT/1995).

A la Sociedad Espanola de Cardiologia (1998/2001).




INDEX



Mercé Roqué Moreno index

ABREVIATURES ...t s s s s s s s s e s rm e s r s s s m s e s e e e nns Vil
ARTICLES QUE COMPONEN AQUESTA TESI ...euiiiiiieiiirie e e e e e Xl
1. INTRODUCCIO ......ciueeeeeeeeseesie e ssessessesse s e e e e e e e snans 1
1.1. HIPERPLASIA INTIMAL: CONSIDERACIONS GENERALS .......ceevurerereeeennen. 2
LIPS I B =Y 1 ol o PSP 2
1.1.2. Implicacions CliNIQUES .....cuieiiii e e 2
1.1.3. Tipus i graus de [€Si0 ....ceenieniie i 4
1.1.4. Cinetica del desenvolupament d'hiperplasia intimal....................... 5
1.2. MECANISMES DE RESPOSTA A LA LESIO VASCULAR ......c.ooevevrerreeeennnn 6
1.2.1. Trombosi i inflamacio........c..ooiiiiiiiii e 6
1.2.1.7. Adhesio plagquetaria ......c.oieeeieeuiiiiieeee e e e e e e eaa e 6
1.2.1.2. Interaccio plaquetes—neutrofils—endoteli.......c.cooevviiiiiiiiiiiiiiiiiiieieenns 7
1.2.1.3. Infiltracié per monoCits/mMacrofags .......cccuuuiiiieeiiiiieieeeeeee e 9
T.2.T.4. MCP=1 1 CCR2 ..ottt e e e e 10
LI IS TR O Tef Lo To )4 e 1= o T Y- C 11
1.2.2. Migracié i proliferacio cel.lular .......ccoeeiiiiiiii e 12
1.2.2.1. Modulacio fenotipica de les cel.lules musculars llises.........c.ccccuu...... 12
1.2.2.2. Origen de les cel.lules musculars [lises .......cceveeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeens 13

1.2.2.3. Induccié de factors de creixement i citoquines a la paret vascular en

resposta a la lesid arterial .......cueeiuiiiiiiiii i 13
1.2.2.3.1. Factors que promouen el desenvolupament d'hiperplasia
14T = PP 15
1.2.2.3.2. Factors que inhibeixen el desenvolupament d'hiperplasia
LT o - | ORI 17
1.2.2.3.3. Factors amb acCio MiXta .....coceuuiiiiiuiiiiiiiieeeee e e 17

1.2.2.4. Equilibri quiescéncia-proliferacio—apoptosi.....cccceeereieeieeeeienennennns 18
LI R o A LSS 20

1.2.2.5. Migracio Cel.lUlar ... 23

1.2.3. Sintesi de matriu extracel.lular i remodelat vascular.................... 25

1.3. PAPER DELS MODELS ANIMALS EN L'ESTUDI DE LA RESPOSTA A LA
LESIO VASCULAR ... eeeeeeee et e eeeeeeeeeeeeaaeaasssseeeeeeennnnsseesssssseeseeennnnssaeassssseees 26

1.3.1. Models animals de reSteNOST «oueueeieieeee e eeaeanenns 26




Mercé Roqué Moreno index

1.3.2. Aplicacié de tecniques de manipulaci6 genetica a la recerca

LD q 011 1 4 =Y 0 U 29
1.3.3. Models murins d'aterosclerosi i hiperplasia intimal...................... 31
1.3.3.1. Ratoli P27 KNOCKOUL.....ccuiieiiiiiic e 32
1.3.3.1. Ratoli aQpOE KNOCKOUL ......iieiiiiiiiii e 33
1.3.3.2. Ratoli CCR2 KNOCKOUL ..ovvuiiiiiiieieie ettt a e 33
1.3.4. Tecniques de lesi6 arterial en el ratoli. .....ccccuveviieiiiiiiiiieeeean, 33

1.4. DESENVOLUPAMENT D'ESTRATEGIES PER PREVENIR L'HIPERPLASIA

INTIMAL ... s s e s s e s e e s n s e s e e rnnrnn s e ennenns 34
T.4.1. RAPAMICING ceiniiiiiii et r e e e e e e e e e 36
1.4.2. Inhibidors de la ciclooxigenasa: Sulindac i acid acetilsalicilic....... 37

2. HIPOTESI DE TREBALL | OBJECTIUS ..ovveeeveieeeeeeeeeerereeeeseesseanns 38
T 0 1 1Y 0§13 [ S 40
3.1. DESENVOLUPAMENT D'UN MODEL MURI D'HIPERPLASIA INTIMAL ...... 41

3.2. REGULACIO DE LA PROLIFERACIO CEL.LULAR | EFECTE DE LA
MODULACIO DEL CICLE CEL.LULAR EN LA RESTENOSI ..cccueeeveeeieereeeneennn 43

3.3. EFECTE DE L'ABSENCIA DEL RECEPTOR DE MCP-1, CCR2, EN EL

DESENVOLUPAMENT D'HIPERPLASIA INTIMAL......ccveeiereereereeeeeseeseesseesenns 46
3.4. EFECTE DE L'ANTIINFLAMATORI NO ESTEROIDAL SULINDAC A LA
HIPERPLASIA INTIMAL EN UN MODEL MURI HIPERLIPIDEMIC.........c..cv.e..... 47
3.5. DISCUSSIO CONJUNTA ...c.ueiereereeeseeesseessesseessseessessseesnsessssessseesanes 49
4, CONCLUSIONS . .cci i e re s e re s s sr e e s s e n s snennrnenens 51
5. BIBLIOGRAFIA ..o e v s v e v v e n e r v e e nar e ens 55
6. ARTICLES PUBLICATS ..ottt vir v v s v s v s sna s s s s s s s e 74




Mercé Roqué Moreno index

TAULES
Taula I. Hiperplasia intimal: Implicacions cliniques. ......cccccvveiiiiiiiiiiiieieeenne, 2
Taula Il. Sistemes de receptors de superficie cel.lular..........ccoeevviiiriniennnnnn. 13
Taula lll. Nivells de control del desenvolupament d'hiperplasia intimal........ 35
FIGURES

Figura 1. Seccions transversals d'una artéria coronaria humana (A) i porquina
(B) que mostren lesions restenotiques post-angioplastia i post-implantacio
o B o T =T o P 3
Figura 2. Cinética del desenvolupament d'hiperplasia intimal en un model
porqui d'angioplastia COrONANiA. ..u.uieuuiieiee e e e e 5
Figura 3. Adhesio leucocitaria a I'endoteli activat ........ccceeeveiiiiiiiiiiiiicceenn, 8
Figura 4. Vies d'interaccié entre les cel.lules de la paret vascular i les
cel.lules circulants @ 1@ SANG ..ccuucie i 14
Figura 5. Cicle cel.lular. ... 19
Figura 6. Expressio de p27, Ki67 i apoptosi en arteries coronaries porquines
[Xo 1] k=Y T o o] - U] d - V5 21
Figura 7. Rapamicina redueix la resposta proliferativa post-angioplastia
mitjancant un increment dels nivells de p27 a la paret arterial. ................... 22
Figura 8. Vies de migracio cel.lular.........c.cooouiiiiiiiiiii e 23
Figura 9. Transcripcid, activacié i inhibicié de I'activitat proteolitica de la
Matriu eXTracel.lUlar. ..o 24
Figura 10. Microfotografia representativa d'una artéria coronaria porquina
quatre setmanes despres d'una angioplastia. ......ccccceveuiiiiiiiiiiin e 28
Figura 11. Procés de generaci6 de ratolins knockout...........cccccuvveuieinnennnnnn.. 30
Figura 12. Microfotografia d'una lesio restenotica en I'arteria femoral d'un

ratoli QPOE KNOCKOUL. ...ceeiecee et e e eas 32

\



ABREVIATURES



Mercé Roqué Moreno Abreviatures

ADP Adenosin difosfat

ApoE Apolipoproteina E

C Ciclina

CC/CXC Chemotactic chemokines

CCR2 Chemotactic chemokine receptor 2
CDK Cyclin-dependent kinase

CDKI Cyclin-dependent kinase inhibitor
COX Ciclooxigenasa

CSF Colony stimulating factor

ECA Enzim conversor de I’angiotensina
EGF Epidermal growth factor

FGF Fibroblast growth factor

Gax Growth arrest specific homeobox
HGF Hepatocyte growth factor

ICAM-1 Intercellular adhesion molecule-1
IFN—-y Interferon-gamma

IGF Insulin-like growth factor

IL1 Interleuquina 1

KO Knockout

LEE Lamina elastica externa

LEI Lamina elastica interna

MCP-1 Monocyte chemoattractant protein-1
MIP1 Macrophage inflammatory protein
MMP Metal.loproteinases

NF- B! Nuclear factor kappa B

NO Oxid nitric

PAI-1T Plasminogen activator inhibitor-1
PCNA Proliferating cellular nuclear antigen
PDGF Platelet-derived growth factor
PECAM-1 Platelet endothelial adhesion molecule-1
pRB Retinoblastoma gene product
TGF-pB Transforming growth factor-beta

VI



Mercé Roqué Moreno Abreviatures

TIMP Tissue inhibitor of metaloproteases

TNF Tumor necrosis factor

TUNEL TdT-mediated dUTP-fluorescein nick-end labeling
UPA urokinase-type plasminogen activators

VCAM-1 Vascular endothelial cell adhesion molecule-1

VEGF Vascular endothelial growth factor
VLA-4 Very late antigen-4
VLDL Very low density lipoproteins




ARTICLES QUE COMPONEN LA TESI



Mercé Roqué Moreno Articles

Aquesta tesi es basa en els seglients articles:

Article |

Merce Roqué, John T. Fallon, Juan J. Badimén, Wen X. Zhang, Mark B.
Taubman, Ernane D. Reis. Mouse model of femoral artery denudation injury
associated with the rapid accumulation of adhesion molecules on the luminal
surface and recruitment of neutrophils. Arterioscler Thromb Vasc Biol
2000;20:335-342.

Article Il

Ernane D. Reis, Merce Roqué, Carlos Cordén-Cardd, Marija Drobnjak,
Valentin Fuster, Juan J. Badimén. Apoptosis, proliferation, and p27
expression during vessel wall healing: Time course study in a mouse model

of transluminal femoral artery injury. J Vasc Surg 2000;32:1022-1029.

Article Il

Merce Roqué, Ernane D. Reis, Carlos Cordén-Cardd, Mark B. Taubman, John
T. Fallon, Valentin Fuster, Juan J. Badimén. Effect of p27 deficiency and
rapamycin on intimal hyperplasia: In vivo and in vitro studies using a p27
knockout mouse model. Lab Invest 2001;81:895-903.

Article IV

Merce Roqué, William J. H. Kim, Michaela Gazdoin, Alia Malik, Ernane D.
Reis, John T. Fallon, Juan J. Badimén, Israel F. Charo, Mark B. Taubman. CCR2
deficiency decreases intimal hyperplasia after arterial injury. Arterioscler
Thromb Vasc Biol 2002;22:554-559.

Article V

Ernane D. Reis, Mercé Roqué, Hayes Dansky, John T. Fallon, Juan J.
Badimén, Carlos Cordén-Cardd, Steven J. Shiff, Edward A. Fisher. Sulindac
inhibits neointimal formation after arterial injury in wild-type and
apolipoprotein E-deficient mice. Proc Natl Acad Sci U.S.A. 2000;97:12764-
12769.

Xl



1— INTRODUCCIO



Mercé Roqué Moreno Introduccié

1.1— HIPERPLASIA INTIMAL: CONSIDERACIONS GENERALS

1.1.1 — DEFINICIO

La paret vascular consta de tres capes anatomiques diferents: I'intima,
la mitja i I'adventicia. La capa intima, en condicions normals, constitueix una
monocapa de cel.lules endotelials assentades sobre una membrana basal rica

en col.lagen i proteoglicans (Newby i col, 2000).

