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1.1  HIPERPLÀSIA INTIMAL: CONSIDERACIONS GENERALS 

1.1.1  DEFINICIÓ

La paret vascular consta de tres capes anatòmiques diferents: l’íntima, 

la mitja i l'adventícia. La capa íntima, en condicions normals, constitueix una 

monocapa de cèl.lules endotelials assentades sobre una membrana basal rica 

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

La hiperplàsia intimal és un canvi en l'estructura vascular que es 

produeix a conseqüència dels mecanismes biològics de reparació després 

d'una lesió vascular, ja sigui de tipus mecànic, quirúrgic o immunològic 

(Davies i col, 1994). La troballa més característica d'aquest canvi estructural 

és l'engruiximent de la capa intimal, degut a un increment en el nombre de 

cèl.lules, com el terme "hiperplàsia" indica, així com a un augment en la 

síntesi de matriu extracel.lular, en la que es troben immerses aquestes 

cèl.lules. En última instància, aquest procés deriva en una estenosi de la llum 

vascular.

1.1.2  IMPLICACIONS CLÍNIQUES

El desenvolupament d’hiperplàsia intimal és el factor limitant de l'èxit a 

llarg termini dels processos de revascularització miocàrdica i vascular 

perifèrica.

Taula I . Hiperplàsia Intimal - Implicacions Clíniques 

Restenosi

Post-angioplàstia / stent 

Vasculopatia crònica del al.loempelt 

Cor / ronyó / pulmó /pàncreas / fetge 

Oclusió tardana de by-pass 

Estenosi de l'anastomosi / oclusió de l'empelt 

Aquest procés, altrament conegut com aterosclerosi accelerada, afecta 

les artèries coronàries natives sotmeses a angioplàstia percutània, els by-
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pass de derivació aorto-coronaris arterials o venosos, les artèries 

perifèriques sotmeses a angioplàstia o endarterectomia i l'arbre vascular del 

trasplantament d'òrgans sòlids conegut com a vasculopatia de l'empelt. 

Dins cadascuna de les patologies abans esmentades, el 

desenvolupament d’hiperplàsia intimal té diferents característiques segons 

l'entitat i tipus de llit vascular afectat. Així, per exemple, sabem que els 

empelts venosos (generalment de vena safena) s'oclueixen abans que els by-

pass arterials (d'artèria mamària interna, epigàstrica o radial). En quant al 

tipus de lesió que podem observar, enfront la típica afectació focal i irregular 

de l'aterosclerosi en artèries coronàries natives, una característica de la 

vasculopatia de l'empelt és l'afectació difusa i concèntrica de tot l'arbre 

arterial. Aquestes peculiaritats poden influir en el tipus d'estratègia 

terapèutica a aplicar en cada cas.

Figura 1. Seccions transversals d’una artèria coronària humana (A, imatge 
cedida pel Dr. Fallon, Mount Sinai School of Medicine, Nova York) i porcina (B) 
que mostren lesions restenòtiques post-angioplàstia i post-implantació de 
stent, respectivament.

L'origen embriològic és també un factor determinant de la resposta a la 

lesió arterial. Les artèries perifèriques s'originen d'un arc branquial diferent a 

les artèries coronàries. Les diferències pel que fa a l’estructura ja sigui més 

Mitja
Hiperplàsia

Fibrocel.lular

Llum

Nucli
lipídic

stent

A B
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muscular o més elàstica de la paret arterial, fan que la resposta a la lesió 

vascular d'una artèria femoral, per exemple, pugui ésser molt diferent de la 

que observem en artèries coronàries (Badimón i col, 1998).

Des de l'adveniment dels stents, les taxes de restenosi s'han reduït 

considerablement, especialment a nivell de la circulació coronària. Amb la 

implantació d'un stent, s'evita l' "elastic recoil", responsable de la pèrdua 

luminal aguda deguda a les forces elàstiques, que s'observa en alguns casos, 

generalment a la fase subaguda post-angioplàstia. Malgrat la milloria que 

han suposat els stents, el desenvolupament d’hiperplàsia intimal continua 

essent un problema limitant.

1.1.3  TIPUS I GRAU DE LESIÓ

Podem considerar diferents tipus de lesió, depenent del mecanisme pel 

qual s'hagi originat la lesió vascular. En el cas de la vasculopatia del 

trasplantament, es tracta d'una agressió de tipus immunològic (rebuig) que, 

en les fases inicials, afectarà preferentment l'endoteli vascular. En el cas de 

l'afectació dels by-pass, la hiperplàsia intimal  és conseqüència de la 

manipulació inevitable de l'empelt durant la seva preparació i de l'agressió 

que suposa la pròpia tècnica quirúrgica, per exemple les sutures a les zones 

d'anastomosi de l'empelt. 

Com les característiques de la hiperplàsia intimal, mecanismes i 

consideracions terapèutiques són bàsicament les mateixes pel que fa a les 

diferents entitats clíniques descrites, a partir d'ara em centraré en el 

desenvolupament de la hiperplàsia intimal post-intervencionisme coronari.

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

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

I. Alteració funcional del vas sense canvis morfològics evidents 

II. Denudació endotelial 

III. Denudació endotelial amb lesió de la capa mitja 

IV. Denudació endotelial amb lesió de la capa mitja i l’adventícia.  
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Tant l'angioplàstia coronària com l’endarterectomia indueixen lesions 

de grau III. En el cas dels by-pass venosos, habitualment les lesions són de 

grau I i II, però es poden observar lesions de grau III en les zones 

d'anastomosi. En els empelts sintètics, el grau d’hiperplàsia 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   CINÈTICA DEL DESENVOLUPAMENT D’HIPERPLÀSIA 

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

disposem actualment prové d'estudis animals, amb les limitacions que 

aquest fet pot comportar de cara a l'extrapolació d'aquestes observacions 

experimentals a la clínica humana.

Figura 2. Cinètica del desenvolupament d’hiperplàsia intimal en un 
model porquí d'angioplàstia coronària (Gallo i col, 1996). 

Trombe

Migració, Proliferació CMLV i 

síntesi de matriu extracel.lular

Recoil
Engruiximent

neointimal

24 h 4 s2 s 8 s

Re-endotelització
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En la fase aguda post-angioplàstia, les forces elàstiques o "elastic 

recoil", juguen un paper important, com hem comentat. Posteriorment, 

l'organització del trombe mural, juntament amb la posta en marxa dels 

mecanismes d'activació de les cèl.lules musculars llises de la capa mitja, 

donarà pas a la fase de migració i proliferació cel.lulars i a la síntesi de 

matriu extracel.lular, que condicionaran l'engruiximent progressiu de la capa 

intimal i l'estenosi de la llum vascular (figura 2).  Aquesta seqüència, que en 

models animals com el porc, el conill o la rata, pot oscil.lar entre 4-8 

setmanes, en l’humà, és més lenta i es calcula que equivaldria 

aproximadament a 6 mesos després de l’angioplàstia.

1.2  MECANISMES DE RESPOSTA A LA LESIÓ VASCULAR 

D'acord amb la seqüència d'esdeveniments que tenen lloc durant el 

desenvolupament de la hiperplàsia intimal, els mecanismes que hi intervenen 

s'agrupen en tres fases ben diferenciades: 1) trombosi i inflamació, 2) 

migració i proliferació cel.lular i 3) síntesi de matriu extracel.lular. Dins de 

cadascuna d'aquestes fases, es descriuran els mecanismes involucrats més 

rellevants.

1.2.1  TROMBOSI I INFLAMACIÓ

1.2.1.1  ADHESIÓ PLAQUETÀRIA

De forma immediata després d'una angioplàstia coronària, degut a la 

denudació endotelial que es produeix, s'exposen els components del 

subendoteli vascular a la sang circulant.  El factor tissular, iniciador de la via 

extrínseca de la coagulació, s'expressa en les lesions ateroscleròtiques (Falk i 

col,1995; Fernández-Ortiz i col, 1994; Moreno i col, 1996) i es troba també 

circulant a la sang (Giesen i col, 1999). Després de la lesió arterial, l'activació 

del factor tissular, desencadena la síntesi de trombina, que és l'agonista 

plaquetari més potent conegut, a més d'ésser un factor de creixement per les 

cèl.lules musculars llises. Mitjançant la interacció entre els receptors de les 



Mercè Roqué Moreno         Introducció

7

glicoproteïnes de la membrana plaquetària, el col.lagen subendotelial, el 

factor von Willebrand i la fibronectina, s'inicia el procés d'adhesió i agregació 

plaquetàries. Com a conseqüència, es forma un trombe mural ric en 

plaquetes i fibrina sobre la superfície luminal denudada.

L'alliberament del contingut dels grànuls plaquetaris, rics en ADP, 

serotonina, tromboxà A2, i en factors quimiotàctics i de creixement com el 

platelet-derived growth factor (PDGF) o el transforming growth factor-

(TGF- ), entre d'altres, contribueix a potenciar l'agregació plaquetària, a la 

vegada que promou l'activació de les cèl.lules musculars llises de la capa 

mitja.

S'ha proposat que la formació d'un trombe mural a la fase aguda post-

angioplàstia pot contribuir al desenvolupament d'hiperplàsia intimal de 

forma tardana. Un bon nombre de treballs experimentals han demostrat que 

la inhibició de la trombosi aguda (amb inhibidors del factor tissular, 

antitrombines, anti-IIb-IIIa, entre d'altres) redueix la hiperplàsia intimal (Jang 

i col, 1995; Gallo i col,1998; Roqué i col, 2000), encara que la seva aplicació 

humana no ha demostrat un clar benefici (Serruys i col, 1995; The EPILOG 

investigators, 1997). 

