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RESUMEN

La ingesta excesiva de grasas saturadas y causas genéticas pueden
provocar hipercolesterolemia, un factor de riesgo cardiovascular y ate-
rotrombotico independiente. El desarrollo de la placa de ateroma es un
proceso multifactorial en el que intervienen diferentes tipos celulares
(principalmente células endoteliales, leucocitos y miocitos lisos vascu-
lares). En condiciones de homeostasis, las células de la pared arterial
presentan una tasa de proliferacion celular muy reducida. Por el contra-
rio, la hiperplasia celular en la pared arterial es una caracteristica del
proceso ateromatoso. En este capitulo realizaremos un repaso general de
los mecanismos moleculares que controlan el crecimiento celular en la
pared vascular, con especial interés en el papel desempenado por los
supresores de crecimiento celular p21, p27 y p53 en modelos murinos
de arteriosclerosis inducida por dieta rica en grasa y colesterol que
desencadena hipercolesterolemia.

INTRODUCCION

La arteriosclerosis y las enfermedades cardiovasculares asociadas
(por ejemplo, infarto de miocardio e infarto cerebral) ocupan el primer
lugar entre las causas de mortalidad y morbilidad en paises industria-
lizados. La Organizacion Mundial de la Salud prevé que en 2020 estas
enfermedades seran la primera causa de mortalidad mundial debido,
principalmente, al progresivo envejecimiento de la poblacion y a la
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adquisicion en paises en desarrollo de habitos de vida poco saludables,
tales como ingesta de dietas con exceso de grasas saturadas, tabaquis-
mo y sedentarismo. Numerosos estudios experimentales y clinicos han
refutado concluyentemente la validez de la «hipotesis lipidica», la cual
atribuye a la hiperlipemia un papel determinante en la arteriosclerosis,
independiente de que su origen sea genético o inducido por una inges-
ta excesiva de grasas saturadas (1-3). Con escasas evidencias inicial-
mente, Ross y Glomset postularon la «hipodtesis inflamatoria», que
considera la arteriosclerosis como un complejo proceso inflamatorio
cronico (4, 5). Las evidencias experimentales acumuladas desde su
formulacién han validado indiscutiblemente la «hipotesis inflamatoriay.
No obstante, tal como apunta Steinberg (6), partidarios de la «hipo-
tesis lipidica» y de la «hipotesis inflamatoria» han instigado durante
muchos afios una estéril dicotomia al considerar irreconciliables ambas
hipotesis. En los ultimos afios hemos transitado decididamente de esa
postura enfrentada a la concepcién de la aterotrombosis como una
enfermedad inflamatoria cronica iniciada y perpetuada por la hiperli-
pemia y otros factores de riesgo cardiovascular (diabetes, hipertension,
obesidad, tabaquismo, etc.), en la que intervienen varios tipos celula-
res y eventos moleculares, incluyendo mecanismos inmunes nativos y
adaptativos (3, 6-9).

La monocapa de endotelio vascular proporciona una interfase meta-
bolicamente activa que separa la sangre de los tejidos y modula funcio-
nes clave, tales como el flujo sanguineo, aporte de nutrientes, diapédesis
leucocitaria, coagulacion y trombosis. En condiciones de homeostasis,
el endotelio sintetiza diversas sustancias bioactivas, incluyendo 6xido
nitrico, prostaglandinas, endotelina y angiotensina II. Ademas, el endo-
telio «sano» inhibe la activacion plaquetaria, limita la inflamacion al
reducir la adhesion de leucocitos circulantes y su migracion al espacio
subendotelial, e inhibe la proliferacion y migracion del miocito liso
vascular (MLV). Diversos factores de riesgo cardiovascular desencade-
nan la disfuncion endotelial, particularmente en lechos vasculares con
gran predisposicion a desarrollar arteriosclerosis. El endotelio danado
promueve la adhesion y migracion transendotelial de leucocitos circu-
lantes, los cuales se acumulan en el espacio subendotelial para formar
la estria grasa, lesién temprana que contiene principalmente células es-
pumosas derivadas de macrofagos con gran actividad proliferativa y que
internalizan avidamente lipoproteinas oxidadas. La activacion de leuco-
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citos en la pared arterial provoca la liberacion de citoquinas que desen-
cadenan una respuesta proliferativa y migratoria del MLV de la tinica
media. El MLV «activado» sufre un proceso de desdiferenciacion carac-
terizado por la produccion abundante de componentes de la matriz ex-
tracelular que se acumulan en la placa ateromatosa. En la fase aguda de
la enfermedad, la ruptura del ateroma y los procesos trombdticos oca-
sionan accidentes isquémicos agudos (por ejemplo, infarto de miocardio
y embolia cerebral) (1).