La hiperplasia intimal és un canvi en l'estructura vascular que es
produeix a consequéncia dels mecanismes biologics de reparacido després
d'una lesid vascular, ja sigui de tipus mecanic, quirdrgic o immunologic
(Davies i col, 1994). La troballa més caracteristica d'aquest canvi estructural
és I'engruiximent de la capa intimal, degut a un increment en el nombre de
cel.lules, com el terme "hiperplasia" indica, aixi com a un augment en la
sintesi de matriu extracel.lular, en la que es troben immerses aquestes
cel.lules. En udltima instancia, aquest procés deriva en una estenosi de la llum

vascular.

1.1.2 — IMPLICACIONS CLINIQUES

El desenvolupament d’hiperplasia intimal és el factor limitant de I'éxit a
llarg termini dels processos de revascularitzacio miocardica i vascular

periferica.

Taula | . Hiperplasia Intimal - Implicacions Cliniques

. Restenosi
Post-angioplastia / stent
. Vasculopatia cronica del al.loempelt
Cor / rony6 / pulmé /pancreas / fetge
« Oclusio tardana de by-pass

Estenosi de I'anastomosi / oclusio de I'empelt

Aquest procés, altrament conegut com aterosclerosi accelerada, afecta

les artéries coronaries natives sotmeses a angioplastia percutania, els by-
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pass de derivacié6 aorto-coronaris arterials o venosos, les arteries
periferiques sotmeses a angioplastia o endarterectomia i l'arbre vascular del

trasplantament d'organs solids—conegut com a vasculopatia de I'empelt.

Dins cadascuna de les patologies abans esmentades, el
desenvolupament d’hiperplasia intimal té diferents caracteristiques segons
I'entitat i tipus de llit vascular afectat. Aixi, per exemple, sabem que els
empelts venosos (generalment de vena safena) s'oclueixen abans que els by-
pass arterials (d'artéeria mamaria interna, epigastrica o radial). En quant al
tipus de lesié que podem observar, enfront la tipica afectacié focal i irregular
de l'aterosclerosi en arteries coronaries natives, una caracteristica de la
vasculopatia de I'empelt és l'afectacié difusa i concéentrica de tot l'arbre
arterial. Aquestes peculiaritats poden influir en el tipus d'estrategia

terapeutica a aplicar en cada cas.

Hiperplasia
A B Fibrocel.lular Mitja

: Nucli

lipidic

stent

Figura 1. Seccions transversals d’una artéria corondria humana (A, imatge
cedida pel Dr. Fallon, Mount Sinai School of Medicine, Nova York) i porcina (B)
que mostren lesions restenotiques post-angioplastia i post-implantacio de

stent, respectivament.

L'origen embriologic és també un factor determinant de la resposta a la
lesid arterial. Les arteries periferiques s'originen d'un arc branquial diferent a

les arteries coronaries. Les diferencies pel que fa a I’estructura ja sigui més
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muscular o més elastica de la paret arterial, fan que la resposta a la lesio
vascular d'una artéria femoral, per exemple, pugui ésser molt diferent de la

que observem en arteries coronaries (Badimén i col, 1998).

Des de l'adveniment dels stents, les taxes de restenosi s'han reduit
considerablement, especialment a nivell de la circulacié coronaria. Amb la
implantacio d'un stent, s'evita |' "elastic recoil', responsable de la perdua
luminal aguda deguda a les forces elastiques, que s'observa en alguns casos,
generalment a la fase subaguda post-angioplastia. Malgrat la milloria que
han suposat els stents, el desenvolupament d’hiperplasia intimal continua

essent un problema limitant.

1.1.3 — TIPUS | GRAU DE LESIO

Podem considerar diferents tipus de lesid, depenent del mecanisme pel
qual s'hagi originat la lesié vascular. En el cas de la vasculopatia del
trasplantament, es tracta d'una agressio de tipus immunologic (rebuig) que,
en les fases inicials, afectara preferentment I'endoteli vascular. En el cas de
I'afectacié dels by-pass, la hiperplasia intimal és conseqiiencia de la
manipulacié inevitable de I'empelt durant la seva preparacié i de l'agressio
que suposa la propia tecnica quirurgica, per exemple les sutures a les zones

d'anastomosi de I'empelt.

Com les caracteristiques de la hiperplasia intimal, mecanismes i
consideracions terapéutiques son basicament les mateixes pel que fa a les
diferents entitats cliniques descrites, a partir d'ara em centraré en el

desenvolupament de la hiperplasia intimal post-intervencionisme coronari.

El grau de lesio infligit a la paret arterial és un determinant major de la

resposta reparadora, i s'ha establert una classificacié (Ip i col, 1990):

l. Alteracio funcional del vas sense canvis morfologics evidents
I. Denudacié endotelial
lll.  Denudacio endotelial amb lesio de la capa mitja

IV.  Denudacio endotelial amb lesié de la capa mitja i I’adventicia.
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Tant l'angioplastia coronaria com I’endarterectomia indueixen lesions
de grau lll. En el cas dels by-pass venosos, habitualment les lesions son de
grau | i Il, pero es poden observar lesions de grau lll en les zones
d'anastomosi. En els empelts sintetics, el grau d’hiperplasia és menor en el
cos de l'empelt i és a la zona d'anastomosi on generalment s'observa
engruiximent pseudointimal provinent dels segments arterials natius (Davies
i col, 1994; Clowes i col, 1993).

1.1.4 — CINETICA DEL DESENVOLUPAMENT D’HIPERPLASIA
INTIMAL

En primer lloc, cal esmentar que la major part de l'evidencia de que

disposem actualment prové d'estudis animals, amb les limitacions que
aquest fet pot comportar de cara a l'extrapolaciéo d'agquestes observacions

experimentals a la clinica humana.

Recoil
Engruiximent ll

neointimal

Migracid, Proliferacié CMLV i

sintesi de matriu extracel.lular

Trombe /

«—»
Re-endotelitzacio

Figura 2. Cinética del desenvolupament d’hiperplasia intimal en un

model porqui d'angioplastia coronaria (Gallo i col, 1996).
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En la fase aguda post-angioplastia, les forces elastiques o "elastic
recoil", juguen un paper important, com hem comentat. Posteriorment,
I'organitzaciéo del trombe mural, juntament amb la posta en marxa dels
mecanismes d'activacié de les cel.lules musculars llises de la capa mitja,
donara pas a la fase de migracié i proliferaciéo cel.lulars i a la sintesi de
matriu extracel.lular, que condicionaran I'engruiximent progressiu de la capa
intimal i I'estenosi de la llum vascular (figura 2). Aquesta seqliéncia, que en
models animals com el porc, el conill o la rata, pot oscil.lar entre 4-8
setmanes, en I’huma, és més lenta i es calcula que equivaldria

aproximadament a 6 mesos després de I’angioplastia.

1.2 — MECANISMES DE RESPOSTA A LA LESIO VASCULAR

D'acord amb la seqliencia d'esdeveniments que tenen lloc durant el
desenvolupament de la hiperplasia intimal, els mecanismes que hi intervenen
s'agrupen en tres fases ben diferenciades: 1) trombosi i inflamacid, 2)
migracio i proliferacio cel.lular i 3) sintesi de matriu extracel.lular. Dins de
cadascuna d'aquestes fases, es descriuran els mecanismes involucrats més

rellevants.

1.2.1 — TROMBOSI | INFLAMACIO

1.2.1.1 — ADHESIO PLAQUETARIA

De forma immediata després d'una angioplastia coronaria, degut a la
denudacié endotelial que es produeix, s'exposen els components del
subendoteli vascular a la sang circulant. El factor tissular, iniciador de la via
extrinseca de la coagulacié, s'expressa en les lesions aterosclerotiques (Falk i
col,1995; Ferndndez-Ortiz i col, 1994; Moreno i col, 1996) i es troba també
circulant a la sang (Giesen i col, 1999). Després de la lesi6 arterial, I'activacié
del factor tissular, desencadena la sintesi de trombina, que és l'agonista
plaquetari més potent conegut, a més d'ésser un factor de creixement per les

cel.lules musculars llises. Mitjancant la interaccidé entre els receptors de les
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glicoproteines de la membrana plaquetaria, el col.lagen subendotelial, el
factor von Willebrand i la fibronectina, s'inicia el procés d'adhesi6 i agregacio
plaquetaries. Com a conseqliencia, es forma un trombe mural ric en

plaquetes i fibrina sobre la superficie luminal denudada.

L'alliberament del contingut dels granuls plaquetaris, rics en ADP,
serotonina, tromboxa Ay, i en factors quimiotactics i de creixement com el
platelet-derived growth factor (PDGF) o el transforming growth factor-
(TGF-B), entre d'altres, contribueix a potenciar l'agregacié plaquetaria, a la
vegada que promou l'activacié de les cel.lules musculars llises de la capa

mitja.

S'ha proposat que la formacié d'un trombe mural a la fase aguda post-
angioplastia pot contribuir al desenvolupament d'hiperplasia intimal de
forma tardana. Un bon nombre de treballs experimentals han demostrat que
la inhibici6 de la trombosi aguda (amb inhibidors del factor tissular,
antitrombines, anti-llb-llla, entre d'altres) redueix la hiperplasia intimal (Jang
i col, 1995; Gallo i col,1998; Roqué i col, 2000), encara que la seva aplicacio
humana no ha demostrat un clar benefici (Serruys i col, 1995; The EPILOG

investigators, 1997).

1.2.1.2 — INTERACCIO PLAQUETES - NEUTROFILS - ENDOTELI

La interaccié entre plaquetes i leucocits a l'endoteli i la matriu
subendotelial és un aspecte essencial en la resposta inflamatoria a la lesid
arterial (Siminiak i col, 1995). L'adhesidé leucocitaria requereix l'expressié de

molecules d'adhesio.

Les selectines promouen la primera fase de "rodament” dels neutrofils
sobre la superficie luminal, i les integrines i la intercellular adhesion
molecule-1 (ICAM-1), faciliten I’adhesié ferma i la migracié (Lawrence i col,
1991) (figura 3).




Mercé Roqué Moreno Introduccié

Contacte

L-selectina

PECAM-1

Adhesio "rodament”

Adhesié ferma
i activacio Migracié
transendotelial

Figura 3. Adhesio leucocitaria a l'endoteli activat (Gimbrone | col,
1995)

Entre la poblacié leucocitaria, els neutrofils tenen un paper primordial
en processos d’isquemia-reperfusio, tals com a l'infart de miocardi o el
fenomen de "no-reflow", on poden induir lesio tissular a través de
I'alliberament de radicals lliures, lipoxigenasa, citoquines i enzims
proteolitics. Diversos estudis han mostrat la preséncia de neutrofils a la paret
vascular a la fase aguda després de la lesié arterial i la persisténcia de
productes derivats d'aquests leucocits en fases més tardanes, pero el seu

paper especific no ha estat encara ben definit.

En models experimentals, s'ha demostrat que la inhibicié de molecules
d'adhesid, protegeix del desenvolupament d'aterosclerosi i restenosi (Merhi i
col, 1999/ Dong i col, 2000; Phillips i col, 2003). Tanmateix, en humans, la
preséncia de marcadors serics d'activitat dels neutrofils es correlaciona amb
el desenvolupament de restenosi després de l'angioplastia coronaria (Inoue i
col,1998).
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1.2.1.3 — INFILTRACIO PER MONOCITS/MACROFAGS

La infiltracié de la paret vascular per macrofags és un procés que
s'inicia amb l'adhesiéo dels monocits a la superficie endotelial a través de
factors quimiotactics (colony stimulating factor [CSF], macrophage
inflammatory protein Ta [MIP-T1a], monocyte chemoattractant protein-1
[MCP-1]), integrines com Mac-1, selectines com P-selectina, i E-selectina i
molecules d'adhesié com ICAM-1 i VCAM-1, que promouen la transmigracio
dels monocits dins la paret vascular a través de les cel.lules endotelials, on

els monocits es transformen en macrofags tissulars (figura 3).