1.2.1.2  INTERACCIÓ PLAQUETES - NEUTRÒFILS - ENDOTELI 

La interacció entre plaquetes i leucòcits a l'endoteli i la matriu 

subendotelial és un aspecte essencial en la resposta inflamatòria a la lesió 

arterial (Siminiak i col, 1995). L'adhesió leucocitària requereix l'expressió de 

molècules d'adhesió.

Les selectines promouen la primera fase de "rodament" dels neutròfils 

sobre la superfície luminal, i les integrines i la intercellular adhesion 

molecule-1 (ICAM-1), faciliten l’adhesió ferma i la migració (Lawrence i col, 

1991) (figura 3). 
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Figura 3. Adhesió leucocitària a l’endoteli activat (Gimbrone i col, 
1995)

Entre la població leucocitària, els neutròfils tenen un paper primordial 

en processos d’isquèmia-reperfusió, tals com a l'infart de miocardi o el 

fenòmen de "no-reflow", on poden induir lesió tissular a través de 

l'alliberament de radicals lliures, lipoxigenasa, citoquines i enzims 

proteolítics. Diversos estudis han mostrat la presència de neutròfils a la paret 

vascular a la fase aguda després de la lesió arterial i la persistència de 

productes derivats d'aquests leucòcits en fases més tardanes, però el seu 

paper específic no ha estat encara ben definit.

En models experimentals, s'ha demostrat que la inhibició de molècules 

d'adhesió, protegeix del desenvolupament d'aterosclerosi i restenosi (Merhi i 

col, 1999/ Dong i col, 2000; Phillips i col, 2003). Tanmateix, en humans, la 

presència de marcadors sèrics d'activitat dels neutròfils es correlaciona amb 

el desenvolupament de restenosi després de l'angioplàstia coronària (Inoue i 

col,1998).
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1.2.1.3  INFILTRACIÓ PER MONÒCITS/MACRÒFAGS 

La infiltració de la paret vascular per macròfags és un procés que 

s'inicia amb l'adhesió dels monòcits a la superfície endotelial a través de 

factors quimiotàctics (colony stimulating factor [CSF], macrophage 

inflammatory protein 1  [MIP-1 ], monocyte chemoattractant protein-1 

[MCP-1]), integrines com Mac-1, selectines com P-selectina, i E-selectina i 

molècules d'adhesió com ICAM-1 i VCAM-1, que promouen la transmigració 

dels monòcits dins la paret vascular a través de les cèl.lules endotelials, on 

els monòcits es transformen en macròfags tissulars (figura 3).

Els macròfags són un component clau de la placa ateroscleròtica nativa 

i també de la lesió restenòtica (Moreno i col, 1996). Contribueixen a la 

progressió de la lesió a través de la seva internalització a la paret vascular i la 

transformació en cèl.lules escumoses. Secreten factors de creixement, 

citoquines i metal.loproteïnases que modulen la resposta inflamatòria i 

estimulen la migració i proliferació de cèl.lules musculars llises. Els 

macròfags contribueixen també al potencial trombogènic de la placa a través 

de l'expressió de factor tissular (Thiruvikraman i col, 1996) i de l’inhibidor de 

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

Un gran nombre de treballs experimentals han observat la presència de 

cèl.lules inflamatòries a la paret vascular ja en les primeres hores després 

d'una angioplàstia i la seva persistència a mig termini. S'ha demostrat que 

existeix una correlació entre el grau d'infiltració per cèl.lules inflamatòries i 

el desenvolupament d’hiperplàsia intimal en fases més tardanes (Welt i col, 

2002). Més encara, la inhibició o deficiència de molècules implicades en el 

procés d'adhesió i internalització dels leucòcits,  com P-selectina, Mac-1, o 

VCAM-1, resulta en una reducció de la hiperplàsia intimal (Rogers i col, 

1998; Simon i col, 2000; Oguchi i col, 2000; Phillips i col, 2003).

Per totes aquestes observacions, queda palès que la inflamació té un 

paper clau en la formació d’hiperplàsia intimal així com en el 

desenvolupament i la progressió de les lesions ateroscleròtiques. 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 hiperplàsia intimal, la 

proteïna quimiotàctica dels monòcits-1 (MCP-1) mereix un capítol apart.

Les citoquines quimiotàctiques o quimioquines son proteïnes de baix 

pes molecular que son responsables dels processos d’internalització i 

activació dels leucòcits. S'agrupen majoritàriament dins de dues famílies: les 

CC i les CXC. S'accepta que, en general, les quimioquines CXC, com IL-8, son 

quimiotàctiques pels neutròfils, mentre que les CC, com MCP-1, MIP-1 ,

MIP-1  i RANTES, son quimiotàctiques per diferents tipus de cèl.lules 

mononucleades, monòcits, limfòcits T, eosinòfils i basòfils (Luster i col, 

1998).

La MCP-1 és secretada per les cèl.lules endotelials, monòcits-

macròfags i fibroblastes i s'expressa de forma molt marcada en les lesions 

ateroscleròtiques així com a la paret vascular tan sols dues hores després 

d'una lesió arterial (Taubman i col, 1992). MCP-1 es considera la 

quimioquina més important en el procés d' adhesió i migració dels monòcits 

dins la paret vascular durant el desenvolupament de la lesió ateroscleròtica. 

Actualment encara hi ha controvèrsia sobre si la font inicial de MCP-1 són les 

cèl.lules musculars llises i, en aquest cas, l’expressió de MCP-1 seria anterior 

a l’adhesió i internalització leucocitàries, o bé, si són els monòcits 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 monòcits expressen ARN missatger de CCR2, i al 

transformar-se en macròfags tissulars, aquesta expressió disminueix (Reape 

i col, 1999).

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

desenvolupament i progressió de l'aterosclerosi s'ha posat clarament de 
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manifest amb la utilització de models animals genèticament modificats. Els 

ratolins knockout per la apolipoproteïna E (apoE-/-) i pel receptor de LDL 

(rLDL-/-) tenen nivells molt elevats de colesterol i desenvolupen, de forma 

espontània, lesions ateroscleròtiques severes a l’arbre arterial. S'ha analitzat 

el paper de la deficiència de MCP-1 en ratolins rLDL-/--MCP-1-/- i del seu 

receptor en ratolins apoE -/--CCR2-/-. En aquests models, s'ha demostrat una 

disminució en l'adhesió leucocitària i una reducció del 50 % en l’àrea de les 

lesions ateroscleròtiques i la infiltració de macròfags dins la paret vascular 

(Boring i col, 1998; Dawson i col, 1999; Gu i col, 1998).

La inducció de MCP-1 a la paret arterial després de la lesió arterial 

forma part de la resposta cel.lular inicial als factors de creixement, com PDGF 

(Taubman i col, 1992). La inhibició de MCP-1 en diversos models 

experimentals d'angioplàstia redueix l'acumulació de macròfags i el 

desenvolupament d’hiperplàsia intimal (Poon i col, 1999; Usui i col, 2002; 

Mori i col, 2002). En humans, els nivells de MCP-1 circulants són predictors 

de restenosi (Cipollone i col, 2001). Aquestes dades remarquen la rellevància 

del component inflamatori, i més específicament del paper de MCP-1, en el 

desenvolupament d’hiperplàsia 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 producció d'eicosanoides i té dos 

isoformes. La COX-1 s'expressa de forma constitutiva en molts teixits on 

porta a terme funcions fisiològiques relacionades amb l'agregació plaquetària 

i el manteniment del to vascular, mentre que la COX-2 o induïble és un 

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

A nivell vascular, s'ha demostrat una major expressió de COX-2 en 

monòcits/macròfags activats i en lesions ateroscleròtiques (Baker i col, 1999; 

Burleigh i col, 2002).



Mercè Roqué Moreno         Introducció

12

S'ha observat que els antiinflamatoris no esteroïdals amb una capacitat 

d'inhibició més selectiva per la COX-2 tenen un efecte antiproliferatiu i pro-

apoptòtic en línies cel.lulars de càncer de colon i en pacients amb poliposi 

colònica familiar (Shiff i col, 1995).

Els efectes d'una inhibició 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  MIGRACIÓ I PROLIFERACIÓ CEL.LULAR

1.2.2.1  MODULACIÓ FENOTÍPICA DE LES CÈL.LULES MUSCULARS LLISES 

Les cèl.lules musculars llises de la paret vascular són cèl.lules ben 

diferenciades, que es caracteritzen per una gran abundància en proteïnes 

contràctils, com l’actina i la miosina, i poc reticle endoplàsmic rugós. 

Aquestes cèl.lules tenen una capacitat migratòria i proliferativa molt limitada. 

Quan s’activen, per una lesió de la paret vascular, ja sigui de tipus mecànic 

com en l'angioplàstia, o d'altres, passen a tenir un estat sintètic, en el que 

adquireixen més reticle endoplàsmic rugós per la síntesi de les proteïnes de 

la matriu extracel.lular. Aquest canvi, conegut com a modulació fenotípica, és 

necessari pels processos de migració i proliferació cel.lulars. 

La modulació fenotípica es correlaciona amb una alteració del 

citoesquelet cel.lular. Entre els canvis més característics, es produeix un 

augment de la relació vimentina-desmina, una disminució de l’expressió de 

-actina i un augment relatiu de - i -actina, juntament amb una menor 

expressió de calponina (Kocher i col, 1984). A més, es produeix també un 

canvi en l’expressió de les isoformes de la miosina: les cèl.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’expressió de les diferents proteïnes citoesquelètiques de les 

cèl.lules musculars llises en la fase aguda post-angioplastia, són transitoris i 

reverteixen posteriorment.