La proliferacion celular en la pared arterial se ha observado en todas
las fases de desarrollo de la lesion ateromatosa, si bien estudios con
conejos hiperlipidémicos han demostrado una correlacion inversa entre
el tamafio de la lesion y el indice de proliferacion arterial (10-12), su-
giriendo que la respuesta hiperproliferativa en la pared arterial ocurre
fundamentalmente durante las fases iniciales del proceso aterogénico.
La proliferacion celular en organismos eucariotas requiere la actividad
de holoenzimas constituidos por una subunidad catalitica, denominada
quinasa dependiente de ciclina (CDK, cyclin-dependent kinase), y una
subunidad reguladora denominada ciclina (13, 14). Durante las diferen-
tes fases del ciclo celular se fosforilan substratos celulares gracias a la
activacion coordinada de diversos complejos CDK/ciclina (Fig. 1). La
actividad de los holoenzimas CDK/ciclina se inhibe por diversos meca-
nismos, incluyendo la interaccion con proteinas de la familia CKI (CDK
inhibitory protein). Las CKI se clasifican en las subfamilias CIP/KIP
(p21, p27 y p57) e INK4 (pl15, pl6, pl18, p19) (13, 14). El balance neto
entre los niveles de CDKs, ciclinas y CKIs constituye un importante
mecanismo de control del ciclo celular. El supresor tumoral p53 juega
también un papel clave en la regulacion del ciclo celular en respuesta a
diversos estimulos (por ejemplo, dano del DNA).

En los siguientes apartados se discuten estudios que han examinado
el papel de p53, p27 y p21 en el desarrollo del ateroma (Tabla). Hare-
mos hincapié en estudios con ratones modificados genéticamente, espe-
cialmente con el raton deficiente en apolipoproteina E (apoE-KO) o en
el receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDLR-KO), los cuales
han permitido grandes avances en el conocimiento de los mecanismos
moleculares implicados en arteriosclerosis (15). A diferencia del raton
silvestre, estos modelos modificados genéticamente presentan una gran
predisposicion al desarrollo de ateromas como consecuencia de la fuerte
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Ficura 1. Control del ciclo celular en células de mamifero. El esquema muestra los
diversos complejos CDK/ciclina que se activan secuencialmente en diferentes fases del
ciclo celular (CDK1 = CDC2). Las proteinas CKI (CDK inhibitory) interaccionan con e
inhiben la actividad de complejos CDK/ciclina.

hipercolesterolemia inducida por la ingesta de dietas ricas en grasa y
colesterol.