Els macrofags s6n un component clau de la placa aterosclerotica nativa
i també de la lesio restenotica (Moreno i col, 1996). Contribueixen a la
progressio de la lesio a través de la seva internalitzacioé a la paret vascular i la
transformacio en cel.lules escumoses. Secreten factors de creixement,
citoquines i metal.loproteinases que modulen la resposta inflamatoria i
estimulen la migracié i proliferaci6 de cel.lules musculars llises. Els
macrofags contribueixen també al potencial trombogenic de la placa a través
de I'expressid de factor tissular (Thiruvikraman i col, 1996) i de I'inhibidor de

I’activador del plasminogen-1 (PAI-1).

Un gran nombre de treballs experimentals han observat la preséncia de
cel.lules inflamatories a la paret vascular ja en les primeres hores després
d'una angioplastia i la seva persistencia a mig termini. S'ha demostrat que
existeix una correlacié entre el grau d'infiltracié per cél.lules inflamatories i
el desenvolupament d’hiperplasia intimal en fases més tardanes (Welt i col,
2002). Més encara, la inhibicido o deficiencia de molecules implicades en el
procés d'adhesié i internalitzacié dels leucocits, com P-selectina, Mac-1, o
VCAM-1, resulta en una reduccié de la hiperplasia intimal (Rogers i col,
1998; Simon i col, 2000; Oguchi i col, 2000; Phillips i col, 2003).

Per totes aquestes observacions, queda pales que la inflamacio té un
paper clau en la formaci6 d’hiperplasia intimal aixi com en el

desenvolupament i la progressié de les lesions aterosclerotiques. En el
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proper apartat, aprofundirem en el coneixement d'alguns dels factors

directament implicats en aquest procés inflamatori.

1.2.1.4 — MCP-1 i CCR2

Per les seves implicacions en l'aterosclerosi i la hiperplasia intimal, la

proteina quimiotactica dels monocits-1 (MCP-1) mereix un capitol apart.

Les citoquines quimiotactiques o quimioquines son proteines de baix
pes molecular que son responsables dels processos d’internalitzacié i
activacio dels leucocits. S'agrupen majoritariament dins de dues families: les
CC i les CXC. S'accepta que, en general, les quimioquines CXC, com IL-8, son
quimiotactiques pels neutrofils, mentre que les CC, com MCP-1, MIP-1a,
MIP-1B8 i RANTES, son quimiotactiques per diferents tipus de cel.lules
mononucleades, monocits, limfocits T, eosinofils i basofils (Luster i col,
1998).

La MCP-1 és secretada per les cel.lules endotelials, monocits-
macrofags i fibroblastes i s'expressa de forma molt marcada en les lesions
aterosclerotiques aixi com a la paret vascular tan sols dues hores després
d'una lesié arterial (Taubman i col, 1992). MCP-1 es considera la
quimioquina més important en el procés d' adhesio i migracié dels monocits
dins la paret vascular durant el desenvolupament de la lesié aterosclerotica.
Actualment encara hi ha controversia sobre si la font inicial de MCP-1 sén les
cel.lules musculars llises i, en aquest cas, I’expressié de MCP-1 seria anterior
a I’adhesio i internalitzacio leucocitaries, o bé, si sén els monocits que han
infiltrat la paret arterial els que expressen MCP-1 en primer lloc (Taubman i
col, 1992; Wysocki i col, 1996).

CCR2 és el principal receptor de MCP-1 que es coneix actualment. En
condicions normals, els monocits expressen ARN missatger de CCR2, i al
transformar-se en macrofags tissulars, aquesta expressio disminueix (Reape
i col, 1999).

El paper central de MCP-1 i del seu receptor, CCR2, en el

desenvolupament i progressié de l'aterosclerosi s'ha posat clarament de
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manifest amb la utilitzacio de models animals geneticament modificats. Els
ratolins knockout per la apolipoproteina E (apoE-/-) i pel receptor de LDL
(rLDL-/-) tenen nivells molt elevats de colesterol i desenvolupen, de forma
espontania, lesions aterosclerotiques severes a I’arbre arterial. S'ha analitzat
el paper de la deficiencia de MCP-1 en ratolins rLDL-/--MCP-1-/- i del seu
receptor en ratolins apoE -/-—CCR2-/-. En aquests models, s'ha demostrat una
disminucio en l'adhesio leucocitaria i una reduccio del 50 % en I’area de les
lesions aterosclerotiques i la infiltracié de macrofags dins la paret vascular
(Boring i col, 1998; Dawson i col, 1999; Gu i col, 1998).

La inducci6 de MCP-1 a la paret arterial després de la lesié arterial
forma part de la resposta cel.lular inicial als factors de creixement, com PDGF
(Taubman i col, 1992). La inhibici6 de MCP-1 en diversos models
experimentals d'angioplastia redueix l'acumulacié de macrofags i el
desenvolupament d’hiperplasia intimal (Poon i col, 1999; Usui i col, 2002;
Mori i col, 2002). En humans, els nivells de MCP-1 circulants sén predictors
de restenosi (Cipollone i col, 2001). Aquestes dades remarquen la rellevancia
del component inflamatori, i més especificament del paper de MCP-1, en el

desenvolupament d’hiperplasia intimal.

Les implicacions de CCR2 en la restenosi encara no han estat

analitzades i constitueixen un dels objectius d'aquesta tesi.

1.2.1.5 — CICLOOXIGENASA-2

La ciclooxigenasa (COX) regula la produccié d'eicosanoides i té dos
isoformes. La COX-1 s'expressa de forma constitutiva en molts teixits on
porta a terme funcions fisiologiques relacionades amb |'agregaci6 plaquetaria
i el manteniment del to vascular, mentre que la COX-2 o induible és un

enzim amb funcions pro-inflamatories (Vane i col, 1994).

A nivell vascular, s'Tha demostrat una major expressié de COX-2 en
monocits/macrofags activats i en lesions aterosclerotiques (Baker i col, 1999;
Burleigh i col, 2002).

11
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S'ha observat que els antiinflamatoris no esteroidals amb una capacitat
d'inhibicié més selectiva per la COX-2 tenen un efecte antiproliferatiu i pro-
apoptotic en linies cel.lulars de cancer de colon i en pacients amb poliposi

colonica familiar (Shiff i col, 1995).

Els efectes d'una inhibicié selectiva de la COX-2 a nivell cardio-
vascular no han estat investigats i seran també objecte d'estudi d'aquesta

tesi.

1.2.2 — MIGRACIO | PROLIFERACIO CEL.LULAR

1.2.2.1— MODULACIO FENOTIPICA DE LES CEL.LULES MUSCULARS LLISES

Les cel.lules musculars llises de la paret vascular sén cel.lules ben
diferenciades, que es caracteritzen per una gran abundancia en proteines
contractils, com l'actina i la miosina, i poc reticle endoplasmic rugos.
Aquestes cel.lules tenen una capacitat migratoria i proliferativa molt limitada.
Quan s’activen, per una lesié de la paret vascular, ja sigui de tipus mecanic
com en l'angioplastia, o d'altres, passen a tenir un estat sintetic, en el que
adquireixen més reticle endoplasmic rugés per la sintesi de les proteines de
la matriu extracel.lular. Aquest canvi, conegut com a modulacié fenotipica, és

necessari pels processos de migracié i proliferacié cel.lulars.

La modulacié fenotipica es correlaciona amb una alteracié6 del
citoesquelet cel.lular. Entre els canvis més caracteristics, es produeix un
augment de la relacié vimentina-desmina, una disminucié de I’expressio de
a—actina i un augment relatiu de B- i y-actina, juntament amb una menor
expressio de calponina (Kocher i col, 1984). A més, es produeix també un
canvi en I’expressié de les isoformes de la miosina: les cel.lules proliferants
només expressen non-muscle (NM)-miosina, mentre que les quiescents
expressen les dos isoformes NM- i smooth muscle (SM)-miosina. Aquests
canvis en l'’expressio de les diferents proteines citoesquelétiques de les
cel.lules musculars llises en la fase aguda post-angioplastia, son transitoris i

reverteixen posteriorment.

12
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1.2.2.2— ORIGEN DE LES CEL.LULES MUSCULARS LLISES

Arrel de les observacions obtingudes en models experimentals s’ha
proposat que la font principal de cel.lules musculars llises de la neointima és
la capa mitja (Casscells i col, 1992). Més recentment, aquestes observacions
s’han ampliat amb noves dades que suggereixen altres possibles origens,
com la propia intima, I’endoteli, I’adventicia, o també, a partir de cel.lules
progenitores circulants derivades del moll de I'6s o bé d'altres organs, que es
podrien internalitzar en I'intima i adoptar un fenotip de cél.lula muscular llisa
(Majesky i col, 1997 /Bayes-Genis i col, 2002, Doherty i col, 2003).

1.2.2.3 — INDUCCIO DE FACTORS DE CREIXEMENT | CITOQUINES A LA
PARET VASCULAR EN RESPOSTA A LA LESIO

En condicions basals, l'index proliferatiu de les cel.lules endotelials i
musculars llises és molt baix. L'activacié d'aquestes cel.lules per factors
mecanics, cel.lulars o humorals, desencadena els mecanismes de
senyalitzacido cel.lular, que sén els encarregats de convertir els estimuls

externs en respostes cel.lulars (Roqué i col, 2002).

Hi ha dos mecanismes basics de senyalitzacié a través dels receptors
de membrana cel.lular: 1) receptors units a proteines G (Guanine nucleotide

regulatory proteins) i 2) receptors amb activitat tirosina quinasa.

Taula Il. Sistemes de Receptors de Superficie Cel.lular

Units a proteines G Units a tirosina-quinasa
Noradrenalina Platelet-derived growth factor (PDGF)
Angiotensina Il Epidermal growth factor (EGF)
Serotonina Transforming growth factor (TGF)
Bradiquinina Fibroblast growth factor (FGF)
Prostaglandines Insulin-like growth factor | (IGF)

13
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Leucotriens

Vasopressina

Les proteines G estan implicades en la sintesi proteica, ensamblatge
dels microtubuls i funcionalisme dels oncogens, a més del seu paper en la
senyalitzacio cel.lular. Pel que fa als receptors de tirosina quinases, l'activacié
del mateix receptor en ceél.lules diferents pot induir també respostes

diferents.

La sintesi i alliberament de factors de creixement i citoquines en el lloc

de la lesié arterial és el pas inicial a la cadena d'esdeveniments que

posteriorment donara lloc a la migracio i replicacié cel.lulars.

14
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Figura 4. Vies d'interaccio entre les cél.lules de la paret vascular i les cél.lules

circulants a la sang (Klagsbrun i col, 1995).

Hi ha un gran nombre de factors que influencien els mecanismes de
migracio i proliferacié cel.lular. Dins la paret vascular, existeix una important
xarxa de comunicacié entre les cel.lules de la propia paret: endotelials,
musculars llises, fibroblastes i les cel.lules circulants en la sang: monocits,
limfocits T, neutrofils i plaquetes, fonamentalment. Totes aquestes cel.lules
interaccionen entre si a través de l'alliberament de factors de creixement i
citoquines. En la figura 4 es mostren les possibles vies d'interaccié entre els

diferents tipus cel.lulars.

A continuacié es descriuen alguns dels factors de creixement i

citoquines més rellevants d'acord amb el seu efecte.

1.2.2.3.1 — Factors que promouen el desenvolupament d’hiperplasia
intimal
Platelet-derived growth factor (PDGF) — Es sintetitza per les cel.lules

endotelials i musculars llises vasculars i es composa de dues cadenes
polipeptidiques (A i B) i actua sobre dos receptors diferents: o i B. Les
plaquetes alliberen predominantment la isoforma BB. S'ha demostrat que
I'administracié de PDGF-BB potencia la migracio cel.lular i que la inhibici6 de
PDGF redueix la formacié d’hiperplasia intimal (Heldin i col, 1992; Poon i col,
1999).

