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1.2 Resumen

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) constituyen la primera causa de
muerte a nivel mundial. La aterosclerosis es la principal causante de las ECVs,
debido, por un lado, a la estenosis de la luz de los vasos que provoca la formacién
de placas ateroscleroticas en la pared de las arterias, y por otro, ala formacion de
trombos sanguineos como consecuencia de la ruptura de las mismas. La
miocarditis autoinmune consiste en una inflamacion del corazdn, generalmente de
origen virico. Ambas enfermedades tienen en comuin que son dos enfermedades
cardiovasculares, autoinmunes, y con un fuerte componente inflamatorio.

Los tratamientos actiales para estas enfermedades son de tipo preventivo,
actuando sobre las causas que dan origen a los sintomas o generan la enfermedad.
Sin embargo, resulta necesaria la busqueda de nuevos tratamientos que sean
capaces de controlar la respuesta inflamatoria de las mismas. En este contexto
presentamos a VIP y cortistatina, dos neuropéptidos enddégenos cuyo papel
inmunorregulador y anti-inflamatorio ha quedado patente en otras enfermedades
inflamatorias y autoinmunitarias. En base a estos resultados previos el objetivo
que nos planteamos en esta tesis fue estudiar el posible papel o aplicacién
terapéutica de VIP y cortistatina en ECV, empleando como modelo dos
enfermedades representativas como la aterosclerosis y la miocarditis.

Para ello hemos llevado a cabo estudios tanto in vivo como in vitro. En los
estudios in vivo, hemos analizado el efecto de CST y VIP en un modelo de
miocarditis experimental autoinmune (MAE), asi como en dos modelos de
aterosclerosis, uno agudo, de ligaciéon parcial de la carétida, y otro de
aterosclerosis croénica. Por otro lado, con estudios in vitro hemos analizado el
efecto de CST y VIP en la adhesién y transmigraciéon de células Th1 al endotelio
vascular, asi como la adhesién de monocitos a células endoteliales, el efecto de CST
y VIP sobre la formacion de células espumosas, y el efecto de CST y VIP sobre la
migracion y proliferacion de las células musculares lisas.

Los resultados in vivo muestran que tanto VIP como cortistatina son capaces
de controlar la respuesta inmunitaria en los 3 modelos empleados. La
administraciéon de ambos péptidos se traduce en una disminuciéon de la incidencia
de las dos enfermedades, miocarditis y aterosclerosis. En el modelo de MAE
cortistatina y VIP provocan una reducciéon del nimero y area de infiltrados
inflamatorios. Ademas, a nivel de los ganglios linfaticos locales, que drenan la zona
de lesién, observamos una disminucién de las células Th17 y de la proliferacién de
linfocitos T y mediadores inflamatorios. Por su parte, en el modelo de
aterosclerosis, tanto aguda como crénica, el tratamiento con cortistatina o con VIP
disminuye la formacién de placas ateroscleréticas y la respuesta inflamatoria,
tanto a nivel local (inhibe la produccién de mediadores inflamatorios en las



‘Uso de neuropéptidos anti-inflamatorios en enfermedades cardiovasculares:
Aterosclerosis y miocarditis autoinmune.

carotidas ligadas), como a nivel de ganglios linfaticos (disminuye la producciéon de
células Th1l y Th17, manteniendo el nimero de células Treg).

El comienzo de la formacién de las lesiones viene marcado por un aumento
en la permeabilidad de la monocapa de células endoteliales que delimita la luz del
vaso, favoreciendo la infiltracién de LDL desde la sangre a la capa intima arterial.
El LDL va a ser oxidado y va a iniciar una respuesta inflamatoria que conlleva,
entre otras cosas, un aumento en la expresién de moléculas de adhesién por parte
de las células endoteliales, permitiendo la unién y transmigracién de células
inmunitarias. El tratamiento con cortistatina de las células endoteliales va a
provocar un descenso tanto en la unién de la linea monocitica THP-1 a la linea de
células endoteliales HUVEC, como la uni6én y transmigracion de células Thl a
través del endotelio vascular, y este efecto viene mediado por una disminucién en
la expresion de P-selectina en las células endoteliales. Por su parte, cuando las
células Th1l son diferenciadas en presencia de VIP también ven disminuida su
capacidad de union y transmigracién a través del endotelio vascular.

Los monocitos infiltrados se diferencian a macréfagos, los cuales van a
convertirse en células espumosas tras fagocitar el LDL oxidado presente en la
lamina intima. Estas células van a ser fundamentales en el inicio y progresién de la
enfermedad. El tratamiento con cortistatina o con VIP va provocar un descenso en
esta poblacion celular al favorecer la salida de colesterol de las mismas mediante
un aumento en la expresién de ABCA-1.

La ultima gran poblacion celular involucrada en el desarrollo de las lesiones
ateroscleroticas son las células de musculo liso, las cuales van a proliferar y migrar
desde la lamina media a la intima, favoreciendo la formacién de una capa fibrosa
que envuelve la placa. En nuestro trabajo mostramos como el tratamiento con
cortistatina o con VIP va a inhibir la proliferaciéon y migracion de una linea de
células de musculo liso aérticas humanas (hAoSMC) en respuesta a PDGF, un factor
de crecimiento presente en las placas ateroscleréticas. Ademas, usando un modelo
de ligacion total de carédtida, para estudiar in vivo la formacion de neointima,
también observamos este efecto inhibitorio sobre la proliferaciéon de las células
musculares por parte de cortistatina y de VIP.

Con el objetivo de buscar maneras de optimizar la administracién de VIP
decidimos utilizar como vehiculo células mesenquimales de grasa (MSC)
transducidas con vectores lentivirales que expresen VIP. EL resultado obtenido fue
que la utilizacion de estas células nos permite un descenso en el nimero de
administraciones del tratamiento asi como un retraso en el momento en el que se
comienzan las administraciones.

En resumen y en base a los resultados obtenidos, podemos concluir que tanto
VIP como CST presentan un alto potencial como agentes terapéuticos frente a
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aterosclerosis y miocarditis, siendo capaces de controlar la respuesta inflamatoria
exacerbada y actuando a nivel local sobre los distintos tipos celulares implicados
en el desarrollo y establecimiento de estas enfermedades.
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1.3 Summary

Cardiovascular diseases (CVDs) are one the first cause of death, being
responsible of one-third of deaths worldwide. Most of the CVDs are caused by
atherosclerosis, due to the stenosis produced by the narrowing in the blood vessels
or the presence of thrombus due to the plaque rupture. The autoimmune
myocarditis is another important CVD characterized by heart inflammation,
usually caused by viruses. Both diseases have a strong inflammatory and
autoimmune component.

Current treatments of both diseases are focused on the causes that generate
them. However, it is necessary to find new treatments that control the
inflammatory response of these diseases. In this context we present VIP and
cortistatin, two endogenous neuropeptides whose immunoregulatory and anti-
inflammatory function has been demonstrated in several inflammatory and
autoimmune diseases. The objective of this thesis is to study the effect of
cortistatin and VIP in both diseases, atherosclerosis and autoimmune myocarditis.

To study the effect of cortistatin and VIP in these diseases we have carried
out in vivo and in vitro experiments. In the in vivo studies we have analyzed the
effect of cortistatin and VIP in an experimental autoimmune myocarditis (EAM)
mouse model and in two atherosclerosis models, an acute one, partial ligation of
carotid, and a chronic atherosclerotic model. In both of them we are combining the
high fat diet and the absence of one transporter protein, ApoE. On the other hand,
we also analyzed in vitro the effect of cortistatin and VIP on the main process that
have place during these diseases: the adhesion and transmigration of Th1 cells to
the aortic endothelium, as well as in the adhesion of monocytes to endothelial cells.
In last place we also studied the effect of cortistatin and VIP in the foam cells
formation and in the migration and proliferation of smooth muscle cells.

The results show that treatment with cortistatin and VIP reduces the
incidence of both diseases, EAM and atherosclerosis. The main level of action for
both peptides is by regulating of the immune response. In EAM, cortistatin and VIP
reduce the presence of immune infiltrates in the heart as well as the proportion of
Th17 cells in the lymph nodes that are close to the area of injury. Administration of
these peptides also reduces the T cells proliferation and inflammatory mediators
production (IL-17, IFNy, IL-2 and IP10) in response to the myosin antigen. In the
atherosclerosis models, the treatment with cortistatin or VIP decreases the
atherosclerotic plaques formation as well as the inflammatory response. At the
local level, inhibiting the production of inflammatory mediators in the ligated
carotid, and in draining lymph nodes, decreasing the production of Th1 and Th17
cells, with no changes in the number of Treg cells.
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The monolayer of endothelial cells that are surrounding the lumen of the
blood vessels increase the permeability to some molecules, as LDL, allowing the
initial steps of the disease. Once in the intima layer, the LDL is oxidated, starting an
inflammatory response that increases the expression of adhesion molecules by the
endothelial cells, allowing the binding and transmigration of immune cells. In the
in vitro co-cultures of monocytes (THP-1) and endothelial cells (HUVEC), adition of
cortistatin decreases the binding of the monocyte to endothelial cells, and the
binding and transmigration of Th1 cells through the vascular endothelium. This
effect is due to a down-regulation of the P-selectin expression by the endothelial
cells. On the other hand, when Th1 cells are differentiated in the presence of VIP
we also observe a decrease in their binding capability and in transmigration
through the aortic endothelium.

The infiltrated monocytes differentiate to macrophages, which become foam
cells after phagocyte oxidized LDL present in the intimae layer, playing a crucial
role in the initiation and progression of the disease. Treatment with cortistatin or
VIP decreases the population of foam cells by promoting cholesterol efflux
probably due to an increase in the expression of the transporter ABCA -1.

Another cell population involved in the development of atherosclerotic
lesions is the smooth muscle cells. This population proliferates and migrates from
the middle layer to the intimae layer, where they create a fibrous layer
surrounding the atherosclerotic plaque. In our experiment we show how
cortistatin or VIP treatment inhibit the proliferation and migration of a human
aortic smooth muscle cell line (hAoSMC) in response to PDGF, a growth factor
present in atherosclerotic plaques. Moreover, using an additional model, total
ligation carotid, we were able to corroborate the inhibitory effect on the
proliferation of smooth muscle cells after the treatment with VIP or cortistatin in
vivo.

Finally, in vivo assays with mesenchymal stem cells (MSC) show that MSCs
transduced with a lentiviral vector expressing VIP reduce atherosclerotic lesions.
This treatment allows us to decrease the number of doses of peptide
administration in atherosclerotic mice, as well as to delay the moment of the first
administration.

In conclusion, according to our results, cortistatin and VIP appear as two
therapeutic agents with a great potential for the treatment of autoimmune
myocarditis and atherosclerosis.



2 ABREVIATURAS






ABCA-1
ABCG-1
ADN
APC
apoA-1
apoB
apoE
ARN
CD

CFA
CTLA-4
CVB
CVD
DAMPs
DC
DCM
EAE
ECV
GHSR1a
GM-CSF
HDL
HSP
ICAM-1
IFN-y
IgM/G
IKK

IL

LDL
LDLR

Abreviaturas

ATP-binding cassette transporter A-1
ATP-binding cassette transporter G-1
Acido Desoxirribonucleico

Antigen Presenting Cell

Apolipoproteina A-1

Apolipoproteina B

Apolipoproteina E

Acido Desoxirribonucleico

Cluster of Differentiation

Adyuvante Completo de Freud

Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4
Coxsackievirus B

Cardiovascular disease

Patrones Moleculares Asociados a Dafio
Células Dendriticas

Cardiomiopatia Dilatada
Encefalomielitis Autoinmune Experimental
Enfermedad Cardiovascular

Growth Hormone Secretagogue Receptor
Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos-Macréfagos
Lipoproteina de Alta Densidad

Proteina de Choque Térmico
Intercellular Adhesion Molecule 1
Interferon Gamma

Inmunoglobulinas My G

Protein Quinasa de IkB

Interleuquina

Lipoproteina de Baja Densidad

Receptor de LDL
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M1

M2
MAE
M-CSF
MHC
MMP1/8/9/13
MrgX2
mARN
NF-xB
NK

NO
OMS
oxLDL
PACAP
PD-1
PDGF
PKA
PMAPs
PPAR-y
PSCK-9
PSGL-1
ROS
RXR
SCID
SMC
SNC

SR
T-bet

TBP
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Poblacién de Macro6fagos Proinflamatorios
Poblacién de Macrofagos Alternativos
Miocarditis Experimental Autoinmune

Factor Estimulante de Colonias de Macréfagos
Complejo Mayor de Histocompatibilidad
Metaloproteinasas 1, 8,9y 13

Mas-related GPCR, Member X2

Acido Ribonucleico Mensajero

Factor Nuclear Potenciador de Cadenas Ligeras k de Células B
Células Natural Killers

Oxido Nitrico

Organizacién Mundial de la Salud

LDL oxidado

Polipéptido Activador de la Adenilato Ciclasa de la Pituitaria
Factor de Muerte Celular Programada 1

Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas
Proteina Quinasa A dependiente de AMP ciclico
Patrones Moleculares Asociados a Patégenos
Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-y
Proproteina Convertasa Subtilisin/Kexin tipo 9
Ligando de P-Selectina

Especies Reactivas del Oxigeno

Receptor Retinoide X

Inmunodeficiencia Combinada Severa

Smooth Muscle Cell

Sistema Nervioso Central

Scavengers Receptors

T-box Transcription Factor TBX21 of Th1 Cells

TATA-Binding Protein



TCR
TGF-B
Th

TLR
TNF-a
tolDC
Trl
Treg
VCAM-1
VEGF
VIP
VLA-4
VLDL
VPAC/VPAC2

Abreviaturas

Receptor de las Células T

Factor de Crecimiento Tumoral 3

Linfocitos T Helper 6 Células Colaboradoras
Toll-Like Receptors

Factor de Necrosis Tumoral a

Células Dendriticas Tolerogénicas

Células Treg Reguladas por IL-10

Linfocitos o Células T Reguladoras
Molécula de Adhesion a Células Vasculares 1
Factor de Crecimiento Vascular Endotelial
Péptido Intestinal Vasoactivo

Very Late Antigen-4

Lipoproteina de Muy Baja Densidad

Receptores de VIP
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Introduccion

3.2 Sistema Inmunitario: Inflamacién y Autoinmunidad
3.2.1 Sistema inmunitario. Definicién y generalidades.

El término inmunidad deriva del latin immunitas, y hace referencia a la
proteccion frente a persecucion legal que se los ofrecia a los senadores romanos
durante su permanencia en el cargo. Histéricamente, inmunidad significa
proteccion frente a enfermedades, mas concretamente, enfermedades infecciosas.
Las células y moléculas responsables de esta inmunidad constituyen el sistema
inmunitario, y la respuesta coordinada y colectiva frente a sustancias extrafas es la
respuesta inmunitaria. Por tanto, la funcién fisiolégica del sistema inmunitario es
la defensa frente a microbios infecciosos. Sin embargo, sustancias extrafias no
infecciosas son capaces de desarrollar una respuesta inmunitaria, asi como
mecanismos que normalmente protegen al individuo de infecciones, o que
eliminan sustancias extrafias, son capaces de causar dafo a tejidos y enfermedad
en algunas situaciones. Es por ésto que una definicién mas amplia de lo que es la
respuesta inmunitaria seria: reaccion a componentes de microorganismos asi
como a macromoléculas, tales como proteinas o polisacaridos, y pequefios
quimicos que son reconocidos como extranos, independientemente de la respuesta
fisioldgica o patologica que pueda desencadenar la reaccion a éstos (1).

La defensa frente a microorganismos esta mediada por una repuesta
temprana por parte de una inmunidad innata y una respuesta mas tardia por parte
de una inmunidad adaptativa, clasificaindose asi la respuesta inmunitaria en dos
grandes bloques (Figura 1).

Células T
(A) (B) Helper
Respuesta
Inmunitaria CélulasT
I Citotoxicas
[ 1
- - e -(
Células ;
: 1 Natural e
Killer =" "

Macroéfagos

Figura 1. Sistema Inmunitario. A. Tipos de Respuesta Inmunitaria. Respuesta Innata o Natural
compuesta por las barreras fisicas o quimicas del organismo y por las distintas lineas celulares
inmunolégicas y la Respuesta Adquirida, Adaptativa o Especifica llevada a cabo por linfocitos. B.
Vision general de la respuesta inmunoldgica celular. Tipos celulares y moléculas implicadas.
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El primero de estos bloque constituye la inmunidad innata o inespecifica, que
es una respuesta rapida que carece de memoria inmunolégica, cuyos principales
componentes son: las barreras fisicas y quimicas, tales como el epitelio y quimicos
producidos por la superficie epitelial; células fagociticas (neutréfilos, macroéfagos),
células dendriticas (DC) y células NK (del inglés natural killer); proteinas de la
sangre, incluyendo miembros del sistema del complemento y otros mediadores de
inflamacion; proteinas llamadas citoquinas que regulan y coordinan muchas de las
actividades de las células de la inmunidad innata. Las principales funciones de la
respuesta inmunitaria innata consisten en inducir inflamaciéon y en bloquear la
infeccion viral de las células (1).

La respuesta inflamatoria aguda es la extravasacion y acumulaciéon de
leucocitos, proteinas del plasma y fluidos provenientes de la sangre, a los sitios de
infeccion y dafio. Los principales leucocitos reclutados son los neutroéfilos y los
monocitos, que una vez fuera del torrente sanguineo se diferencian a macréfagos.
De igual modo, las principales proteinas del plasma que pasan a los sitios de
inflamacion son proteinas del complemento, anticuerpos y reactivos de la fase
aguda. La liberacion de estos componentes sanguineos a los sitios de inflamacién
es dependiente de cambios reversibles que se producen en los vasos sanguineos en
lugares de infeccion o dafo tisular. Estos cambios incluyen un incremento en el
flujo sanguineo consecuencia de una dilatacion arterial, un aumento en la adhesién
de los leucocitos circulantes a las células endoteliales que delimitan las vénulas, asi
como un aumento en la permeabilidad de los capilares y vénulas a proteinas del
plasma. Todos estos cambios estan mediados por citoquinas y pequefias moléculas
procedentes de células residentes en el tejido afectado, teles como mastocitos,
macroéfagos y células endoteliales, en respuesta a patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMPs) o a patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs). Esta
respuesta inflamatoria aguda puede desembocar en una inflamacién crénica si la
infeccion o el dafio tisular se prolongan. En este punto el sistema inmunitario
adaptativo también pasa a formar parte de la respuesta debido a la produccion de
citoquinas por parte de las células T, que actian como poderosas inductoras de la
inflamacion (1).

Dentro de estos componentes de la respuesta inmunitaria innata, y debido a
su implicacién en las patologias que describiremos en apartados posteriores,
describiremos mas detalladamente a los monocitos/macro6fagos.

Los monocitos son células fagociticas, que no estdn completamente
diferenciadas, y que circulan por el torrente sanguineo. Constituyen una poblacién
heterogénea en la que se diferencian dos subpoblaciones, distinguibles por sus
moléculas de superficie y por su cinética de migracién a los tejidos. Una de estas
poblaciones posee un perfil mas inflamatorio, ya que es reclutada rapidamente
desde la sangre a los sitios de inflamacion, y expresa niveles elevados del marcador
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Ly6C (Ly6Chigh) en su superficie. Esta poblacién se diferenciara a macro6fagos pro-
inflamatorios o M1. La otra subpoblaciéon, con un perfil menos inflamatorio, es la
fuente principal de los macréfagos residentes en los tejidos y de algunas células
dendriticas, y expresa bajos niveles de Ly6C (Ly6Clov) en superficie. Esta
subpoblacién se diferenciara a macroéfagos alternativos o M2 (2).

El segundo bloque, la inmunidad adquirida, adaptativa o especifica,
proporciona una respuesta mas lenta y que confiere memoria inmunolégica al
organismo, asi como la capacidad de responder enérgicamente a exposiciones
repetidas de un mismo agente extrafio. El sistema inmunitario adaptativo es capaz
de reconocer y reaccionar frente a un gran niumero de microbios y sustancias no
microbianas, incluso cuando entre estas hay una gran similitud. El principal
componente de la respuesta inmunitaria adaptativa son los linfocitos y los
productos secretados por los mismos. Las sustancias extrafias capaces de inducir
una respuesta inmunitaria especifica o que son reconocidos por los linfocitos o
anticuerpos son los antigenos (1, 3).

Los linfocitos se clasifican en dos grandes grupos: Linfocitos B, que son
células que reconocen antigenos extracelulares y se diferencian a células
plasmaticas productoras de anticuerpos; y linfocitos T, que reconocen antigenos de
microbios intracelulares, o procesados intracelularmente, y que ayudan a su
destruccion o bien eliminan directamente las células infectadas.

Dentro de los linfocitos B se distinguen tres subtipos: las células foliculares
B, que producen anticuerpos en respuesta a antigenos proteicos, en colaboracién
con las células T colaboradoras (Th, del inglés T helper), en 6rganos linfoides
periféricos; las células B de la zona marginal de bazo y otros érganos linfoides, que
reconocen antigenos multivalentes y producen anticuerpos sin colaboracion de las
células Th; y las células B-1, que median una respuesta independiente de células T
en mucosas y el peritoneo (1). Las células B-1 constituyen un porcentaje pequefio
de los linfocitos B, que derivan de precursores fetales o neonatales y cuya
localizacion fundamental es la cavidad peritoneal y pleural. Producen de forma
natural anticuerpos IgM e IgA que participan en la respuesta inmunitaria innata.
Las células foliculares B y las células B de la zona marginal son la principal
poblacion de células B, producidas en la médula 6sea. Tras la activacion antigénica
van a diferenciarse a células plasmaticas y van a producir inmunoglobulinas
fundamentalmente del tipo IgG.