Mercè Roqué Moreno         Introducció

13

1.2.2.2  ORIGEN DE LES CÈL.LULES MUSCULARS LLISES 

 Arrel de les observacions obtingudes en models experimentals s’ha 

proposat que la font principal de cèl.lules musculars llises de la neoíntima és 

la capa mitja (Casscells i col, 1992). Més recentment, aquestes observacions 

s’han ampliat amb noves dades que suggereixen altres possibles orígens, 

com  la pròpia íntima, l’endoteli, l’adventícia, o també, a partir de cèl.lules 

progenitores circulants derivades del moll de l'ós o bé d'altres òrgans, que es 

podrien internalitzar en l’íntima i adoptar un fenotip de cèl.lula muscular llisa 

(Majesky i col, 1997/Bayes-Genis i col, 2002, Doherty i col, 2003).

1.2.2.3  INDUCCIÓ DE FACTORS DE CREIXEMENT I CITOQUINES  A LA 

PARET VASCULAR EN RESPOSTA A LA LESIÓ 

En condicions basals, l'índex proliferatiu de les cèl.lules endotelials i 

musculars llises és molt baix. L'activació d'aquestes cèl.lules per factors 

mecànics, cel.lulars o humorals, desencadena els mecanismes de 

senyalització cel.lular, que són els encarregats de convertir els estímuls 

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

Hi ha dos mecanismes bàsics de senyalització a través dels receptors 

de membrana cel.lular: 1) receptors units a proteïnes G (Guanine nucleotide 

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

Taula II. Sistemes de Receptors de Superfície Cel.lular 

Units a proteïnes G   Units a tirosina-quinasa  
Noradrenalina   Platelet-derived growth factor (PDGF) 

Angiotensina II   Epidermal growth factor (EGF) 

Serotonina    Transforming growth factor (TGF) 

Bradiquinina    Fibroblast growth factor (FGF) 

Prostaglandines   Insulin-like growth factor I (IGF) 
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Leucotriens

Vasopressina

Les proteïnes G estan implicades en la síntesi proteica, ensamblatge 

dels microtúbuls i funcionalisme dels oncogens, a més del seu paper en la 

senyalització cel.lular. Pel que fa als receptors de tirosina quinases, l'activació 

del mateix receptor en cèl.lules diferents pot induir també respostes 

diferents.

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

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

posteriorment donarà lloc a la migració i replicació cel.lulars. 
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Figura 4. Vies d'interacció entre les cèl.lules de la paret vascular i les cèl.lules 
circulants a la sang (Klagsbrun i col, 1995). 

Hi ha un gran nombre de factors que influencien els mecanismes de 

migració i proliferació cel.lular. Dins la paret vascular, existeix una important 

xarxa de comunicació entre les cèl.lules de la pròpia paret: endotelials, 

musculars llises, fibroblastes i les cèl.lules circulants en la sang: monòcits, 

limfòcits T, neutròfils i plaquetes, fonamentalment. Totes aquestes cèl.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'interacció entre els 

diferents tipus cel.lulars.

 A continuació 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’hiperplàsia 

intimal

Platelet-derived growth factor (PDGF)  Es sintetitza per les cèl.lules 

endotelials i musculars llises vasculars i es composa de dues cadenes 

polipeptídiques (A i B) i actua sobre dos receptors diferents:  i . Les 

plaquetes alliberen predominantment la isoforma BB. S'ha demostrat que 

l'administració de PDGF-BB potencia la migració cel.lular i que la inhibició de 

PDGF redueix la formació d’hiperplàsia intimal (Heldin i col, 1992; Poon i col, 

1999).

Fibroblast growth factor (FGF)  És sintetitzat també per les cèl.lules 

endotelials i les musculars llises a nivell vascular. S'han caracteritzat dos 

membres: bàsic (bFGF) i àcid (aFGF). Després de la lesió arterial, el FGF 

s'allibera de la matriu extracel.lular i estimula la proliferació de les cèl.lules 

endotelials i musculars llises. Els estudis experimentals han demostrat un 

major desenvolupament d’hiperplàsia intimal en relació a l'administració de 

bFGF, i  que l'ús d'un anticòs anti-bFGF redueix l'engruiximent intimal 

observat després de la lesió 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 proliferació i migració de les cèl.lules endotelials. A més, 

incrementa la permeabilitat microvascular i l’angiogènesi mitjançant un 

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

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

progressió en l'activació de la proliferació de cèl.lules musculars llises, i 

també promou la síntesi d’hidroxiprolina i l'organització de les fibres de 

col.lagen (Werner i col, 1991).

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

l'ECA es correlaciona amb la hiperplàsia intimal. En un model d'angioplàstia 

en la rata, l’administració sistèmica d'un inhibidor de l’ECA,  va reduir el 

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

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

nivell d’induir hipertròfia i estimular també la proliferació cel.lular (Daemen i 

col, 1991). 

Trombina  Generada al activar-se la cascada de la coagulació pel factor 

tissular, la trombina és un potent factor mitògen per les cèl.lules musculars 

llises (Okazaki i col, 1992).  Una de les estratègies més estudiades per 

prevenir la hiperplàsia intimal post-angioplàstia, ha estat precisament l'ús de 

fàrmacs antitrombínics.

Tumor necrosis factor- TNF-  És un important mediador inflamatori. 

No s'expressa en l'arbre vascular en condicions normals, però la seva 

expressió s'indueix en les cèl.lules musculars llises de la capa mitja i la 

neoíntima després d'una angioplàstia (Tanaka i col, 1996). S'ha demostrat 

que activa la proliferació i la migració de cèl.lules musculars llises vasculars 

in vivo i in vitro, i per una altra banda, promou també l'apoptosi de les 

cèl.lules musculars llises de la placa ateroscleròtica (Niemann-Jönsson i col, 

2001).

Interleuquina-1 (IL1  És una citoquina pro-inflamatòria a nivell 
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cardiovascular que promou l'expressió de molècules d'adhesió i la 

proliferació de les cèl.lules musculars llises vasculars. Els seus efectes són 

regulats per l'antagonista fisiològic del receptor de IL-1 (IL-1ra) (Isoda i col, 

2003).  S'ha demostrat l'expressió de IL-1 i IL-1ra en cèl.lules musculars 

llises en la neoíntima en models experimentals d'angioplàstia i en cèl.lules 

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

1.2.2.3.2  Factors que inhibeixen el desenvolupament d’hiperplàsia intimal

Heparina  Les cèl.lules endotelials i musculars llises sintetitzen heparina i 

altres molècules similars. S'ha demostrat que l’heparina inhibeix la migració i 

la proliferació de cèl.lules musculars llises, així com la síntesi de matriu 

extracel.lular (Clowes i col, 1977; Snow i col, 1990).  Els mecanismes a través 

dels quals l’heparina exerceix aquest efecte no han estat encara ben definits, 

però entre els mecanismes proposats hi ha la inhibició dels proto-oncogens 

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

Òxid nítric (NO)  A més del seu conegut efecte vasodilatador, inhibeix 

l'agregació plaquetària i la proliferació de cèl.lules musculars llises. S'ha 

demostrat l'expressió de la sintasa induïble de l’òxid nítric a nivell de les 

cèl.lules musculars llises. Aquesta expressió és induïda per diverses 

citoquines implicades en el desenvolupament d’hiperplàsia intimal, com IL 

1 , TNF  i IFN (Busse i col, 1990). En models experimentals, l'administració 

del precursor del NO, L-arginina, redueix el desenvolupament d’hiperplàsia 

intimal, i l'antagonisme del NO  mitjançant L-NAME, reverteix aquest efecte 

beneficiós (McNamara i col, 1993).

Interferó gamma (IFN- )  És una citoquina derivada dels limfòcits T, que 

inhibeix la proliferació i migració de cèl.lules musculars llises vasculars en 

cultiu (Shimokado i col, 1994; Rolfe i col, 1995) i la formació d’hiperplàsia 

intimal en models experimentals de lesió arterial (Hansson i col, 1991).  Un 

dels mecanismes d’acció responsables d’aquest efecte és induir la síntesi 

d’òxid nítric per les cèl.lules musculars llises (Stein i col, 1995). 

1.2.2.3.3  Factors amb acció mixta 
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Transforming growth factor- TGF-  S'ha demostrat que aquest factor 

pot inhibir tant la proliferació com la migració de cèl.lules musculars llises i 

endotelials in vitro (Roberts i col, 1990).  Paradoxalment, el TGF-  pot tant 

estimular com inhibir la proliferació de cèl.lules musculars llises. Sembla que 

en presència de concentracions baixes de TGF- , aquest té un efecte 

estimulador sobre la proliferació cel.lular, mentre que en concentracions 

elevades té un efecte inhibidor (Battegay i col, 1990). S'ha descrit també un 

paper per el TGF-  en la composició de la matriu extracel lular, ja que 

estimula la síntesi de proteïnes estructurals com els proteoglicans,  col.lagen 

i fibronectina (Ignotz i col, 1986). 

1.2.2.4  EQUILIBRI QUIESCÈNCIA - PROLIFERACIÓ - APOPTOSI 

La proliferació de cèl.lules musculars llises és un component primordial 

de la hiperplàsia intimal i, en última instància, totes les vies de senyalització 

cel.lular en el procés de la proliferació cel.lular conflueixen en el cicle 

cel.lular.

El balanç entre quiescència, proliferació i apoptosi, o mort cel.lular 

programada es manté gràcies a un estricte control a càrrec d’un bon nombre 

de proteïnes reguladores. La progressió a través de les diferents fases del 

cicle cel.lular està mitjançada per la formació de complexos enzimàticament 

actius que consten d'una quinasa (K) i una proteïna 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 lesió arterial, el manteniment adequat de l'equilibri 

entre proliferació i apoptosi pot tenir un gran impacte sobre el 

desenvolupament d’hiperplàsia intimal i el remodelat vascular. 

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

gran interès en l'àmbit cardiovascular per les implicacions que tenen en 
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comú les neoplàsies amb l'aterosclerosi i la restenosi (Ross i col, 2001).