Fibroblast growth factor (FGF) — Es sintetitzat també per les cél.lules

endotelials i les musculars llises a nivell vascular. S'han caracteritzat dos
membres: basic (bFGF) i acid (aFGF). Després de la lesié arterial, el FGF
s'allibera de la matriu extracel.lular i estimula la proliferacié de les cél.lules
endotelials i musculars llises. Els estudis experimentals han demostrat un
major desenvolupament d’hiperplasia intimal en relaciéo a I'administracié de
bFGF, i que I'is d'un anticos anti-bFGF redueix I'engruiximent intimal

observat després de la lesio arterial (Lindner i col, 1991 i 1993).
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Vascular endothelial growth factor (VEGF) — De forma similar al FGF, el VEGF

també estimula la proliferacié i migracié de les cel.lules endotelials. A més,
incrementa la permeabilitat microvascular i I’angiogénesi mitjancant un

efecte pro-migratori en les cel.lules endotelials (Ferrara i col, 2003).

Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) — Actua basicament com un factor de

progressio en l'activacié de la proliferacié de cel.lules musculars llises, i
també promou la sintesi d’hidroxiprolina i l'organitzacié de les fibres de

col.lagen (Werner i col, 1991).

Enzim conversor de |'angiotensina (ECA) — S'ha documentat que l'activitat de

I'ECA es correlaciona amb la hiperplasia intimal. En un model d'angioplastia
en la rata, I'administracid sistemica d'un inhibidor de I'ECA, va reduir el

desenvolupament d’hiperplasia intimal (Powell i col, 1989).

Angiotensina Il — Un bon nombre d'estudis han demostrat el seu efecte a

nivell d’induir hipertrofia i estimular també la proliferacio cel.lular (Daemen i
col, 1991).

Trombina — Generada al activar-se la cascada de la coagulacio pel factor
tissular, la trombina és un potent factor mitogen per les cel.lules musculars
llises (Okazaki i col, 1992). Una de les estrategies més estudiades per
prevenir la hiperplasia intimal post-angioplastia, ha estat precisament I'ds de

farmacs antitrombinics.

Tumor necrosis factor-a. (TNF-o)— Es un important mediador inflamatori.

No s'expressa en l'arbre vascular en condicions normals, pero la seva
expressié s'indueix en les cel.lules musculars llises de la capa mitja i la
neointima després d'una angioplastia (Tanaka i col, 1996). S'ha demostrat
que activa la proliferacio i la migracié de cel.lules musculars llises vasculars
in vivo i In vitro, i per una altra banda, promou també |'apoptosi de les
cel.lules musculars llises de la placa aterosclerotica (Niemann-Jonsson i col,
2001).

Interleuquina-1__(IL1B)— Es una citoquina pro-inflamatdria a nivell
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cardiovascular que promou l'expressi6 de molécules d'adhesio i la
proliferacié de les cel.lules musculars llises vasculars. Els seus efectes sén
regulats per l'antagonista fisiologic del receptor de IL-1 (IL-1ra) (Isoda i col,
2003). S'ha demostrat I'expressié de IL-1 i IL-Tra en cel.lules musculars
llises en la neointima en models experimentals d'angioplastia i en cél.lules

musculars llises humanes en cultiu (Lin i col, 2003).

1.2.2.3.2 — Factors que inhibeixen el desenvolupament d’hiperplasia intimal

Heparina — Les cél.lules endotelials i musculars llises sintetitzen heparina i
altres molecules similars. S'ha demostrat que I’heparina inhibeix la migracio i
la proliferacié de cél.lules musculars llises, aixi com la sintesi de matriu
extracel.lular (Clowes i col, 1977; Snow i col, 1990). Els mecanismes a través
dels quals I’heparina exerceix aquest efecte no han estat encara ben definits,
pero entre els mecanismes proposats hi ha la inhibicié dels proto-oncogens

c-mybi c-fos, entre d'altres (Reilly i col, 1989).

Oxid nitric (NO) — A més del seu conegut efecte vasodilatador, inhibeix

I'agregacié plaquetaria i la proliferacido de cel.lules musculars llises. S'ha
demostrat I'expressio de la sintasa induible de I'oxid nitric a nivell de les
cel.lules musculars llises. Aquesta expressio és induida per diverses
citoquines implicades en el desenvolupament d’hiperplasia intimal, com IL
1B, TNF a i IFN y (Busse i col, 1990). En models experimentals, I'administracié
del precursor del NO, L-arginina, redueix el desenvolupament d’hiperplasia
intimal, i I'antagonisme del NO mitjancant L-NAME, reverteix aquest efecte

beneficiéos (McNamara i col, 1993).

Interfer6 gamma (IFN-y) — Es una citoquina derivada dels limfocits T, que

inhibeix la proliferacié i migracié de cel.lules musculars llises vasculars en
cultiu (Shimokado i col, 1994; Rolfe i col, 1995) i la formacié d’hiperplasia
intimal en models experimentals de lesié arterial (Hansson i col, 1991). Un
dels mecanismes d’acciéo responsables d’aquest efecte és induir la sintesi

d’oxid nitric per les cel.lules musculars llises (Stein i col, 1995).

1.2.2.3.3 — Factors amb accié mixta
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Transforming growth factor-B (TGF-B)— S'ha demostrat que aquest factor

pot inhibir tant la proliferaci6 com la migracié de cel.lules musculars llises i
endotelials /n vitro (Roberts i col, 1990). Paradoxalment, el TGF-p pot tant
estimular com inhibir la proliferacio de cel.lules musculars llises. Sembla que
en presencia de concentracions baixes de TGF-B, aquest té un efecte
estimulador sobre la proliferacio cel.lular, mentre que en concentracions
elevades té un efecte inhibidor (Battegay i col, 1990). S'ha descrit també un
paper per el TGF-B en la composicié de la matriu extracel-lular, ja que
estimula la sintesi de proteines estructurals com els proteoglicans, col.lagen

i fibronectina (Ignotz i col, 1986).

1.2.2.4 — EQUILIBRI QUIESCENCIA - PROLIFERACIO - APOPTOSI

La proliferacio de cel.lules musculars llises és un component primordial
de la hiperplasia intimal i, en dltima instancia, totes les vies de senyalitzacié
cel.lular en el procés de la proliferacié cel.lular conflueixen en el cicle

cel.lular.

El balanc¢ entre quiescéncia, proliferacié i apoptosi, o mort cel.lular
programada es manté gracies a un estricte control a carrec d’'un bon nombre
de proteines reguladores. La progressié a través de les diferents fases del
cicle cel.lular esta mitjancada per la formacié de complexos enzimaticament
actius que consten d'una quinasa (K) i una proteina depenent de la quinasa
(CDK). Entre els reguladors negatius del cicle, els inhibidors de les quinases
dependents de les ciclines (CDKIs) s'uneixen als esmentats complexes i els
inactiven induint la parada del cicle cel.lular (Sherr i col, 1995; Mac Lellan i
col, 1997), (figura 5).

Després d'una lesié arterial, el manteniment adequat de I'equilibri
entre proliferaci6 i apoptosi pot tenir un gran impacte sobre el

desenvolupament d’hiperplasia intimal i el remodelat vascular.

Recentment, les investigacions en el camp de I’oncologia han despertat

gran interes en |'ambit cardiovascular per les implicacions que tenen en
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comu les neoplasies amb l'aterosclerosi i la restenosi (Ross i col, 2001).

cdk2/C E
control d'entrada fase S cdk2/C A
Control fase S

Cdc2/C B
Control
d'entrada fase M

Cdk4/C D
Control
progressio G

p21,p27 p21,p27
p15,p16

Figura 5. Cicle cel.lular

El grau d'expressié tissular i les mutacions de reguladors del cicle
cel.lular, com les CDKls, el producte del gen del retinoblastoma (pRB), o p53,
entre d'altres, tenen implicacions pronostiques en neoplasies humanes, com
colon, mama o prostata. En aquest contexte, una marcada expressio tumoral
d'un regulador negatiu, com p27 per exemple, indica un component
proliferatiu menys agressiu i un millor pronostic (Loda i col, 1997; Catzavelos
i col, 1998; Cordon-Cardo i col, 1998) .
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Entre els reguladors de la progressio cel.lular, també s'ha analitzat
I'expressio de CDKs (com CDK1 i CDK2) i CDKIs (com p27, p21 i p16) a la
paret vascular durant el procés de resposta a la lesié arterial després d'una
angioplastia (Tanner i col, 1998; Braun-Dullaeus i col, 1998; Roqué i col,
2000). Aquests reguladors tenen una seqliencia d'expressidé al llarg del
temps que suggereix que tenen una funcié important en el control de la
proliferacié cel.lular excessiva que esta tenint lloc a la paret arterial com a

consequieéncia de la lesio.

Entre els multiples reguladors de la progressié del cicle cel.lular, a
nivell vascular un membre de la familia Kip/Cip de CDKIs, p27, sembla tenir

un paper especialment remarcable.

1.2.2.4.1 — p27 Kipl

p27 és una CDKI que té com funcié predominant la regulacié de la
transicio de la fase G1/S, que determina I'entrada de la cél.lula a la fase S o la
retirada del cicle cel.lular (Polyak i col, 1994). Els estimuls mitogenics, com
PDGF o interleuquina 2 (IL-2), indueixen una disminucié dels nivells de p27
(Nourse i col, 1994; Agrawal i col, 1996), fet que permet I’hiperfosforilacié

del pRB, I'alliberament dels factors de transcripcié i la replicacio cel.lular.

S'han generat ratolins deficients en p27 que tenen com a caracteristica
primordial una marcada hiperplasia de multiples organs, causada per una
hipercel.lularitat generalitzada (Fero i col, 1996; Kiyokawa i col, 1996;
Nakayama i col, 1996). Aquests animals tenen també una elevada incidéncia
de tumors, consistent amb les evidencies a favor de |‘efecte protector de p27
contra la proliferacié cel.lular excessiva i el pronostic de malalties

neoplasiques, com s'ha comentat préeviament.

Diversos treballs han analitzat ’expressié de p27Xir1 a nivell vascular.
En models experimentals d'angioplastia sobre l'artéeria ilio-femoral al porc o
a la carotida en rata, s'ha demostrat I'expressié de p27Kie! a la paret arterial

en condicions basals, amb un rapida desaparici6 de la seva expressid
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després de la lesio arterial, seguida d'un marcat increment en les fases més

tardanes (Tanner i col, 1998; Chen i col, 1997; Braun-Dullaeus i col, 1998).

El nostre grup va examinar I’expressio i correlacio de marcadors de
proliferacié cel.lular (Ki67), apoptosi (mitjancant el meéetode TUNEL) i del
regulador p27Kiel a la paret arterial en un model d'angioplastia coronaria en
el porc (figura 6). Els resultats d'aquest treball tenen més rellevancia de cara
a les implicacions cliniques, al tractar-se del mateix procediment i del mateix

territori vascular que en els procediments intervencionistes en humans.

% de nuclis

35

0] 6 h 1d 1s 2s 3s 4 s

—p27 Ki67 Apoptosi

Figura 6. Expressio de p27, Ki67 i apoptosi en artéries coronadries porquines

despres d’una angioplastia (Roqué i col, 2000).
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Una hora després de I'angioplastia, I'expressio de p27kKir! | de Ki67 era
indetectable i es va observar un increment molt rapid de la taxa d'apoptosi a
la capa mitja i adventicia arterials. Una setmana després, l'index proliferatiu
s'anava incrementant i de forma paral.lela s'incrementava també I’expressio
de p27Kiel, A partir de la tercera setmana post-angioplastia, l'index
proliferatiu va disminuir de forma drastica, mentre que els nivells de p27KipI
assolien un “plateau” i es mantenien elevats (figura 6). Aquestes dades
suggereixen que la inducci6 de p27 endogena ajuda a controlar la
proliferacié cel.lular excessiva i a restablir I'equilibri entre quiescencia-

proliferacié a les fases tardanes després de la lesié vascular.