Por su parte los linfocitos T se diferencian también en distintas poblaciones
segin sus marcadores de superficie y su funcidn. Estos linfocitos reconocen a
antigenos unidos a moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)
de otras células. Los que estan mejor caracterizados son los linfocitos T citotéxicos,
CD8* (CTL), que matan a las células diana, generalmente células infectadas o
células tumorales que expresan sus antigenos unidos a moléculas MHC de clase I, y
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las células Th, CD4*, que reconocen antigenos unidos a MHC de clase II en las
células presentadoras de antigenos, y liberan citoquinas. Dentro de las CD4* hay
otra poblacién muy importante en el control de la respuesta inmunitaria, las
células T reguladoras, Treg, de las cuales hablaremos en el siguiente apartado.

Dentro de las células Th encontramos distintos subtipos seglin la expresion
de moléculas de superficie y de las citoquinas que secreten, habiendo tres subtipos
fundamentales, Th1 (que producen principalmente IL-2, IFN-y y TNF-a), Th2 (que
producen IL-4, IL5, e IL-13, entre otras) y Th17 (que producen principalmente IL-
17 e 1L-22). Estos subtipos derivan de linfocitos T naive CD4*, en respuesta a
citoquinas, y la diferenciacién de los mismos conlleva la activacién de distintos
factores de transcripcidon. En general, la respuesta Th1/Th17 es protectora frente
a infecciones causadas por la mayoria de patdégenos, intracelulares (Th1l) y
extracelulares (Th17). Las citoquinas Th1l y Th17 activan la inmunidad innata y
promueven la produccion de anticuerpos capaces de opsonizar y fijar el
complemento. La respuesta mediada por células Th2 tiene un caracter
antiinflamatorio, y es efectiva en la erradicacion de parasitos helminticos (1).

3.2.2 Sistema inmunitario. Tolerancia inmunolégica y autoinmunidad.

El sistema inmunitario esta encargado de diferenciar lo propio de lo ajeno. En
esta propiedad se fundamenta el término de tolerancia, que es la capacidad de no
responder ante un antigeno por parte del sistema inmunitario adaptativo, como
resultado de la inactivacion o muerte de linfocitos antigeno-especificos, inducida
por la exposicion al antigeno. El sistema inmunitario adaptativo suele poseer
tolerancia frente a antigenos propios (auto-tolerancia). El nimero de clones
diferentes de células T que se estima que podemos poseer asciende a 1014, de los
cuales el 50% podrian reconocer total o parcialmente componentes del propio
organismo (1).

La tolerancia puede establecerse tanto a nivel central como periférico. Asi, la
tolerancia central ocurre durante la maduracién de los linfocitos T y B en los
organos linfoides centrales donde se generan (timo o médula 6sea). En este
proceso, los clones de linfocitos inmaduros que reconocen antigenos propios con
alta afinidad son eliminados, o bien, en el caso de las células B, se va a desarrollar
un proceso de edicion del receptor, lo cual le permitird reconocer a otro antigeno.
Estos linfocitos van a reconocer los antigenos unidos a MHC en células
presentadoras de antigenos y en células epiteliales de la médula del timo. Las
células que lo hagan de un modo débil o intermedio van a ser seleccionadas y a
migrar hacia 6rganos linfoides periféricos. Puesto que hay antigenos propios con
una similitud elevada con antigenos extrafios, y con la finalidad de no
comprometer en exceso al sistema inmunitario va a haber un porcentaje de
linfocitos T autorreactivos en todos los individuos. Ademas, en este proceso de
seleccion se genera otra poblacién de células T CD4*, conocidas como células T
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reguladoras naturales, cuyo fenotipo es CD4+*CD25+*Foxp3*, y que constituiran el 5-
10% de las células T circulantes (1).

El mecanismo de tolerancia en periferia se desencadena cuando linfocitos T
maduros reconocen auto-antigenos en tejidos periféricos, e incapacita a estos
linfocitos de responder frente a estos antigenos. Los procesos que se desencadenan
son tres: Anergia, que consiste en un bloqueo en la sefial de transduccién inducida
por el TCR, de modo que las células T no responden al estimulo; Supresion, que
consiste en un bloqueo de la activacion mediado por las células Treg; Deplecion,
que consiste en la inducciéon de muerte por apoptosis (1). También en periferia se
generan células Treg, llamadas células Treg inducibles, las cuales se diferencian a
partir de células CD4* convencionales en tejidos periféricos en respuesta a
elementos como citoquinas o antigenos (4). De esta manera las Treg generadas
tras la influencia de IL-10, la cual puede ser producida por células dendriticas
tolerogénicas, se llaman Trl, mientras que las inducidas por TGF- se conocen
como Th3 (5). En general, las células Treg llevan a cabo la funcién supresora de la
respuesta inmunitaria por distintos mecanismos, que incluyen entre otros, la
competiciéon de CD25 por la IL-2, la unién competitiva mediada por CTLA-4
(molécula coestimuladora inmunosupresora) a CD80 y CD86, asi como a la
secrecion de citoquinas con accion supresora como son IL-10, IL-35, IL-9 y TGF-§.
Las dianas de la supresion de las Treg incluyen a células efectoras CD4+, CD8*,
células dendriticas e incluso células endoteliales (4).

En conjunto, las distintas poblaciones de células T CD4* interaccionan entre
si, de modo que buscan mantener la tolerancia inmunolégica (Figura 2).
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Figura 2. Diferenciacidn, activacion e interacciéon entre distintos subtipos de células T. Las
células dendriticas maduras polarizan a las células naive ThO hacia los distintos subtipos de células
T a través de distintas sefiales que incluyen la presentacion antigénica a través del TCR, la secrecién
de citoquinas, y la sefializacion a través de moléculas coestimuladoras. Las células Th1, Th2 y Th17
se diferencian segun los factores de transcripcién que expresan y las citoquinas que liberan. Las
células dendriticas inmaduras favorecen la diferenciacion de las células Treg. Los distintos subtipos
de células T interaccionan entre ellos de un modo que queda representado esquematicamente.
. —» Representa sefiales activadoras mientras que — representa sefiales inhibidoras.
Adaptado de (5).

Si la tolerancia inmunolégica se pierde se desencadena una reaccién frente a
auto-antigenos. Al conjunto de estas reacciones se le llama autoinmunidad, y las
enfermedades que desencadena son enfermedades autoinmunes. Segun varios
autores, las enfermedades autoinmunes se caracterizan por cumplir una serie de
requisitos, llamados postulados de Koch, que son: 1.Presencia de auto-anticuerpos
o evidencia de auto-reactividad celular; 2.Presencia de infiltrados linfocitarios en
las lesiones; 3. Demostracion de que los auto-anticuerpos, o las células T activadas,
pueden causar patologia en el tejido (6).

Los principales factores que contribuyen al desarrollo de autoinmunidad son
la susceptibilidad genética y los factores ambientales, como son las infecciones y el
dafio tisular local. Asi, por ejemplo, una situacién de inflamacién crénica puede
desencadenar en la creaciéon de una enfermedad autoinmune. Las enfermedades
autoinmunes pueden ser sistémicas o locales, dependiendo de cémo sea la
distribucién de los autoantigenos que son reconocidos. En los paises desarrollados
la incidencia de las mismas varia seguin la enfermedad, yendo desde menos de un
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0,05% en enfermedades como la uveitis, a mas de un 0,5% en enfermedades como
la artritis reumatoide (7). Unos ejemplos de enfermedad autoinmune son el lupus
eritematoso sistémico, en la cual el sistema inmunitario ataca a elementos del
tejido conjuntivo del organismo, o la artritis reumatoide, donde los auto-antigenos
se localizan fundamentalmente en las articulaciones.

(A) (B)

Autoinmunidad [RREEELY Miocarditis
Local

especificas
Ambiente

: : Lupus
Autoinmunidad BRI EREE Eritematoso
fetA i especificas . s
Sistémica P Sistémico

Figura 3. Autoinmunidad. A Principales factores que contribuyen al desarrollo de una
enfermedad autoinmune. B. Tipos de autoinmunidad.

Las enfermedades inflamatorias y autoinmunes pueden desarrollarse en
cualquier localizacion corporal. Nosotros vamos a estudiar dos enfermedades
inflamatorias y autoinmunes que se engloban dentro de las enfermedades
cardiovasculares.

3.3 Sistema Cardiovascular: Inflamacion v Autoinmunidad en el sistema
cardiovascular.

3.3.1 Sistema cardiovascular. Definicion. Enfermedades cardiovasculares.

Pulmones
r

El sistema cardiovascular es el
sistema encargado de distribuir la
sangre por el organismo. Los

Arteria % * Venas

componentes principales de este . Pulmonares
sistema son el corazoén, la sangre y los Cava
vasos sanguineos. En los seres
humanos el sistema cardiovascular es
un sistema cerrado, donde la
circulacion de la sangre es doble y
completa, sin mezcla de sangre , :
oxigenada y desoxigenada (8). /| [Portodo el cuerpo
Figura 4. Sistema Cardiovascular.
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Cuando se da una alteracién mas o menos grave para la salud que afecta a
alguno de los componentes del sistema cardiovascular decimos que tenemos una
enfermedad cardiovascular (ECV). La mayoria de las ECV estan relacionadas con el
bloqueo del flujo sanguineo como consecuencia de una reduccion de la luz del vaso,
debido al depdsito de lipidos en la pared interna de los vasos sanguineos, o a la
formacién de trombos que pueden migrar y crear el dafio en la zona en la que
migran. Estos procesos son consecuencia de una enfermedad Illamada
aterosclerosis (9, 10).

En la figura 5A se muestra un esquema de las principales causas de muerte
de la poblacién mundial. Mas concretamente, en la Figura 5B se refleja cuales son
las principales ECV causantes de muertes en la poblacién mundial.

A

B Cardiopatia isquémica

B Afeccién cerebrovascular

B Infecciones de las vias respiratorias

B Enfermedad pulmonar obstructiva crénica
B Enfermedades diarreicas

VIH/SIDA
B Canceres de traquea, bronquios o pulmoén

B Diabetes mellitus
. @ Traumatismos por accidentes de trafico
5% B Prematuro

2%/2% 99, 3% 3% Otras enfermedades

49%  Causas de
Muerte

2%

Enfermedad Isquémica del Corazén
¥ Enfermedad Cerebrovascular

B Enfermedad Hipertensiva del Corazén
B Enfermedad Reumatica del Corazén

B Enfermedad Inflamatoria del Corazén
B Otras Enfermedades Cardiovasculares

1%

Figura 5. Incidencia de las Enfermedades Cardiovasculares como causa de muerte en la
poblacion humana. A: Porcentaje global de muerte. B: Principales causas de muerte por ECV.
Adaptado (9, 11).

Segun un estudio realizado en la universidad de Chapel Hill, en Carolina del
Norte, hay un auge en la aparicién de ECV que, en el afio 2030, se espera sean las
causantes del 31% de las muertes en el mundo (23,6 millones de personas).
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La distribuciéon epidemioldgica de las enfermedades cardiovasculares es muy
diversa, tal y como queda reflejado en la Figura 6.
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Figura 6. Distribucion mundial de la ECVs. Patréon obtenido de los datos de poblaciéon en edad
con riesgo de sufrir ECVs referidos por cada 100.000 hombres de cada zona estudiada. Adaptado de
(11).

Durante el desarrollo de esta tesis doctoral nos vamos a centrar en dos ECV,
inflamatorias y autoinmunes, como con la miocarditis autoinmune y Ila
aterosclerosis, principal responsable de las ECV.

3.3.2 Miocarditis.

3.3.2.1 Definicion. Etiologia.

Segun la OMS la miocarditis se define como una enfermedad inflamatoria del
miocardio y se diagnostica mediante biopsia del corazén usando criterios
histolégicos, inmunoldgicos e inmunohistoquimicos establecidos (12).

Fue en 1669 cuando el doctor Richard Lower public6 en su tratado del
corazon que la inflamacién del mismo era algo patoldgico. Sin embargo, no es hasta
mediados del siglo veinte cuando va a volver el interés en esta enfermedad por
parte de los patofisidlogos, al ver, en estudios post mortem, que la incidencia de de
la misma era bastante elevada (13).

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad son muy diversas, pudiendo
ser asintomaticas o con sintomas que van desde los no especificos (fiebre, mialgias,
palpitaciones), hasta colapsos hemodinamicos fulminantes y muerte subita. Es por
ésto que la incidencia real de la miocarditis en la poblacién es dificil de determinar,
por lo que no existen cifras concretas. No obstante se puede decir que entre el 10 y

25



‘Uso de neuropéptidos anti-inflamatorios en enfermedades cardiovasculares:
Aterosclerosis y miocarditis autoinmune.

el 20% de los pacientes con evidencias histoldgicas de inflamacién cardiaca, ain
cuando ésta sea asintomatica, desarrollardn una enfermedad croénica que
eventualmente desencadenard en una cardiomiopatia dilatada (14). De igual modo
hay estudios que muestran que cerca del 20% de las muertes subitas en adultos
jovenes y atletas son consecuencia de una miocarditis (15).

En cuanto a la etiologia de la enfermedad cabe destacar a los agentes viricos
como los principales causantes de la misma (16, 17). Se han realizado diversos
estudios serologicos y moleculares que han asociado la miocarditis principalmente
con coxsackievirus B (CVB), asi como con adenovirus, parvovirus, el virus de la
hepatitis C, el virus de Epstein-Barr, el citomegalovirus o el herpesvirus 6 (17).
Ademas de los virus hay otros agentes infecciosos que pueden desencadenar
miocarditis. Estos agentes llegan a ser la principal causa de esta enfermedad en las
zonas endémicas donde se encuentran, entre ellos estan Borrelia burgdorferi,
causante de la enfermedad de Lyme, Trypanosoma cruzi, causante de la
enfermedad de Chagas, y otros agentes como hongos del género Aspergillus o
parasitos como Toxoplasma gondii (16). También se ha visto que se puede
desarrollar miocarditis a partir de otros factores, como las reacciones de
hipersensibilidad inducida por drogas, metales pesados, o radiaciones (16).

Finalmente, otro aspecto a tener en cuenta es el componente genético que
posee esta enfermedad. Se calcula que el 30-50% de los casos de cardiomiopatia
dilatada tienen un origen genético. Se ha observado que mutaciones en distintos
genes, con herencia autosémica dominante, recesiva, ligados al cromosoma X o
mitocondrial, estan implicados en el desarrollo de esta patologia (18).

3.3.2.2 Tipos de Miocarditis.

La clasificacién de la miocarditis depende del autor que la describa.
Basandonos en el trabajo de Marchant y colaboradores, la clasificaremos en cuatro
grupos segun cual sea la causa de la inflamacién en el musculo cardiaco, todos ellos
con participacién de células CD4+, CTL, Th17, Treg, células B, Células NK, sistema
del complemento, y con desarrollo de respuestas inmunitarias innata y adaptativa
(19):

e Isquemia y reperfusion del miocardio (IR): Cuando el musculo
cardiaco ve limitado el riego sanguineo se produce una isquemia en la
zona, la cual dard lugar a una necrosis celular si no se da una
reperfusion del flujo. Sin embargo, la restauracion del flujo sanguineo
trae consigo una serie de eventos que desembocan en la produccién
de especies reactivas de oxigeno, variaciones ionicas, formacion de
microembolismos, activacion plaquetaria y edema intersticial que
hace que el flujo sanguineo en capilares y microcapilares esté
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interrumpido. Como consecuencia de todo esto se induce un estado
inflamatorio.

e Sepsis e inflamaciéon del miocardio: Ante una situaciéon de infeccién
severa 0 sepsis severa se puede provocar un fallo circulatorio. En
respuesta a sefiales de dafio, los cardiomiocitos van a desencadenar
una respuesta inflamatoria, expresando citoquinas pro- y anti-
inflamatorias, quimioquinas, moléculas de adhesién, como ICAM-1, y
moléculas reguladoras del calcio que intervienen en Ia
contractibilidad de los cardiomiocitos.

e Rechazo de alotrasplante cardiaco. Se produce tras el rechazo de un
alotrasplante cardiaco en pacientes que poseen una enfermedad
cardiaca terminal. El rechazo esta mediado por procesos celulares y
humorales, de modo que después del trasplante las células
presentadoras de antigeno, tanto del donante como del hospedador,
van a presentar antigenos desencadenando un alo-reconocimiento
directo e indirecto que va a activar a células T y células B, potenciando
la respuesta inflamatoria.

e Miocarditis virica y autoinmune. Representan las formas mayoritarias
de miocarditis. En este apartado se incluye la forma de miocarditis
que estudiaremos en mas profundidad en el desarrollo de esta tesis
doctoral.

3.3.2.2.1 Miocarditis virica v autoinmune.

El hecho de englobar ambas modalidades en un mismo apartado se debe a
que la miocarditis se entiende como un proceso continuo, que comienza con un
proceso inflamatorio desencadenado por una infeccién, generalmente causada por
un agente virico, y que si no es eliminado evoluciona a un estado cronico que
desencadena una respuesta autoinmune. Como ya hemos indicado, los agentes
viricos son los principales agentes causantes de la miocarditis. Asi, por ejemplo, se
sabe que el 50% de los casos de miocarditis en EE.UU. son el resultado de una
infeccion con CVB (17).

El considerar la miocarditis como una enfermedad autoinmune se apoya en
una serie de evidencias como son, el que exista una asociacion entre la miocarditis
y otras enfermedades autoinmunes, como el lupus, y el que el 59% de los pacientes
con miocarditis tienen anticuerpos frente a antigenos especificos cardiacos (20).
Uno de estos antigenos es la miosina cardiaca, presente en el 86% de los pacientes
con cardiomiopatias dilatada. Sin embargo, la presencia de anticuerpos frente a la
miosina no es exclusivo de los pacientes con miocarditis, sino que también los
poseen pacientes con otras enfermedades cardiacas (21). Por ultimo, otro aspecto
que revela el componente autoinmune de algunos tipos de miocarditis es que el

27



‘Uso de neuropéptidos anti-inflamatorios en enfermedades cardiovasculares:
Aterosclerosis y miocarditis autoinmune.

uso de terapias inmunosupresoras en algunos pacientes con otras enfermedades
autoinmunes resulta beneficioso en el tratamiento de la miocarditis (22).

Debido a la dificultad para estudiar esta enfermedad en humanos la mayoria
de los aspectos que se conocen de la misma se basan en estudios con modelos
animales o en cultivos celulares in vitro.

3.3.2.3 Modelos animales de miocarditis.

Fundamentalmente se usan dos modelos animales para entender el
desarrollo de la enfermedad, uno de miocarditis virica inducida por la infeccién del
CVB3, y otro de miocarditis experimental autoinmune (MAE), inducido por la
inmunizacién con péptidos procedentes de la miosina cardiaca. Hay un tercer
modelo, menos utilizado, que usa a la troponina [ como autoantigeno (23, 24).

3.3.2.3.1 Miocarditis inducida por Coxsackievirus 3 (CVB3).

Dentro de esta modalidad hay dos variedades. La primera reproduce un

modelo de miocarditis viral aguda, induciendo dafo directo a los cardiomiocitos, y
provocando la muerte de la mayoria de los animales infectados durante la primera
semana tras la infecciéon. La segunda modalidad consiste en una infeccién con
CVB3 inactivados por calor de algunas cepas sensibles, la cual cursa con una
primera fase caracterizada por dafio a los cardiomiocitos debido a la citotoxicidad
de los virus, seguida por una segunda fase, que desarrollan los animales que
sobreviven a la fase aguda, asociada a la produccion de autoanticuerpos especificos
frente al musculo cardiaco y a una infiltracién de células mononucleares en el
corazon (23, 25).

3.3.2.3.2 Miocarditis autoinmune experimental (MAE, inducida por miosina

cardiaca.

La miosina cardiaca es uno de los autoantigenos dominantes en la miocarditis
inducida por virus. La fase tardia de la miocarditis inducida por CVB3 puede ser
mimetizada con la inmunizacién de los ratones con la miosina cardiaca purificada
en ausencia de infeccion (26). Asi, la inmunizacién de cepas susceptibles (Tabla 1)
con la miosina cardiaca, o con fragmentos peptidicos derivados de la cadena
pesada a de la miosina cardiaca, emulsionados junto con Adyuvante Completo de
Freud (CFA), es capaz de inducir miocarditis en ratones, con un pico de
inflamacion que se produce a dia 21 tras la inmunizacion (27). Dicha inmunizacién
estd asociada a la producciéon de autoanticuerpos especificos frente a la miosina
cardiaca asi como la produccion de células T autorreactivas (28, 29). Este modelo
puede progresar a un estado de cardiomiopatia dilatada, el cual se consigue tras
una re-estimulaciéon con la miosina cardiaca una vez pasado el primer pico de
infiltraciéon de la enfermedad (30).
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Tabla 1. Susceptibilidad a padecer MAE de las distintas cepas de ratén.

Cepa Ratén Pr_e valen.c?a Sfeveridf;\c.l Titulo Auto-anticuerpos
Miocarditis Miocarditis
A/) +++ +++ ++++
A.BY/Sn] + ++ +++
A.CA/Sn] +++ +++ ++++
A.SW/Sn] ++++ ++++ ++++
B10.A/SgSn] ++ +++ 4+
BALB/C +++ +++ +4+++
C57BL/10] - - ++
C57BL/6] . - ++
DBA/2 +++ +4++ +++

Escala de intensidad: -: Ausencia; +: Leve; ++: Intermedia; +++: Intermedia-Alta; ++++: Alta.
3.3.2.4 Fases de la miocarditis.

Basandose en los estudios en modelos animales se han descrito tres fases en
el desarrollo de la miocarditis (Figura 7), aunque los mecanismos exactos

implicados en el inicio y progresion de las mismas no se conocen completamente
(31, 32).

Fasel FaseIIl

Fasell Cardiomiopatia Dilatada

Replicacién Viral Autoinmunidad

Diastras
Infeccién

Viral () 3

14 18 30 90
* Particulas Virales Infecciosas '

A Infiltracion Celular

. Anticuerpos

10

Figura 7: Fases de la miocarditisLa miocarditis se divide en tres fases continuas que son: Fase I:
Infeccién viral; Fase II: Autoinmunidad; Fase III: Cardiomiopatia dilatada. Durante la progresién de
la enfermedad aparecen diversos elementos de la respuesta inmunitaria: infiltraciéon celular y
depdsito de anticuerpos. Adaptada de (32).