Figura 5. Cicle cel.lular 

El grau d'expressió tissular i les mutacions de reguladors del cicle 

cel.lular, com les CDKIs, el producte del gen del retinoblastoma (pRB), o p53, 

entre d'altres, tenen implicacions pronòstiques en neoplàsies humanes, com 

colon, mama o pròstata. En aquest contexte, una marcada expressió tumoral 

d'un regulador negatiu, com p27  per exemple, indica un component 

proliferatiu menys agressiu i un millor pronòstic (Loda i col, 1997; Catzavelos 

i col, 1998; Cordon-Cardo i col, 1998) . 
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Entre els reguladors de la progressió cel.lular, també s'ha analitzat 

l’expressió de CDKs (com CDK1 i CDK2) i CDKIs (com p27, p21 i p16) a la 

paret vascular durant el procés de resposta a la lesió arterial després d'una 

angioplàstia (Tanner i col, 1998; Braun-Dullaeus i col, 1998; Roqué i col, 

2000). Aquests reguladors tenen una seqüència d'expressió al llarg del 

temps que suggereix que tenen una funció important en el control de la 

proliferació cel.lular excessiva que està tenint lloc a la paret arterial com a 

conseqüència de la lesió.

Entre els múltiples reguladors de la progressió del cicle cel.lular, a 

nivell vascular un membre de la família Kip/Cip de CDKIs, p27, sembla tenir 

un paper especialment remarcable. 

1.2.2.4.1  p27 Kip1

p27 és una CDKI que té com funció predominant la regulació de la 

transició de la fase G1/S, que determina l'entrada de la cèl.lula a la fase S o la 

retirada del cicle cel.lular (Polyak i col, 1994). Els estímuls mitogènics, com 

PDGF o interleuquina 2 (IL-2), indueixen una disminució dels nivells de p27 

(Nourse i col, 1994; Agrawal i col, 1996), fet que permet l’hiperfosforilació 

del pRB, l'alliberament dels factors de transcripció i la replicació cel.lular.

S'han generat ratolins deficients en p27 que tenen com a característica 

primordial una marcada hiperplàsia de múltiples òrgans, causada per una 

hipercel.lularitat generalitzada (Fero i col, 1996; Kiyokawa i col, 1996; 

Nakayama i col, 1996). Aquests animals tenen també una elevada incidència 

de tumors, consistent amb les evidències a favor de l‘efecte protector de p27 

contra la proliferació cel.lular excessiva i el pronòstic de malalties 

neoplàsiques, com s'ha comentat prèviament.

Diversos treballs han analitzat l’expressió de p27Kip1 a nivell vascular. 

En models experimentals d'angioplàstia sobre l'artèria ilio-femoral  al porc o 

a la caròtida en rata, s'ha demostrat l'expressió de p27Kip1 a la paret arterial 

en condicions basals, amb un ràpida desaparició de la seva expressió 
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després de la lesió 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 l’expressió i correlació de marcadors de 

proliferació cel.lular (Ki67), apoptosi (mitjançant el mètode TUNEL) i del 

regulador p27Kip1 a la paret arterial en un model d'angioplàstia coronària en 

el porc (figura 6). Els resultats d'aquest treball tenen més rellevància de cara 

a les implicacions clíniques, al tractar-se del mateix procediment i del mateix 

territori vascular que en els procediments intervencionistes en humans. 

Figura 6. Expressió de p27, Ki67 i apoptosi en artèries coronàries porquines 
desprès d’una angioplàstia (Roqué i col, 2000). 
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Una hora després de l'angioplàstia, l’expressió de p27Kip1 i de Ki67 era 

indetectable i es va observar un increment molt ràpid de la taxa d'apoptosi a 

la capa mitja i adventícia arterials. Una setmana després, l'índex proliferatiu 

s'anava incrementant i de forma paral.lela s'incrementava també l’expressió 

de p27Kip1. A partir de la tercera setmana post-angioplàstia, l'índex 

proliferatiu va disminuir de forma dràstica, mentre que els nivells de p27Kip1

assolien un “plateau” i es mantenien elevats (figura 6). Aquestes dades 

suggereixen que la inducció de p27 endògena ajuda a controlar la 

proliferació cel.lular excessiva i a restablir l'equilibri entre quiescència-

proliferació a les fases tardanes després de la lesió vascular.

En un model d'angioplàstia coronària en el porc, hem demostrat també 

que el fàrmac antiproliferatiu rapamicina redueix la formació d’hiperplàsia 

intimal. Un dels mecanismes d'acció principals de rapamicina és la inducció 

d'un increment dels nivells de p27Kip1 a la paret vascular (Gallo i col, 1999), 

(figura 7). Més recentment, també s'ha documentat que p27Kip1 intervé en les 

vies de senyalització que regulen la migració cel.lular (Sun i col, 2001). 

Figura 7. Rapamicina redueix la resposta proliferativa post-PTCA mitjançant 
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 proliferació com de 

migració fa que el desenvolupament de tècniques destinades a incrementar i 

promoure l'expressió de p27 a la paret vascular, després d'una angioplàstia o 

la implantació d'un stent intravascular, tingui una especial rellevància clínica.

1.2.2.5  MIGRACIÓ CEL.LULAR 

Les vies de migració són menys conegudes que les de proliferació, 

però també es tracta d'un procés que inclou múltiples etapes. La modulació 

fenotípica de la cèl.lula muscular llisa és un pas imprescindible, juntament 

amb el remodelat de la matriu extracel.lular i l'establiment de contactes 

cèl.lula-cèl.lula i cèl.lula-matriu extracel.lular a través d'adhesions focals 

(Newby i col, 2000).

Figura 8. Vies de migració cel.lular

Factors
quimiotàctics

Transducció de senyals intracel.lulars

Activació de la quinasa II Ca++-dependent
de la calmodulina 

Reorganització del 
citoesquelet

Unió a integrines en la 
superfície cel.lular 

MIGRACIÓ



Mercè Roqué Moreno         Introducció

24

La migració cel.lular requereix la degradació de la matriu extracel.lular 

que envolta la cèl.lula. Les metal.loproteïnases són una família d’enzims 

zinc-dependents que degraden proteïnes 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 lesió arterial indueix un augment local de l’expressió d'activadors 

del plasminogen, que activen metal.loproteïnasses de la matriu extracel.lular, 

com la gelatinasa B, també coneguda com metal.loproteïnasa 9 (MMP 9), 

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

Figura 9. Transcripció, activació i inhibició de l’activitat proteolítica de la 
matriu extracel.lular 

La pròpia lesió arterial indueix també l’expressió de MMPs durant les 

primeres 24 hores post-lesió (Zempo i col, 1994). Algunes MMPs, com la 

MMP-2 i la MMP-9, han demostrat ésser necessàries per a la migració de les 
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cèl.lules musculars llises (Pauly i col, 1994; Kenagy i col, 1997).  La 

sobreexpressió de MMP-9 en un model in vitro i in vivo de migració de 

cèl.lules musculars llises augmenta la capacitat migratòria de les cèl.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 inhibició 

de metal.loproteïnases retarda el desenvolupament d’hiperplàsia intimal 

(Bendeck i col, 1996), posant de manifest la importància de les 

metal.loproteïnases en el procés de migració i la resposta a la lesió vascular.

1.2.3  SÍNTESI DE MATRIU EXTRACEL.LULAR I REMODELAT 

VASCULAR

Quan, com a conseqüència de la lesió arterial, les cèl.lules musculars 

llises de la paret vascular abandonen el seu fenotip contràctil, 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 restenòtiques humanes, s'ha objectivat que la 

major part de l'àrea ocupada per la hiperplàsia intimal correspon a matriu 

extracel.lular i les cèl.lules, en són el component minoritari (Pickering i col, 

1993).

Les molècules d'adhesió, factors de creixement i citoquines juguen 

també un paper en la síntesi dels constituents de la matriu extracel.lular. 

Concretament, el TGF-  és un potent estimulant de la síntesi de col.lagen i 

altres proteïnes per les cèl.lules musculars llises (Gibbons i col, 1992).

En la restenosi, així com en l'aterosclerosi, és fonamental que existeixi 

un equilibri metabòlic entre síntesi i degradació dels diferents components 

de la matriu extracel.lular. D'aquest fràgil equilibri en depèn, per una banda, 

l'estabilitat o vulnerabilitat de la placa ateroscleròtica i, per l'altra, determina 

el remodelat vascular, que serà un factor determinant del compromís que la 
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placa o lesió restenòtica condiciona al flux coronari i a la perfusió tissular.

El procés que anomenem "remodelat" consisteix bàsicament en un 

canvi del diàmetre de la llum vascular com a conseqüència de canvis 

estructurals, de tipus adaptatiu, de la paret vascular. Aquest procés, que s'ha 

demostrat en malalties com la hipertensió arterial, també es produeix en 

l'aterosclerosi i la restenosi. A mesura que l'àrea de la lesió 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 

importància dels canvis en la composició 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 regulació del flux sanguini, i l'adventícia, són 

també components de la paret vascular que tenen un paper clau en la 

regulació 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’hiperplàsia intimal, 

cal considerar que la modulació de la composició de la matriu extracel.lular 

podria ésser una estratègia terapèutica 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 LESIÓ VASCULAR 

1.3.1  MODELS ANIMALS DE RESTENOSI 

L'estudi de la resposta a la lesió arterial en models experimentals ha 

estat fonamental per al coneixement dels mecanismes que porten al 

desenvolupament d’hiperplàsia intimal.

La seqüència d'esdeveniments que condueixen a la hiperplàsia intimal 
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és complexa i, com s'ha descrit prèviament, involucra un gran nombre de 

processos intracel.lulars. Aquesta complexitat implica una possible 

variabilitat entre espècies, que fa que els resultats o la informació obtinguts 

en estudis experimentals o estudis in vitro no sempre sigui reproduïble o 

aplicable en el context humà. D'aquí el gran interès en perfeccionar els 

models experimentals de que disposem.