p53 Y ARTERIOSCLEROSIS

p53 es un factor de transcripcidn que presenta propiedades antipro-
liferativas y proapoptoticas como resultado de una red compleja de
procesos altamente regulados, que incluyen activacion transcripcional
de genes antiproliferativos y proapoptoticos (por ejemplo, p21 y Bax,
respectivamente), represion transcripcional de genes proproliferativos y
antiapoptoéticos (por ejemplo, IGF-II y bcl-2, respectivamente), e inte-
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TABLA.  Efectos de la manipulacion de la expresion de p27, 21 y p53 sobre el
desarrollo de lesiones vasculares obstructivas
Gen | Modelo de Manipulacion Genética Efecto sobre lesion| Ref.
enfermedad
vascular
Angioplastia Sobreexpresion arterial de p21 | Tamafio reducido (58-61)
(rata, cerdo) (Adenovirus)
Denudacion Sobreexpresion arterial de p21 | Tamafio reducido (62)
(raton apoE-KO) | (Adenovirus)
Arteriosclerosis de | Sobreexpresion arterial de p21 | Tamafio reducido (63)
p21 | trasplante (conejo) | (Plasmido)
Arteriosclerosis Inactivacion global de p21 Tamaio reducido 29)
(ratén apoE-KO)
Arteriosclerosis Trasplante médula 6sea Tamafo reducido 29)
(ratén apoE-KO) | p2l-apoE-KO en raton apoE-
KO irradiado
Denudacion Inactivacion global de p21 Tamafio aumentado | (64)
(raton p21-KO)
Angioplastia Sobreexpresion arterial de p27 | Tamafio reducido | (61, 65)
(rata, cerdo) (Adenovirus)
Denudacion Inactivacion global de p27 Sin efecto (66)
(raton p27-KO)
p27
Arteriosclerosis Inactivacion global de p27 Tamafio aumentado | (36)
(raton apoE-KO) | (1 6 2 alelos) (dependiente de
dosis)
Arteriosclerosis Trasplante médula 6sea p27- Tamafo aumentado | (37)
(ratén apoE-KO) | apoE-KO en ratéon apoE-KO
irradiado
Angioplastia Sobreexpresion arterial de p53 | Tamafio reducido (21, 67)
(rata, conejo) (Adenovirus, plasmido)
Angioplasty (rata) | Inactivacion arterial de p53 Tamafo aumentado | (19)
(oligodeoxinucleotido
pS3 antisentido)
Denudacion Inactivacion global de p53 Tamafio aumentado | (68)

(ratén p53-KO)
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TaABLA.  Efectos de la manipulacion de la expresion de p27, 21 y p53 sobre el
desarrollo de lesiones vasculares obstructivas (continuacion)

Gen | Modelo de Manipulacion Genética Efecto sobre lesion| Ref.
enfermedad
vascular
Arteriosclerosis Inactivacion global de p53 Tamafio aumentado | (20)

de trasplante
(ratén p53-KO)

Arteriosclerosis Sobreexpresion arterial de p53 | Vulnerabilidad (52)
(raton apoE-KO) | (adenovirus) en lesion aumentada
ateromatosa preexistente

Arteriosclerosis Inactivacion global de p53 Tamafio aumentado | (23, 26)
(raton apoE-KO)
pS3

Arteriosclerosis Trasplante de médula dsea Tamaifio y (24)
(raton transgénico | p53-KO en ratén apoE*3- vulnerabilidad
apoE*3 Leiden) Leiden aumentados
Arteriosclerosis Trasplante de médula 6sea Tamafio y (25)
(ratobn LDLR-KO) | p53-KO en raton LDLR-KO vulnerabilidad

irradiado aumentados
Arteriosclerosis Trasplante de médula 6sea Tamaio reducido (26)
(raton apoE-p53- | pS53+/+apoE-KO en ratéon apoE-
doble KO) p53-doble KO irradiado

racciones con proteinas reguladoras (por ejemplo, con helicasas y cas-
pasas) (16). Se ha demostrado que la proliferacion y migracion de MLV
de explantes arteriales porcinos inducida por mitégenos esta precedida
por la disminucion de los niveles de p53, (17) y la inactivacioén de p53
utilizando diversas estrategias aumenta la capacidad proliferativa y
migratoria (18-20). En cuanto a los efectos de la sobreexpresion de p53
en MLVs en cultivo, se han descrito efectos antiproliferativos, antimi-
gratorios y proapoptoticos (21, 22).