3.3.2.4.1 Fase I: Infeccién viral

La primera fase de esta enfermedad se basa en el dafio a cardiomiocitos,
generado fundamentalmente por la infeccidn por parte de un agente virico. Como
se ha indicado con anterioridad, son varios los virus que pueden causar la
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miocarditis, tomando especial importancia los adenovirus y los CVB (CVB3 y
CVB4). Los distintos agentes virales van a tener distintas células diana dentro del
corazoén, asi por ejemplo, los virus del género enterovirus, dentro de los cuales se
encuentran los coxsackievirus, infectan a los cardiomiocitos, mientras que otros
virus, como los de la familia de los adenovirus, infectan tanto a cardiomiocitos
como a fibroblastos o a células endoteliales (33). El reconocimiento virico se va a
llevar a cabo mediante los TLRs, fundamentalmente TLR3 y 4, cuya presencia se ha
detectado en el corazon (34).

La replicacion virica va a favorecer la necrosis de los cardiomiocitos, los
cuales van a exponer antigenos intracelulares (ej. miosina cardiaca) al exterior,
activando la respuesta inmunitaria del organismo (32). Asi, en un primer momento
se va a producir una invasiéon de células NK, macroéfagos y otros granulocitos,
seguida de linfocitos T (32).

Las células NK son células que se activan inmediatamente después de una
infeccion, y son atraidas por citoquinas y quimioquinas a los sitios de infeccidn.
Junto con los macréfagos van a producir citoquinas, y otras sustancias como
perforinas, que favorecen la eliminacion de las células infectadas y van a activar a
la respuesta inmunitaria adquirida mediante la liberacion de IFN-y (35). La cepa de
raton BALB/c, deficiente en células NK 1.1, es mdas susceptible a desarrollar
miocarditis, mientras que la deplecion de este tipo celular en cepas mas
resistentes, como la C57BL/6, vuelve a estos ratones mas susceptibles a sufrir la
enfermedad, dando una idea de la importancia de este tipo celular en miocarditis
(36).

Los granulocitos, fundamentalmente neutréfilos y eosinéfilos, infiltran
también el miocardio, y su proporciéon aumenta conforme aumenta la severidad de
la inflamacién (29). Tras su activacion, liberan enzimas proteoliticas y radicales
libres que pueden dafiar tanto a los cardiomiocitos como a la matriz extracelular
(37). Los mastocitos que residen en el corazén son capaces de degranular en
respuesta a un estimulo infeccioso o inflamatorio, siendo una fuente de citoquinas
y de proteasas, mediando en la respuesta inmunitaria innata y en la creacién de
dafio local (38).

Por su parte, los macr6fagos van a representar el mayor infiltrado en el
corazon, tanto en un modelo de MAE tras 21 dias de inoculaciéon de la miosina,
como en un modelo de miocarditis virica tras 10 dias de infeccién con CVB3 (39).
Ademas, estos macréfagos se corresponden con macrofagos tipo M1, los cuales
proceden de un pico de infiltracion de monocitos Ly6"9h. En este sentido, se ha
visto que el bloqueo de quimioquinas relacionadas con el reclutamiento de
monocitos disminuye la severidad de la enfermedad en MAE, como es el caso del
bloqueo de CCL2 o CCL3, el cual disminuye la infiltracién de monocitos Ly6Chigh,
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con la consecuente reduccion de los signos clinicos (40). El papel de cada
subpoblacién de macréfagos, M1 y M2, se ha comprobado en estudios con
animales. Asi, se ha visto que la deficiencia en IL-13, citoquina involucrada en la
diferenciacién a macréfagos M2, genera un fenotipo mas agresivo de miocarditis,
con menos macréfagos M2 y mas macréfagos M1 infiltrantes (41). En otro estudio
se revela que la severidad de la enfermedad depende del sexo, el cual influye en la
presencia relativa de macréfagos M1 y M2. De este modo, los ratones machos son
mas susceptibles a sufrir inflamacion cardiaca tras la infeccién con CVB3, lo cual se
correlaciona con una mayor proporcion de macréfagos M1 infiltrantes, mientras
que en hembras los macréfagos muestran un perfil M2 (42).

Esta fase de infeccidn viral dura 4-7 dias (Figura 7), y el tratamiento ideal
para la misma consiste en la terapia antiviral. No obstante, puesto que en la
mayoria de los casos no se identifica el virus que la produce, el tratamiento suele
ser sintomatico (43).

3.3.2.4.2 Fase Il: Autoinmunidad

Si la activacién inmunitaria en el miocardio se mantiene, a pesar de la
eliminacién de los agentes viricos, puede desencadenar una respuesta autoinmune,
iniciandose asi la segunda fase de la enfermedad. Esta fase esta marcada por la
actuacion de las células T, las cuales van a reconocer como extrafios antigenos del
propio organismo, consecuencia del mimetismo molecular que existe entre
antigenos virales y los propios (32). Estos antigenos son presentados por las
células dendriticas (DC), las cuales se acumulan en el corazén en situaciones de
inflamacion cardiaca, donde aumentan la expresion de MHC-II en respuesta a
estimulos inflamatorios(44). Tienen un papel en el desarrollo de la miocarditis, de
modo que se ha visto que la inyeccion en ratones BALB/c de DC maduras que han
sido estimuladas in vitro con un péptido derivado de la miosina cardiaca, son
capaces de inducir MAE en los ratones al desencadenar una fuerte repuesta de
células T CD4+(45). Por otro lado, hay estudios que demuestran la importancia que
poseen citoquinas producidas por las DC en esta enfermedad, como son TNF-q, IL-
6, IL-1 0 IL-12, las cuales se requieren para el desarrollo de la misma (46, 47).

Las células T son la principal poblacién celular involucrada en esta fase y en
el desarrollo de la miocarditis en general (45). En este sentido, la transferencia de
linfocitos sanguineos de pacientes con cardiomiopatia dilatada (DCM) a ratones
con inmunodeficiencia combinada severa (SCID) favorece la aparicién de fibrosis
en el miocardio (48). La importancia de los distintos tipos de linfocitos se ha
contrastado con diferentes estudios en animales. Asi, la deplecién de las células T
CD4* en ratones A/] con MAE previene el desarrollo de la enfermedad, y la
deplecion de las CD8* disminuye la severidad de la misma, siendo predominante la
presencia de CD4+* con respecto a las CD8* en el infiltrado celular en un modelo de
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MAE(49). Ademas, las células CD4* son las dUnicas cuya presencia correlaciona con
el deterioro de la funcion sistolica, considerandose la tnica poblaciéon celular
marcadora de la progresion de la miocarditis y de la disfuncién cardiaca (29).

Dentro de las células CD4* tenemos varios subtipos que desempefian un
papel diferente. En este sentido, los fenotipos pro-inflamatorios, es decir, las
células Th1l y Th17, van a tener un papel fundamental en el desarrollo de la
enfermedad. Fuse y colaboradores muestran como durante la fase efectora de la
enfermedad hay un pico en la poblacién de células Th1 (50). Por otra parte, se sabe
que la citoquinas IL-23, necesaria para la supervivencia de las Th17, es esencial en
el desarrollo de la miocarditis (51).

El papel de las subpoblaciones de células CD4* Th2 o Treg también se ha
analizado. De este modo, Afanasyeva y colaboradores observaron que la IL-4 es
necesaria para el desarrollo de la MAE en ratones A/] (27). Por otro lado, se ha
visto que las células Treg son protectoras en el desarrollo de la miocarditis, tanto
virica (52) como autoinmune (53), y la disminuciéon de las mismas esta asociada
con un fenotipo mas agresivo de la enfermedad (41).

Otras poblaciones de células T, como las células T CD8, las células NKT o las
Ty se han estudiado menos en el caso de la MAE, no asi en modelos de miocarditis
inducida por CVB3, donde van a ejercer una actividad citotoxica, acumulandose en
el corazon, donde representan hasta el 50% de las células CD3* en el infiltrado
inflamatorio (54).

En esta fase aguda también se activan las células B, llegando a constituir en
torno al 5% del infiltrado en MAE (29). Ademas, la severidad de la enfermedad se
relaciona con los titulos de anticuerpos frente a la miosina cardiaca de tipo IgG1 en
ratones A/] y BALB/c (27). El papel que tienen los anticuerpos en el inicio de la
enfermedad depende de la expresion de miosina en cada cepa de raton (55). Sin
embargo, aunque se ha visto que los anticuerpos poseen la capacidad de inducir
miocarditis en algunas cepas, éstos son dispensables para el desarrollo de MAE
puesto que ratones deficientes en células B son capaces de desarrollar miocarditis
(55, 56). . En humanos también se ha detectado la presencia de anticuerpos frente
a epitopos cardiacos en la circulacién de pacientes con miocarditis y con DCM, y
son varias las moléculas que reconocen, entre ellas las isoformas a y 3 de la cadena
pesada de la miosina cardiaca, antigenos mitocondriales o receptores cardiacos
muscarinicos de tipo M2 o 31 adrenérgicos (57).

Durante esta fase los tratamientos que se utilizan se basan en el uso de
inmunosupresores.

3.3.2.4.3 Fase IlI: Cardiomiopatia dilatada (DCM).
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Son varios los mecanismos que van a desencadenar procesos de
remodelacion de la estructura y funcion cardiaca, causando fibrosis y DCM (43). En
este sentido, se ha visto que los CVB expresan una proteasa que va a modificar el
complejo de sarcoglicanos de los cardiomiocitos, lo cual contribuye a la dilatacién
de los ventriculos del corazén. Las citoquinas liberadas durante la fase aguda
autoinmune también favorecen esta remodelacion al activa(31). Por otro lado, los
virus causan muerte por apoptosis en los cardiomiocitos, y las citoquinas pueden
activar dominios de muerte o rutas de sefializacion mediadas por ceramidas que
intervienen en los procesos de remodelacion y de fallo cardiaco (31)

Durante esta tercera fase, el tratamiento que se usa va encaminado a mejorar
la funcion cardiaca, para lo cual se utilizan drogas como inhibidores de la encima
convertidora de angiotensina, diuréticos y 3-bloquean(32).

3.3.3 Aterosclerosis.

3.3.3.1 Definicion. Etiologia.

Hace 20 o 30 afios se entendia la aterosclerosis como una enfermedad de
simple almacenaje lipidico: depdsitos lipidicos formados en la superficie de las
arterias que crecian hasta restringir o bloquear el flujo sanguineo a los tejidos, lo
cual da lugar a eventos cardiovasculares como infartos de miocardio o apoplejias.
Hoy en dia el concepto de aterosclerosis es mas complejo. Se entiende que la
aterosclerosis es una enfermedad croénica inflamatoria, con un componente
autoinmune, caracterizada por una intensa actividad inmunolégica (58). Conlleva
la formacién de lesiones en la capa intima de algunas arterias (Figura 8),
caracterizadas por inflamacion, acumulaciéon lipidica, muerte celular y fibrosis.
Ademas, estas lesiones, conocidas como placas aterosclerdticas, maduran y
adquieren nuevas caracteristicas.

Aunque parte de las complicaciones clinicas de la aterosclerosis provienen
del hecho de que la formaciéon de las placas da lugar a una estenosis en la luz del
vaso, con la consecuente disminucion del flujo sanguineo, los aspectos mas severos
de esta enfermedad son debidos a la ruptura de las placas, con la consecuente
exposicién del material protrombético a la sangre. Esto provoca oclusiones debido
a la formacién de trombos en la zona de ruptura y la migracion de los mismos (59).
La prevalencia de esta enfermedad estd aumentando en todo el mundo por una
adopciéon de un estilo de vida occidental, la cual alcanzara proporciones
epidémicas en las proximas décadas (11).
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Figura 8. Estructura de una arteria. A. Morfoldgicamente una arteria esta formada por la capa o
tunica intima, media y adventicia. B Principales componentes de las distintas tunicas. La capa
intima esta formada por una monocapa de células endoteliales rodeada por una lamina basal que la
envuelve y una capa de tejido conjuntivo subendotelial. La capa media esta compuesta por SMC (del
inglés Smooth Muscle Cell) y una lamina interna elastica. La capa adventicia consiste en algunos
fibroblastos embebidos en una matriz extracelular compuesta por una gruesa madeja de fibras de
colageno (80%) orientadas a lo largo del eje longitudinal del vaso. Ademas de fibroblastos podemos
encontrar otros componentes como terminaciones nerviosas, microvasos sanguineos o mastocitos.

Los factores de riesgo que desencadenan esta enfermedad son multiples y
variados, incluyéndose tanto factores ambientales como genéticos (60). El mayor
desencadenante parece ser el nivel elevado de colesterol en sangre, hecho que se
asocia con un mayor riesgo de mortalidad por enfermedades coronarias (Figura
8). Dentro de éste, se ha visto que la abundancia relativa de las distintas
lipoproteinas plasmaticas es importante, de modo que niveles elevados de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) o de muy baja densidad (VLDL), son
proaterogénicos (61), mientras que un nivele elevado de HDL (lipoproteina de alta
densidad) es indicador de tener bajo riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares (62).
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Figura 9. Niveles de Colesterol y riesgo de mortalidad por enfermedad coronaria. Adaptada

de (63).

La hipertension, el tabaquismo, tener una dieta rica en grasas o tener
diabetes u obesidad son también factores de riesgo en esta enfermedad (64). Con
estudios de asociacion de genoma completo se ha permitido la identificacion de
genes significativamente asociados a aterosclerosis. Variantes génicas de genes
relacionados con el metabolismo del colesterol pueden afectar a la predisposicion
a padecer dicha enfermedad. Este es el caso de la relacion encontrada entre el gen
que codifica la proproteina convertasa subtilisin/kexin tipo 9 (PSCK-9), cuya
inhibicién disminuye los niveles de colesterol en sangre, y proteccion frente a la

enfermedad (65).

3.3.3.2 Fases de la enfermedad.

La aterosclerosis es una enfermedad dindmica, cuya progresion podriamos

dividir en tres fases que serian: formacién de la lesién inicial, progresion de la

placa ateroscleroética y, finalmente, formacién de trombos (Figura 10).
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Figura 10. Fases en el desarrollo de una placa aterosclerética. A. Estructura normal de una
arteria. B. Los pasos iniciales de la formacién de una placa ateroscleroética incluyen la adhesion de
leucocitos sanguineos a la monocapa endotelial activada, migraciéon de los mismos dentro de la
intima, maduracién de los monocitos a macréfagos, y su transformacién en células espumosas
(Foam cells). C. La progresioén de la enfermedad conlleva la migracién de las células musculares
lisas (SMCs) desde la media a la intima, la proliferacién de las mismas y una sintesis activa de
matriz extracelular (colageno, elastina y proteoglicanos). Algunos de los macréfagos de la placay de
las SMCs van a morir, liberando parte de los lipidos. Este conjunto da lugar a la formacién de un
nucleo necrdtico. Si la placa estd muy avanzada también se pueden ver cristales de colesterol y
microvasos. D. La trombosis, la ultima complicacion de la aterosclerosis, suele llevar consigo una
rotura fisica de la placa, lo cual favorece procesos de coagulacién sanguinea, formandose trombos
que se extienden en la luz del vaso impidiendo el flujo sanguineo. Adaptado de (66).

3.3.3.2.1 Lesién inicial.

El comienzo de la enfermedad esta marcado por la creacién de dafo en la
monocapa de células endoteliales que esta delimitando la superficie arterial
interna. El endotelio, que actiia como una barrera de permeabilidad selectiva entre
la sangre y el tejido colindante, posee funciones tanto sensoriales como efectoras.
De modo normal las células endoteliales buscan mantener la salud vascular
manteniendo la homeostasis de sus funciones, que son, hemocompatibilidad (para
evitar la formacién de trombos), regulaciéon del tono vascular y mantener una
situacion anti-inflamatoria ante condiciones de estrés creadas por el flujo
sanguineo (67).
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El estrés creado por el flujo sanguineo es la fuerza fisica mas importante que
actiia sobre las células endoteliales. Dicho estrés afecta incluso a la morfologia
celular, de modo que en los segmentos tubulares lineales de las arterias, donde el
flujo es uniforme y laminar, las células endoteliales tienen una forma eliptica y se
alinean en la direccién del flujo, mientras que en segmentos de curvatura o
ramificacion, donde el flujo es mas irregular, la forma de la célula endotelial es
poligonal y no presenta una orientacion particular. Es en estos segmentos donde la
permeabilidad a macromoléculas, tales como el LDL, esta aumentada, siendo por
tanto zonas preferentes para la formacion de las lesiones (64, 68). Ademas es en
estas regiones déonde se da una pérdida en la homeostasis de las actividades del
endotelio. Parte de la disfuncion endotelial se debe a un aumento en la formacién
de especies reactivas de oxigeno (ROS) a nivel mitocondrial y a una disminucién de
la bioactividad del 6xido nitrico (NO), que es el principal factor homeostatico local,
con propiedades anti-aterogénicas(6).

La acumulacion de ROS causa alteraciones en la integridad endotelial,
dafiando directamente al ADN, a lipidos, proteinas y glicidos. Las proteinas
desnaturalizadas van a mostrar defectos en el plegamiento y en la funcionalidad,
mostrando mas inestabilidad y tendencia a agregarse. Se crea la llamada respuesta
a estrés, desencadenando un mecanismo dirigido a prevenir el dafio celular antes
de que llegue a ser irreversible, el cual esta liderado por la produccién de proteinas
de choque térmico (HSP) (6). Las HSP son proteinas de estrés presentes en todos
los organismos y que poseen distintas localizaciones celulares. Se agrupan en 5
familias de acuerdo con su peso molecular, y la familia de HSP60 es la de mayor
interés en la patogénesis de la aterosclerosis (60). Las HSPs funcionan
intracelularmente como chaperonas, ayudando a las proteinas de nueva sintesis a
adquirir una correcta configuracion durante su plegamiento, asi como a un
correcto ensamblaje de las distintas subunidades y un transporte adecuado
durante su translocacién a través de las distintas membranas subcelulares hacia
los distintos compartimentos celulares. Las HSPs expresadas en la superficie de las
células endoteliales actian como sefiales de dafo para el sistema inmunitario,
permitiendo, en el caso de que fuese necesario, la eliminacién de las células
marcadas. Se ha visto que en pacientes con aterosclerosis los niveles de
anticuerpos frente a HSP, fundamentalmente HSP60/65, estan elevados, y se
consideran indicadores de prondstico de esta enfermedad, asi como autoantigenos
de la misma (69).

Como ya hemos indicado, el LDL presente en la sangre se va a extravasar en
las zonas donde la permeabilidad endotelial esta aumentada, acumulandose en la
matriz subendotelial, donde queda retenido tras la interaccion de la
apolipoproteina B (apoB, principal apolipoproteina del LDL) con los
proteoglicanos de la matriz extracelular (70). Debido al ambiente oxidativo que
tenemos en esta zona (alta cantidad de ROS), el LDL va a sufrir procesos de
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oxidacion en sus acidos grasos poli-insaturados. Como consecuencia de las
alteraciones que se crean en la estructura del LDL, se van a formar auto-antigenos.
Asi, el LDL oxidado (oxLDL) se convierte en uno de los principales auto-antigenos
en aterosclerosis. En este sentido, hay evidencias que correlacionan los titulos de
anticuerpos frente a epitopos del oxLDL en plasma y la formacién de complejos
inmunes con oxLDL en las placas de pacientes, con un mayor riesgo a padecer ECV
(71).

Las funciones del oxLDL son muy diversas. Cuando pasa por un estado de
minima oxidacion, estado en el que atin no es reconocido por los receptores SR (del
inglés scavenger receptor) de los macroéfagos y células musculares presentes en la
intima, tiene una clara actividad pro-inflamatoria (64). Dentro de su papel pro-
inflamatorio, el oXLDL estimula a las células endoteliales, induciendo la expresién
de moléculas proinflamatorias por parte de las mismas, incluyendo moléculas de
adhesién, quimioquinas, o factores de crecimiento como el factor estimulante de
colonias de macréfagos (M-CSF) (72), induciendo la producciéon de HSP (6), e
inhibiendo la produccion de NO (73).

El aumento en la expresion de moléculas de adhesién va a favorecen la
infiltracién de células inmunitarias, fundamentalmente monocitos y linfocitos
Entre las moléculas de adhesién que expresan las células endoteliales, en el sitio
donde tendra lugar la formacion de la placa, se encuentra las selectinas E y P,
moléculas implicadas en el rodamiento o rolling de los monocitos y los linfocitos
circulantes sobre la superficie endotelial. Estas moléculas se unen a ligandos
glicosilados de selectinas de las células inmunitarias, aunque dicha unién no es una
unién muy fuerte, siendo necesaria la actuacién de otras moléculas de adhesidn,
como son las integrinas, cuya activacidon esta mediada por las propias selectinas y
por quimioquinas (74). Tras su activacion las integrinas llevan a cabo una serie de
cambios conformacionales que las hacen aumentar la afinidad por sus respectivos
ligandos (75). La integrina mas relevante en aterosclerosis es la VLA-4 (del inglés
very late antigen-4), y su ligando es la molécula de adhesion a células vasculares 1
(VCAM-1) (76).

La infiltracion de las células inmunitarias es fundamental en el inicio y
progresion de la aterosclerosis. El conjunto de estas células va a favorecer el
desarrollo de la respuesta inflamatoria en la placa. Por otro lado la infiltracién de
células como las Treg va a contrarrestar la respuesta pro-inflamatoria. A
continuacién destacaremos el papel de las principales poblaciones inmunitarias
que van a infiltrar en la placa, incluyendo monocitos, las DCy células T.