En l'estudi de la fisiopatologia de la hiperplàsia intimal i la resposta a la 

lesió arterial s'ha emprat una gran varietat de models animals: porc, babuí, 

gos, conill, rata; i una varietat també considerable de territoris vasculars: 

artèries ilíaques, femorals, caròtides i coronàries. L'elecció del llit vascular és 

quasi tant rellevant com  l’espècie animal escollida, ja que l’origen 

embriològic té implicacions en la resposta a la lesió (Badimón i col, 1998). 

També hi ha diversitat en quant als mètodes de lesió emprats, des de 

tècniques de lesió endoluminal amb baló o altres tipus de catèters, fins a 

tècniques de lesió extraluminal mitjançant col.locació d'anells externs o 

d'altres.

Entre els models animals més emprats i que s'ha proposat com el més 

proper al sistema cardiovascular humà i que, per tant, millor podria reproduir 

la biopatologia vascular, destaca el model porquí. Es tracta d'un model de 

restenosi que, des del punt de vista tècnic, permet l'aplicació de la mateixa 

metodologia i estratègies de revascularització que en la pràctica clínica i que 

presenta una resposta a la lesió representativa de la que observem en 

humans. Cal ressaltar la importància de la trombosi en la fase aguda post-

lesió arterial com a determinant clau de la formació d’hiperplàsia intimal, al 

igual que en els humans (Gallo i col, 1998; Roqué i col, 2000). Una altra 

característica d'aquest model és la necessitat d’induir una lesió severa durant 

l'angioplàstia o la implantació d'un stent, de forma que és imprescindible la 

laceració de la làmina elàstica interna per tal de desenvolupar un 

engruiximent neointimal considerable (Schwartz i col, 1992).  

Aproximadament 28 dies després de l'angioplàstia s'observa una resposta 

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

Amb el model porquí també tenim la possibilitat d'utilitzar animals 

hiperlipidèmics. Es tracta del porc del Yucatán, un animal que en el seu estat 

adult no incrementa significativament la seva mida i permet el seu seguiment 

durant períodes de temps més llargs. Els animals s'alimenten amb dieta 

hipercolesterolèmica i es sotmeten a procediments de doble lesió, en que es 

realitza una  angioplàstia prèvia en l'animal sota dieta hipercolesterolèmica i 

en un segon temps s'implanta el stent. És un model d'elecció per avaluar la 

restenosi intra-stent en condicions d’hiperlipidèmia.

Figura 10. Microfotografia representativa d'una artèria coronària porcina 4 
setmanes després d'una angioplàstia (Gallo i col, 1998). 

L'aplicació de tècniques d'angioplàstia i implantació de stents a les 

artèries ilíaques de primats també ha estat objecte de múltiples treballs 

experimentals. Tenen l'avantatge de desenvolupar lesions ateroscleròtiques 

similars a les humanes i aquest efecte es pot potenciar amb l'administració 

de dietes hiperlipidèmiques (Kritchevsky i col, 2001).

El conill també ha estat àmpliament emprat (Finking i col, 1997). Entre 

els avantatges, la mida de l’animal ens permet encara la utilització de 

catèters d'angioplàstia i també la implantació de stents en l'artèria ilio-
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femoral i la possibilitat d'estudiar animals amb hiperlipidèmia. 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 hipercolesterolèmia, que es potencia amb l'administració d'una 

dieta hiperlipidèmica. Aquesta característica fa que sigui un model molt 

utilitzat en estudis de progressió d'aterosclerosi i restenosi. A més, en el 

conill també s'observa la formació de trombe a la fase aguda post-

angioplàstia, 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 econòmic, estabulació i baixes necessitats d'equipament tècnic. Com 

inconvenients destaquen la manca de trombosi a la fase aguda, l'escassa 

formació d’hiperplàsia intimal i la mida reduïda de l'animal que limita les 

possibilitats d'avaluar procediments similars als emprats en humans.

Fins recentment, el ratolí era l'espècie menys emprada en estudis de 

restenosi. Obviament, el seu tamany implica una gran dificultat tècnica per la 

realització de procediments de lesió vascular. Cal recordar que el diàmetre 

mig de l'aorta es situa entre 1-1,5 mm i el de l'artèria femoral és de 0,4-0,5 

mm, aproximadament. En els darrers anys, amb l'adveniment de les 

tècniques de manipulació genètica, ha crescut l’interès per desenvolupar 

models de restenosi aplicables al ratolí, per tal de poder estudiar el paper de 

gens específics. 

1.3.2  APLICACIÓ DE TÈCNIQUES DE MANIPULACIÓ GENÈTICA A LA 

RECERCA EXPERIMENTAL

La tecnologia transgènica ens permet estudiar l'efecte de l'absència 

d'un gen aïllat en un determinat procés patològic. L'objectiu de la tecnologia 

knockout és substituir el gen d'interès per un altre que és inactiu, està alterat 

o és irrellevant. 

La metodologia per generar un ratolí knockout és un procés estàndard 

(figura 11).
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Figura 11. Procés de generació de ratolins knockout (Majzoub i col, 1996) 
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Aquest procés comporta diferents passos: 1) disseny de la seqüència 

d'ADN o vector knockout que ha d'ésser transferit, mitjançant tècniques de 

recombinació homòloga de l’ADN. 2) incubació del vector knockout amb 

cèl.lules embrionàries pluripotencials en cultiu. 3) doble recombinació entre 

el gen cel.lular i el vector knockout, que resultarà en la incorporació del 

vector knockout en el locus genòmic de la cèl.lula embrionària. 4) selecció 

positiva-negativa de les cèl.lules embrionàries  que han incorporat el vector 

knockout. 5) injecció de les cèl.lules en un blastocist hoste. 6) implantació 

del blastocist a una femella pseudogestant. La descendència serà quimèrica 

per la mutació que s'ha introduït. Els ratolins heterocigots resultants es 

creuen entre ells per obtenir així ratolins amb dèficit homocigot pel gen 

d'interès (Shuldiner i col, 1996; Gao i col, 1999; Majzoub i col, 1996).

Els estudis en animals genèticament manipulats han constituït un gran 

avenç 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. És previsible que en el futur aquesta 

tecnologia ens faciliti el desenvolupament d'estratègies terapèutiques.

1.3.3  MODELS MURINS D'ATEROSCLEROSI I  HIPERPLÀSIA INTIMAL

Actualment disposem ja d'un nombre important de ratolins 

genèticament manipulats als que s'ha deprivat de gens específics relacionats 

amb una funció concreta dins del procés de desenvolupament 

d'aterosclerosi. El ratolí apoE KO (apoE-/-) i el ratolí KO pel receptor de la LDL 

(LDLr-/-) desenvolupen lesions ateroscleròtiques molt similars a les humanes, 

des del punt de vista de la seva complexitat, amb un nucli lipídic i càpsula 

fibrosa (figura 12).  A diferència de les soques murines salvatges, aquests 

models permeten l'estudi del paper dels macròfags en el desenvolupament 

de la placa.

Recentment, s'ha despertat gran interès pel control de la proliferació 

cel.lular com estratègia potencialment útil en el control de la restenosi i s'han 

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

d'altres.

Figura 12. Microfotografia d'una lesió restenòtica en l'artèria femoral d'un 
ratolí apoE knockout. 

Aquests models, han estat fonamentals en el camp de la recerca bàsica 

en oncologia durant els darrers anys. Actualment, s'ha aplicat el coneixement 

del paper regulador de p27 i p21 a diferents circumstàncies que comporten 

una proliferació cel.lular excessiva, com és el cas de la restenosi post-

angioplàstia.

1.3.3.1  RATOLÍ p27 KNOCKOUT 

Els animals deficients en p27 tenen com a característica fenotípica 

primordial una mida més gran, degut a una hipercel.lularitat tissular 

generalitzada com a conseqüència de l'absència de p27. A més tenen una 

major incidència de tumors pituïtaris, fins un 50% de casos, a partir de les 12 

setmanes d'edat. Com altres característiques, els ratolins p27-/- tenen una 
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marcada desorganització cel.lular a la retina i les femelles homocigotes pel 

dèficit són estèrils, degut a una manca de desenvolupament dels folicles 

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

1.3.3.2  RATOLÍ APOE KNOCKOUT 

És el model murí d'aterosclerosi més estudiat. L'apolipoproteïna E és 

un lligand dels receptors de les apolipoproteïnes sèriques, fonamentalment 

dels quilomicrons i les lipoproteïnes de molt baixa densitat (VLDL). Com a 

conseqüència, els nivells de colesterol són elevats (Plump i col, 1992). 

Aquests animals desenvolupen lesions ateroscleròtiques en les diferents 

fases d'evolució de forma similar als humans. La localització de les lesions 

ateroscleròtiques segueix també una distribució similar a la que observem en 

humans: son típiques les lesions a l'arrel aòrtica, troncs supra-aòrtics i a les 

bifurcacions en general (Nakashima i col, 1994; Seo i col, 1997; Palinski i col, 

2001).

1.3.3.3  RATOLÍ CCR2 KNOCKOUT 

S'han generat ratolins deficients en CCR2, el receptor per MCP-1 

(Charo i col, 1999). Aquests animals tenen alteracions en l'adhesió 

leucocitària (Kuziel i col, 1997), la internalització de monòcits/macròfags 

dins la paret vascular i una menor producció de interferó-  (Kurihara i col, 

1997). L'estudi de l'arbre arterial d’animals CCR2-/- creuats amb animals 

apo-E-/-, alimentats amb una dieta hipercolesterolèmica, mostra una 

marcada disminució de la presència de macròfags i de l’àrea de les lesions 

ateroscleròtiques versus els  animals amb dotació normal de CCR2 (Boring i 

col, 1998).