El uso de ratones modificados genéticamente ha permitido estable-
cer concluyentemente una relacion causa-efecto entre p53 y arterioscle-
rosis, tanto espontdnea como inducida por dieta rica en grasas y coles-
terol, de modo que la inactivacioén génica de p53 (global o selectivamente
en precursores hematopoyéticos) acelera el crecimiento del ateroma en
la aorta de ratones apoE-KO, LDLR-KO vy transgénicos apoE*3-Leiden
(23-26) y la arteriosclerosis inducida por injerto vascular (20).
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p53 esta sobreexpresado pero no mutado en tejido arteriosclerotico
humano (27). Ihling y col. analizaron lesiones arterioscleroticas huma-
nas avanzadas y comprobaron que p53 y p21 se expresan simultanea-
mente en células que no presentan marcadores de proliferacion (28).
Asi, estos autores han sugerido que p53 puede limitar el crecimiento del
ateroma al menos en parte debido a la activacion transcripcional de p21,
aunque estudios recientes indican que p21 tiene funciones proaterogéni-
cas en ratones apoE-KO (29) (ver «p21 y arteriosclerosis»).

p27 Y ARTERIOSCLEROSIS

Tanner y col. encontraron una expresion abundante de p27 en MLVs
quiescentes de arteria coronaria humana control y con diversos grados
de arteriosclerosis, mientras que la expresion de p27 se mostrd escasa
en células proliferantes de ateroma (30). Ihling y col. también observa-
ron expresion simultdnea del factor de crecimiento transformante TGF-
B1 y p27 en lesiones ateromatosas humanas, sugiriendo que p27 podria
mediar el efecto antiproliferativo de TGF-B1 en la placa arteriosclero-
tica humana (31). Nuestro grupo ha identificado un polimorfismo en el
gen p27 humano que afecta a su actividad promotora basal y que se
asocia con riesgo aumentado de infarto de miocardio (32).

Estudios realizados independientemente por tres laboratorios han de-
mostrado que la inactivacidon génica de p27 en el raton provoca un aumen-
to de proliferacion celular asociado con gigantismo e hiperplasia de di-
versos organos (33-35). Con el fin de averiguar si existe una relacion
causa-efecto entre p27 y arteriosclerosis generamos en nuestro laborato-
rio ratones dobles deficientes en p27 y apoE (36). Los animales carentes
de p27 y con una dotacion normal de apoE alimentados durante cuatro
semanas con una dieta aterogénica no desarrollaron hipercolesterolemia
y no mostraron ateromas, demostrando que la ausencia de p27 per se no
es un estimulo aterogénico. Sin embargo, la inactivacion de p27 en au-
sencia de apoE aumenta la capacidad proliferativa de macrofagos y
MLVs, y acelera el proceso de arteriosclerosis de un modo dependiente
de dosis, de modo que la disrupcion de 1 6 2 alelos de p27 en ratones
apoE-KO alimentados con la dieta aterogénica aumenta gradualmente
el tamafio del ateroma en comparacion con ratones apoE-KO con el
gen p27 intacto, sin provocar cambios significativos en la hipercoleste-
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rolemia (36). En otro estudio posterior utilizando como abordaje experi-
mental ratones apoE-KO irradiados subletalmente y transplantados con
médula dsea procedente de ratones manipulados genéticamente, demos-
tramos que la inactivacion selectiva de p27 en precursores hematopoyéti-
cos aumenta la tasa de proliferacion de macrofagos en la lesion ateroma-
tosa de los ratones transplantados, y esta manipulacion es suficiente para
acelerar el proceso aterogénico (37). Por otra parte, hemos demostrado
que la regulacion diferencial de las MAPKs ERK1 y ERK2 determina
diferencias intrinsecas en la expresion de p27 en MLVs de lechos vascu-
lares con diferente susceptibilidad a desarrollar arteriosclerosis (38). En
conjunto, las evidencias acumuladas sugieren que p27 protege frente al
desarrollo del ateroma y que este supresor de crecimiento celular juega
un papel importante en el establecimiento de variabilidad regional en la
predisposicion a desarrollar ateroma. Estudios futuros deberan investigar
la pauta de expresion temporal y espacial de p27 en diferentes fases del
desarrollo del ateroma, tanto en modelos de arteriosclerosis experimental
como en tejido arterial humano.