En el caso de los monolitos, se ha descrito que, en situacion de
hipercolesterolemia, existe una movilizacion selectiva de monocitos Ly6Chigh, los
cuales se adhieren preferentemente a zonas de endotelio activado (77). Los
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monocitos una vez que transmigran a las zonas de lesion son diferenciados a
macrofagos bajo la influencia del M-CSF, el cual estimula la expresion de SR por
parte de los macro6fagos (59, 71). Los SR van a reconocer epitopos especificos en
oxLDL, y van a mediar la endocitosis de lipoproteinas modificadas por parte de
macrofagos. Esto va a favorecer la formacién de células espumosas, las cuales son
fundamentales en el inicio y progresion de la aterosclerosis (71). Los dos
principales SR involucrados en la internalizacién del oxLDL por parte del
macroéfago son el SR-A y el CD36 (64), y la expresion de estos SR esta regulada por
el factor de transcripcion PPAR-y (del inglés Peroxisome Proliferator-Activated
Receptor-y), el cual tiene entre sus ligandos a componentes derivados de los acidos
grasos del oxLDL (78). PPAR-y necesita la unién de alguno de sus ligandos y del
receptor retinoide X (RXR) para actuar. PPAR-y regula genes con funciones muy
diversas, involucrados en procesos de morfogénesis 6sea, control del metabolismo,
inflamacioén, funcién endotelial, cancer y aterosclerosis. Uno de estos genes es el
que codifica para el transportador de membrana ABCA-1 (79).

En el interior del macroéfago, el colesterol es esterificado por la enzima acyl-
CoA:colesterol transferasa para evitar la citotoxicidad del mismo, lo que genera la
formacién de gotas lipidicas (80). Para salir del macréfago, el colesterol tiene que
estar libre, no esterificado, y puede usar tres vias distintas: 1. Secretado junto con
apolipoproteinas producidas endégenamente, como la apolipoproteina E (ApoE);
2. Secretado como 27-hidroxicolesterol, reaccién catalizada por la enzima
colesterol oxidasa dependiente de citocromo-P45; 3. Por el eflujo de colesterol por
transferencia del mismo a particulas aceptoras extracelulares (81). En este ultimo
caso existen distintos transportadores involucrados. Si el transporte es pasivo, el
principal transportador es el SR-B1. Por el contrario, si el trasporte es activo, las
proteinas involucradas pertenecen a la familia de los transportadores de
membrana ABC, mas concretamente ABCA-1 y ABCG-1. Es esta ultima via, la que
tiene mayor relevancia en la salida de colesterol del interior del macr6fago. ABCA-
1, interactia con la apolipoproteina A-1 (apoA-1), la cual tras aceptar el colesterol
va a formar particulas de HDL inmaduras. Estas particulas actian a su vez como
aceptores de mas colesterol, uniéndose a ABCG-1 y dando particulas de HDL
maduras (81).

En la figura 11 se muestran los procesos implicados en la formacién de una

célula espumosa, teniendo en cuenta el balance entre la entrada y la salida del
colesterol.
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Figura 11. Formacion de una célula espumosa. El LDL oxidado es internalizado a través de CD36
y SR-A. En el interior celular se une a PPAR-y, que junto con RXR va a activar la transcripcion de
LXR, el cual activa a su vez la expresion de ABCA1, ABCG1 y ApoE. Esto va a favorecer el eflujo de
colesterol. Adaptada de (82).

Aunque la mayoria de las células espumosas en aterosclerosis derivan de
macroéfagos, las SMCs también son capaces de dar lugar a células espumosas. Estas
SMCs poseen una gran variedad de receptores involucrados en la entrada de
colesterol al interior celular, como son CD36 y los receptores de LDL y de VLDL, y
la expresion de los mismos aumenta en presencia de oxLDL y citoquinas como IL-
1B, TNF-a o M-CSF (83).

Ademas de formar células espumosas, los macrofagos presentes en la placa
van a reconocer PAMP y DAMP (entre ellos, oxLDL, HSP60 y fibrin6geno) a través
de TLRs, iniciando una respuesta inflamatoria aguda, con la consiguiente
produccién de citoquinas, quimioquinas y moléculas coestimuladoras (84). Los
macréfagos son los leucocitos mas numerosos en todos los estados de la
aterosclerosis, y su papel en el desarrollo de la enfermedad es fundamental, tanto
por la formaciéon de células espumosas como por su accion como mediadores
inflamatorios. En la figura 12 se muestran las principales vias de activacién de la
respuesta inmunitaria innata mediada por macréfagos en aterosclerosis.
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Figural2. Funcion de los macrofagos en aterosclerosis. El reconocimiento de oxLDL por parte
de los SR conlleva la acumulacién de colesterol intracelular que activa al inflamasoma, permitiendo
la secrecion de IL-1(3. Ademas, distintos componentes presentes en la placa pueden estimular al
TLR provocando una activacién de cascadas de sefalizacidn intracelular que conlleva la expresién
de genes que codifican para moléculas proinflamatorias incluyendo citoquinas, quimioquinas,
proteasas, eicosanoides, oxidasas y moléculas coestimuladoras. Adaptado de (85).

Otras células que también ven aumentada su adhesién y transmigracion a
través del endotelio vascular por la presencia de estimulos que aceleran la
aterosclerosis, como el oxLDL o el TNF-a son las DC. Ademas, en una situaciéon de
hipercolesterolemia estas células quedan retenidas en la ldmina intima de las
arterias (86), donde mantienen su actividad de células presentadoras de antigenos,
re-estimulando en la placa a las células CD4+ efectoras procedentes de los érganos
linfoides secundarios en las zonas de lesién (87).

Por tultimo, la tercera gran poblacién que va a trasmigrar a las zonas de lesion
son los linfocitos. En los afios 80 ya se detect6 la presencia de células T CD4+* y
CD8* activadas en ateromas humanos (88). Hoy dia se conocen varios subtipos de
células T con distinto grado de implicacion en la formacion y desarrollo de las
lesiones ateroscleroéticas, entre los que destacan las células CD4+ Th1, Th2, Th17,
Treg y las CD8*. La mayoria de los estudios que demuestran la importancia de cada
subtipo se han realizado con modelos animales, por lo que hablaremos mas
detalladamente de ellos en apartados posteriores.

Las células CD4+* Th1 son prioritarias en el desarrollo de la aterosclerosis.
Indirectamente se demuestra su importancia al ver que el IFN-y, citoquina propia
de este linaje celular, es producido por las células T en placas ateroscleréticas
humanas en respuesta al oxLDL presentado por medio del HLA-DR de las células
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presentadoras de antigenos (89). El ambiente pro-inflamatorio presente en la
placa favorece la polarizacion hacia Th1 tras la interaccion de los linfocitos T con
las DC (5).

El papel de las células Th2 en aterosclerosis no esta exento de controversias.
Por un lado las Th2 inhiben la diferenciacion de las células Th1l, claramente
proaterogénicas, por lo que deberian ser ateroprotectoras. Sin embargo, en
humanos se ha visto que hay un aumento en esta poblacién en sangre periférica en
pacientes con aterosclerosis (90).

También presenta controversia el papel de las células Th17 en aterosclerosis.
Por un lado se ha visto que hay una acumulacién de células Th17, asi como de IL-
17, en las lesiones ateroscleréticas. También se ha visto que un aumento en la
expresion de IL-17 en lesiones de carétidas humanas estd asociado con menor
cantidad de macroéfagos, y con mayor contenido de SMCs, apoyando un papel de IL-
17 en la estabilidad de la placa (91). Por el contrario, otro trabajo muestra un
aumento en la expresion de ARNm de IL-17 en placas de carétidas humanas
sintomadticas con respecto a las asintomaticas, lo que asocia a esta citoquina con
lesiones mas inestables, complejas y ricas en lipidos (92).

Las Treg tienen un papel ateroprotector. Esta poblacion celular se ha
detectado dentro de las lesiones en arterias humanas, y cambios en el nimero de
Treg circulantes se correlaciona con cambios en la actividad de la enfermedad o en
la efectividad del tratamiento. Por lo tanto, se ha propuesto que tratamientos
encaminados a aumentar el nimero de Treg pueden ser efectivos en esta
enfermedad (4).

Las células citotoxicas CD8* son mucho menos numerosas que las CD4* en
lesiones en humanos, aunque pueden llegar a alcanzar el 50% de las células T en
lesiones avanzadas (93).

Con respecto al papel de las células B en aterosclerosis hay que destacar que
el resultado difiere segin se trate de células B-1 o células B-2 foliculares o de la
zona marginal. Asi, se ha visto que el titulo de anti-oxLDL IgM es inversamente
proporcional al riesgo de padecer ECV (94), aunque esta relacion es directamente
proporcional al titulo de anticuerpos anti-oxLDL de tipo IgG (95).

En este punto, en el que hay una placa incipiente con infiltracion de células
inmunitarias y con algunas células espumosas, tenemos lo que se conoce como
estrias grasas o “fatty streaks”, las cuales son asintomadticas y aparecen en
practicamente todas las personas en las primeras décadas de vida en las
sociedades industrializadas (96). Estas placas incipientes pueden desaparecer con
el tiempo o, si no hay una correcta resolucidon de las mismas, pueden progresar a
placas ateroscler6ticas maduras (2).
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3.3.3.2.2 Progresién de la enfermedad

Si el proceso inflamatorio no se resuelve correctamente, la placa va a
progresar dando lugar a una placa fibrosa. Hasta ahora hemos visto como el oxLDL
retenido en la regién subendotelial puede desencadenar una respuesta
inflamatoria crénica, que esta inicialmente mediada por los macrofagos y que
después involucra a otras células inflamatorias, como son las células T (97).

Ademas de células del sistema inmunitario, otros tipos celulares como las
células endoteliales o SMCs tienen la capacidad de producir citoquinas
proinflamatorias dentro de la placa aterosclerética (98). Este ambiente, aparte de
favorecer el proceso de activacion endotelial, extravasacién celular, y formacién de
células espumosas como ya se ha indicado en el apartado anterior, favorece la
migracion de las SMCs desde la lamina media a la intima asi como la proliferacion
de las mismas. El principal estimulo para la migracion y proliferacién de las SMC es
el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el cual es producido por
plaquetas, células endoteliales, SMCs y macro6fagos (99).

Las SMCs son las mayores productoras de matriz extracelular tanto en vasos
sanos como en aquellos donde hay lesiones aterosclerdticas. La diferencia esta en
que mientras que en los vasos sanos la matriz extracelular estd compuesta
fundamentalmente por colageno fibrilar de tipo I y tipo III, en las zonas de lesién
hay mayoritariamente proteoglicanos con algunas fibrillas de coldgeno tipo I
dispersas y fibronectina (100). Esta composicion favorece que el LDL quede
atrapado en la matriz, oxiddndose y estimulando a las SMCs para que produzcan
mayor cantidad de proteoglicanos, formandose un bucle de retroalimentacion
positiva. Cuando las SMCs se unen a fibrillas de coldgeno o a laminina, éstas paran
su ciclo celular en G1 mediante la sobreexpresion de inhibidores de la quinasa
dependiente de ciclina cdk2. Por el contrario, cuando se unen a fibronectina o a
proteoglicanos estos inhibidores ven disminuida su expresién, favoreciendo la
proliferacion de las SMCs (83). La matriz extracelular y las SMCs forman una capa
fibrosa que envuelve todo el contenido de la placa.

Durante todo el proceso aterosclerético los distintos componentes celulares
van a morir por apoptosis. En general, las altas concentraciones de oxLDL, TNF-q, y
ligandos de Fas, hipoxia y ausencia de ATP, favorecen la apoptosis de las células
presentes en la placa (101). Concretamente, un aumento en la concentraciéon de
oxLDL favorece que las rutas metabdlicas implicadas en la modificacién de
lipoproteinas en los macréfagos estén saturadas, lo que implica que el colesterol
libre, el cual es téxico para la célula, se acumule y provoque una situacién de estrés
en el reticulo endoplasmatico, desencadenando la apoptosis del macroéfago y la
formacién del nucleo necrético (102). Estos procesos de apoptosis van a tener
consecuencias muy distintas segin en qué momento de la progresion de la
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enfermedad nos encontremos. En lesiones iniciales las células apoptoticas van a
ser rapidamente fagocitadas por macréfagos adyacentes mediante un mecanismo
que se conoce como eferocitosis (103). La aferocitosis inhibe la produccién de
citoquinas proinflamatorias (IL-1, IL-8 y TNF-a) y aumenta la produccién de IL-
10 y TGF-B, lo cual inhibe el reclutamiento de monocitos a las zonas de lesion,
controlando el tamafio de la placa (103, 104). Sin embargo, cuando las lesiones
estdn en un estado mas avanzado hay una deficiencia en la eliminacion de las
células apoptéticas (105), aunque no se conocen completamente los mecanismos
implicados (103). El hecho de que no exista una correcta eliminacion de las células
apoptéticas favorece una serie de procesos que contribuyen a crear una placa mas
inestable, de modo que aumenta la secrecién de citoquinas pro-inflamatorias y se
reduce la expresion de citoquinas anti-inflamatorias.

Cuando las células apoptéticas no se eliminan correctamente mueren por
necrosis (105) y favorecen la progresion de la enfermedad mediante una serie de
procesos. En primer lugar, las células apoptéticas no eliminadas son una fuente de
factor tisular, el cual es un elemento iniciador de la cascada de coagulacion que
media la formacién de trombos después de la ruptura de una placa inestable (106).
En segundo lugar, la formacion del nicleo necrotico en la placa esta asociada a la
acumulacién de derivados del acido lisofosfatidico, lo cual aumenta la agregacién
plaquetaria y previene la salida de los macro6fagos de las lesiones aterosclerdticas
(105, 107). En tercer lugar, los factores inflamatorios en el ntucleo necrético
inducen la liberacién de proteasas que degradan la matriz extracelular por parte
de los macrofagos infiltrados, favoreciendo la inestabilidad de la placa (108). En
cuarto lugar, los fagocitos que fallan en la internalizacién de células apoptéticas
son mas susceptibles a volverse apoptoticos ellos mismos (109). Por ultimo, los
macroéfagos necroéticos liberan timidina fosforilasa, un potente factor angiogénico
que favorece la neovascularizacion en la placa (110).

La salida de las células inflamatorias del ateroma frenaria el curso de la
enfermedad. Sin embargo este proceso estd también disminuido en condiciones de
hipercolesterolemia (111). Por el contrario, cuando se exponen las placas a niveles
bajos de colesterol se favorece la migraciéon de las DC a través de los vasos
sanguineos de la adventicia hasta los ganglios linfaticos locales, en un proceso
dependiente del receptor de quimioquina CCR7 (112).

En conjunto tenemos una situaciéon en la que la placa tiene un corazoén
necrotico, formado fundamentalmente por células inmunitarias que quedan
retenidas, células espumosas, musculares, apoptoticas y necroticas, componentes
lipidicos liberados al medio tras la necrosis celular, cristales de colesterol, y todo
esto rodeado por una capa fibrosa que serd cada vez mas inestable y que es
susceptible de rotura (105).
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3.3.3.2.3 Formacién de trombos

En ultimo lugar, en la progresion de esta enfermedad tenemos el desarrollo
de trombos, que depende principalmente de la composicion y vulnerabilidad de la
placa mas que de la severidad de la estenosis. Asi, para la formacién de trombos
deben darse al menos dos eventos. El primero es la ruptura de la superficie de la
lesién, dejando expuesto el contenido subendotelial a la luz del vaso, y el segundo
es la erosion de la capa fibrosa (113).

La capa fibrosa debe su fuerza y su estabilidad al colageno de tipo [ y Il que la
forma. Sin embargo, como hemos mencionado anteriormente, los procesos de
inflamacion interfieren en la integridad de esta matriz colagenosa, bloqueando la
formacion de nuevas fibras de colageno y estimulando la destruccion del colageno
ya existente (114). Por otro lado, la producciéon de CD40-ligando y de IL-1 por
parte de los linfocitos T presentes en la placa, va a favorecer la produccién por
parte de los macrofagos de enzimas que degradan el colageno, especialmente las
metaloproteinasas (MMP) MMP1, MMP8, MMP9 y MMP13 (58, 113). Otros tipos
celulares minoritarios, como los mastocitos presentes en la placa, también pueden
liberar MMP que inducen TNF-a asi como otras serina-proteasas, triptasas y
quimasas que van a activar a proenzimas de MMP (58).

Por ultimo, las células apoptdticas, asi como el CD40-ligando, inducen la
produccion del factor tisular, de modo que una vez provocada la ruptura de la
placa fibrosa que envuelve el corazén necrético se va a liberar este material a la luz
del vaso favoreciendo la agregacion plaquetaria y la formacién de trombos (113).

3.3.3.3 Modelos animales en aterosclerosis.

La busqueda de modelos animales en los que desarrollar aterosclerosis es
algo que se viene haciendo desde comienzo de los afios 50. Los primeros ensayos
se hicieron usando animales salvajes. En 1952 apareci6 un trabajo en el que se
pone de manifiesto la producciéon de lesiones ateromatosas en ratas albinas (115).
En 1959 Thomas y Hartroft usaron por primera vez una dieta formulada, con un
alto contenido en grasa (30%), un 5% de colesterol y un 2% de colato s6dico para
inducir infarto de miocardio en ratas (116). Una década mas tarde, Thompson
publicé un trabajo en el que mostraba la formacion de placas ateroscleroticas en
un modelo de raton. Para ello utiliz6 ratones C57BL/6] alimentados con una dieta
que contenia un 50% de grasa durante 5 semanas en vez de una dieta regular que
posee un 5% (117). La desventaja de esta dieta es que inducia un porcentaje de
mortalidad muy elevado por lo que en 1985 Paigen propuso una dieta que contenia
15% de grasa, 1.25% de colesterol y 0.5% de acido cdlico que, aun formando
lesiones, era menos agresiva (118). En este mismo trabajo también se describe que
esta cepa de raton es la mas susceptible a desarrollar lesiones por esta dieta.
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A partir de aqui, empezaron a generarse ratones modificados genéticamente
para desarrollar aterosclerosis. Los dos principales modelos tienen alterados
genes involucrados en el metabolismo de las lipoproteinas, de modo que uno de
ellos es deficiente en el gen que codifica para el receptor del LDL, IdIr/-, mientras
que el otro modelo es deficiente para la apolipoproteina E, Apoe-.

ApoE es una glicoproteina de 24 KDa que forma parte de lipoproteinas como
las VLDL, LDL, IDL y HDL, asi como de los quilomicrones y sus remanentes. Se
sintetiza en el higado y media en la unién de las lipoproteinas al receptor del LDL
(119). En humanos se asocian ciertas variantes genéticas de ApoE deficientes en la
unién al LDLR con hiperlipoproteinemia familiar de tipo I, altas concentraciones
de colesterol en sangre y muerte prematura por enfermedades coronarias (120).
En 1992 Plump y colaboradores demostraron niveles de colesterol muy elevados
en sangre en ratones Apoe”/- (500 mg/dL vs 60 mg/dL), los cuales desarrollaban
espontaneamente lesiones. El nimero de las lesiones y el nivel de colesterol en
sangre aumentaban si se les alimentaba con una dieta tipo occidental, rica en
colesterol (121). Hoy en dia este tipo de dieta es la mas usada, y contiene 21% de
grasas y 0.2% de colesterol. Los ratones IdIr/ fueron generados por Ishibashi en
1993 (122). En comparacién con los ratones salvajes estos ratones tienen los
niveles de LDL elevados pero el desarrollo de las lesiones de modo espontaneo es
muy lento, necesitando una dieta rica en colesterol (10% de grasa, 7.5% de
mantequilla de cacao, 1.25% de colesterol y 0.5% de colato) para acelerar la
formacion de lesiones (122).

A partir de estos modelos, y segin el objeto de estudio, se han generado
multitud de variantes, con deplecion o inducciéon de genes, asi como nuevas
técnicas que permiten acelerar los procesos. Como ya se ha indicado
anteriormente, el inicio de la aterosclerosis ocurre preferentemente en zonas
donde el flujo sanguineo es irregular creando estrés en las células endoteliales. Asi
por ejemplo, la ligacion parcial en una de las carotidas del raton genera un flujo
oscilante y lento en esta zona que va a favorecer la formacién de placas en un
periodo corto de tiempo (123).

3.3.3.4 Estudio de la respuesta inmunitaria en modelos animales de
aterosclerosis.

El uso de los modelos animales ha permitido entender que la aterosclerosis
es una enfermedad inflamatoria y autoinmune, y ha permitido estudiar los
procesos inmunitarios involucrados.

Asi, la inyeccion de células T de ratones Apoe”- con aterosclerosis a ratones
Apoe”/- con un fondo genético SCID transfiere la enfermedad (124). Sin embargo, la
mutaciéon de Rag en ratones Apoe”/-, los cuales tienen su respuesta inmunitaria
adaptativa comprometida, no afecta a la formacidn de lesiones, pero si al contenido
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de las mismas (125). Por lo tanto, si bien la respuesta inmunitaria podria
considerarse pro-aterogénica, la ausencia total de la misma hace perder también la
parte protectora. La aterosclerosis es por tanto el resultado de balance entre las
distintas poblaciones de células inmunitarias y sus productos, entre células T
efectoras y reguladoras, entre moléculas coestimuladoras y coinhibidoras, entre
células B-1 y B-2 y sus respectivos anticuerpos IgM e IgG (4). A continuacién
vamos a analizar mdas detalladamente el papel de cada poblacién celular
involucrada en la respuesta inmunitaria adaptativa.

-Células Th1l: Como ya hemos indicado anteriormente las células Th1l son
fundamentales en el desarrollo de la aterosclerosis (Figura 13). Existe una
polarizacion preferencial hacia este tipo celular al interaccionar el receptor CD40,
presente en las APCs, y su ligando CD40L, encontrado en células T activadas. Este
proceso lleva consigo una respuesta coestimuladora que favorece la inflamaciéon y
contribuye a la maduracién de DC. La inhibicién de esta ruta de sefializacién
reduce el desarrollo de las lesiones y favorece la estabilidad de la placa (126). La
IL-12 es una de las citoquinas que favorece la polarizacion hacia Th1 al activar al
factor de transcripcion STAT-4 y T-bet, los cuales potencian la expresiéon de IFN-y y
disminuyen la expresion de IL-4 e IL-5, acelerando el desarrollo de las lesiones (5).
Por el contrario, la deficiencia de T-bet en ratones IdIr/- disminuye el tamafio de
las lesiones ateroscleroticas, causando un cambio en la poblacion de células T hacia
Th2 y en la produccién de anticuerpos por las células B (127). La induccién de T-
bet y la polarizacion hacia Th1 esta también influenciada por la [L-18, de modo que
ratones Apoe’/- deficientes en IL-18 presentan una reduccién en el tamafio de las
placas aterosclerdticas, asi como una disminucién en la actividad de las células Th1
y un cambio en la predominancia de IgG2a (isotipo asociado a Th1) hacia IgG1
(isotipo asociado a Th2) (128).