1.3.4. TÈCNIQUES DE LESIÓ ARTERIAL EN EL RATOLÍ

Degut a les dimensions reduïdes de l’ arbre vascular del ratolí, les 

tècniques de lesió arterial més freqüentment emprades en models animals 

més grans no són factibles. Per això la disponibilitat d'un model reproduïble 
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de lesió arterial en el ratolí serà un instrument de gran aplicabilitat en un 

futur proper.

S'han descrit diverses tècniques de lesió arterial externa en ratolins: 

lligadura de l'artèria caròtida comú (Kumar i col, 1997), aplicació de corrent 

elèctric perivascular a l'artèria caròtida o femoral (Carmeliet i col, 1997) i 

implantació d'un anell de polietilè al voltant de l'artèria caròtida o femoral 

(Moroi i col, 1998). La limitació més important d'aquests mètodes és que la 

lesió es produeix des de l'exterior de l'artèria, a l’inrevés de com es produeix 

en humans, des de l'interior del vas. Altres tècniques han intentat induir la 

lesió des de l'interior, com per exemple a través de la injecció d'aire (Simon i 

col, 2000 ), o mitjançant el pas d'una guia metàl.lica a través de l'artèria 

caròtida (Lindner i col, 1993). Aquest darrer mètode, és tècnicament 

dificultós, fet que en pot condicionar la variabilitat i reproduïbilitat.

En aquesta tesi es descriu un nou mètode de lesió arterial en el ratolí 

des de l'interior de l'artèria femoral, tècnicament factible i reproduïble, que 

resulta en una considerable formació d’hiperplàsia intimal, de 

característiques similars a les lesions restenòtiques humanes.

1.4  DESENVOLUPAMENT D'ESTRATÈGIES PER PREVENIR 

L’HIPERPLÀSIA INTIMAL 

L'objectiu principal de tot l'esforç científic que està tenint lloc en els 

darrers anys és aconseguir desenvolupar opcions terapèutiques efectives en 

el tractament de la hiperplàsia intimal.  La taula 3 resumeix la major part 

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

Un dels factors limitants més importants de la recerca bàsica i 

experimental és l'aplicabilitat de la informació obtinguda in vitro o en models 

animals a la pràctica clínica en humans. Moltes són les estratègies que s'han 

mostrat efectives a nivell experimental i en les que la seva aplicació humana 

ha resultat fallida.
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Taula III. Nivells de control del desenvolupament d’hiperplàsia intimal 

TROMBOSI  antiagregants plaquetaris 

 inhibició IIb-IIIa 

 inhibició via del factor tissular/trombina  

 anticoagulants

INFLAMACIÓ    estatines, antioxidants, inhibidors COX-2 

      inhibició molècules d'adhesió 

PROLIFERACIÓ I  inhibició factors de creixement 

MIGRACIÓ  modulació de la progressió del cicle cel.lular 
estratègies directes - farmacològiques  

     G1/S    rapamicina   

     G1/M     paclitaxel 

     S     actinomicina D 

     G1/S      inhibidors competitius ATP 

estratègies indirectes - teràpia gènica  

 oligonucleòtids antisentit (anti-CDKs i C) 

   inhibidores “decoy” anti factors de transcripció 

          ribozimes (anti c-myb, PCNA) 

      CDKIs (p27, p16, p21) 

promotores Gax, GATA-6 

      p53 (via apoptosis) 

 braquiteràpia 

 modulació de l'angiogènesi (VEGF, bFGF, HGF) 

 inhibició migració cel.lular (batimastat) 

REMODELAT  Ca++-antagonistes

I SÍNTESI DE MATRIU  IECAS 

EXTRACEL.LULAR  inhibidors síntesi col.lagen i 3
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Un altre aspecte clau de la biologia humana és la redundància que hi 

ha en tots els processos. Tal i com s'ha descrit en aquesta introducció, el 

procés de desenvolupament d’hiperplàsia intimal el componen diferents 

etapes i hi estan implicats múltiples mecanismes: activació plaquetària, 

inflamació, migració i proliferació cel.lulars i síntesi de matriu extracel.lular, 

entre d'altres.  Aquesta complexitat biològica pot limitar l'èxit d'una opció 

terapèutica encaminada a bloquejar un pas concret en la seqüència 

d'esdeveniments que porten al desenvolupament de la hiperplàsia intimal, ja 

que altres mecanismes alternatius poden suplir la funció que hàgim alterat o 

el dèficit provocat. 

Una de les estratègies que actualment es proposa com una de les més 

efectives és el control de la proliferació cel.lular. Concretament, l'aplicació de 

l‘antiproliferatiu rapamicina en la prevenció de la restenosi intra-stent ha 

assolit una marcada repercussió clínica (Sousa i col, 2001; Lemos i col, 

2003). Altres tècniques, com la bioenginyeria cel.lular vascular i la teràpia 

genètica ofereixen també grans possibilitats en un futur proper.

1.4.1. RAPAMICINA 

La rapamicina és un potent antiproliferatiu que inhibeix la progressió 

del cicle cel.lular en la transició de la fase G1/S (Marx i col, 1995). Els 

mecanismes d'acció postulats per rapamicina inclouen la inhibició de la 

quinasa p70S6, la inhibició de la hiperfosforilació del pRB i la inhibició de la 

disminució dels nivells de p27 per regulació negativa (Dumont i col, 1996; 

Marx i col, 1995). S'ha proposat que la regulació dels nivells de p27 és crítica 

per l'activitat antiproliferativa de la rapamicina (Luo i col, 1996). A més, 

rapamicina té també un potent efecte antimigratori en cèl.lules musculars 

llises (Poon i col, 1996).

En un estudi previ, hem demostrat que rapamicina inhibeix el 

desenvolupament d’hiperplàsia intimal en un model porquí d'angioplàstia 

coronària, i que aquest efecte s'associa a un increment dels nivells de p27 i 

una disminució dels nivells de pRB hiperfosforilat a la paret vascular (Gallo i 
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col, 1999). Recentment, s'ha documentat l'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 farmacològiques més efectives per a la prevenció i 

tractament de la restenosi post-intervencionisme coronari.

1.4.2. INHIBIDORS DE LA CICLOOXIGENASA: SULINDAC I ÀCID 

ACETILSALICÍLIC.

Com hem comentat, la ciclooxigenasa-2 (COX-2) és un enzim amb 

funcions pro-inflamatòries a nivell vascular. Sulindac és un antiinflamatori no 

esteroïdal que actua més selectivament sobre la COX-2.

S'ha descrit l'efecte antiproliferatiu i pro-apoptòtic de sulindac in vitro i 

in vivo. Concretament, s'ha demostrat que sulindac afavoreix la regressió 

dels pòlips de colon i té un efecte favorable en la prevenció de càncer de 

colon en pacients amb poliposi colònica familiar (Giardiello i col, 2002; Shiff i 

col, 1995).

Malgrat sulindac inhibeix la COX, no s'ha definit encara la dependència 

de l'efecte anti-proliferatiu i pro-apoptòtic de sulindac de la inhibició de la 

COX-1 i 2, com tampoc ha estat estudiat el seu efecte a nivell vascular en el 

procés de resposta a la lesió, que serà també un dels objectius d'aquesta 

tesi.
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2  HIPÒTESI DE TREBALL I OBJECTIUS 
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HIPÒTESI DE TREBALL 

La hipòtesi general de l'estudi és que la interferència a diferents nivells 

en l'activació dels mecanismes inflamatoris i de proliferació cel.lular que es 

produeix com a conseqüència d'una lesió arterial, com en el cas de 

l’intervencionisme coronari percutani, pot prevenir el desenvolupament 

d’hiperplàsia intimal.

OBJECTIUS

1. Desenvolupar un model de restenosi en el ratolí, que ens permeti l'estudi 

dels mecanismes moleculars i cel.lulars implicats en el desenvolupament 

d’hiperplàsia intimal, mitjançant la utilització de models murins 

genèticament modificats.

Emprant aquest model murí de restenosi, s’analitzaran:

2. El balanç entre proliferació i apoptosi després de la lesió arterial  i el 

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

3. Els mecanismes de regulació in vivo i in vitro de la proliferació cel.lular en 

la prevenció de la hiperplàsia intimal en ratolins deficients en el regulador 

del cicle cel.lular p27. Estudiar els mecanismes d'acció del fàrmac 

antiproliferatiu rapamicina en aquest model.

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

CCR2, a la hiperplàsia intimal en ratolins knockout per CCR2.

5. L'efecte de l’antiinflamatori no esteroïdal sulindac en el desenvolupament 

d’hiperplàsia intimal en el model murí hiperlipidèmic deficient en 

apolipoproteïna E i definir-ne els mecanismes d'acció específics.



3  DISCUSSIÓ 
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3.1.SUBPROJECTE 1

DESENVOLUPAMENT D'UN MODEL MURÍ D’HIPERPLÀSIA INTIMAL 

 En aquest treball es descriu un model de lesió de l'artèria femoral del 

ratolí mitjançant el pas d'una guia d'angioplàstia, que ocasiona una 

denudació endotelial de l'artèria. La durada de la intervenció quirúrgica és 

curta, té baixa morbi-mortalitat i es pot dur a terme de forma bilateral  sense 

repercussions per l'animal. Aquest procediment indueix de forma reproduïble 

una marcada resposta proliferativa, comparable a la que s'observa en models 

animals més grans.