En un model d'angioplastia coronaria en el porc, hem demostrat també
que el farmac antiproliferatiu rapamicina redueix la formacié d’hiperplasia
intimal. Un dels mecanismes d'accié principals de rapamicina és la induccio
d'un increment dels nivells de p27Kirl a la paret vascular (Gallo i col, 1999),
(figura 7). Més recentment, també s'ha documentat que p27Kir! intervé en les

vies de senyalitzacié que regulen la migracié cel.lular (Sun i col, 2001).

Nivells p27 post-PTCA

150

Control =%
' 100

501

0_

RapamiCina PTC = =

Rapa + -

Figura 7. Rapamicina redueix la resposta proliferativa post-PTCA mitjancant

un increment dels nivells de p27 a la paret arterial (Gallo i col, 1999).
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El fet que p27 estigui implicada tant en les vies de proliferacio com de
migracioé fa que el desenvolupament de tecniques destinades a incrementar i
promoure |'expressio de p27 a la paret vascular, després d'una angioplastia o

la implantacié d'un stent intravascular, tingui una especial rellevancia clinica.
1.2.2.5 — MIGRACIO CEL.LULAR

Les vies de migracié s6n menys conegudes que les de proliferacio,
pero també es tracta d'un procés que inclou multiples etapes. La modulacio
fenotipica de la cel.lula muscular llisa és un pas imprescindible, juntament
amb el remodelat de la matriu extracel.lular i 'establiment de contactes
cel.lula-cel.lula i cel.lula-matriu extracel.lular a través d'adhesions focals
(Newby i col, 2000).

Factors
quimiotactics

}

Transduccio de senyals intracel.lulars

|

Activacio de la quinasa Il Ca++-dependent

de la calmodulina

}

Reorganitzacio del
citoesquelet

}

Unié a integrines en la
superficie cel.lular

|

MIGRACIO

Figura 8. Vies de migracio cel.lular
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La migracio cel.lular requereix la degradacié de la matriu extracel.lular
que envolta la cel.lula. Les metal.loproteinases sén una familia d’enzims
zinc-dependents que degraden proteines de la matriu extracel.lular—com el
col.lagen, elastina i vitronectina, entre d'altres—i d'aquesta manera faciliten

el moviment cel.lular.

La lesio arterial indueix un augment local de I'expressié d'activadors
del plasminogen, que activen metal.loproteinasses de la matriu extracel.lular,
com la gelatinasa B, també coneguda com metal.loproteinasa 9 (MMP 9),

entre d'altres (Reidy i col, 1990).

l GENS MMPs

IL-1, TNFo

TGF B

- tinoid
FOEF Sy TRANJCRIPCIO Y| heparing

corticosteroides

ZIMOGENS GENS TIMP
Pro-stromelysina
) Pro-gelatinases A y B
IPAI-l. PAI-2 —_I_Pro—colalgenasa

uPA, Plasmina ACTIVACIO ——— [TIMP 1, 2 i 3
MTMMP.

ENZIMS ACTIUS ;
Stromelysina TIMP 1 ! 2
Tetraciclines

Gelatinases Ay B i,
Colagenasa ntraciclines
g* / Inhibidors sintétics

PROTEOLISI
]

Matriu extracel.lular

p Peptids de baix pes molecular

Figura 9. T7ranscripcio, activacio i inhibicio de [l’activitat proteolitica de la

matriu extracel.lular

La propia lesié arterial indueix també I'expressi6 de MMPs durant les
primeres 24 hores post-lesiéo (Zempo i col, 1994). Algunes MMPs, com la

MMP-2 i la MMP-9, han demostrat ésser necessaries per a la migracié de les
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cel.lules musculars llises (Pauly i col, 1994; Kenagy i col, 1997). La
sobreexpressio de MMP-9 en un model /n vitro i in vivo de migracié de
cel.lules musculars llises augmenta la capacitat migratoria de les cel.lules i
altera el remodelat vascular al disminuir el contingut en matriu extracel.lular

de la capa intimal (Mason i col, 1999).

Treballs previs en models experimentals han demostrat que la inhibicié
de metal.loproteinases retarda el desenvolupament d’hiperplasia intimal
(Bendeck i col, 1996), posant de manifest la importancia de les

metal.loproteinases en el procés de migracié i la resposta a la lesié vascular.

1.2.3 — SINTESI DE MATRIU EXTRACEL.LULAR | REMODELAT
VASCULAR

Quan, com a consequiéncia de la lesi6é arterial, les cel.lules musculars
llises de la paret vascular abandonen el seu fenotip contractil, passen a
sintetitzar grans quantitats de col.lagen, elastina, proteoglicans i
glicosaminoglicans, que seran els components principals de la matriu

extracel.lular.

De fet, en les lesions restenotiques humanes, s'ha objectivat que la
major part de l'area ocupada per la hiperplasia intimal correspon a matriu
extracel.lular i les cel.lules, en sén el component minoritari (Pickering i col,
1993).

Les molecules d'adhesidé, factors de creixement i citoquines juguen
també un paper en la sintesi dels constituents de la matriu extracel.lular.
Concretament, el TGF-B és un potent estimulant de la sintesi de col.lagen i

altres proteines per les cel.lules musculars llises (Gibbons i col, 1992).

En la restenosi, aixi com en l'aterosclerosi, és fonamental que existeixi
un equilibri metabolic entre sintesi i degradacié dels diferents components
de la matriu extracel.lular. D'aquest fragil equilibri en depéen, per una banda,
I'estabilitat o vulnerabilitat de la placa aterosclerotica i, per I'altra, determina

el remodelat vascular, que sera un factor determinant del compromis que la
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placa o lesié restenotica condiciona al flux coronari i a la perfusio tissular.

El procés que anomenem “"remodelat" consisteix basicament en un
canvi del diametre de la llum vascular com a conseqiiencia de canvis
estructurals, de tipus adaptatiu, de la paret vascular. Aquest procés, que s'ha
demostrat en malalties com la hipertensié arterial, també es produeix en
I'aterosclerosi i la restenosi. A mesura que l'area de la lesi6 intimal
augmenta, la paret vascular es dilata per adaptar-se a la demanda de flux

sanguini.

Entre els mecanismes causants del remodelat, cal destacar la
importancia dels canvis en la composicio de la matriu extracel.lular i altres,
com la mort cel.lular programada o apoptosi. L'endoteli, que té com una de
les seves funcions principals la regulacié del flux sanguini, i I'adventicia, son
també components de la paret vascular que tenen un paper clau en la

regulacié del remodelat arterial (Kakuta i col, 1994).

A la vista del fet que la matriu extracel.lular és un component
activament involucrat en el procés de desenvolupament d’hiperplasia intimal,
cal considerar que la modulacié de la composicié de la matriu extracel.lular
podria ésser una estrategia terapeutica a valorar pel tractament i control de

la restenosi post-intervencionisme coronari.

1.3 — PAPER DELS MODELS ANIMALS EN L'ESTUDI DE LA
RESPOSTA A LA LESIO VASCULAR

1.3.1 — MODELS ANIMALS DE RESTENOSI

L'estudi de la resposta a la lesio arterial en models experimentals ha
estat fonamental per al coneixement dels mecanismes que porten al

desenvolupament d’hiperplasia intimal.

La seqliencia d'esdeveniments que condueixen a la hiperplasia intimal
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és complexa i, com s'ha descrit previament, involucra un gran nombre de
processos intracel.lulars. Aquesta complexitat implica una possible
variabilitat entre espécies, que fa que els resultats o la informacié obtinguts
en estudis experimentals o estudis /n vitro no sempre sigui reproduible o
aplicable en el context huma. D'aqui el gran interes en perfeccionar els

models experimentals de que disposem.

En I'estudi de la fisiopatologia de la hiperplasia intimal i la resposta a la
lesié arterial s'ha emprat una gran varietat de models animals: porc, babui,
gos, conill, rata; i una varietat també considerable de territoris vasculars:
arteries iliaques, femorals, carotides i coronaries. L'eleccio del llit vascular és
quasi tant rellevant com I’especie animal escollida, ja que [I'origen
embriologic té implicacions en la resposta a la lesié (Badimon i col, 1998).
També hi ha diversitat en quant als metodes de lesi6 emprats, des de
tecniques de lesio endoluminal amb bal6é o altres tipus de cateters, fins a
tecniques de lesio extraluminal mitjancant col.locacio d'anells externs o

d'altres.

Entre els models animals més emprats i que s'ha proposat com el més
proper al sistema cardiovascular huma i que, per tant, millor podria reproduir
la biopatologia vascular, destaca el model porqui. Es tracta d'un model de
restenosi que, des del punt de vista técnic, permet l'aplicacié de la mateixa
metodologia i estrategies de revascularitzacié que en la practica clinica i que
presenta una resposta a la lesid representativa de la que observem en
humans. Cal ressaltar la importancia de la trombosi en la fase aguda post-
lesié arterial com a determinant clau de la formacié d’hiperplasia intimal, al
igual que en els humans (Gallo i col, 1998; Roqué i col, 2000). Una altra
caracteristica d'aquest model és la necessitat d’induir una lesid severa durant
I'angioplastia o la implantacié d'un stent, de forma que és imprescindible la
laceraci6 de la lamina elastica interna per tal de desenvolupar un
engruiximent  neointimal considerable (Schwartz i col, 1992).
Aproximadament 28 dies després de l'angioplastia s'observa una resposta

proliferativa considerable, comparable a la restenosi que podriem observar
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en humans als 6 mesos post-angioplastia (figura 10).

Amb el model porqui també tenim la possibilitat d'utilitzar animals
hiperlipidemics. Es tracta del porc del Yucatan, un animal que en el seu estat
adult no incrementa significativament la seva mida i permet el seu seguiment
durant periodes de temps més llargs. Els animals s'alimenten amb dieta
hipercolesteroléemica i es sotmeten a procediments de doble lesid, en que es
realitza una angioplastia previa en I'animal sota dieta hipercolesteroléemica i
en un segon temps s'implanta el stent. Es un model d'eleccié per avaluar la

restenosi intra-stent en condicions d’hiperlipidemia.

Figura 10. Microfotografia representativa d'una artéria corondria porcina 4

setmanes després d'una angioplastia (Gallo i col, 1998).

L'aplicacio de tecniques d'angioplastia i implantaci6 de stents a les
arteries iliaques de primats també ha estat objecte de mdultiples treballs
experimentals. Tenen |'avantatge de desenvolupar lesions aterosclerotiques
similars a les humanes i aquest efecte es pot potenciar amb l'administracié

de dietes hiperlipidemiques (Kritchevsky i col, 2001).

El conill també ha estat ampliament emprat (Finking i col, 1997). Entre
els avantatges, la mida de I’animal ens permet encara la utilitzaciéo de

cateters d'angioplastia i també la implantacido de stents en l'arteria ilio-
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femoral i la possibilitat d'estudiar animals amb hiperlipidemia. Es tracta de
les soques de conills anomenades Watanabe Heritable Hyperlipidemic Rabbit,
New Zealand White Rabbit i el Dutch Belted Rabbit. Aquests animals tenen
una marcada hipercolesterolemia, que es potencia amb l'administracié d'una
dieta hiperlipidemica. Aquesta caracteristica fa que sigui un model molt
utilitzat en estudis de progressiéo d'aterosclerosi i restenosi. A més, en el
conill també s'observa la formaci6 de trombe a la fase aguda post-

angioplastia, al igual que en el porc i els humans (Bauters i col, 1995).

La rata, ha estat un dels models més utilitzats degut a avantatges de
caire economic, estabulacio i baixes necessitats d'equipament tecnic. Com
inconvenients destaquen la manca de trombosi a la fase aguda, l'escassa
formacio d’hiperplasia intimal i la mida reduida de l'animal que limita les

possibilitats d'avaluar procediments similars als emprats en humans.