El IFN-y posee potentes acciones proaterogénicas y promueve la polarizacion
hacia Th1l a través de la activacién de macroéfagos y la maduraciéon de DC. En
ratones Apoe”/- deficientes en IFN-y o su receptor se reduce la formacion de
lesiones y aumenta el contenido en coldgeno de la placa (129), mientras que la
administracion exdgena de IFN-y aumenta la aterosclerosis (130). Ademas de
potenciar la inflamacién local, el IFN-y activa a STAT1, factor de transcripciéon que
media entre otras cosas en la expresién de CD36 favoreciendo la formacién de
células espumosas (5).

Las células Th1l también van a ejercer una funcion sobre las células
musculares al liberar mediadores como el VEGF que favorece la proliferacion de
las mismas (131).
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Figura 13. Mecanismos de actuacion de las células Th1l en aterosclerosis. Las células Thl
favorecen el desarrollo de la aterosclerosis de varias maneras. Por un lado inhiben la actividad de
las células Th2 anti-inflamatorias, por un mecanismo dependiente de la produccién de citoquinas
(IL-12, IFN-y o TNF-a). Por otro lado, activan a las DC aumentando la expresién de moléculas
coestimuladoras en las mismas. Ademas, favorecen la diferenciacién de los macréfagos hacia
macrofagos M1 y la formacion de células espumosas. También favorecen la proliferacion de las
células de musculo liso (SMC) y la expresion de moléculas de adhesion en las células endoteliales
(EC).

- Células CD4* Th2: Estudios con ratones deficientes en las dos principales
citoquinas caracteristicas de esta poblacion celular, la IL-4 e IL-5 dan resultados
poco esclarecedores, debido en parte a su accién sobre otras poblaciones celulares.
Asi, IL-4 provoca un aumento en la expresién de CD36, VCAM o MMP-1, elementos
que aumentan las lesiones, y su deficiencia resulta ateroprotectora (132) o no
afecta al desarrollo de la lesién (133). Por su parte, la deficiencia en IL-5 aumenta
la formacion de lesiones debido fundamentalmente a un descenso en la produccion
de IgM anti-oxLDL por parte de las células B-1 (134).
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- Células CD4* Th17: En ratones, varios estudios muestran un papel tanto
ateroprotector como aterogénico de IL-17. Por un lado, ratones Idlr/- a los que se
les administra IL-17 tienen disminuida la expresion de VCAM-1 en las células
endoteliales, la infiltracion de células T y el desarrollo de las placas (91). Por otro
lado, ratones Apoe~- alos que se bloquea IL-17 disminuyen las lesiones (135) .

- Células CD4* Treg: Varios trabajos han demostrado el papel ateroprotector
de las Treg (Figura 14). Asi la eliminacién y la induccion/inyeccion de Treg
provocan un aumento y disminucién en las lesiones, respectivamente (136, 137).
También se ha descrito que el nimero de Treg disminuye conforme progresa la
formacion de placas aterosclerdticas mientras que el de células T efectoras
(fundamentalmente Th1) aumenta, lo cual se relaciona con una disminucién en el
control de la respuesta proaterogénica de las T efectoras por parte de las Treg
(138). (138). Ademas de su papel ateroprotector, al controlar la respuesta de las
células Th1l, las Treg inhiben in vitro la formacion de células espumosas y
promueven la diferenciacion de macréfagos con fenotipo anti-inflamatorio M2, a
través de un mecanismo dependiente de IL-10 y TGF-f3 (139).
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Figura 14. Mecanismos de actuacién de las células Treg en aterosclerosis. Las células
Treg inhiben la aterosclerosis de varias maneras. Por un lado inhiben la actividad de las células T
efectoras por un mecanismo dependiente de contacto celular, de la produccién de citoquinas (IL-10,
TGF-B o IL-25), o por el uso competitivo de la IL-2 requerida para la proliferacion de las células T.
Por otro lado, inhiben la capacidad presentadora de antigenos de las células dendriticas por un
mecanismo mediado por CTLA-4. Ademas, segregan citoquinas que inhiben la formacién de células
espumosas e inducen la diferenciacion de los monocitos hacia macré6fagos M2, con un perfil anti-
inflamatorio. Adaptado de (5).

- Células CD8*: La presencia de células CD8* es escasa en las lesiones de
ratones, excepto en casos en los que se eliminan moléculas coestimuladoras, como
el factor de muerte programada 1 (PD-1) (140). En condiciones de
hipercolesterolemia, el nimero de las CD8* aumenta de manera sistémica y
pueden provocar inflamacién y desestabilizacion de la placa (141). Sin embargo, la
deplecidn de células CD8* en ratones ApoE-/- no tiene ningtn efecto en la formacién
de lesiones (142).

- Células B: Ratones esplectonomizados desarrollan mayores lesiones
ateroscleroéticas, y este fenotipo se revierte al transferir células B-1 pero no células
B-2 foliculares o de la zona marginal (143). El papel ateroprotector de las células
B-1 podria deberse a la produccién de anticuerpos anti-oxLDL IgM, los cuales
bloquean la captacién de oxLDL por los macréfagos (144) y la formacién de células
espumosas. Por otro lado, la eliminacién de células B-2 con un anticuerpo anti-
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CD20 en ratones Apoe/- estos disminuyen la el tamafo de las lesiones,
demostrando el papel proaterogénico de este tipo celular (145).

Por lo tanto, en general podemos decir que la respuesta inmunitaria controla
la formaciéon y el desarrollo de las lesiones en aterosclerosis. Dentro de las
distintas poblaciones celulares encontramos que los macroéfagos y las células T van
a tener un papel prioritario en el control de esta respuesta. Mas concretamente,
dentro de las células T el efecto mayoritario viene marcado por las células Thl y
las Treg, teniendo cada una de estas subpoblaciones un papel opuesto.

3.3.4 Tratamientos de las enfermedades cardiovasculares. Tratamientos
actuales.

Tanto en el caso de la miocarditis como en aterosclerosis la mayor parte de
los tratamientos van encaminados a disminuir aquellos agentes que aumentan el
riesgo de sufrir dichas enfermedades.

En el caso del tratamiento para la miocarditis, ya indicado en apartados
anteriores de la introduccidn, existen una serie de guias que muestran los pasos a
seguir en el tratamiento de la misma, y cuya accién va encaminada a mejorar la
funcién ventricular. Estas guias son de la Sociedad Europea de Cardiologia, la
Asociacion Americana del Corazén, el Colegio Americano de Cardiologia y la
Sociedad Americana de Fallo Cardiaco. La mayoria de los pacientes van a mejorar
con la administracion de inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina o
bloqueantes del receptor de la angiotensina, con beta-bloqueantes como el
metoprolol o el carvedilol, o con diuréticos (16).

En el caso de la aterosclerosis, los tratamientos de elecciéon van desde el uso
de agentes tromboliticos, anti-hipertensivos, inhibidores de la formaciéon de
plaquetas e inhibidores de la 3-hidroxy-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) reductasa,
enzima de la ruta del mevalonato involucrada en la sintesis del colesterol,
(conocidos genéricamente como estatinas), hasta procesos invasivos como la
dilatacion arterial percutdnea o la creaciéon de un “bypass” coronario (146). Sin
embargo, aunque el tratamiento aplicado sea el adecuado, el riesgo residual a
padecer un evento cardiaco adverso grave estd en torno al 70-80%, lo cual puede
deberse en parte a que estos tratamientos no frenan la respuesta inflamatoria de la
aterosclerosis (146). Por lo tanto, cada vez son mas los estudios encaminados a
reducir el componente inflamatorio de la aterosclerosis.

También en miocarditis hay una necesidad de tratar el componente
inflamatorio de la misma. En este sentido se han hecho ensayos de
inmunomodulacién e inmunosupresiéon para el tratamiento de la miocarditis en
pacientes con cardiomiopatia dilatada, sin tener ningun efecto (147, 148). Los
estudios con modelos animales aportan informacién a este respecto, de modo que
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se ha visto que el uso de drogas anti-inflamatorias no esteroideas (149), o el
ejercicio en roedores con miocarditis, aumenta la tasa de mortalidad de los mismos
(150). Por el contrario el uso de algunos antivirales, como el IFN-a o la ribavirina
reduce la severidad de las lesiones en el corazén y la mortalidad de los ratones
(151).

En el caso de la aterosclerosis, el abanico de drogas anti-inflamatorias,
algunas comercializadas y otras en ensayo clinico, cuya funciéon es tratar la
inflamacién en esta enfermedad es mayor. En la tabla 2 se resumen parte de estas
drogas anti-inflamatorias para el tratamiento de la aterosclerosis (146).

Tabla2. Compuestos con funcién anti-inflamatoria usados en el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares.

Compuesto Mecanismos Validacion Estado de
Diana Ruta Diana anti- preclinica y d(?szilrrollo Ref.

Compaiiia inflamatorios clinica clinico

(Ensayo)

Estatinas HMG- Biosintesis Desconocidos, Varios ensayos En el (152,
CoA colesterol ligados a los clinicos que mercado 153)
reduc niveles de CRP muestran
tasa mejora

cardiovascular

Succinobu-  Succi  Antioxidan- Antioxidantes Fase Il MACE; Fase III (154)

col (AG- no- te no especificados (ARISE)

1067); bucol Fase Il en

Athero- imagen;

Genics Modelos

preclinicos
Varespladib sPLA  Inhibidor Modificacion No MACE Fase III (155)
Anthera 2 dela lipoproteinas; clinico;
fosfolipasa  liberacién (VISTA-16)
lipidos Modelos
bioactivos animales
preclinicos

Darapladib;  Lp- Inhibidor Modificacion No MACE Fase III (156)
PLA2 dela lipoproteinas; clinico; (STABILITY

GlaxoSmith fosfolipasa  liberacién SOLID-

Kline lipidos Fase Il en TIMI52)

bioactivos imagen;
Modelos
animales
preclinicos
Veliflapon FLAP Leucotrie- Inhibe No morbilidad Fase Il (157)
(DG-031); nos leucotrienos; ni mortalidad
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DeCODE
genetics

Atreleuton
(VIA-2291);

VIA
Pharmaceut
icals

MLN1202

Millennium
Pharmaceut
icals

Academic

Inespecifico

Academic

Roche;

R04905417

5-LO

CCR2

Meto

trexa
to

TNF

IL-1

select
ina

Leucotrie-
nos

Ruta

CCL2-CCR2

Antiprolife-
rativo

Ruta del
TNF

Ruta IL-1

Migracion
celular;
Células
endotelia-
les

Reduce
actividad
leucocitos en la
placa

Inhibe
leucotrienos;
Reduce
actividad
leucocitos en la
placa

Inhibe trafico
de monocitos a
la placa

Agente
antiprolifera-
tivo; bloquea
respuesta
inflamatoria

Efectos

mediados por
TNF

Efectos
mediados por
IL-1

Bloquea
transmigra-cion
de monocitos
y/o leucocitos

clinica; Fase II
en el estudio de
biomarcador

No MACE
clinico;

Fase Il

Fase Il
biomarcador,
imagen;

Modelos
animales
preclinicos

No MACE Fase Il

clinico;
Biomarcador;

Modelos
preclinicos

Fase III
(CIRT)

Artritis
Reumatoide;

Niveles altos en
aterosclerosis;

Biomarcador

Resultados
clinicos dos

retrospectivos

Genetica; Fase II

Biomarcador

Desconoci-

(158)

(159)

(160)

(161)

(162)

(MRC-ILA-

HEART)

Modelos Fase Il

preclinicos

(163)

Dentro de los farmacos tratados en esta tabla es de destacar el papel
antiinflamatorio que tienen las estatinas, en parte debido a la disminucién de los

niveles de LDL en sangre.

Como hemos

indicado con anterioridad, la

hipercolesterolemia en ratones es pro-inflamatoria, permitiendo entre otras cosas
la producciéon de citoquinas y quimioquinas asi como la infiltracién de células
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inmunitarias en la placa(77). Ademas de su papel en el descenso de colesterol
circulante, las estatinas reducen la expresion de VCAM-1 e ICAM-1 en las células
endoteliales, disminuyendo la adhesiéon y transmigraciéon de las células
inmunitarias (164). In vitro reducen el crecimiento de los macro6fagos y la
produccion de MMPs, favoreciendo la estabilidad de las placas (165), e inhiben la
produccion de IFN-y y la activacién de células T (166).

Un elemento a tener en cuenta en el tratamiento de los pacientes con ECV es
que son enfermos crénicos, por lo que la administracién continuada de anti-
inflamatorios puede llevar a la apariciéon de infecciones oportunistas. Asi, se ha
descrito que pacientes que toman farmacos que tienen por diana al TNF presentan
una incidencia mayor de tuberculosis, y el uso de natalizumab, farmaco que
interrumpe el trafico de leucocitos, predispone a sufrir infecciones viricas
cerebrales (167). Por lo tanto, seria necesario buscar nuevos agentes que atajen
este tipo de enfermedades sin comprometer al individuo a una mayor
predisposicién a sufrir infecciones oportunistas.

Ante este escenario de busqueda de nuevas terapias que den respuesta al
componente inflamatorio de ambos tipos de enfermedades sin comprometer al
sistema inmunitario, en los ultimos afios se han propuesto varias terapias
alternativas basadas en el uso de neuropéptidos con funcién inmunorreguladora
para el tratamiento de enfermedades inmunolégicas con una base inflamatoria y/o

autoinmune.

3.3.5 Neuropéptidos como alternativa a los tratamientos actuales.

3.3.5.1 Definicién de neuropéptido.

Durante muchos afios los inmunoélogos han considerado la respuesta
inmunitaria Unicamente como una consecuencia directa de la estimulacién
antigénica. Sin embargo, en las ultimas décadas del siglo XX se constatd que el
sistema inmunitario estd ademas regulado por el sistema nervioso central (SNC),
bien directamente, o bien a través del eje neuroendocrino. Esto es debido a que
entre el sistema neuroendocrino y el sistema inmunitario existe una comunicacién
bidireccional basada en un lenguaje bioquimico comun, que incluye la produccién
de hormonas, mediadores inmunitarios, neuropéptidos y neurotransmisores por
células de ambos sistemas.

Esta intercomunicacion entre sistemas permite una accién conjunta ante una
situaciéon anormal. Frente a una infeccién o dafio tisular, el sistema inmunitario
actia como un sexto sentido y avisa al sistema nervioso de que existe una situacion
de peligro. De este modo, el SNC responde modificando el comportamiento del
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individuo encaminado a favorecer un estado de recuperaciéon, como por ejemplo,
disminuyendo la motilidad, el apetito o la activadad reproductora o mediante la
producciéon de fiebre (168). De igual modo, en condiciones de estrés fisico o
psicolégico, el cerebro afecta a la respuesta por parte del sistema inmunitario,
activando nucleos en el hipotidlamo que van a mediar la secrecion de
glucocorticoides a través de la activacion del eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal y
otras rutas moleculares de naturaleza generalmente inmunosupresora o anti-
inflamatoria (168).

Los neuropéptidos van a ser mediadores claves en el dialogo entre los
sistemas neuroendocrino e inmunitario. Aunque el término neuropéptido fue
acufiado para definir cualquier péptido producido por neuronas con acciones en el
sistema nervioso, en la actualidad existen numerosas evidencias que indican que
algunos neuropéptidos se comportan como citoquinas o interleuquinas. Esto
supone que son producidos por células del sistema inmunitario, y ejercen
funciones inmunitarias a través de receptores especificos expresados por células
inmunitarias. Los neuropéptidos van a ser mediadores claves en el dialogo entre
los sistemas neuroendocrino e inmunitario. Aunque el término neuropéptido fue
acufiado para definir cualquier péptido producido por neuronas con acciones en el
sistema nervioso, en la actualidad existen numerosas evidencias que indican que
algunos neuropéptidos se comportan como citoquinas o interleuquinas. Esto
supone que son producidos por células del sistema inmunitario, y ejercen
funciones inmunitarias a través de receptores especificos expresados por células
inmunitarias (169, 170). Entre estos neuropéptidos, destacan el péptido intestinal
vasoactivo y la cortistatina, objeto de estudio de la presente tesis doctoral.

3.3.5.2 Péptido Intestinal Vasoactivo (VIP).

Como su nombre indica, VIP fue descubierto en 1969 por Sami Said y Viktor
Mutt en el intestino porcino por su capacidad vasodilatadora (171).
Inmediatamente tras su descubrimiento, se observé que tanto el SNC como las
terminaciones nerviosas de una multitud de érganos periféricos expresaban VIP, y
se clasific6 como neuropéptido. VIP es un péptido de 28 aminoacidos
perteneciente a la familia de péptidos estructuralmente relacionados que incluye a
secretina, glucagén, factor liberador de la hormona del crecimiento, péptido
similar al glucagon-1 y -2, helodermina, péptido inhibidor gastrico y péptido
activador de la adenilato ciclasa de la hipdfisis (PACAP), péptido que esta
intimamente relacionado con VIP, con el que muestra una homologia del 68%
(172). VIP se expresa por neuronas en varias areas del cerebro y es almacenado y
liberado por fibras nerviosas que inervan gran variedad de 6rganos, como corazdn,
pulmoén, tiroides, rifién, tracto gastrointestinal y urogenital, y 6rganos linfoides
(bazo, timo, médula 6sea y ganglios linfaticos). No sélo las neuronas son capaces de
sintetizar VIP, sino que también células del sistema inmunitario y del endocrino lo
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expresan y secretan (172). Como otros neuropéptidos, VIP es sintetizado
intracelularmente en forma de precursor preproVIP, prepropéptido que contiene
VIP y un péptido relacionado llamado péptido histidina isoleucina en la mayoria de
las especies o péptido histidina metionina en humanos (173). La estructura
secundaria de VIP consiste en dos laminas-3 que contienen el extremo N-terminal
de ocho aminodcidos, seguido de dos hélices (residuos 7-15 y 19-27), conectados
por una region que le confiere flexibilidad (174).

PACAP27HEORGIEDEOXORMERENOMAVEEODWANMVD

Secretina@ORCITEDOELLORXDEBDXSXARXLXQRXLXLICXLY) !’33

Figura 15: Miembros de la superfamilia a la que pertenece VIP, homologia. Estructura
tridimensional de VIP. Adaptado de (175).

Su amplia distribucién refleja la variedad de efectos que posee como
neurotransmisor, vasodilatador, regulador de la respuesta inmunitaria y
secretagogo. Asi, en el SNC se ha visto que VIP afecta al comportamiento y al
aprendizaje, ademas de tener efectos neurotroficos. Por otro lado, VIP afecta al
ritmo circadiano, broncodilatacién, contraccién de musculo liso y movilidad
gastrointestinal. Como secretagogo, VIP induce la liberaciéon de prolactina,
hormona luteinizante y hormona del crecimiento por la hipéfisis, y regula la
liberacion de insulina y glucagén por el pancreas. Ademds, VIP regula el
metabolismo 06seo, ritmos circadianos, y el desarrollo embrionario. Dentro del
sistema inmunitario, VIP afecta tanto a la respuesta innata como a la adaptativa,
actuando como un potente anti-inflamatorio en modelos animales de inflamacién y
autoinmunidad (176). Entre estos modelos, en los que VIP tiene un efecto
beneficioso como inmunorregulador y anti-inflamatorio, podriamos nombrar la
artritis reumatoide, la enfermedad inflamatoria intestinal, la diabetes mellitus de
tipo I, la esclerosis multiple (EAE), el sindrome de Sjogren y la uveoretinitis (172,
177-181).

VIP ejerce su accién por union a tres receptores de membrana VPAC1, VPAC2
y PAC1, pertenecientes a la superfamilia tipo 2 de receptores con siete segmentos
transmembrana acoplados a proteinas G (182). VPAC1 y VPAC2 unen VIP y PACAP
con la misma afinidad (Kd # 1nM) y activan la ruta de la adenilato ciclasa, mientras
que PAC1 tiene mayor afinidad por PACAP (Kd = 0.5 nM) que por VIP (Kd >
500nM) y activa tanto la ruta de la adenilato ciclasa como la de la fosfolipasa C
(183). VPAC1 se expresa preferentemente en cerebro y tejidos periféricos como
higado, pulmén e intestino, asi como en células del sistema inmunitario. VPAC2 se
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expresa principalmente en el SNC y en tejidos periféricos como el pancreas,
musculo esquelético, pulmoén, corazdn, riiodn, tejido adiposo, testiculos, estémago,
vasos sanguineos y el tracto de los sistemas reproductor y gastrointestinal. PAC1,

por su parte, se expresa en cerebro y médula de la glandula adrenal(183).

Tabla 3. VIP: Expresion, receptores, funciones principales y sefializacion.

Principal L. L, Tipo L, Senalizacion
Principal accién Expresion Receptor
fuente Receptor Receptor
Vasodilatacion,Ngasto
cardiac, broncodilatacion,
SNC, GI, hiperglucemia, relajacion VPAC1 )
SNC, pulmon, SI, GI,
corazon, SMC, Acrecimiento, p ) /NMPc-PKA
. - vasos sanguineos
pulmoén, regulacion hormonal,
SI, analgesia, hipertermia, VPAC2 ; A)\MPC-PKA
. f g SNC, pulmon, tracto
tiroides, efectos neurotroficos, o
o2 .. urinario
rifnon, aprendizaje y PAC1 N AMPc-PKA
organos comportamiento, SNC NpKC
genitales metabolismo 6seo,
secrecion GI, motilidad
gastrica.
Abreviaturas: SNC: Sistema Nervioso Central. SMC: Células Mdusculo Liso. GI: Tracto

Gastrointestinal. SI: Sistema Inmunitario. Adaptada de (184).