Els models experimentals de lesió arterial han estat fonamentals per 

l'estudi dels mecanismes cel.lulars de desenvolupament d’hiperplàsia intimal 

i restenosi. Els ratolins genèticament modificats obren noves possibilitats 

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

Davant les dificultats tècniques per establir un model de lesió arterial 

en el ratolí, degut a les reduïdes dimensions del seu arbre vascular, la major 

part dels mètodes en ús es basa en l'aplicació de mètodes externs de lesió 

arterial (Carmeliet i col, 1997; Kumar i col, 1997; Moroi i col, 1998). Aquests 

mètodes extraluminals poden tenir limitacions al extrapolar els resultats a la 

pràctica clínica, en que la lesió es produeix endoluminalment. S'ha 

documentat prèviament un altre mètode murí de lesió endoluminal de 

l'artèria caròtida (Lindner i col, 1993), tècnicament difícil i que indueix una 

escassa resposta proliferativa. 

Al analitzar la formació d’hiperplàsia intimal al llarg del temps en el 

present model de restenosi, la seqüència observada és similar a la descrita 

pels models animals superiors. De la mateixa manera, la proliferació 

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 



Mercé Roqué  Moreno              Discussió 

42

de gènere femení (Moroi i col, 1998; Sullivan i col, 1995). Amb el present 

mètode, no s'han documentat diferències de gènere en la resposta 

proliferativa. Aquest fet és especialment rellevant de cara a estudis en 

animals genèticament modificats amb baixa expectativa de vida, de cara a 

maximitzar el nombre d’animals disponibles i poder utilitzar animals 

d'ambdós gèneres, sense que això 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 denudació endotelial, 

s'observa una marcada adhesió leucocitària, fonamentalment neutròfils, a la 

superfície luminal denudada. Una particularitat del nostre model és que la 

presència de neutròfils coexisteix amb l'expressió de ICAM-1, VCAM-1, P-

selectina i micropartícules plaquetàries en la superfície luminal. La ràpida 

expressió d'aquestes molècules d'adhesió descarta la seva síntesi de novo en 

la paret vascular. En situacions d'isquèmia-reperfusió, angina inestable i 

presència d'aterosclerosi, entre d'altres, s'ha documentat l’existència d'un 

pool circulant de molècules d'adhesió, que s'han considerat marcadors 

inflamatoris amb possibles implicacions pronòstiques.  En el model de lesió 

arterial que descrivim, davant l'absència d'endoteli, proposem que l'origen 

d'aquestes molècules d'adhesió és probablement circulatori.

Pel que fa a la presència de neutròfils en la paret arterial en la fase 

aguda post-angioplàstia, en estudis previs s'ha relacionat amb l'aparició de 

restenosi en fases tardanes. En humans, l'expressió de molècules implicades 

en l'adhesió de neutròfils després d'una angioplàstia 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 murí de restenosi que es presenta, resulta en una 

adequada hiperplàsia intimal i una resposta inflamatòria que reprodueix les 

observacions documentades en models animals superiors i en humans.

3.2. SUBPROJECTE 2
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REGULACIÓ DE LA PROLIFERACIÓ CEL.LULAR I EFECTE DE LA 

MODULACIÓ DEL CICLE CEL.LULAR EN LA RESTENOSI 

La proliferació cel.lular és un component essencial en la seqüència 

d'esdeveniments que té lloc després de la lesió arterial. Emprant el model 

murí de restenosi que es descriu en aquesta tesi, s'ha analitzat l'expressió 

temporal de marcadors de proliferació i apoptosi i del regulador del cicle 

cel.lular p27.

Com a resposta inicial a la lesió arterial, en aquest treball, a partir de 

les 6 hores post-denudació de l'artèria femoral, s'observa una elevada taxa 

d'apoptosi entre les cèl.lules musculars llises de la capa mitja i l'endoteli. La 

lesió mecànica de la paret vascular, com succeeix durant una angioplàstia o 

la implantació d'un stent, pot condicionar la mort de cèl.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 proliferació 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'angioplàstia coronària en 

el porc, o angioplàstia de la caròtida en la rata, també s'ha descrit aquest pic 

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

En aquest model de lesió de l'artèria femoral, l'índex proliferatiu a la 

capa mitja i la neoíntima, valorat per marcatge immunohistoquímic amb 

Ki67, augmenta a partir de la primera setmana post-lesió. En el model de 

lesió de l'artèria caròtida (Lindner i col, 1993), aquest increment és més 

tardà, cap a la segona setmana post-lesió. Aquesta discrepància pot ser 

deguda a diferències en la resposta a la lesió de l'artèria femoral i la caròtida.

Entre la segona i la quarta setmana, s'assoleix l'equilibri entre 

proliferació i apoptosi. A les fases més tardanes, entre la tercera i la quarta 

setmana post-lesió, es detecten elevats nivells d'expressió de p27, coincidint 

amb el descens progressiu de l'índex proliferatiu. Aquesta marcada expressió 

de p27 a la paret arterial es manté en forma de "plateau", mentre que l'índex 
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proliferatiu retorna als nivells basals.  En aquesta darrera fase de la resposta 

a la lesió, la disminució de la proliferació té una clara relació amb l'increment 

de l'expressió del regulador negatiu del cicle cel.lular p27. Aquestes  

observacions fan palesa la funció de p27 en el control de la proliferació 

cel.lular durant la resposta a la lesió vascular i són consistents amb treballs 

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

Aquest estudi valida el model de denudació endotelial de l'artèria 

femoral des del punt de vista de la cinètica de la resposta proliferativa i el 

balanç entre proliferació-apoptosi i expressió de p27 durant el procés de 

reparació de la lesió arterial.

El següent pas per aprofundir en el paper de p27 en la resposta de la 

paret vascular a la lesió ha estat aplicar el model de lesió arterial femoral en 

ratolins deficients en p27.

En aquest model, la manca de p27 no va alterar la formació 

d’hiperplàsia intimal. Les cèl.lules deficients en p27 tenen una fase G1 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 característiques haurien fet pensar 

que els animals p27 KO tindrien una resposta proliferativa a la lesió arterial 

més marcada. Una possible explicació per la manca de diferències 

observades entre ratolins p27 KO i ratolins de soca salvatge és que una 

regulació positiva d'altres inhibidors de les quinases dependents de les 

ciclines, com p21 o p16, podria haver compensat el dèficit de p27 (Casaccia-

Bonnefil i col, 1999; Kiyokawa i Koff, 1998).

L'estudi in vitro de la proliferació de cèl.lules musculars llises aòrtiques 

deficients en p27 demostra que no hi ha diferències entre cèl.lules p27 KO i 

cèl.lules salvatges al analitzar la proliferació a curt termini (24 hores). 

Aquestes troballes estan en consonància amb estudis previs en fibroblastes i 

limfòcits T deficients en p27 (Nakayama i col, 1996). Malgrat tot, quan 

analitzem la proliferació cel.lular a llarg termini (1-2 setmanes), les cèl.lules 
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musculars llises p27 KO tenen un índex proliferatiu marcadament 

incrementat durant la fase de creixement logarítmic respecte a les cèl.lules 

control.

El fàrmac rapamicina és un potent inhibidor de la proliferació i 

migració de cèl.lules musculars llises (Marx i col, 1995; Poon i col, 1996) que 

actua mitjançant la regulació dels nivells de p27 (Luo i col, 1996). En el 

present estudi, el tractament de cèl.lules musculars llises en cultiu amb 

rapamicina va induir una inhibició dosi-dependent de la proliferació cel.lular, 

tant en cèl.lules p27 KO com en cèl.lules control, amb dotació normal de 

p27. De la mateixa manera, l'administració de rapamicina a ratolins p27 KO i 

ratolins control, va reduir la formació de hiperplàsia intimal en resposta a la 

denudació de l'artèria femoral en ambdós grups.

Rapamicina retarda la progressió del cicle cel.lular en els punts de 

transició G1/S i G2/M, encara que no bloqueja completament la proliferació. 

La inhibició de la capacitat proliferativa és, aproximadament, del 50%, el que 

explica que les cèl.lules puguin seguir proliferant a un ritme més lent (Terada 

i col, 1993; Marx i col, 1995). Els nostres resultats són consistents amb 

aquestes observacions, ja que hem observat una reducció del 50% en l'àrea 

intimal in vivo i una inhibició del 40 al 60% en la síntesi de ADN  en cèl.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. És possible que, in vivo, rapamicina tingui un efecte predominant 

sobre la migració cel.lular, que explicaria l'absència de diferències en la 

resposta proliferativa entre ratolins p27 KO i controls.  A més, es demostra 

que rapamicina té també un efecte pro-apoptòtic en cèl.lules musculars llises 

en cultiu, més marcat en  les cèl.lules deficients en p27. Altres grups han 

documentat troballes similars en diferents línies cel.lulars (Muthukkumar i 

col, 1995; Hosoi i col, 1999). S'han proposat diferents mecanismes pro-

apoptòtics per rapamicina, com la inducció d'apoptosi independent de p53 i 

el blocatge de la inducció de bcl-2 (Miyazaki i col, 1995;Hosoi i col, 1999). 
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Aquest estudi demostra que l'efecte inhibidor sobre la hiperplàsia 

intimal de rapamicina és independent de p27 i que in vitro rapamicina actua 

mitjançant una disminució de la proliferació i un increment de l'apoptosi. 

Aquests resultats posen de manifest la rellevància de les estratègies de 

control de la proliferació  i migració cel.lulars en el control de la restenosi. 

3.3. SUBPROJECTE 3 

EFECTE DE L'ABSÈNCIA DEL RECEPTOR DE MCP-1, CCR2, EN EL 

DESENVOLUPAMENT D’HIPERPLÀSIA INTIMAL 

En aquest subprojecte, es demostra que els ratolins deficients en 

CCR2, el receptor de MCP-1, tenen una marcada disminució de la resposta 

proliferativa a la lesió arterial. 