Fins recentment, el ratoli era l'especie menys emprada en estudis de
restenosi. Obviament, el seu tamany implica una gran dificultat teécnica per la
realitzaciéo de procediments de lesio vascular. Cal recordar que el diametre
mig de l'aorta es situa entre 1-1,5 mm i el de I'arteria femoral és de 0,4-0,5
mm, aproximadament. En els darrers anys, amb l'adveniment de les
tecniques de manipulacié genetica, ha crescut l'interes per desenvolupar
models de restenosi aplicables al ratoli, per tal de poder estudiar el paper de

gens especifics.

1.3.2 — APLICACIO DE TECNIQUES DE MANIPULACIO GENETICA A LA
RECERCA EXPERIMENTAL

La tecnologia transgenica ens permet estudiar l'efecte de I'absencia
d'un gen aillat en un determinat procés patologic. L'objectiu de la tecnologia
knockout és substituir el gen d'interes per un altre que és inactiu, esta alterat

o és irrellevant.

La metodologia per generar un ratoli knockout és un procés estandard

(figura 11).
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Figura 11. Procés de generacio de ratolins knockout (Majzoub i col, 1996)
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Aquest procés comporta diferents passos: 1) disseny de la sequiéncia
d'ADN o vector knockout que ha d'ésser transferit, mitjancant tecniques de
recombinaci6 homologa de I’ADN. 2) incubacié del vector knockout amb
cel.lules embrionaries pluripotencials en cultiu. 3) doble recombinacié entre
el gen cel.lular i el vector knockout, que resultara en la incorporacié del
vector knockout en el locus genomic de la cel.lula embrionaria. 4) selecci6
positiva-negativa de les cel.lules embrionaries que han incorporat el vector
knockout. 5) injeccié de les cel.lules en un blastocist hoste. 6) implantacié
del blastocist a una femella pseudogestant. La descendéencia sera quimerica
per la mutaci6 que s'ha introduit. Els ratolins heterocigots resultants es
creuen entre ells per obtenir aixi ratolins amb deficit homocigot pel gen
d'interes (Shuldiner i col, 1996; Gao i col, 1999; Majzoub i col, 1996).

Els estudis en animals geneticament manipulats han constituit un gran
avenc en els darrers anys. Aquesta tecnologia és una eina fonamental que
ofereix noves possibilitats d'estudi del paper de gens concrets en processos
com l'aterosclerosi i la restenosi. Es previsible que en el futur aquesta

tecnologia ens faciliti el desenvolupament d'estrategies terapeutiques.

1.3.3 — MODELS MURINS D'ATEROSCLEROSI I HIPERPLASIA INTIMAL

Actualment disposem ja d'un nombre important de ratolins
geneticament manipulats als que s'ha deprivat de gens especifics relacionats
amb una funci6 concreta dins del procés de desenvolupament
d'aterosclerosi. El ratoli apoE KO (apoE-/-) i el ratoli KO pel receptor de la LDL
(LDLr-/-) desenvolupen lesions aterosclerotiques molt similars a les humanes,
des del punt de vista de la seva complexitat, amb un nucli lipidic i capsula
fibrosa (figura 12). A diferencia de les soques murines salvatges, aquests
models permeten l'estudi del paper dels macrofags en el desenvolupament

de la placa.

Recentment, s'ha despertat gran interes pel control de la proliferacié
cel.lular com estrategia potencialment util en el control de la restenosi i s'han

generat ratolins geneticament manipulats per diferents proteines reguladores
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del cicle cel.lular, com els ratolins p27KO (p27-/-) i p21KO (p21-/-), entre

d'altres.
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Figura 12. Microfotografia d'una lesio restenotica en lartéria femoral d'un

ratoli apoE knockout.

Aquests models, han estat fonamentals en el camp de la recerca basica
en oncologia durant els darrers anys. Actualment, s'ha aplicat el coneixement
del paper regulador de p27 i p21 a diferents circumstancies que comporten
una proliferacio cel.lular excessiva, com és el cas de la restenosi post-

angioplastia.

1.3.3.1 — RATOLI p27 KNOCKOUT

Els animals deficients en p27 tenen com a caracteristica fenotipica
primordial una mida més gran, degut a una hipercel.lularitat tissular
generalitzada com a consequiencia de l'absencia de p27. A més tenen una
major incidencia de tumors pituitaris, fins un 50% de casos, a partir de les 12

setmanes d'edat. Com altres caracteristiques, els ratolins p27-/- tenen una
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marcada desorganitzacié cel.lular a la retina i les femelles homocigotes pel
deficit son esterils, degut a una manca de desenvolupament dels folicles

ovarics (Nakayama i col, 1996; Fero i col, 1996; Kiyokawa i col, 1996).

1.3.3.2 — RATOLI APOE KNOCKOUT

Es el model muri d'aterosclerosi més estudiat. L'apolipoproteina E és
un lligand dels receptors de les apolipoproteines seriques, fonamentalment
dels quilomicrons i les lipoproteines de molt baixa densitat (VLDL). Com a
consequiencia, els nivells de colesterol sén elevats (Plump i col, 1992).
Aquests animals desenvolupen lesions aterosclerotiques en les diferents
fases d'evolucié de forma similar als humans. La localitzacié de les lesions
aterosclerotiques segueix també una distribucié similar a la que observem en
humans: son tipiques les lesions a l'arrel aortica, troncs supra-aortics i a les
bifurcacions en general (Nakashima i col, 1994; Seo i col, 1997; Palinski i col,
2001).

1.3.3.3 — RATOLI CCR2 KNOCKOUT

S'han generat ratolins deficients en CCR2, el receptor per MCP-1
(Charo i col, 1999). Aquests animals tenen alteracions en ['adhesio
leucocitaria (Kuziel i col, 1997), la internalitzacié6 de monocits/macrofags
dins la paret vascular i una menor produccié de interfer6-y (Kurihara i col,
1997). L'estudi de l'arbre arterial d’animals CCR2-/- creuats amb animals
apo-E-/-, alimentats amb una dieta hipercolesteroléemica, mostra una
marcada disminucié de la presencia de macrofags i de I’area de les lesions
aterosclerotiques versus els animals amb dotacié normal de CCR2 (Boring i
col, 1998).

1.3.4. TECNIQUES DE LESIO ARTERIAL EN EL RATOLI

Degut a les dimensions reduides de I’ arbre vascular del ratoli, les
tecniques de lesié arterial més freqliientment emprades en models animals

més grans no son factibles. Per aixo la disponibilitat d'un model reproduible
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de lesié arterial en el ratoli sera un instrument de gran aplicabilitat en un

futur proper.

S'han descrit diverses tecniques de lesié arterial externa en ratolins:
lligadura de Il'arteria carotida comu (Kumar i col, 1997), aplicacié de corrent
eléctric perivascular a l'arteria carotida o femoral (Carmeliet i col, 1997) i
implantacio d'un anell de polietile al voltant de l'arteria carotida o femoral
(Moroi i col, 1998). La limitacié6 més important d'aquests metodes és que la
lesio es produeix des de l'exterior de l'artéria, a I'inrevés de com es produeix
en humans, des de l'interior del vas. Altres tecniques han intentat induir la
lesio des de l'interior, com per exemple a través de la injeccié d'aire (Simon i
col, 2000 ), o mitjancant el pas d'una guia metal.lica a través de l'arteria
carotida (Lindner i col, 1993). Aquest darrer metode, és tecnicament

dificultés, fet que en pot condicionar la variabilitat i reproduibilitat.

En aquesta tesi es descriu un nou metode de lesié arterial en el ratoli
des de l'interior de l'arteria femoral, tecnicament factible i reproduible, que
resulta en una considerable formaci6 d’hiperplasia intimal, de

caracteristiques similars a les lesions restenotiques humanes.

1.4 — DESENVOLUPAMENT D'ESTRATEGIES PER PREVENIR
L’HIPERPLASIA INTIMAL

L'objectiu principal de tot I'esfor¢ cientific que esta tenint lloc en els
darrers anys és aconseguir desenvolupar opcions terapeutiques efectives en
el tractament de la hiperplasia intimal. La taula 3 resumeix la major part

d'estrategies que s'han proposat en aquest sentit.

Un dels factors limitants més importants de la recerca basica i
experimental és I'aplicabilitat de la informacié obtinguda /n vitro o en models
animals a la practica clinica en humans. Moltes sdén les estrategies que s'han
mostrat efectives a nivell experimental i en les que la seva aplicaci6 humana

ha resultat fallida.
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Un altre aspecte clau de la biologia humana és la redundancia que hi
ha en tots els processos. Tal i com s'ha descrit en aquesta introduccio, el
procés de desenvolupament d’hiperplasia intimal el componen diferents
etapes i hi estan implicats multiples mecanismes: activacié plaquetaria,
inflamacié, migracié i proliferacio cel.lulars i sintesi de matriu extracel.lular,
entre d'altres. Aquesta complexitat biologica pot limitar I'exit d'una opcid
terapeutica encaminada a bloquejar un pas concret en la seqiliencia
d'esdeveniments que porten al desenvolupament de la hiperplasia intimal, ja
gque altres mecanismes alternatius poden suplir la funcié que hagim alterat o

el deficit provocat.

Una de les estratégies que actualment es proposa com una de les més
efectives és el control de la proliferacié cel.lular. Concretament, l'aplicacié de
I‘antiproliferatiu rapamicina en la prevencié de la restenosi intra-stent ha
assolit una marcada repercussio clinica (Sousa i col, 2001; Lemos i col,
2003). Altres tecniques, com la bioenginyeria cel.lular vascular i la terapia

genetica ofereixen també grans possibilitats en un futur proper.
1.4.1. RAPAMICINA

La rapamicina és un potent antiproliferatiu que inhibeix la progressio
del cicle cel.lular en la transicio de la fase G;/S (Marx i col, 1995). Els
mecanismes d'accié postulats per rapamicina inclouen la inhibicié de la
quinasa p70S6, la inhibicié de la hiperfosforilaciéo del pRB i la inhibicio de la
disminucié dels nivells de p27 per regulacié negativa (Dumont i col, 1996;
Marx i col, 1995). S'ha proposat que la regulacié dels nivells de p27 és critica
per l'activitat antiproliferativa de la rapamicina (Luo i col, 1996). A més,
rapamicina té també un potent efecte antimigratori en cel.lules musculars
llises (Poon i col, 1996).

En un estudi previ, hem demostrat que rapamicina inhibeix el
desenvolupament d’hiperplasia intimal en un model porqui d'angioplastia
coronaria, i que aquest efecte s'associa a un increment dels nivells de p27 i

una disminucio dels nivells de pRB hiperfosforilat a la paret vascular (Gallo i
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col, 1999). Recentment, s'ha documentat |'efecte inhibitori de rapamicina en

la restenosi intra-stent en humans (Sousa i col, 2001; Lemos i col, 2003).

A la llum d'aquestes observacions, rapamicina es perfila actualment
com una de les opcions farmacologiques més efectives per a la prevencio i

tractament de la restenosi post-intervencionisme coronari.

1.4.2. INHIBIDORS DE LA CICLOOXIGENASA: SULINDAC | ACID
ACETILSALICILIC.

Com hem comentat, la ciclooxigenasa-2 (COX-2) és un enzim amb
funcions pro-inflamatories a nivell vascular. Sulindac és un antiinflamatori no

esteroidal que actua més selectivament sobre la COX-2.

S'ha descrit I'efecte antiproliferatiu i pro-apoptotic de sulindac /n vitro i
in vivo. Concretament, s'ha demostrat que sulindac afavoreix la regressio
dels polips de colon i té un efecte favorable en la prevencié de cancer de
colon en pacients amb poliposi colonica familiar (Giardiello i col, 2002; Shiff i
col, 1995).