Dentro del sistema inmunitario (Tabla 4), los distintos receptores de VIP
poseen una expresion diferencial, de modo que VPAC1 se expresa de modo
constitutivo en linfocitos, macréfagos, monocitos, DC, microglia y mastocitos,
mientras que VPAC2 se expresa en muy bajos niveles en células naive o sin
estimular, pero su expresion se induce tras estimulacion en linfocitos y macréfagos
(172, 185). PAC1 se expesa constitutivamente en macréfagos y monocitos, donde
muestra igual afinidad por VIP y por PACAP. La funcién inmunorreguladora de VIP
estd mediada fundamentalmente por VPAC1 (172, 184), aunque la influencia de los
otros receptores queda patente al usar ratones deficientes en VPAC2 o PAC1, los
cuales son mas susceptibles a sufrir enfermedades inflamatorias (186, 187). Por
otro lado, se ha documentado que pacientes con enfermedades inflamatorias o
autoinmunes presentan bajos niveles de VPAC1 y responden muy levemente a VIP
(188, 189).
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Tabla 4. VIP y sistema inmunitario: Fuente inmunitaria, receptores, funciones y efecto

terapéutico en autoinmunidad.

Tipo Receptor/ Célula

Principal fuente . L Funcion Inmunitaria Terapia Ref
inmunitaria
Disminuye
Citoquinas inflamatorias;
quimioquinas; e
CD4 Th2, VPAC1/T,Mo,Me,DC, coestimulacion DC M; EAE
PMNC proliferacion células T;
CD8 T2, Respuesta Th1:11-2, [FNy; EAU (172,
VPAC2/T, M@ Reclutamiento Th1; 177-
PMNC, (inducible) Apoptosis Th2; IBD 181)
Respuesta Th2 ;
Mastocitos PAC1/Mo,M@ TIDM
Aumenta SD
IL-10, TGF-

Células Treg, tolDC

Abreviaturas: VPAC, receptor VIP/PACAP; M, macro6fago; Mo, monocito; DC, célula dendritica;
PMNC, célula polimorfonuclear; EAE, encefalomielitis experimental autoinmune; RA, artritis
reumatoide; EAU, uveitis experimental autoinmune; IBD, enfermedad intestinal inflamatoria; TIDM,
diabetes mellitus tipo I; SD, enfermedad de Sjogrend. Adaptada de (169).

Ademas de su accion inmunomoduladora, VIP ejerce diversas acciones en el
sistema cardiovascular que apoyan el estudio de su potencial efecto terapéutico en
ECV. VIP es un potente vasodilatador, efecto que ejerce mediante su accion en las
SCMs, y no sobre el endotelio vascular (190), ya que son las SMCs, y no las células
endoteliales, las que expresan los receptores para VIP, siendo VPAC1 el receptor
mas representado (191). La induccién de relajacién por VIP estd asociada a una
reduccion intracelular de los niveles de calcio, lo cual apoya que el efecto esta
mediado, al menos en parte, por la adenilato ciclasa (192). Ademas, VIP inhibe la
proliferaciéon y migracion de SMCs arteriales (193), lo que es atractivo para una
terapia en aterosclerosis.

Importante desde el punto de vista de una futura aplicacién terapéutica en
clinica es el hecho que VIP se ha usado con éxito en varias patologias en humanos,
con una seguridad de uso total. Hasta la fecha, VIP se ha usado en el tratamiento de
la disfuncién eréctil, la hipertension pulmonar y la sarcoidosis. Asi, Invicop
(Plethora Solutions, UK) es una combinaciéon de VIP y mesilato de fentolamina, y
tiene efectos en el flujo sanguineo arterial y la veno-oclusidn, usandose para el
tratamiento de la disfuncion eréctil moderada o severa (194). En la hipertension
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pulmonar idiopatica arterial, la inhalacién de VIP ha dado como resultado una
reduccion de la presion arterial pulmonar, una vasodilataciéon pulmonar temporal,
una mejora en el volumen del latido y en la saturacién de oxigeno asi como una
reduccion de la resistencia pulmonar vascular (195, 196). Por ultimo, la inhalacién
de VIP nebulizado reduce los marcadores de inflamacién y aumenta el nimero de
células Treg en el lavado broncoalveolar de pacientes con sarcoidosis croénica
(197).

3.3.5.3 Cortistatina.

Cortistatina es un neuropéptido ciclico de la familia de la somatostatina
descubierto en 1996 por Luis de Lecea en el cerebro de rata (198). Su nombre se
debe a que tiene una expresion predominantemente en interneuronas de la regiéon
cortical y por su capacidad de disminuir la actividad neuronal en esta zona (199).

Cortistatina deriva de una prepro-proteina (preproCST) de 114 aminoacidos
en ratéon y 105 aminoacidos en humanos. La preproCST genera la proCST tras un
procesamiento proteolitico del precursor, generando la cortistatina-14,
cortistatina-17, cortistatina-29 o cortistatina-13 (200). Mientras que la cortistatina
de ratén y rata son idénticas, la proteina humana tiene una Unica sustitucién de 1
aminoacido y 3 aminoacidos adicionales en la region C terminal (en la forma
cortistatina-17). La preproCST humana se ha clonado a partir de diferentes tejidos
periféricos, incluyendo corazon fetal, pulmones, prostata, rifién y algunos tumores
(201). Es importante destacar la presencia del ARN para preproCST pero no para
la somatostatina, en células del sistema inmunolégico.

Cortistatina muestra una alta homologia con somatostatina, con la que
comparte 11 de sus 14 aminoacidos, incluyendo la secuencia de unién a receptor
(FWKT) y las dos cisteinas que permiten la formacion de la estructura ciclica en
ambos péptidos mediante un puente disulfuro (Figura 16) (199).
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Figura 16: A. Estructura secundaria de CST y somatostatina. B. Estructura terciaria de CST.

En base a su similitud estructural, la cortistatina se une con alta afinidad a los
receptores de la somatostatina, SST1, 2, 3, 4 y 5, motivo por el cual ambos péptidos
comparten varias funciones biolégicas, como son la disminucién de los niveles de
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AMPc en células de la hipoéfisis, la inhibicion de la proliferaciéon celular y la
disminucién de la actividad neuronal en el hipocampo. Sin embargo, a pesar de su
gran similitud estructural con somatostatina, cortistatina presenta diferencias
funcionales importantes. Por ejemplo, en la induccién del suefio, cortistatina
provoca un aumento del suefio de ondas lentas mientras que la somatostatina
disminuye esta accion. Durante la vigilia y el suefio hay una variacién en los niveles
de acetilcolina. Se ha demostrado que la cortistatina antagoniza los efectos de la
acetilcolina, mientras que la somatostatina mejora los efectos de la misma (198).
Por otro lado, la cortistatina, y no la somatostatina, afecta a la reduccién de la
actividad locomotora (202). También se ha descrito que en el sistema
cardiovascular la cortistatina, y no la somatostatina, es capaz de reducir la
calcificacion vascular en ratas al unirse al receptor 1a de la grelina (GHSR1a, del
inglés Growth hormone secretagogue receptor) (203).

Las diferencias funcionales descritas entre somatostatina y cortistatina, junto
con el hecho de que en ratones deficientes en somatostatina no existe un aumento
en la expresion de cortistatina (204), sugieren que la cortistatina no tiene un papel
compensatorio, y que podria estar uniéndose a otros receptores distintos de los de
somatostatina. Uno de estos receptores es el receptor de grelina, el GHSR1a, al cual
cortistatina es capaz de unirse y sefializar activando la via de AMPc/PKA (205).
Ademas de unirse a GHSR1a, se ha descrito que la cortistatina se une con gran
afinidad al receptor huérfano recientemente descubierto en humanos MrgX2 (del
inglés, Mas-related GPCR, member X2), mientras que somatostatina puede unirse a
este receptor pero con baja afinidad (206). La uniéon a GHSR y MrgX2 es una
explicacion plausible para las acciones distintas de ambos péptidos (Figura 17).
Sin embargo, MrgX2 no se expresa en roedores y un receptor homologo esta ain
por identificar. Ademas, la formaciéon de homodimeros o heterodimeros de los
receptores de somatostatina y moléculas modificadoras de la actividad de los
receptores, RAMPs, también podrian explicar las diferencias funcionales entre
cortistatina y somatostatina, introduciendo mayor complejidad a este singular
escenario (207). Asi, dependiendo del tipo celular, del contexto y del tipo de
estimulacion, las rutas de sefializacién desencadenadas por la union del péptido al
receptor son diferentes incluyendo activacién de proteina quinasa C (PKC),
induccién de AMPc, o aumento de calcio intracelular.
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Cortistatina

Proteinas

Figura 17 - Efecto diferencial de la somatostatina y cortistatina: Cuestion de especificidad
del receptor. La somatostatina se une a los SST1-5 y la accién es principalmente debida a la
disminucién de los niveles de AMPc. Cortistatina, ademas de unirse a SST1-5, se une al receptor de
la grelina (GHSR) y activa la via AMPc/PKA y en humanos, a un receptor especifico de CST, el
MrgX2, aun no identificado en roedores. Adaptado de (208).

En la tabla 5 se recoge un resumen de la principal acciéon de CST asi como su
fuente, receptor, expresion de receptor y rutas de sefializaciéon en el organismo.

Tabla 5. CST: Expresion, receptores, funciones principales y sefializacion.

Principal L L, Tipo Expresion Senalizacion
Principal accion
fuente Receptor Receptor Receptor
SNC, SI, rifién
ulmoén, pancreas,
VActividad locomora, SST 1.5 P estérI:la o
SN, | suefiodeondas utuitaria igli’ado A Ca-PKC
o lentas, Vhormona P /I8 \/ AMPc
rinon, del crecimiento
to ’ SNC, GI, SI,
estomago V proliferacion L AN AMPc-PKA
GHSR pituitaria, pancreas,
celular. 3 )
corazoén, pulmoén,
musculo

Abreviaturas: SST: Receptor de Somatostatina. GHSR: Receptor Grelina. SNC: Sistema Nervioso
Central. GI: Tracto Gastrointestinal. SI: Sistema Inmunitario. Adaptada de (184).

Otra diferencia entre somatostatina y cortistatina es la distribuciéon de ambos
péptidos, quedando la presencia de cortistatina mas restringida en tejidos
periféricos. Sin embargo, en el sistema inmunolégico son varias las células,
incluyendo linfocitos, monocitos, macréfagos y DC que producen cortistatina pero
no somatostatina, y sus niveles de produccién se correlacionan con la
diferenciacién y activacién de estas células, lo cual apunta al papel
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inmunorregulador de la cortistatina en el sistema inmunoldgico, papel no
compartido totalmente con la somatostatina (209, 210) (Tabla 6).

Esta diferencia en la funcién inmunorreguladora también puede deberse al
hecho de que CST se une al receptor de la grelina, ademéas de a los receptores de
somatostatina, en distintas células del sistema inmunitario, y la via de sefializacién
es distinta en cada caso. Asi, células T, DC, macréfagos y monocitos expresan tanto
receptores para somatostatina, fundamentalmente SST2, como el receptor de la
grelina, GHSR (169). El receptor especifico de CST, MrgX2, no se ha detectado en
células del sistema inmunitario (169). CST lleva a cabo su accién anti-inflamatoria
e inmunorreguladora a través de los distintos receptores a los que se une, si bien la
accién anti-inflamatoria mas potente es a través de la sefializacion por GHSR y la
consiguiente activacion de la ruta AMPc/PKA. Es por ésto, que CST tiene un mayor
papel en situaciones de inflamacién y autoinmunidad que somatostatina (208). En
el siguiente apartado detallaremos mas la funcién inmunorreguladora y anti-
inflamatoria de CST.

En la tabla 6 se muestra un resumen de la accion de CST en el sistema
inmunitario, a que familia pertenecen, cuales son los principales productores, sus
receptores, y su uso en terapia.

Tabla 6. Accion de CST en autoinmunidad: Familia, Fuente inmunitaria, Receptores,
Funciones y Efecto terapéutico.

. Tipo Receptor/
Principal , ., S .
Célula Funcién Inmunitaria Terapia Ref
fuente . o
inmunitaria
Disminuye
Citoquinas inflamatorias;
SST1-5/ quimioquinas ; RA
T,Mo,M,DC proliferacion células T;
T, Mo,M@ Respuesta Th1:11-2,IFNy IBD (211-214)
GISIR/ M, =====seseses=sssssssssssses===s
Mo,M@,DC Aumenta EAE
IL-10, TGF-$
Células Treg

Abreviaturas: SST1-5, receptor somatostatina 1-5; GHSR, receptor grelina; CST, cortistatina; T,
célula T; M, macroéfago; Mo, monocito; DC, célula dendritica; EAE, encefalomielitis experimental
autoinmune; RA, artritis reumatoide; IBD, enfermedad intestinal inflamatoria. Adaptada de(169).

Actualmente se esta utilizando CST en clinica, en pacientes con sindrome de
Cushing, en los cuales el tratamiento con CST inhibe la hipersecrecion de ACTH y
de cortisol (215).
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3.3.5.4 Funcién inmunorreguladora de CST y VIP.

Hasta ahora hemos visto que CST y VIP son dos péptidos que, a pesar de
pertenecer a distintas familias, tener distintas funciones fisioldgicas y no compartir
homologia (169), comparten caracteristicas que los hacen ser candidatos a
péptidos moduladores de la respuesta inmunolégica. Entre estas caracteristicas
destaca el hecho de que son péptidos producidos por células del sistema
inmunitario en repuesta a una sefial de inflamacién, dafio, o frente a una
estimulacion antigénica (172, 210). Ademas ejercen su funcién mediante la unién a
receptores acoplados a proteinas G expresados en distintas células del sistema
inmunitario, y, su principal ruta de sefializacién es mediante la activacion de la
proteina quinasa A (PKA) dependiente de AMPc, ruta relacionada con inhibicién de
mediadores inflamatorios (184).

En la figura 18 se muestran los mecanismos moleculares y factores de
transcripciéon involucrados en la activacién de la ruta AMPc/PKA, si bien, la mayor
parte de estos datos se han obtenido de estudios con VIP (212) y deben ser

validados para CST.
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Figura 18. Mecanismos moleculares y factores de transcripcion implicados en el efecto anti-
inflamatorio de VIP y CST. Adaptada de (212).
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La activacion de PKA induce la fosforilacion de CREB (del inglés, AMPc-
responsive-element-binding protein) que, debido a su alta afinidad por CBP
(del inglés, co-activator CREB-binding protein), evita la asociacién de CBP
con p65 (componente clave de la via de NF-kB).

La activacion de PKA inhibe la activacion de IKK (del inglés, IkB kinase), lo
que impide la fosforilacién de IxB, manteniendo la estabilidad del complejo
NF-xB (del inglés, nuclear factor-kB) en el citosol.

La activacion de PKA inhibe la activacion y fosforilacion de MEKK1 (del
inglés, MAPK/ERK kinase kinase 1) comprometiendo la fosforilacién de p38,
lo que impide la fosforilacion de TBP (del inglés, TATA-binding protein) y su
translocaciéon nuclear. La unién de TBP fosforilada a la region TATA del
ADN es esencial para la actividad de la ADN polimerasa II.

La inhibicion de MEKK1 por PKA posteriormente, desactiva JNK y la
fosforilaciéon de cJun. Se produce un cambio en la composicién del complejo
AP-1 (del inglés, activator protein 1), que requiere para su funcionalidad la
presencia de cJun fosforilado.
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La consecuencia final de la activacién de la via AMPc-PKA, tras la unién de
CST y VIP a sus respectivos receptores, es la inhibicibn del complejo
transcripcional y, consecuentemente, la unién del mismo a los promotores de
diversos genes involucrados en inflamacion tras la estimulaciéon del TLR4 (212). En
el caso de VIP, hay que destacar que la activacién de PAC1 en macro6fagos y
monocitos también activa a la fosfolipasa C y la protein kinasa C, lo cual conlleva la
inhibicién de la translocacién nuclear de NFxB (172).

El efecto terapéutico de estos neuropéptidos estd asociado con una reduccién
tanto de las fases iniciales de las enfermedades autoinmunes, donde es establece
una respuesta frente a auto-antigenos, como de las fases tardias, donde hay una
respuesta inflamatoria destructiva. Asi, los neuropéptidos van a afectar al
desarrollo de células Thl, su entrada en los érganos diana, y la liberaciéon de
citoquinas proinflamatorias y quimioquinas, con el consecuente reclutamiento de
macrofagos y neutréfilos. Como resultado disminuye la produccién de mediadores
pro-inflamatorios por células infiltrantes o residentes. Al mismo tiempo hay una
estimulacion de la producciéon de citoquinas anti-inflamatorias como la IL-10, por
parte de los macroéfagos, células T o DC (169).

Los mecanismos por los cuales CST y VIP inhiben elementos de la respuesta
Th1 no se conocen totalmente, si bien diversos estudios, la mayoria de los cuales se
han realizado con VIP, indican que ambos neuropéptidos regulan el balance
Th1/Th2 a través de varios mecanismos no excluyentes (Figura 19). Estos
mecanismos comprenden efectos directos sobre la diferenciacion de las células T, e
indirectos sobre la regulacion de las APC. De este modo, son capaces de disminuir
la proliferacion de las células Thl activadas, la produccion de IL-2, del factor de
transcripcion T-bet, asi como el reclutamiento de células Th1 al inhibir la secrecién
de la quimioquina CXCL10 por macréfagos y DC (211, 213, 216-218). Por otro lado,
se ha visto que VIP induce la expresion de CD86 en las DC, el cual es importante
para la diferenciacién hacia Th2, favorece el reclutamiento de células Th2 a través
de la induccion de CCLZ, la inhibicidon de la apoptosis especifica de Th2 mediada
por FasL y la granzima B y la induccién de factores de transcripcién involucrados
en la diferenciacién de Th2, c-MAF, GATA-3 y JUNB (216-219).

VIP induce anergia en células T al inhibir la secrecién de IL-2 (220) y al
inducir la expresion de CTLA-4 de células T activadas (220). Ademas, la inhibicion
de los linfocitos Th1 auto-reactivos conlleva una disminuciéon de los niveles de
autoanticuerpos, especialmente del tipo IgG2a, los cuales intervienen en la
activacion del complemento y de los neutroéfilos (177, 181, 211, 213).

Otra caracteristica que comparten CST y VIP, en la generacion de una
respuesta inmunorreguladora, es que son capaces de generar células Treg, las
cuales van a ser importantes en el papel de CST y VIP en el control de
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enfermedades autoinmunes como la encefalomielitis experimental autoinmune
(EAE), la artritis experimental, la colitis experimental o la uveoretinitis
experimental, (211, 221-223). CST y VIP inducen la generacion de células Treg a
partir de células T CD4*CD25-, dando células Treg CD4*CD25+*FoxP3* antigeno
especificas, las cuales suprimen la actividad de células T y B autorreactivas, asi
como la respuesta inflamatoria localizada. La manera que tienen las células Treg de
inducir supresion de las células T auto-reactivas es mediante el contacto directo
dependiente de CTLA-4 y/o la produccién de citoquinas anti-inflamatorias IL-10
y/o TGF-f3. Ademas, se ha demostrado que VIP es capaz de inducir la diferenciacion
a DC tolerogénicas (tolDC) a partir de precursores de médula 6sea o monocitos
(224-226). Estas tolDC tienen la capacidad de generar células Treg antigeno-
especificas y de transferir tolerancia inmunologica in vivo (172).

También se ha visto que VIP y CST tienen un papel sobre las células Th17, de
modo que disminuyen la presencia de las mismas en tejidos inflamados y en
ganglios linfaticos (177, 181, 211, 213). Sin embargo, los mecanismos de accién de
los mismos sobre esta poblacion celular aun estan por clarificar. Estudios in vitro
muestran como VIP induce la generacién de células Th17 en presencia de TGF-3,
aunque estas células secretan IL-17 e IL-22 pero no IL-6 o IL-21 (227).

En la figura 19 se muestra, a modo de esquema, el papel inmunorregulador
de los VIP y de CST (212).
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Figura 19: Control de la tolerancia inmunoldgica de VIP y CST. VIP y CST son liberados por
terminaciones nerviosas, sangre, células Th2 o macrdéfagos en respuesta a una estimulacion
inflamatoria o antigénica. Inducen tolerancia e inhiben la respuesta autoinmune a través de
distintos mecanismos no excluyentes. El primero de ellos es la diferenciaciéon hacia Th2 y la
disminuciéon de las funciones Thi, lo cual lo hacen de un modo directo sobre las células T o
indirectamente a través de la regulaciéon de las células presentadoras de antigenos (APC). El
segundo conlleva la inhibicién de citoquinas y quimioquinas inflamatorias asf como la produccién
de radicales libres por parte de los macréfagos. Ademads, disminuyen la actividad co-estimuladora
de las APC, con la consiguiente inhibicidn de la expansidn clonal de células T. En tercer lugar, VIP y
CST inducen la generacién de células Treg que suprimen la activaciéon de células T autorreactivas.
Adaptada de (212).
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Hipotesis y Objetivos

4.1 Hipdtesis

Existe una creciente necesidad de encontrar nuevos tratamientos eficaces
que controlen el componente inflamatorio y/o autoinmune de las enfermedades
cardiovasculares de alta incidencia en la poblaciéon mundial, como son la
miocarditis autoinmune y la aterosclerosis. Numerosas evidencias indican que los
neuropéptidos VIP y cortistatina tienen la capacidad de modular la respuesta
inmunitaria, ante una situaciéon de inflamaciéon exacerbada o autoinmunidad,
favoreciendo un estado de tolerancia inmunolégica. Ademas, ambos péptidos
poseen receptores en células del sistema cardiovascular, como son las células de
musculo liso arterial, células endoteliales y cardiomiocitos, y son capaces de
ejercer una respuesta en este sistema.