El efecto ateroprotector de p27 puede resultar, al menos en parte, de
la inhibicién coordinada de la proliferacion y migracion celular (39)
(Fig. 2). Por otra parte, cabe destacar que la neovascularizacion del
ateroma se ha asociado con el desarrollo del ateroma humano (40-44) y
la administracion de inhibidores de neovascularizacién (endostatina
y TNP-470) reduce significativamente el tamafo del ateroma en ratones
apoE-KO (45). Mediante la utilizacion de vectores adenovirales, nuestro
grupo ha demostrado que la sobreexpresion de p27 inhibe significativa-
mente: 1) la proliferacion y migracion de células endoteliales de cordon
umbilical humano en cultivo y su capacidad de formar estructuras tu-
bulares sobre Matrigel; y 2) la recuperacion del flujo sanguineo y la
formacion de neocapilares en un modelo murino de isquemia quirurgi-
ca (46). Estos resultados sugieren que la expresion de p27 puede con-
tribuir también a reducir el crecimiento de la placa de ateroma inhibien-
do su neovascularizacion.
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FiGura 2. p27 controla de un modo coordinado la proliferacion y migracion celular. En
presencia de niveles reducidos de CKlIs, los complejos CDK/ciclina activos determinan la
hiperfosforilacion de pRb, la liberacion de E2F y la induccion de proliferacion y migra-
cion celular. Por el contrario, la inactivacion de CDK/ciclina por niveles elevados de
CKlIs provoca la acumulacion de pRb hipofosforilada, secuestro de E2F y actividad
proliferativa y migratoria reducida (39).

p21 Y ARTERIOSCLEROSIS

Merched y Chan (29) observaron arteriosclerosis reducida en rato-
nes doble deficientes en p21 y apoE (p21-/-apoE-/-) alimentados con
dieta control comparado con ratones apoE-KO con el gen p21 intacto
(p21+/+apoE-/-) (reduccion del 53 y 32% en ratones de aproximada-
mente 5 y 14 meses de edad, respectivamente). Del mismo modo, la
expresion de p21 acelera el proceso ateromatoso inducido por alimen-
tacion con dieta grasa durante 15 semanas (lesiones con un tamafo
31-39% superior en ratones p21+/+apoE-/- versus p21-/-apoE-/-). En
este estudio se comprob6 ademas que la inactivacion de p21 exclusiva-
mente en macrofagos reducia un 32% el tamafo del ateroma. Por lo
tanto, en contraposicion a la intensificacion del proceso aterogénico
observada en respuesta a la inactivacion génica de p27 y p53 (23-26, 36,
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37), Merched y Chan (29) han demostrado que la disrupcion de p21
reduce tanto la arteriosclerosis espontdnea como la inducida por dieta
grasa. Respecto al mecanismo responsable del efecto proaterogénico de
la expresion de p21, estos autores han demostrado que: 1) las lesiones
ateromatosas en ausencia de expresion de p21 tienen mayor tasa de
apoptosis, expresion aumentada de receptor «scavenger» de tipo B-I
(SR-BI), y expresion reducida de la molécula de adhesion de células
vasculares-1 (VCAM-1); y 2) que la ausencia de p21 provoca en macro-
fagos mayor expresion de factores ateroprotectores (SR-BI, macrophage
scavenger receptor A, y LRP), niveles reducidos de moléculas proatero-
génicas (macrophage inflammatory proteins 1 y 2, interleukin-la), y
aumento de la actividad fagocitica en cultivo. Estos hallazgos demues-
tran nuevas funciones de p21 que pueden contribuir a su efecto atero-
génico en ratones apoE-KO.

El mantenimiento de un «pool» de células troncales multipotentes
capaces de originar intermitentemente progenitores con elevada activi-
dad proliferativa es esencial para la homeostasis sanguinea. Estudios
con ratones modificados genéticamente han sugerido que p21 y p27 jue-
gan distintos papeles en la regulacion de estos procesos. Asi, p27 parece
controlar la eficiencia repobladora pero no el tamafio de la poblacion de
células troncales (47). Por el contrario, se ha propuesto que p21 controla
la entrada en el ciclo mitético de las células troncales hematopoyéticas,
de modo que en ausencia de p21 se produce una disminucion en el
numero de estas células (48). Por lo tanto, un déficit de células troncales
podria contribuir a la reduccion de arteriosclerosis en ratones p21-/-
apoE+/+. Por otra parte, la inactivacion de p21 mediante oligodeoxinu-
cledtidos antisentido reduce la sintesis y secrecion de laminina y fibro-
nectina en cultivos de MLV (49), sugiriendo que una disminucion en la
deposicion de matriz extracelular puede contribuir también al menor
desarrollo de arteriosclerosis en ratones p21-/-apoE-/-.