Malgrat sulindac inhibeix la COX, no s'ha definit encara la dependencia
de l'efecte anti-proliferatiu i pro-apoptotic de sulindac de la inhibicié de la
COX-1i 2, com tampoc ha estat estudiat el seu efecte a nivell vascular en el
procés de resposta a la lesid, que sera també un dels objectius d'aquesta

tesi.
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2 — HIPOTESI DE TREBALL | OBJECTIUS
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HIPOTESI DE TREBALL

La hipotesi general de I'estudi és que la interferencia a diferents nivells
en l'activacié dels mecanismes inflamatoris i de proliferacioé cel.lular que es
produeix com a consequéncia d'una lesié arterial, com en el cas de
I’intervencionisme coronari percutani, pot prevenir el desenvolupament

d’hiperplasia intimal.

OBJECTIUS

1. Desenvolupar un model de restenosi en el ratoli, que ens permeti I'estudi
dels mecanismes moleculars i cel.lulars implicats en el desenvolupament
d’hiperplasia intimal, mitjancant la utilitzaci6 de models murins

geneticament modificats.
Emprant aquest model muri de restenosi, s’analitzaran:

2. El balanc entre proliferacio i apoptosi després de la lesio arterial i el

paper dels reguladors del cicle cel.lular a aquest nivell.

3. Els mecanismes de regulacio /n vivoi in vitro de la proliferacié cel.lular en
la prevenci6 de la hiperplasia intimal en ratolins deficients en el regulador
del cicle cel.lular p27. Estudiar els mecanismes d'accié del farmac

antiproliferatiu rapamicina en aquest model.

4. El paper dels macrofags i de la proteina MCP-1, a través del seu receptor

CCRZ2, a la hiperplasia intimal en ratolins knockout per CCR2.

5. L'efecte de I'antiinflamatori no esteroidal sulindac en el desenvolupament
d’hiperplasia intimal en el model muri hiperlipidemic deficient en

apolipoproteina E i definir-ne els mecanismes d'accié especifics.
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3.1.SUBPROJECTE 1

DESENVOLUPAMENT D'UN MODEL MURI D’HIPERPLASIA INTIMAL

En aquest treball es descriu un model de lesié de I'arteria femoral del
ratoli mitjancant el pas d'una guia d'angioplastia, que ocasiona una
denudacié endotelial de I'arteria. La durada de la intervencié quirdrgica és
curta, té baixa morbi-mortalitat i es pot dur a terme de forma bilateral sense
repercussions per I'animal. Aquest procediment indueix de forma reproduible
una marcada resposta proliferativa, comparable a la que s'observa en models

animals més grans.

Els models experimentals de lesio arterial han estat fonamentals per
I'estudi dels mecanismes cel.lulars de desenvolupament d’hiperplasia intimal
i restenosi. Els ratolins geneticament modificats obren noves possibilitats

d'estudi del paper de gens especifics en aquest procés.

Davant les dificultats tecniques per establir un model de lesié arterial
en el ratoli, degut a les reduides dimensions del seu arbre vascular, la major
part dels metodes en Us es basa en l'aplicacio de metodes externs de lesio
arterial (Carmeliet i col, 1997; Kumar i col, 1997; Moroi i col, 1998). Aquests
metodes extraluminals poden tenir limitacions al extrapolar els resultats a la
practica clinica, en que la lesi6 es produeix endoluminalment. S'ha
documentat previament un altre metode muri de lesié endoluminal de
I'arteria carotida (Lindner i col, 1993), tecnicament dificil i que indueix una

escassa resposta proliferativa.

Al analitzar la formacié d’hiperplasia intimal al llarg del temps en el
present model de restenosi, la seqliencia observada és similar a la descrita
pels models animals superiors. De la mateixa manera, la proliferacio
neointimal observada és també comparable a la que s'ha documentat en els
models animals més grans (Doonerkamp i col, 1996; Schwartz i col, 1990;
Kritchevsky i col, 2001).

Treballs previs han descrit una menor resposta proliferativa en animals
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de geénere femeni (Moroi i col, 1998; Sullivan i col, 1995). Amb el present
metode, no s'han documentat diferencies de geénere en la resposta
proliferativa. Aquest fet és especialment rellevant de cara a estudis en
animals geneticament modificats amb baixa expectativa de vida, de cara a
maximitzar el nombre d’animals disponibles i poder utilitzar animals

d'ambdos generes, sense que aixo afecti als resultats.

Una troballa molt significativa del nostre model és que reprodueix
esdeveniments inflamatoris aguts similars als documentats en humans i en
altres models experimentals. Al cap d'una hora de la denudacié endotelial,
s'observa una marcada adhesié leucocitaria, fonamentalment neutrofils, a la
superficie luminal denudada. Una particularitat del nostre model és que la
preséncia de neutrofils coexisteix amb I'expressié de ICAM-1, VCAM-1, P-
selectina i microparticules plaquetaries en la superficie luminal. La rapida
expressio d'aquestes molecules d'adhesié descarta la seva sintesi de novo en
la paret vascular. En situacions d'isquemia-reperfusid, angina inestable i
preséncia d'aterosclerosi, entre d'altres, s'ha documentat I’existencia d'un
pool circulant de molecules d'adhesidé, que s'han considerat marcadors
inflamatoris amb possibles implicacions pronostiques. En el model de lesio
arterial que descrivim, davant l'absencia d'endoteli, proposem que l'origen

d'aguestes molecules d'adhesid és probablement circulatori.

Pel que fa a la presencia de neutrofils en la paret arterial en la fase
aguda post-angioplastia, en estudis previs s'ha relacionat amb l'aparicio de
restenosi en fases tardanes. En humans, l'expressié de molecules implicades
en l'adhesiéo de neutrofils després d'una angioplastia o un infart agut de
miocardi s'ha relacionat també amb el desenvolupament posterior de

restenosi (Inoue i col, 1998, Neumann i col, 1996; Kamijikkoku i col, 1998).

En conjunt, el model muri de restenosi que es presenta, resulta en una
adequada hiperplasia intimal i una resposta inflamatoria que reprodueix les

observacions documentades en models animals superiors i en humans.

3.2. SUBPROJECTE 2
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REGULACIO DE LA PROLIFERACIO CEL.LULAR | EFECTE DE LA
MODULACIO DEL CICLE CEL.LULAR EN LA RESTENOSI

La proliferacio cel.lular és un component essencial en la seqiliencia
d'esdeveniments que té lloc després de la lesié arterial. Emprant el model
muri de restenosi que es descriu en aquesta tesi, s'ha analitzat I'expressio
temporal de marcadors de proliferacio i apoptosi i del regulador del cicle

cel.lular p27.

Com a resposta inicial a la lesié arterial, en aquest treball, a partir de
les 6 hores post-denudacio de l'artéria femoral, s'observa una elevada taxa
d'apoptosi entre les cel.lules musculars llises de la capa mitja i I'endoteli. La
lesio mecanica de la paret vascular, com succeeix durant una angioplastia o
la implantacié d'un stent, pot condicionar la mort de cel.lules musculars llises
de la capa mitja. Hi ha dos tipus de mort cel.lular: necrosi o apoptosi.
L'apoptosi és un procés actiu que, en condicions normals, ajuda a mantenir la
massa tissular de forma que una proliferacié cel.lular excessiva es compensa
a través de la mort cel.lular programada per apoptosi (Bennett i col, 1998).
En altres models experimentals, com en el model d'angioplastia coronaria en
el porc, o angioplastia de la carotida en la rata, també s'ha descrit aquest pic

transitori d'apoptosi (Perlman i col 1997; Malik i col 1998).

En aquest model de lesio de l'artéria femoral, l'index proliferatiu a la
capa mitja i la neointima, valorat per marcatge immunohistoquimic amb
Ki67, augmenta a partir de la primera setmana post-lesié. En el model de
lesio de l'arteria carotida (Lindner i col, 1993), aquest increment és més
tarda, cap a la segona setmana post-lesié. Aquesta discrepancia pot ser

deguda a diferéncies en la resposta a la lesié de I'arteria femoral i la carotida.

Entre la segona i la quarta setmana, s'assoleix I'equilibri entre
proliferacié i apoptosi. A les fases més tardanes, entre la tercera i la quarta
setmana post-lesid, es detecten elevats nivells d'expressio de p27, coincidint
amb el descens progressiu de l'index proliferatiu. Aquesta marcada expressié

de p27 a la paret arterial es manté en forma de "plateau”, mentre que l'index
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proliferatiu retorna als nivells basals. En aquesta darrera fase de la resposta
a la lesio, la disminuci6 de la proliferacié té una clara relacié amb l'increment
de Il'expressié del regulador negatiu del cicle cel.lular p27. Aquestes
observacions fan palesa la funcié de p27 en el control de la proliferacio
cel.lular durant la resposta a la lesié vascular i son consistents amb treballs

previs del nostre grup i d'altres (Roqué i col, 2000; Tanner i col, 1998).

Aquest estudi valida el model de denudacié endotelial de [l'artéria
femoral des del punt de vista de la cinética de la resposta proliferativa i el
balanc¢ entre proliferacio-apoptosi i expressido de p27 durant el procés de

reparacio de la lesio arterial.

El seglient pas per aprofundir en el paper de p27 en la resposta de la
paret vascular a la lesié ha estat aplicar el model de lesié arterial femoral en

ratolins deficients en p27.

En aquest model, la manca de p27 no va alterar la formacio
d’hiperplasia intimal. Les cél.lules deficients en p27 tenen una fase G; del
cicle cel.lular més curta i els animals p27 KO tenen una hipercel.lularitat
tissular generalitzada (Coats i col, 1996; Fero i col, 1996; Kiyokawa i col,
1996; Nakayama i col, 1996). Aquestes caracteristiques haurien fet pensar
que els animals p27 KO tindrien una resposta proliferativa a la lesio arterial
més marcada. Una possible explicacio per la manca de diferencies
observades entre ratolins p27 KO i ratolins de soca salvatge és que una
regulacié positiva d'altres inhibidors de les quinases dependents de les
ciclines, com p21 o p16, podria haver compensat el deficit de p27 (Casaccia-
Bonnefil i col, 1999; Kiyokawa i Koff, 1998).

L'estudi /n vitro de la proliferacié de cél.lules musculars llises aortiques
deficients en p27 demostra que no hi ha diferéncies entre cél.lules p27 KO i
cel.lules salvatges al analitzar la proliferaci6 a curt termini (24 hores).
Aquestes troballes estan en consonancia amb estudis previs en fibroblastes i
limfocits T deficients en p27 (Nakayama i col, 1996). Malgrat tot, quan

analitzem la proliferacio cel.lular a llarg termini (1-2 setmanes), les cel.lules
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musculars llises p27 KO tenen un index proliferatiu marcadament
incrementat durant la fase de creixement logaritmic respecte a les cel.lules

control.

El farmac rapamicina és un potent inhibidor de la proliferacio i
migracio de cel.lules musculars llises (Marx i col, 1995; Poon i col, 1996) que
actua mitjancant la regulacio dels nivells de p27 (Luo i col, 1996). En el
present estudi, el tractament de cel.lules musculars llises en cultiu amb
rapamicina va induir una inhibicié dosi-dependent de la proliferacié cel.lular,
tant en cel.lules p27 KO com en cél.lules control, amb dotacié normal de
p27. De la mateixa manera, I'administracié de rapamicina a ratolins p27 KO i
ratolins control, va reduir la formacié de hiperplasia intimal en resposta a la

denudacio de l'arteria femoral en ambdos grups.

Rapamicina retarda la progressio del cicle cel.lular en els punts de
transicio G1/S i G2/M, encara que no bloqueja completament la proliferacio.
La inhibicié de la capacitat proliferativa és, aproximadament, del 50%, el que
explica que les cel.lules puguin seguir proliferant a un ritme més lent (Terada
i col, 1993; Marx i col, 1995). Els nostres resultats son consistents amb
aquestes observacions, ja que hem observat una reduccié del 50% en l'area
intimal /n vivo i una inhibicio del 40 al 60% en la sintesi de ADN en cel.lules

musculars llises p27 KO i salvatges en cultiu.