Ante estos antecedentes nos planteamos la hipétesis de que tanto VIP como
CST podrian tener un efecto terapéutico en miocarditis y aterosclerosis, bien sea
por su papel inmunoregulador y anti-inflamatorio asi como por un posible efecto
sobre las distintas poblaciones celulares que se pueden ver afectadas en estas
enfermedades.

4.2 Objetivos

Para analizar el papel de VIP y cortistatina en el desarrollo de la miocarditis
autoinmune y la aterosclerosis planteamos los siguientes objetivos:

1. Evaluar el efecto terapéutico del tratamiento con VIP o cortistatina in
vivo en un modelo de miocarditis experimental autoinmune (MAE)
mediante el estudio de los pardmetros clinicos, histopatolégico e
inmunolégicos caracteristicos de la enfermedad.

2. Estudiar el efecto del tratamiento con VIP o cortistatina en la
formacién de placas aterosclerdticas, asi como en la respuesta
inmunitaria aterogénica, en un modelo agudo de aterosclerosis in
vivo.

3. Evaluar el efecto terapéutico de VIP y cortistatina en un modelo
experimental de aterosclerosis crénica, asi como los mecanismos
inmunolégicos implicados.

4. Analizar in vitro el efecto de VIP y cortistatina sobre otras poblaciones
celulares involucradas en el desarrollo de aterosclerosis: células
endoteliales, células espumosas y células de musculo liso.
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Material y Métodos

5.1 Péptidos

El péptido de la cadena pesada de la miosina, Myhc-as14-629 (Ac-
RSLKLMATLFSTYASADR-OH) se adquiri6 de la casa comercial Anaspec. Este
péptido esta acetilado en el extremo amino terminal, una modificacién critica en su
actividad inmunogénica. Ademas, el péptido esta flanqueado por dos argininas,
necesarias para aumentar su solubilidad en medio acuoso. Myhc-as14-629 se disolvid
en PBS (tampon fosfato salino: 130mM NaCl (Sigma-Aldrich), 70mM Na;HPO4
(Sigma-Aldrich), 3mM NaHPO4 (Sigma-Aldrich), pH 7.2.) a una concentracion de 2
mg/ml, y se emulsioné 1:1 con adyuvante completo de Freund (CFA), quedando a
una concentracién final de 1 mg/ml. Los neuropéptidos VIP y Cortistatina se
adquirieron de American Peptide y Phoenix Pharmaceuticals, y se disolvieron a
una concentracion de 10-4M en tampo6n fosfato 20mM pH 7.0 (se almacenaron a
-802C hasta su uso).

5.2 Animalesy modelos de experimentacion

Todos los estudios con animales se realizaron bajo la normativa de la Unién
Europea sobre el manejo y uso de animales de laboratorio. Los modelos utilizados
en esta tesis fueron revisados y aprobados por el Comité de Etica en
Experimentacion Animal del Instituto de Parasitologia y Biomedicina “Lépez
Neyra”. Todos los animales se obtuvieron de Charles River y, tras su recepcién en
nuestra unidad de experimentacién animal, se mantuvieron en un ambiente
controlado con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas a una temperatura constante
de 23°C. La atencion diaria de los animales, ademas de la alimentacion y limpieza,
se han realizado por los veterinarios y técnicos acreditados del animalario. Todos
los ratones se mantuvieron bajo una dieta estdndar y agua ad libitum a excepcién
de los ratones utilizados en los modelos de aterosclerosis, que tuvieron una dieta
especial tipo occidental (U8958, Panlab).

Para los modelos de aterosclerosis y ligacién parcial de la carédtida se
utilizaron ratones C57BL/6 ApoE-/-; para el modelo de ligaciéon completa de la
caroétida, ratones FVB/N]J; para la obtencién de médula dsea y células CD4+, ratones
C57Bl/6; y para el modelo de MAE, ratones BALB/c. Todos los animales se
obtuvieron del centro de produccion Charles River.

5.2.1 Modelo de miocarditis autoinmune experimental (MAE) y tratamiento.

Para inducir el modelo de MAE, inmunizamos subcutaneamente (SC) ratones
BALB/c (hembras y machos, 6-8 semanas de edad) en la zona cervical con 100ug
por animal de una emulsion del péptido Myhc-ae14-629 en CFA (volumen de 100uL).
Siete dias después, se realiz6 una segunda inmunizacién con el péptido idéntica a
la anterior (Figura 1). Los animales fueron tratados intraperitonealmente (IP) con
Inmol de VIP o CST, disuelto en 200uL de PBS, tres dias en semana, desde el dia 7
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hasta el momento del sacrificio en el dia 21. La dosis utilizada se eligié en base al
efecto terapéutico de estos neuropéptidos en otros modelos experimentales de
autoinmunidad (181, 211, 213, 223). Los controles recibieron PBS en lugar de
neuropéptido. 21 dias después de la primera inmunizacién, pesamos y
sacrificamos a cada animal por inhalacién de CO. Se aislaron los ganglios linfaticos
mediastinales para el andlisis de la respuesta inflamatoria y auto-reactiva y se
extrajo sangre para determinar el titulo de auto-anticuerpos frente a Myhc-as14-629.
Posteriormente, se perfundié al animal con PBS a través del ventriculo izquierdo,
se disecciond y peso el corazon, y se fij6 en 4% de paraformaldehido (Sigma)
durante 4-8 horas a 4°C. La relacion entre el peso del corazoén y el peso corporal es
una medida de la presencia de inflamacién cardiaca, ya que en ratones con
miocarditis esta relacion se incrementa significativamente. Tras la fijacion, se
criopreservo el corazon en 30% sacarosa (Sigma-Aldrich) y tras extensos lavados
en PBS finalmente se incluy6 en una resina (0.C.T.: optimal cutting temperature de
Tissue TeK), se congel6 en nieve carbdnica y se almacené a -80°C hasta su
procesamiento. Tras equilibrarlo a -20°C, se obtuvieron secciones de 10 um en un
criostato (Leica CM 1850 UV). Los criocortes se almacenaron a -80°C hasta su
andlisis por inmunofluorescencia o tincién con hematoxilina y eosina (H-E).

/ Figura 20: Induccion y tratamiento en el modelo de EAM \
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El andlisis histopatoldgico del corazon se realizé en las secciones tefiidas con H-E
atendiendo a los grados de miocarditis expuestos en la tabla 7.
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Tabla 7. Grados de miocarditis.

Grado Caracteristicas

0 Ausencia de infiltracion
1 Infiltracion leve, generalmente en la periferia del corazén.

Presencia de uno o dos focos de infiltracion de tamafio pequefio.

2

Superficie infiltrada < al 20% de la superficie total del corazoén.
3 Multiples focos de infiltracién con severidad moderada
4 Infiltracion severa > al 50% de la superficie total del corazon

5.2.2 Modelo de aterosclerosis aguda en arteria carétida y tratamiento

La inducciéon de un modelo de aterosclerosis aguda y local se realizé en
ratones ratones C57BL/6 apoE-/- sometidos a una ligaciéon parcial de la carétida
izquierda y alimentados con una dieta tipo occidental. En este modelo se generan
lesiones aterosclerdticas Unicamente en la arteria ligada de una forma rapida
debido a una concentracion elevada de colesterol en sangre y la creacién de un
flujo sanguineo irregular en la regién. Ratones C57BL/6 apoE~/- (de 6 semanas de
edad, machos) se anestesiaron por via intramuscular con una mezcla de 0.8mg/Kg
de ketamina (Imalgene 1000, Merial) y 2mg/Kg acepromacina (CalmoNeosan,
Pfizer). Se realiz6 una incisién de 4-5mm en la linea media ventral del lado
izquierdo del cuello, se expuso la carotida y se ligaron tres de las cuatro ramas (la
carotida externa izquierda, la carétida interna y la arteria occipital) con hilo de
sutura 6-0, dejando a la arteria superior tiroidea intacta (123). (Figura 21).

cI CE CE CI Figura 21. Esquema ligacion
parcial de la carétida.

AOC
AOC La ligacién parcial de la arteria

carotida izquierda (ICA) se realizé
con hilo de sutura 6-0, ligando tres
ramas de la ICA: carétida externa
izquierda (CE), carétida interna
(CI) y arteria occipital (AOC). La
arteria caro6tida derecha (DCA) y la
Arcoadrtico arteria superior tiroidea izquierda
(AST) se dejan sin ligar.

La incisién se cerré con hilo de sutura 6-0. Tras la cirugia los animales se
alimentaron con la dieta hiperlipidémica tipo occidental y con agua ad libitum.
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Durante tres semanas posteriores a la ligacion, los ratones se trataron con 1nmol
de VIP o CST, disuelto en 200uL de PBS, inyectado IP, tres dias por semana. Al
grupo control se les inyect6 PBS. A dia 21, se sacrificaron los animales y se
diseccionaron las carétidas izquierda y derecha para el andlisis la formacién de
placas y de la respuesta inmunitaria. Las cardtidas destinadas al andlisis de la
formaciéon de lesiones se incluyeron en paraformaldehido al 4% y se procesaron
para histologia como se indicé anteriormente. Las carétidas destinadas al estudio
de la respuesta inmunitaria se pusieron en medio RPMI completo [Medio RPMI
(Roswell Park Memorial Institute médium-1640, (PAA)) suplementado con 10% de
suero bovino fetal descomplementado (SBF) (Gibco), 100U/ml penicilina (Gibco),
100pg/ml estreptomicina (Gibco), 0.25pg/ml anfotericina B (Gibco), 2mM L-
glutamina (Gibco), 50uM f3-mercaptoetanol (Sigma)] para la consiguiente
estimulacion. También se aislaron células de los ganglios linfaticos faciales, de la
yugular interna y el cervical posterior y se cultivaron en medio RPMI completo
para el consiguiente analisis inmunolégico.

5.2.3 Modelo de aterosclerosis crénico y tratamiento

El modelo de aterosclerosis cronica se realizé en ratones hembra C57BL/6
apoE-/- que se alimentaron ad libitum con una dieta hiperlipidémica tipo occidental
(contiene 20% de lipidos y 0.15% de colesterol) desde la semana 6 de vida y hasta
el momento del sacrificio, en la semana 22. El tratamiento consistié en la inyeccién
IP de 1nmol de VIP o CST, disuelto en 200uL de PBS, tres dias por semana, desde la
semana 7 hasta el momento del sacrificio. Los ratones control recibieron PBS. La
dosis utilizada se eligié en base al efecto terapéutico de estos neuropéptidos en
otros modelos de autoinmunidad (181, 211, 213, 223). Los grupos tratados con
células madre mesenquimales (MSC, del inglés Mesenchymal Stem Cells) y con MSC
trasducidas con vectores lentivirales que expresan VIP recibieron dos inyecciones,
con dos millones de células por ratén en la 13 y 18 (Figura 22).

/ Figura 22: Induccion y tratamiento en el modelo de Aterosclerosis \
Comienzo Tratamiento con VIP o Recogida de
dieta L Cortistatina muestras
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78



Material y Métodos

Para determinar el efecto de los dos neuropéptidos a tiempos tempranos, el
tratamiento con VIP o CST (1nmol, 3 veces/semana) se realizé desde la semana 7 a
la semana 14, momento en que los animales se sacrificaron para su andlisis. Por su
parte, para ver el efecto del tratamiento una vez establecida la enfermedad, el
tratamiento con VIP o CST (1nmol, 3 veces/semana) se inici6 a partir de la semana
15 hasta la semana 22.

Durante el desarrollo de la aterosclerosis, se midieron los niveles de
colesterol en sangre obtenidas de muestras sanguineas de la cola de los ratones
una vez cada dos semanas, usando como anti-coagulante 4% de citrato sédico y
como test de medida de colesterol tiras de Accuntred Plus (Roche).

A la semana 14 o 22 de vida, los ratones se sacrificaron por inhalacién de
CO2. Se aislaron los ganglios linfaticos lumbares para el analisis posterior de la
respuesta inmunitaria. Tras perfundir al animal con PBS, se aisl6 la aorta desde el
seno aortico (mitad superior del corazén) hasta la bifurcacién de las arterias
iliacas. Posteriormente, se dividi6 la aorta en tres partes. 1) El seno aértico, que se
encuentra en la mitad superior del corazén, se fijé6 en 4% de paraformaldehido
para el posterior analisis de formacion de placas ateroscleréticas. 2) El arco
aédrtico, comprende el segmento de aorta desde su salida del corazéon hasta el
comienzo de la aorta descendente, e incluye la salida del tronco braquicefalico, de
la arteria cardtida comun izquierda y de la arteria subclavia izquierda. El arco
adrtico se incluy6 en formalina tamponada al 10% (3.7% formaldehido disuelto en
PBS) para el andlisis de la presencia de placas aterosclerdticas. 3) La aorta
descendente, que abarca desde el arco aoértico hasta la bifurcacién de las arterias
iliacas, se incluyd en formalina tamponada al 10 % para el analisis de la formacion
de placas ateroscleroticas.

Las muestras incluidas en paraformaldehido al 4% se procesaron para su
andlisis histopatolégico de modo similar al expuesto en el modelo de MAE. Los
criocortes se almacenaron a -80°C hasta el analisis de marcadores por
inmunofluorescencia o por tincién con Oil Red O (Sigma-Aldrich). Las muestras
incluidas en formalina tamponada al 10% se lavaron con PBS. La aorta
descendente se tifi6 con Sudan IV (Sigma-Aldrich). Las muestras de arco adrtico
fueron embebidas en parafina siguiendo una técnica estandar, se seccionaron con
un micréotomo (Leica) y las secciones se tifieron con H-E.

5.2.4 Modelo de ligacién completa de la carétida y tratamiento

Este modelo se utiliza para el andlisis de la proliferaciéon de la ldmina intima
de las arterias. Ratones FVB/N] (machos, de 6 semanas de edad), anestesiados
como se indicé anteriormente, se les practicéd una incisiéon de 4-5mm en la linea
media ventral del lado izquierdo del cuello. Una vez expuesta la arteria carétida
izquierda, se realiz6 una ligaciéon completa con hilo de sutura 6-0 en un punto
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cercano a la bifurcaciéon de la arteria carétida interna con la arteria occipital
(Figura 23).

CI CE CE CI Figura 23. Esquema ligacion
completa de la carétida.

AOC
AOC Ver abreviaturas en la

leyenda de la Firgua 2.

Arco aortico

Después de la cirugia, los ratones se trataron IP durante cuatro semanas con
1nmol de VIP o CST, disuelto en 200uL de PBS, tres dias en semana. Al grupo
control se les inyectd con PBS. Los animales se sacrificaron en el dia 28, se aislaron
las carétidas izquierda (ligada) y derecha (sin ligar), se fijaron en formalina
tamponada al 10%, se incluyeron en parafina, y se procesaron segun el modo
explicado en el modelo de aterosclerosis crénico. Tras tincion con H-E, se
determin6 el grado de proliferacién de la lamina intima como se indica en
apartados posteriores.

5.3 Tincién con Sudan IV

El Sudan IV es un colorante con alta afinidad por lipidos, clasicamente usado
para el andlisis de la formacién de lesiones ateroscleroticas en la superficie de
aortas descendentes. Nosotros lo utilizamos para teiiir las aortas descendentes en
el modelo de aterosclerosis crénico. La aorta descendente una vez aislada y fijada,
y libre de adventicia, se tifi6 con una solucién del 5% de Sudan IV disuelto en una
mezcla 1:1 de acetona y 70% de etanol durante 15 minutos. Posteriormente, se
decolor6 durante 5 minutos en etanol 80% y, por ultimo se lavé durante una hora
con agua corriente. Una vez tefiida, la aorta se diseccion6 longitudinalmente con la
ayuda de un microscopio/lupa y se inmoviliz6 sobre un soporte de resina para ser
fotografiada. El area total de la aorta y el de la lesion se calculé utilizando el
programa Image] version 1.45j.

5.4 Tincion de Oilred O

El Oil red O es un colorante que tifie lipidos neutros, y se utiliz6 para teiir los
criocortes procedentes de las muestras de seno aortico y arteria carotida. Una vez
descongelados, los criocortes se tifieron con una solucién del 5% de Oil Red O en
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100% de propilenglicol (Research AG) durante 20 minutos en un bafio
precalentado a 60°C. Posteriormente, se lavaron tres veces en propilenglicol al
85%, y dos veces en agua destilada. Los nucleos se contrastaron con hematoxilina
de Mayer (Sigma-Aldrich) durante 5 minutos. Tras lavar las muestras de nuevo en agua
destilada, se montaron con 70% de glicerol (228).El area total de las secciones de
seno adrtico y de caroétida, y el area total de la lesién se calcularon usando el
programa Image] version 1.45j. El resultado se expresa como porcentaje de lesion
con respecto al area total del seno adrtico o la carétida.

5.5 Tincion de Hematoxilina y Eosina (H-E)

Esta tincion se realizd en las secciones procedentes de las muestras incluidas
en parafina y de criocortes. La hematoxilina tifie estructuras acidas, como el nicleo
celular, y la eosina tifie estructuras basicas, como el citoplasma de las células. Los
cortes de las muestras de arco aértico incluidas en parafina se desparafinaron
siguiendo las técnicas estandares (229). Estas muestras, al igual que las muestras
de corazén procedentes del modelo de MAE y las muestras de carotida
procedentes del modelo de ligaciéon completa, se lavaron dos veces en agua
destilada durante 10 minutos, y posteriormente se incubaron con hematoxilina de
Harris durante 5 minutos a temperatura ambiente. Tras dos lavados con agua
destilada, se incubaron con eosina alcohodlica durante 5 minutos. Tras dos nuevos
lavados en agua destilada, las muestras se deshidrataron mediante inclusiéon en
bafios sucesivos de alcohol de graduacién creciente, y se procedié a su montaje con
medio de montaje permanente (EUKITT®, Sigma).

5.6 Inmunofluorescencias

La inmunodeteccién de antigenos especificos se llevo a cabo en criocortes
seriados del tejido previamente fijado e incluido en OCT. Estas muestras se
descongelaron durante 5 minutos a temperatura ambiente, y se fijaron de nuevo
con paraformaldeido al 4% (Sigma) durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Tras la fijacion, se lavaron las muestras dos veces con PBS (cada lavado implica
una incubacién de 5 minutos a temperatura ambiente con PBS, retirando el exceso
de solucién por inversion). A continuacion, las muestras se permeabilizaron con
0.2% TritonX-100 (Sigma-Aldrich) disuelto en una solucién de PBS con 1% de
suero de cabra (Gibco, 16210-064) durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Tras eliminar la solucién de permeabilizacion, las muestras se lavaron una vez y se
bloquearon las uniones inespecificas incubando durante 30 minutos a temperatura
ambiente con solucién de bloqueo (PBS con Tritéon 0.1% con 10% de suero de
cabra). A continuacion, se anadieron el anticuerpo conjugado a fluoréforo, rat anti-
mouse CD45, el anticuerpo primario monoclonal mouse anti-sma, o el anticuerpo
primario monoclonal mouse anti-rat CD68, a sus respectivas concentraciones,
(tabla 7) disueltos en solucion de anticuerpo (PBS con Tritén 0.1% y 1% de suero
de cabra). Los portaobjetos se incubaron a 4°C en cdmara humeda durante 18
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horas en oscuridad. En el caso del marcaje para CD68 o actina de musculo liso las
muestras se lavaron tres veces y se incubaron con el anticuerpo secundario
policlonal conjugado Alexa Fluor 546 goat anti-mouse o Alexa fluor 488 goat anti-
mouse (tabla 8). Todas las muestras se lavaron tres veces, los nucleos se tifieron
con una soluciéon de Hoechst 33342 (dilucién 1:1000 de una solucion 1mM en
agua; Molecular Probes) y se las muestras se montaron en Prolong (Molecular
Probes) para evitar la pérdida de fluorescencia hasta su observacion.

Tabla 8. Anticuerpos para Inmunofluorescencia

Anticuerpos Casa Namero  Concentracion Concentracion
comercial Catalogo Stock de uso
Anti-CD45-PE BD bioscience 553081 0.2 mg/ml 2 ug/ml
Anti-CD68 AbD Serotec MCA341R 1 mg/ml 2 pg/ml
Anti-SMA Sigma A5228 0.2 mg/ml 2 pug/ml
Alexa Fluor 546 Invitrogen A11030 2 mg/ml 2 pg/ml
Alexa Fluor 488 Invitrogen A11029 2 mg/ml 2 pug/ml

5.7 Obtencion de érganos v aislamiento de células

5.7.1 Procesamiento de ganglios linfaticos

Al finalizar cada modelo experimental, se aislaron los ganglios linfaticos
drenantes de la aorta, de la carotida, o del corazoén (indicados en cada modelo), y se
homogeneizaron por disgregacién mecanica en medio RPMI completo utilizando
portaobjetos esmerilados. Las células obtenidas se centrifugaron a 300 x g durante
5 minutos. La suspension celular resultante de los ganglios se resuspendi6 en
RPMI completo, y se contabilizaron las células viables por tincién con el colorante
azul de Trypan (Sigma), empleando una camara de Neubauer (Brand). Las células
se diluyeron a una concentracién de 106 células/ml.

5.7.2 Explantes de carétida.

Para ver la respuesta inmunitaria local en el modelo de ligacion parcial de la
caroétida, se aislaron tanto la carétida derecha como la izquierda de los ratones de
los distintos grupos. Tras ser cortadas con dos hojas de bisturi en trozos de
aproximadamente 1mm de grosor, se cultivaron con 500uL de medio RPMI
completo en placas de 24 pocillos. A continuacion se estimularon con 25ng/ml de
acetato de forbol miristato (PMA, Sigma) y 0.5ug/ml de ionomicina (Sigma).
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5.7.3 Obtencion de suero

La obtencién del suero se realizé por punciéon cardiaca de los ratones
sometidos a MAE. Se anestesi6 de manera terminal a los ratones mediante la
inhalacién excesiva de CO;. Tras abrir el esternoén, se introdujo una aguja de calibre
22G, acoplada a una jeringa de 1 ml, 5-10mm en el ventriculo izquierdo. Se
obtuvieron entre 0.8-1 ml de sangre por ratén. La sangre se dejé coagular a
temperatura ambiente durante aproximadamente 3 horas. A continuacién, se
centrifugaron las muestras a 2000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente, se
recogio el suero localizado en la fase superior, y se almacen6 a -20°C hasta su uso.