PAPEL DE p21 Y pS3 EN EL CONTROL DE LA APOPTOSIS
EN LA PARED ARTERIAL

El balance neto entre proliferacion celular y apoptosis juega un papel

determinante en la regulacion del crecimiento y estabilidad de la placa
de ateroma (50). Estudios en diversos modelos murinos han arrojado
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resultados confusos sobre el papel especifico de p53 y p21 en la regu-
lacion de estos procesos (23-25, 51). Asi, tanto la disrupcion génica de
p53 como su sobreexpresion mediante el uso de vectores adenovirales
favorecen la formacion de ateromas vulnerables en el raton apoE-KO
hipercolesterolémico. Cabe destacar que la vulnerabilidad inducida por
la sobreexpresion de p53 en la pared arterial se correlaciona con un
aumento de apoptosis (52, 53). Sin embargo, a pesar de que la inacti-
vacion de p21 duplica la tasa de apotosis en el ateroma, el analisis de
lesiones de tamafio similar en ratones p21-/-apoE-/- y p21+/+apoE-/-
reveld la presencia de ateromas mads estables en los primeros (29). Tal
como sugieren los autores de este trabajo, las repuestas proliferativa y
apoptdtica pueden estar desacopladas en ausencia de p21. Ademas, estos
autores demuestran que el mRNA de los supresores de crecimiento p16,
pRB y p53 estd inducido en macrofagos carentes de p21, sugiriendo que
estos factores pueden compensar la ausencia de p21.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Las evidencias acumuladas durante los ultimos afios sugieren que
p21, p53 y p27 limitan el engrosamiento de la lesiéon neointima en
modelos de arteriosclerosis y angioplastia experimental. Los resultados
de estudios inmunohistopatologicos sugieren también un papel similar
en arteriosclerosis y reestenosis humana (28, 30, 31, 54, 55), por lo que
se ha propuesto la sobreexpresion de supresores de crecimiento como un
posible abordaje para tratar o prevenir estas patologias (56, 57). Sin
embargo, el papel ateroprotector de p21 queda cuestionado por la inhi-
bicion del proceso ateromatoso observada en ratones p2l-/-apoE+/+
comparado con p21+/+apoE-/- (29). Parece ahora evidente que la fun-
cion de p21 va mas alld del mero control del ciclo celular, ya que se han
observado diferencias significativas en la expresion de marcadores de
inflamacién en macrofagos aislados de ratones silvestres y p21-KO.
Este nuevo aspecto inflamatorio de p21 puede contribuir a su papel
proaterogénico en ratones apoE-KO hipercolesterolémicos. Teniendo en
cuenta estos nuevos hallazgos, se puede especular que la expresion ar-
terial de ciertos supresores de crecimiento (por ejemplo, p27 y p53)
puede ser beneficiosa, mientras que p21 puede facilitar el desarrollo y
ruptura de la placa de ateroma. En este sentido, seria interesante analizar
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el desarrollo del ateroma en ratones transgénicos que sobreexpresen
p21, p27 y p53. Cabe considerar también la posibilidad de analizar
ratones con manipulacion genética restringida a tipos celulares implica-
dos en arteriosclerosis (por ejemplo, MLV, célula endotelial, linfocito y
monocito/macrofago). Ademas, a pesar de las limitaciones inherentes a
estudios descriptivos, el andlisis de un nimero elevado de muestras de
ateroma deberia ayudar a clarificar el papel de p21, p27 y p53 sobre
diversos aspectos del engrosamiemto de la lesion ateromatosa, incluyen-
do la respuesta inflamatoria desarrollada por células inmunitarias.
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