Aquests resultats demostren clarament que rapamicina actua a través
de mecanismes independents de p27, a més del ja conegut mecanisme p27-
depenent. Es possible que, /n vivo, rapamicina tingui un efecte predominant
sobre la migracié cel.lular, que explicaria I'absencia de diferencies en la
resposta proliferativa entre ratolins p27 KO i controls. A més, es demostra
que rapamicina té també un efecte pro-apoptotic en cel.lules musculars llises
en cultiu, més marcat en les cel.lules deficients en p27. Altres grups han
documentat troballes similars en diferents linies cel.lulars (Muthukkumar i
col, 1995; Hosoi i col, 1999). S'han proposat diferents mecanismes pro-
apoptotics per rapamicina, com la induccio d'apoptosi independent de p53 i

el blocatge de la induccié de bcl-2 (Miyazaki i col, 1995;Hosoi i col, 1999).
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Aquest estudi demostra que l'efecte inhibidor sobre la hiperplasia
intimal de rapamicina és independent de p27 i que /n vitro rapamicina actua
mitjancant una disminucio de la proliferacié i un increment de |'apoptosi.
Aquests resultats posen de manifest la rellevancia de les estrategies de

control de la proliferacié i migracié cel.lulars en el control de la restenosi.

3.3. SUBPROJECTE 3

EFECTE DE L'ABSENCIA DEL RECEPTOR DE MCP-1, CCR2, EN EL
DESENVOLUPAMENT D’HIPERPLASIA INTIMAL

En aquest subprojecte, es demostra que els ratolins deficients en
CCR2, el receptor de MCP-1, tenen una marcada disminucié de la resposta

proliferativa a la lesi6 arterial.

S’ha demostrat préeviament que MCP-1 s’expressa rapidament a la
paret vascular post-angioplastia (Taubman i col, 1992), aixi com en diferents
linies cel.lulars en resposta a estimulaci6 amb factors de creixement i
citoquines (Gu i col, 1999). MCP-1 i el seu receptor, CCR2, son mediadors
importants de la infiltraci6 per macrofags de la paret vascular i el
desenvolupament de la placa en models murins d'aterosclerosi (Kurihara i
col, 1997; Boring i col, 1998), pero les seves implicacions en la restenosi no

havien estat encara explorades.

Aquest treball demostra que la infiltracié leucocitaria de la paret
vascular després d'una lesié té una marcada rellevancia en la regulacié de la
proliferacié i migracié de cel.lules musculars llises. Fins i tot en situacio de
normolipémia, en que la infiltracié leucocitaria de la paret és molt escassa,
I'abséncia de CCR2 redueix la formacido d’hiperplasia intimal. Aquestes
observacions suggereixen que petits nombres de leucocits poden exercir un

marcat efecte sobre la proliferacié neointimal.

CCR2 s'ha implicat en diverses vies de senyalitzacié associades amb la
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proliferacié, migracio i apoptosi cel.lulars. Malgrat tot, les cel.lules musculars
llises vasculars humanes o murines no contenen CCR2, pel que és poc
probable que la menor proliferacié neointimal observada en els ratolins CCR2
KO sigui el resultat d'una senyalitzacié directa de CCR2 sobre les cél.lules

musculars llises.

La manca de CCR2 podria haver afectat el desenvolupament
d’hiperplasia intimal de forma indirecta. Sabem que els ratolins CCR2 KO
tenen nivells més elevats de MCP-1. L'efecte de MCP-1 sobre la proliferacié
de cel.lules musculars llises és controvertit, ja que en estudis previs s'ha
demostrat tant un efecte inhibidor com estimulador a aquest nivell (Ikeda i
col, 1995; Porreca i col, 1997). Es possible que en els ratolins CCR2 KO s'hagi
produit un increment local de MCP-1, que hagi causat una menor resposta

proliferativa.

Aquest treball posa de manifest que CCR2 és un mediador central de la
resposta de la paret vascular a la lesié. Les troballes d'aquest estudi poden
contribuir al desenvolupament d'estrategies terapeutiques d'inhibicié de
quimioquines i els seus receptors per al control i prevencié de la restenosi en

I'intervencionisme coronari.

3.4. SUBPROJECTE 4

EFECTE DE L’ANTIINFLAMATORI NO ESTEROIDAL SULINDAC A LA
HIPERPLASIA INTIMAL EN UN MODEL MURI HIPERLIPIDEMIC

Una limitacié important dels models experimentals de restenosi més
emprats és la dificultat per reproduir el context lipidic en que es desenvolupa
I’aterosclerosi i la restenosi en humans. La disponibilitat de models murins
d’aterosclerosi, com el ratoli apoE knockout (apoE ko), ens ofereix la
possibilitat d’estudiar I'efecte d’estrategies terapeutiques en situacio
d’hiperlipidemia. Per aix0, en el tercer subprojecte s’ha analitzat I’efecte de

I’antiinflamatori no esteroidal sulindac a la hiperplasia intimal en ratolins
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apoE KO i controls salvatges.

En presencia d’hipercolesterolemia, la lesidé arterial indueix una
resposta proliferativa molt més marcada que en animals control no
hipercolesterolemics. Aquest fet és clinicament rellevant, ja que la major part
dels pacients sotmesos a procediments de revascularitzacié coronaria tenen
hipercolesterolemia associada. L’augment de l’area intimal va associat a
canvis qualitatius en la composicié de la lesio: hipocel.lularitat (en probable
relacio6 a més sintesi de matriu extracel.lular), preséncia més marcada de
macrofags i cristalls de colesterol. Les lesions intimals observades en ratolins
salvatges practicament no contenen macrofags i les cel.lules musculars llises

son el component predominant.

El tractament amb sulindac va reduir en un 70% la formacié neointimal
tant en ratolins apoE KO com en ratolins salvatges, de forma independent de
la hiperlipidemia. En els ratolins apoE KO, sulindac va inhibir la infiltracié per
macrofags i la formacié de cristalls de colesterol en la neointima, malgrat

nivells de colesterol mig de 1500 mg/dL.

El macrofag és un element clau en el desenvolupament de restenosi i
en humans, el grau d’infiltracié de macrofags en espécimens d’aterectomia
és un predictor de restenosi i d’esdeveniments cardiovasculars (Moreno i col,
1996). Els macrofags secreten gran quantitat de factors que estimulen la
proliferacié i migracié de les cel.lules musculars llises, pel que sulindac, al
interferir amb la infiltracio per monocits/macrofags, podria haver inhibit
també I'activacié de les cel.lules musculars llises. Un altre mecanisme que
explicaria un efecte directe de sulindac és a través de la inhibici6 de
I’activaciéo del NF-kxB' que és una important via de regulacié de la resposta
cel.lular a situacions d’estrés i de la proliferacié cel.lular (Yamamoto i col,
1999). Aquest mecanisme explicaria les propietats antiinflamatories i
antiproliferatives de sulindac. Estudis previs han demostrat també que

sulindac afavoreix I’apoptosi /n vitro i in vivo (Shiff i col, 1995).

Una altra possibilitat és que I'efecte inhibidor de la hiperplasia intimal
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de sulindac hagi estat mitjancat per una inhibicié de la ciclooxigenasa. Donat
que el tractament amb acid acetilsalicilic (tot i tractar-se d’un inhibidor no
selectiu de la ciclooxigenasa) no ha induit cap canvi en I’area neointimal o la
composicié de la lesido respecte els controls, aquest mecanisme és poc

probable.

En resum, la hiperlipidemia és un factor amb gran impacte sobre el
desenvolupament d’hiperplasia intimal. Sulindac redueix el desenvolupament
d’hiperplasia intimal en aquest model de lesi6 arterial a través de
mecanismes antiinflamatoris, antiproliferatius i pro-apoptotics i podria ser

un agent farmacologic util en el tractament i prevenci6 de la restenosi.

DISCUSSIO CONJUNTA

Els models experimentals d'angioplastia i altres metodes d'estudi dels
processos de reparacié vascular han estat fonamentals pel coneixement dels
mecanismes cel.lulars que porten al desenvolupament de la hiperplasia
intimal i la restenosi. Actualment, el desenvolupament d'animals
geneticament modificats ens permet reproduir les caracteristiques de la
malaltia aterosclerotica humana i la resposta vascular a la lesié. Aixo ens
permetra explorar en profunditat la implicacié de factors especifics a nivell

cel.lular i molecular i afavorira el disseny d'estrategies terapeutiques.

Vist en conjunt, aquest projecte representa la integracid6 de la
enginyeria genetica, representada en els models murins d'aterosclerosi i de
modulacié del cicle cel.lular i els mecanismes de resposta a la lesidé vascular.
Els resultats derivats d'aquestes investigacions poden portar al
desenvolupament d'estrategies terapeutiques de prevenciéo de la restenosi
post-intervencionisme coronari a través del control dels mecanismes

inflamatoris i la proliferacio cel.lular.

A la llum de les multiples vies d’interaccié intra- i inter-cel.lulars

i la redundancia que hi ha en tots els processos biologics, sembla poc
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probable que una estrategia dirigida a modificar una Unica via o component
tingui exit en el tractament de la restenosi. El més probable és que el control
de la restenosi s'assoleixi mitjancant estrategies que abarquin varies de les

diverses vies implicades en aquest procés multifactorial.
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SUBPROJECTE 1

El model de denudacié endotelial transluminal de l'artéria femoral en el
ratoli és reproduible i resulta en una adequada formacié d’hiperplasia
intimal als 28 dies post-lesié arterial i té una seqiiencia temporal de
desenvolupament d’hiperplasia intimal similar a la descrita en models
animals superiors, sense objectivar-se diferencies de genere en la

resposta proliferativa.

Aquest model reprodueix els esdeveniments inflamatoris de la fase aguda
que s'han descrit en l'intervencionisme coronari en humans, amb una
marcada adhesié de neutrofils a la superficie luminal juntament amb
I'expressi6 de ICAM-1, VCAM-1, P-selectina i microparticules

plaquetaries, d'origen molt probablement circulatori.

SUBPROJECTE 2

p27 té un paper regulador de la proliferacié cel.lular durant la resposta a
la lesio vascular. En la fase més tardana de la resposta a la lesid, es
detecta un marcat increment en l'expressiéo de p27 a la paret arterial en
relacié6 amb el descens progressiu de l'index proliferatiu fins a assolir els

nivells basals.

L'abséncia de p27 no altera la formacio d’hiperplasia intimal en ratolins
p27 KO. La regulacié6 positiva d'altres inhibidors de les quinases
dependents de les ciclines, com p21 o p16, podria compensar el déficit de
p27.

Rapamicina redueix la formacié d’hiperplasia intimal en resposta a la
denudacié de l'arteria femoral en un 50% en ratolins p27 KO aixi com en
ratolins salvatges /n vivo i inhibeix d’un 40 al 60% la sintesi d’ADN en

cel.lules musculars llises p27 KO i salvatges /n vitro.

L'efecte inhibidor de rapamicina sobre la formaciéo d’hiperplasia intimal /n

vivo és independent de p27, i, /n vitro, rapamicina actua mitjancant una
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disminucié de la proliferacio i un increment de I'apoptosi.

SUBPROJECTE 3

La infiltracié leucocitaria de la paret vascular després de la lesio té gran
rellevancia en la regulacié de la proliferaci6 i migraci6 de cel.lules

musculars llises.

En el ratoli normolipemic, la deficiencia en CCR2, el receptor de MCP-1,

redueix la resposta proliferativa a la lesio arterial.

SUBPROJECTE 4

La  hiperlipidemia és un factor amb gran impacte sobre el
desenvolupament d’hiperplasia intimal. Sulindac inhibeix la infiltracié per
macrofags de la paret arterial i la formacié de cristalls de colesterol a la

neointima en ratolins apoE KO malgrat nivells de colesterol molt elevats.

Sulindac redueix en un 70% la formacié neointimal en ratolins apoE KO i
en ratolins salvatges, de forma independent de la hiperlipidemia. Aquest
efecte és conseqiiencia de mecanismes d'acci6 antiinflamatoris,

antiproliferatius i pro—apoptotics.
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