S’ha demostrat prèviament que MCP-1 s’expressa ràpidament a la 

paret vascular post-angioplàstia (Taubman i col, 1992), així com en diferents 

línies cel.lulars en resposta a estimulació amb factors de creixement i 

citoquines (Gu i col, 1999). MCP-1 i el seu receptor, CCR2, són mediadors 

importants de la infiltració per macròfags de la paret vascular i el 

desenvolupament de la placa en models murins d'aterosclerosi (Kurihara  i 

col, 1997; Boring i col, 1998), però les seves implicacions en la restenosi no 

havien estat encara explorades. 

Aquest treball demostra que la infiltració leucocitària de la paret 

vascular després d'una lesió té una marcada rellevància en la regulació de la 

proliferació i migració de cèl.lules musculars llises. Fins i tot en situació de 

normolipèmia, en que la infiltració leucocitària de la paret és molt escassa, 

l'absència de CCR2 redueix la formació d’hiperplàsia intimal. Aquestes 

observacions suggereixen que  petits nombres de leucòcits poden exercir un 

marcat efecte sobre la proliferació neointimal.

CCR2 s'ha implicat en diverses vies de senyalització associades amb la 
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proliferació, migració i apoptosi cel.lulars. Malgrat tot, les cèl.lules musculars 

llises vasculars humanes o murines no contenen CCR2, pel que és poc 

probable que la menor proliferació neointimal observada en els ratolins CCR2 

KO sigui el resultat d'una senyalització directa de CCR2 sobre les cèl.lules 

musculars llises. 

La manca de CCR2 podria haver afectat el desenvolupament 

d’hiperplàsia intimal de forma indirecta. Sabem que els ratolins CCR2 KO 

tenen nivells més elevats de MCP-1. L'efecte de MCP-1 sobre la proliferació 

de cèl.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). És possible que en els ratolins CCR2 KO s'hagi 

produït 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 lesió. Les troballes d'aquest estudi poden 

contribuir al desenvolupament d'estratègies terapèutiques d'inhibició de 

quimioquines i els seus receptors per al control i prevenció de la restenosi en 

l'intervencionisme coronari.

3.4. SUBPROJECTE 4 

EFECTE DE L’ANTIINFLAMATORI NO ESTEROIDAL SULINDAC A LA 

HIPERPLÀSIA INTIMAL EN UN MODEL MURÍ HIPERLIPIDÈMIC 

Una limitació important dels models experimentals de restenosi més 

emprats és la dificultat per reproduir el context lipídic en que es desenvolupa 

l’aterosclerosi i la restenosi en humans. La disponibilitat de models murins 

d’aterosclerosi, com el ratolí apoE knockout (apoE ko), ens ofereix la 

possibilitat d’estudiar l’efecte d’estratègies terapèutiques en situació 

d’hiperlipidèmia. Per això, en el tercer subprojecte s’ha analitzat l’efecte de 

l’antiinflamatori no esteroïdal sulindac a la hiperplàsia intimal en ratolins 
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apoE KO i controls salvatges.

 En presència d’hipercolesterolèmia, la lesió arterial indueix una 

resposta proliferativa molt més marcada que en animals control no 

hipercolesterolèmics. Aquest fet és clínicament rellevant, ja que la major part 

dels pacients sotmesos a procediments de revascularització coronària tenen 

hipercolesterolèmia associada. L’augment de l’àrea intimal va associat a 

canvis qualitatius en la composició de la lesió: hipocel.lularitat (en probable 

relació a més síntesi de matriu extracel.lular), presència més marcada de 

macròfags i cristalls de colesterol. Les lesions intimals observades en ratolins 

salvatges pràcticament no contenen macròfags i les cèl.lules musculars llises 

són el component predominant.

 El tractament amb sulindac va reduir en un 70% la formació neointimal 

tant en ratolins apoE KO com en ratolins salvatges, de forma independent de 

la hiperlipidèmia.  En els ratolins apoE KO, sulindac va inhibir la infiltració per 

macròfags i la formació de cristalls de colesterol en la neoíntima, malgrat 

nivells de colesterol mig de 1500 mg/dL.

 El macròfag és un element clau en el desenvolupament de restenosi i 

en humans, el grau d’infiltració de macròfags en espècimens d’aterectomia 

és un predictor de restenosi i d’esdeveniments cardiovasculars  (Moreno i col, 

1996).  Els macròfags secreten gran quantitat de factors que estimulen la 

proliferació i migració de les cèl.lules musculars llises, pel que sulindac, al 

interferir amb la infiltració per monòcits/macròfags, podria haver inhibit 

també l’activació de les cèl.lules musculars llises.  Un altre mecanisme que 

explicaria un efecte directe de sulindac és a través de la inhibició de 

l’activació del NF- B1 que és una important via de regulació de la resposta 

cel.lular a situacions d’estrès i de la proliferació cel.lular (Yamamoto i col, 

1999). Aquest mecanisme explicaria les propietats antiinflamatòries i 

antiproliferatives de sulindac. Estudis previs han demostrat també que 

sulindac afavoreix l’apoptosi in vitro i in vivo (Shiff i col, 1995). 

 Una altra possibilitat és que l’efecte inhibidor de la hiperplàsia intimal 
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de sulindac hagi estat mitjançat per una inhibició de la ciclooxigenasa. Donat 

que el tractament amb àcid acetilsalicílic (tot i tractar-se d’un inhibidor no 

selectiu de la ciclooxigenasa) no ha induït cap canvi en l’àrea neointimal o la 

composició de la lesió respecte els controls, aquest mecanisme és poc 

probable.

 En resum, la hiperlipidèmia és un factor amb gran impacte sobre el 

desenvolupament d’hiperplàsia intimal. Sulindac redueix el desenvolupament 

d’hiperplàsia intimal en aquest model de lesió arterial a través de 

mecanismes antiinflamatoris, antiproliferatius i pro-apoptòtics i podria ser 

un agent farmacològic útil en el tractament i prevenció de la restenosi.

DISCUSSIÓ CONJUNTA 

Els models experimentals d'angioplàstia i altres mètodes d'estudi dels 

processos de reparació vascular han estat fonamentals pel coneixement dels 

mecanismes cel.lulars que porten al desenvolupament de la hiperplàsia 

intimal i la restenosi. Actualment, el desenvolupament d'animals 

genèticament modificats ens permet reproduir les característiques de la 

malaltia ateroscleròtica humana i la resposta vascular a la lesió. Això ens 

permetrà explorar en profunditat la implicació de factors específics a nivell 

cel.lular i molecular i afavorirà el disseny d'estratègies terapèutiques.

Vist en conjunt, aquest projecte representa la integració de la 

enginyeria genètica, representada en els models murins d'aterosclerosi i de 

modulació del cicle cel.lular i els mecanismes de resposta a la lesió vascular. 

Els resultats derivats d'aquestes investigacions poden portar al 

desenvolupament d'estratègies terapèutiques de prevenció de la restenosi 

post-intervencionisme coronari a través del control dels mecanismes 

inflamatoris i la proliferació cel.lular.

A la llum de les múltiples vies d’interacció intra- i inter-cel.lulars 

i la redundància que hi ha en tots els processos biològics, sembla poc 
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probable que una estratègia dirigida a modificar una única via o component 

tingui èxit en el tractament de la restenosi. El més probable és que el control 

de la restenosi s'assoleixi mitjançant estratègies que abarquin vàries de les 

diverses vies implicades en aquest procés multifactorial.



4  CONCLUSIONS 
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SUBPROJECTE 1 

El model de denudació endotelial transluminal de l'artèria femoral en el 

ratolí és reproduïble i resulta en una adequada formació d’hiperplàsia 

intimal als 28 dies post-lesió arterial i té una seqüència temporal de 

desenvolupament d’hiperplàsia intimal similar a la descrita en models 

animals superiors, sense objectivar-se diferències de gènere 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 adhesió de neutròfils a la superfície luminal juntament amb 

l'expressió de ICAM-1, VCAM-1, P-selectina i micropartícules 

plaquetàries, d'origen molt probablement circulatori.

SUBPROJECTE 2 

p27 té un paper regulador de la proliferació cel.lular durant la resposta a 

la lesió vascular. En la fase més tardana de la resposta a la lesió, es 

detecta un marcat increment en l'expressió de p27 a la paret arterial en 

relació amb el descens progressiu de l'índex proliferatiu fins a assolir els 

nivells basals. 

L'absència de p27 no altera la formació d’hiperplàsia intimal en ratolins 

p27 KO. La regulació positiva d'altres inhibidors de les quinases 

dependents de les ciclines, com p21 o p16, podria compensar el dèficit de 

p27.

Rapamicina redueix la formació d’hiperplàsia intimal en resposta a la 

denudació de l'artèria femoral en un 50% en ratolins p27 KO així com en 

ratolins salvatges in vivo i inhibeix d’un 40 al 60% la síntesi d’ADN  en 

cèl.lules musculars llises p27 KO i salvatges in vitro.

L'efecte inhibidor de rapamicina sobre la formació  d’hiperplàsia intimal in
vivo és independent de p27, i,  in vitro, rapamicina actua mitjançant una 
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disminució de la proliferació i un increment de l'apoptosi.

SUBPROJECTE 3

La infiltració leucocitària de la paret vascular després de la lesió té gran 

rellevància en la regulació de la proliferació i migració de cèl.lules 

musculars llises.

En el ratolí normolipèmic, la deficiència en CCR2, el receptor de MCP-1, 

redueix la resposta proliferativa a la lesió arterial. 

SUBPROJECTE 4

La hiperlipidèmia és un factor amb gran impacte sobre el 

desenvolupament d’hiperplàsia intimal. Sulindac inhibeix la infiltració per 

macròfags de la paret arterial i la formació de cristalls de colesterol a la 

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

Sulindac redueix en un 70% la formació neointimal en ratolins apoE KO i 

en ratolins salvatges, de forma independent de la hiperlipidèmia. Aquest 

efecte és conseqüència de mecanismes d'acció antiinflamatoris, 

antiproliferatius i pro-apoptòtics. 
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