5.8 Estudio de la respuesta inmunitaria en los modelos animales

5.8.1 Ensayo de proliferacion linfocitaria

Para analizar la respuesta proliferativa de las células inmunitarias, se
incubaron 10> células procedentes de los ganglios linfaticos de los distintos
modelos en placas de 96 pocillos, a una concentracién de 10¢ células/ml. La
incubaciéon se realiz6 en presencia o ausencia de 2,5ug/ml de Concanavalina A
(conA, Sigma-Aldrich) en RPMI completo a 37°C y 5% CO2 durante 72 horas. La
conA es una lectina con capacidad de unién a varios aztcares, activando a distintos
tipos celulares, entre ellos a las células T, siendo un mitégeno de las mismas.

En el modelo de MAE se realiz6 también una estimulacién especifica con
10puM de Myhc-ae14-629, para analizar la proliferacién en respuesta especifica de
antigeno. En este modelo también se estudio el efecto directo de CST y VIP sobre
las células inmunitarias. Para ello se estimularon in vitro células procedentes de los
ganglios linfaticos mediastinales de ratones del grupo control con el antigeno de la
miosina en ausencia o presencia de 10-’M de CST o VIP.

En este ensayo se utiliz6 un nucle6tido marcado radiactivamente, la
timidina, que se incorpora a las cadenas de DNA de nueva sintesis durante la
division celular mitdética. En nuestro caso, tras el cultivo de las células de los
ganglios linfaticos durante 72 horas en presencia/ausencia de los estimulos
descritos, se afiadié 2.5uCi/ml de timidina tritiada ([3H]-metil-Tdr, Amersham)
por pocillo durante las ultimas 8 horas de cultivo. A continuacién, se
recuperaron las células con el uso del harvester (Inothec) y se inmovilizaron con
etanol 70% sobre una membrana de vidrio (Wallac). Después de secar la
membrana durante 2 minutos en un horno microondas a la potencia maxima, se
sumergié la membrana en liquido de centelleo y la incorporacion de [3H]-metil-
TdR se cuantificé con el contador de centelleo de placas Microbeta counter 1450
(Wallac). Los resultados se expresan como indice de proliferacién de acuerdo
con el nimero de cuentas radiactivas obtenidas por minuto (c.p.m)
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5.8.2 Caracterizacion de marcadores intracelulares y de superficie
mediante citometria de flujo

Para el marcaje de las células Thl y Th17, las células procedentes de los
ganglios linfaticos de los ratones sacrificados se estimularon in vitro en medio
RPMI completo durante 10-12 horas en presencia o ausencia de 25ng/ml de PMA y
0.5pug/ml de ionomicina, y con 3uM de monensina (Sigma), inhibidor del
transporte vesicular en el complejo de Golgi. El andlisis de células Treg, Th1ly Th17
mediante citometria de flujo se realizé con 0.5 x 106 células/marcaje distribuidas
en tubos de poliestireno de 5 ml (BD Falcon). Las células se lavaron (a 300g
durante 5 minutos a 4°C) dos veces con 1 ml de tampoén de citometria de flujo (PBS
con 10% de SBF y 1% de azida so6dica), eliminando el sobrenadante de cada tubo
por inversion. Antes del marcaje especifico, las células se incubaron 10 minutos a
4°C con 25pul de una mezcla del anticuerpo anti-2.4G2 (Mouse BD Fc Block™) y el
compuesto 7-AAD (7-Amino-actinomicina D, Calbiochem) ambos disueltos a una
proporcién 1:100 en tampoén de citometria. El anti-2.4G2 bloquea la unién
inespecifica de inmunoglobulinas a los receptores FCyll, FCgIIl y probablemente
FCgl, y el 7-AAD es un agente fluorescente intercalante de DNA usado para
exclusion de células muertas, ya que el compuesto no es permeable a la membrana
plasmatica de células vivas. Tras esta incubacidn, se lavaron las muestras con 1 ml
de tampodn de citometria y se incubaron con 50ul/tubo del anticuerpo CD4
conjugado con APC (tabla 9) a la concentracién apropiada, o con el isotipo
correspondiente. Las células se incubaron durante 30 minutos a 4°C. A partir de
este punto, durante todas las incubaciones las células se protegieron de la
exposicién a la luz. Tras este marcaje de superficie, las células se lavaron dos veces
y se permeabilizaron mediante incubacién con 0.75ml de la solucién FIX/PERM
(BD PharMingen), durante 30 minutos a 4°C. Para eliminar el exceso de esta
solucidn, las células se lavaron con 1 ml de solucién de lavado PERM WASH (BD
PharMingen). Seguidamente se realiz6 el marcaje de citoquinas intracelulares. Para
ello se incubaron las células con 50ul de una disolucién de los anticuerpos anti-
IFN-y conjugado a FITC o a PE, anti-IL-17 conjugado a PE, o sus correspondientes
isotipos, en solucién FIX/PERM durante 30 minutos a 4°C (tabla 9). Tras dos
lavados con solucion PERM WASH, las células se resuspendieron en 0.5 ml de
tampon de citometria. Para la determinacién de Foxp3 intracelular se siguid este
mismo protocolo hasta el marcaje de CD4. A partir de ahi se utilizaron las
soluciones de fijacidn, permeabilizacion y lavado de eBioscence especificas para la
deteccion de este factor. La adquisicion y andlisis de las muestras se realizé en el
citémetro de flujo FACScan (Becton Dickinson), utilizando del programa Cell Quest
Pro (Becton Dickinson).
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Tabla 9. Anticuerpos utilizados en citometria

Anticuerpos Casa Catalogo Concentracion  Concentracion

comercial del Stock de Uso

Anti-mouse IgG FOXP-3-PE ebioscience 12577380 0.2 mg/ml 2 ng/ml

Anti-mouse IgG CD4 - APC BD 553051 0.2 mg/ml 2 pg/ml
Pharmingen

Anti-mouse IgG IFN-y - FITC BD 554411 0.5 mg/ml 5 pg/ml
Pharmingen

Anti-mouse IgG IFN-y - PE BD 554412 0.2 mg/ml 2 pg/ml
Pharmingen

Anti-mouse IgG IL-17 - PE BD 554467 0.2 mg/ml 2 pg/ml
Pharmingen

(Isotipo) IgG2a- PE BD 553930 0.2 mg/ml 2 pg/ml
Pharmingen

(Isotipo) IgG1 - FITC BD 553953 0.5 mg/ml 5 pg/ml
Pharmingen

(Isotipo) IgG2a- APC Biolegend 402012 0.2 mg/ml 2 pg/ml

5.8.3 Determinaciéon de proteinas mediante ELISA (del inglés, Enzyme-
linked Immunosorbent Assay)

Para analizar la producciéon de citoquinas de las células inmunitarias
procedentes de los ganglios linfaticos de los ratones sacrificados, se cultivaron 10
células (10 células/ml) en placas de 24 pocillos, a 37°C y 5% CO2. Estas células se
incubaron en presencia o ausencia de 2,5ug/ml de ConA en RPMI completo
durante 48 horas. Tras la incubacién, se recupero el sobrenadante y se almacené a
-20°C para un posterior analisis de citoquinas mediante ELISA. En el modelo de
MAE se realiz6 también una estimulacion especifica con 10 uM de Myhc-as14-629,
para ver la produccién de citoquinas en respuesta al antigeno. También se estudio
el efecto directo de CST y VIP sobre las células inmunitarias en el modelo de MAE
al estimular in vitro células procedentes de los ganglios linfaticos mediastinales de
ratones del grupo control con el antigeno de la miosina y con 10-’M de CST o VIP.

Los niveles de citoquinas/quimioquinas en sobrenadantes de cultivos de
ganglios linfaticos y de los explantes de la carétida se analizaron mediante
ELISA. Para ello usamos anticuerpos de captura y de deteccién conjugados con
biotina (BD Pharmingen o PeproTech), siguiendo las instrucciones
recomendadas por el fabricante en cada caso. Se utilizaron placas de 96 pocillos
de fondo plano (Nunc, Maxisorb) recubiertas durante 18-24 horas a 4°C con 50ul
del anticuerpo purificado (anticuerpo de captura) disuelto en sus respectivos
tampones de unién con pH especificos (tabla 10). El tamp6n de pH9 esta
compuesto por 10ml de agua y 10ml de NaZHPO4 0.2M. El tampdn de pH6 esta
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compuesto por 10ml de agua, 8,77ml de NaH2P04 0.2M y 1,23ml de Na2ZHPO4
0.2M. A continuacidn, se elimino el exceso de anticuerpo no unido a la placa
mediante dos lavados con 350pl de tamp6n de lavado (PBS con 0.1%, Tween-20
(Sigma)) y se bloquearon las uniones inespecificas con 200ul de tampon de
bloqueo (PBS con 10% SBF) durante 2 horas a temperatura ambiente. Tras el
periodo de bloqueo, se afiadieron 100ul de las muestras o de diluciones seriadas
de las citoquinas/quimioquinas recombinantes de concentracién conocida
(curva patrén) y se incubaron entre 18-24 horas a 4°C. La curva patrén se
prepardé diluyendo las respectivas proteinas recombinantes en solucién de
bloqueo, a las siguientes concentraciones: 10, 5, 2.5, 1.25, 0.6, 0.3, 0.15, 0.07, 0.03
ng/ml. Como blanco se utilizaron 100ul de la solucién de bloqueo. Tras la
incubacion, se lavaron las placas cuatro veces para eliminar el exceso de
muestras, y se anadieron 100pl del anticuerpo biotinilado especifico de cada
citquina disuelto en solucion de bloqueo (tabla 11). Se incubaron las placas a
temperatura ambiente durante 1 hora e inmediatamente se lavaron seis veces
para eliminar los restos de anticuerpo no unidos. Se afadieron 100ul del
conjugado avidina-peroxidasa 2ug/ml (Sigma) disuelto en solucién de bloqueo y
se incub6 durante 45 minutos a temperatura ambiente. Tras ocho lavados para
eliminar los residuos de avidina-peroxidasa, se afiadieron 100ul de una solucién
de substrato ABTS 0.1 M (Fluka) junto con 0.03% H:0. (Sigma). Este sustrato
cromogénico es oxidado por la peroxidasa, dando lugar a un producto de
reaccion de color verde que absorbe la luz en el espectro visible (405 nm),
siendo la densidad éptica obtenida proporcional a la cantidad del producto
medido. Los valores obtenidos de D.O. de cada muestra en un espectrofotometro
VersaMax de placa se interpolaron en la curva patrén para determinar la
concentracion de cada citoquina, utilizando el programa SoftMax Pro (Molecular
Devices).

Tabla 10. Anticuerpos de captura para ELISA

Anticuerpos Casa Catilogo Concentracion Concentracion  Tampén
de captura comercial del Stock de uso de unién
Anti-IL-2 BD bioscience = 554424 0.5 mg/ml 2 ng/ml pH9
Anti- IL-17 BD bioscience 14-7175 0.5 mg/ml 2 ng/ml pH6
Anti-TNFa BD bioscience 551225 0.5 mg/ml 2 pg/ml pH 6
Anti- IFN BD bioscience 551309 0.5 mg/ml 2 pg/ml pH9
Anti-MCP-1 PeproTech 500-P113 0.5 mg/ml 1 pg/ml pH 6
Anti-IP-10 PeproTech 500-P129 0,5 mg/ml 1 pg/ml pH9
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Tabla 11. Anticuerpos biotinilados para ELISA

Anticuerpos Casa comercial Catalogo Concentracion Concentracion de
biotinilados del Stock uso
Anti-IL-2 BD bioscience 554426 0.5 mg/ml 2 ug/ml
Anti- IL-17 Ebioscience 13-7177 0.5 mg/ml 2 ug/ml
Anti-TNF-«a BD bioscience 554415 0.5 mg/ml 2 pg/ml
Anti- IFN-y BD bioscience 551506 0.5 mg/ml 2 pg/ml
Anti-MCP-1 PeproTech 500-P113 Bt 0.5 mg/ml 2 pg/ml
Anti-IP-10 PeproTech 500-P129 Bt 0.5 mg/ml 2 pg/ml

5.8.4 Determinacion en suero de la produccién de inmunoglobulinas

La presencia de anticuerpos especificos anti-Myhc-a en el suero de ratones
con MAE, se determiné por ELISA. Para llevar a cabo esta técnica, se utilizaron
placas de 96 pocillos de fondo plano Maxisorb (Nunc), que se tapizaron con 100ul
de Myhc-as14-629 (2png/ml) disuelto en PBS durante 18-20 horas a 4°C.
Posteriormente, los pocillos se lavaron tres veces con 350ul de tampoén de lavado
para ELISA y se bloquearon con 100ul de la solucién de bloqueo durante 2 horas a
temperatura ambiente. Tras el bloqueo, se afiadieron 100ul de una dilucién 1/50
del suero obtenido por puncién cardiaca en el pico de la enfermedad de los
distintos grupos experimentales, y se incubd la placa 2 horas a temperatura
ambiente. Tras lavar cuatro veces, afiadimos 100ul, (2.5ug/ml) de los anticuerpos
biotinilados goat anti-mouse IgGl o IgG2a (Jackson Immunoresearch
Laboratories). Tras la incubacién durante 1 hora a temperatura ambiente, se
lavaron las placas seis veces para eliminar los anticuerpos no unidos. El resto del
procedimiento de deteccion fue idéntico al descrito anteriormente para la técnica
de ELISA.

5.9 Preparacion de células Th1.

El procedimiento fue previamente descrito por Alcaide y colaboradores
(230). El aislamiento de la poblacién de CD4* se realiz6 a partir de las células de
bazo de ratones C57BL/6. Para ello, se utilizaron las columnas magnéticas de
Miltenyi Biotec. Las células se centrifugaron a 300g durante 10 minutos a 4°C y se
resuspendieron en 500ul de tampén base (PBS pH 7.2 suplementado con 0.5%
BSA (Sigma-Aldrich) y 2ZmM EDTA (Sigma-Aldrich)) con 40ul de bolas magnéticas
anti-CD4 (Miltenyi Biotec 130-049-201), y se incubaron durante 20 minutos en
hielo y en oscuridad. Se afiadieron 10ml del tampén base para lavarlas y se
centrifugaron a 300g S5minutos a 4°C. A continuacion se resuspendieron en 5 ml de
tampoén base vy, tras filtrarlas con un filtro de 70um (Becton Dickinson Labware,
Bedford, MA), se pasaron por la columna magnética LD (capacidad: 108 células
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marcadas magnéticamente de un total de 5 x 108 células). Las columnas LD se
acoplaron a un separador magnético (Miltenyi Biotec) y se equilibraron con 2 ml
de tampoén base. Una vez pasada la suspension celular por la columna, y tras dos
lavados con tampdn base, se recogieron las células eluidas (células T CD4+*). Las
células CD4* aisladas se centrifugaron a 300g durante 10 minutos, y se
resuspendieron en DMEM completo (Medio DMEM (Dulbecco-modified Eagle
Medium, PAA) suplementado con suero bovino fetal (SBF) 10% (Gibco), penicilina
(100 U/ml, Gibco), estreptomicina (100 pg/ml, Gibco), anfotericina B (0.25 pg/ml,
Gibco), L-glutamina (2 mM, Gibco)). Las células se plaquearon en placas de 24
pocillos previamente incubadas con 300ul/pocillo de anti-CD3 (5ug/ml, BioLegend
100302) disuelto en PBS a 4°C durante al menos 1 hora. Se plaquearon 1 x 106
células/ml. Para la diferenciaciéon se usé un coctel de citoquinas que queda
detallado en la tabla 12.

Tabla 12. Citoquinas para la diferenciaciéon a Th1

Citoquina Th1l Casa comercial
Anti-CD28 Spg/ml BD Pharmingen 553295
IL-2 50 U/ml R&D Systems MAB702
Anti-IL-4 Spg/ml BD Pharmingen 554434
IL-12 10 ng/ml R&D Systems MAB4991

A dia 3 las los cultivos de células Th1 se diluyeron con medio fresco que
contenia IL-2 (25 U/ml) en una proporcion 1:1. Las células se usaron a dia 5 para
los distintos experimentos. Para comprobar que la diferenciacién hacia células Th1
ha sido correcta se hizo un marcaje intracelular de IFNy.

Para los distintos experimentos usamos grupos controles y grupos de células
que fueron diferenciadas en presencia de CST o VIP, a una concentraciéon de 10-7M.
Los neuropéptidos se anadieron a dia 0 y a dia 3 en el momento de estimular los
cultivos.

5.10 Aislamiento de aorta y ensayo de union ex vivo.

Para este ensayo las aortas se aislaron de ratones C57BL/6 de 8 semanas de
edad, desde el arco adrtico hasta la bifurcaciéon de las arterias iliacas. El
procedimiento fue previamente descrito por Smith y colaboradores y Maganto-
Garcia y colaboradores (138, 231). Se abrieron longitudinalmente las aortas y se
pincharon en placas de agar estéril. Una vez abiertas, la aortas se incubaron con
20ng/ml de IL-1B (R&D Systems) y 100 ng/ml de TNFa (PeproTech) en medio
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RPMI completo a 37°C durante 6 horas, para estimular la producciéon de moléculas
de adhesion por las células endoteliales.

Las células Th1, que habian sido previamente diferenciadas, se tifieron con
Hoechst33342, y se incubaron durante 45 minutos a 37°C al 5% de CO: con las
aortas previamente estimuladas. Para ver la unioén basal se incubaron células
diferenciadas en ausencia de neuropéptidos sobre aortas no estimuladas. Tras 45
minutos las células se lavaron con PBS y las aortas se escanearon en un
microscopio “spinning disk” Olympus, usando un objetivo 10X y un laser para UV
que va a detectar las células adheridas y/o transmigradas a través de la monocapa
de células endoteliales. El analisis posterior se realiz6 usando el programa
Methamorph tomando imagenes consecutivas de la aorta entera. Una vez
deconvolucionadas las imagenes para eliminar el ruido se cuantific6 en ntimero
total de células Th1 unidas o transmigradas en la aorta.

5.11 Unién de células Th1 a quimeras de Py E selectina bajo condiciones de

flujo

Esta técnica se usé para ver de modo indirecto la unién diferencial de las
células T a las células endoteliales, mediante su unién a quimeras de P-selectina y
E-selectina (R&D System) (138, 230, 232). Las células Th1l, obtenidas de las
preparaciones de Th1, se pusieron en contacto con quimeras de P-selectina o E-
selectina bajo condiciones de flujo (1 dyn/cm?). Las células se resuspendieron en
PBS con 0.1% BSA (Albumina Sérica Bovina), 20 mM HEPES, pH 7.4 previamente
calentado a 37°C (5x10°> células/ml) y se perfundieron sobre cubreobjetos
previamente incubados con las quimeras (5ug/ml de quimera de P- o E-selectina,
16 horas). Se us6 una camara de flujo de Harvard Apparatus y las interacciones
celulares con las quimeras se grabaron usando un microscopio con un objetivo de
contraste de fase (20X) conectado al software Videolab (Ed Marcus Laboratories,
Boston, MA). La acumulacién celular se determiné contando el nimero de células
que se unen al cubreobjetos, en cinco campos visuales diferentes, durante un total
de un minuto.

5.12 Ensayo de transmigracion celular

El experimento se realizé de acuerdo a lo publicado en el articulo de Lim y
colaboradores (233). Las células endoteliales de corazén murinas (MHEC, del
inglés, mouse heart endotelial cells), cuyo procedimiento para la obtencién se
detalla en el apartado posterior, se plaquearon hasta la confluencia en
cubreobjetos de cristal de 25 mm cubiertos de 30pg/ml de fibronectina, y se
estimularon con 100 ng/ml de TNF-a durante 4 horas. Tras la estimulacién, las
distintas subpoblaciones de células Th1 se pusieron en contacto con las MHEC bajo
un flujo de 1 dyn/cm2. De modo similar al ensayo de unién a las quimeras de Py E
selectina, se grabé en un tnico campo la transmigracién de las células T usando un
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objetivo de 60X. En este caso una vez adheridas las células T a la monocapa de
células endoteliales, comenz6 a tomarse instantaneas cada 10 segundos durante
10 minutos, formando una pelicula que muestra la transmigraciéon de las células
Th1.

5.13 Aislamiento y cultivo de Células Endoteliales de Corazén Murinas (MHEC).

En primer lugar, las bolas de oveja anti-rata-IgG (Dynal, 110.07) se incubaron
con los anticuerpos monoclonales anti-PECAM-1 (BD Pharmingen, 553369) o con
anti-ICAM-2 (BD Pharmingen, 553325) a una relacion de 2.5 pg anticuerpo por
cada 2x107 bolas durante 16 horas a 4°C, en un rotor orbital. Tras ésto se
resuspendieron en PBS con un 0.1% de BSA a una concentraciéon de 4x108
bolas/ml y se almacenaron a 4°C hasta el momento de usarlas, durante un maximo
de 2-3 semanas.

Los corazones se aislaron de 6-9 ratones C57BL/6 de entre 7 y 15 dias, los
cuales fueron sacrificados por inhalacion de CO, y se lavaron con 50 ml de DMEM
completo con un 20% de suero (DMEM-20%) para quitar los eritrocitos. Los
corazones se trocearon en fragmentos de 1 mm3 y se incubaron con 15 ml de
colagenasa a una concentracién de 180 a 200U/ml (Worthington) durante 30
minutos en un bafio a 37°C. Una vez digerido, el producto resultante se pasé por un
filtro de 70pm (Becton Dickinson Labware) y se centrifugé a 400g, 10 minutos a
4°C. El precipitado celular se resuspendié en 2ml de PBS frio y se incubé con las
bolas magnéticas recubiertas con PECAM-1 (4l bolas/ratén) durante 10 minutos
a temperatura ambiente en un rotor orbital. Tras esto, las bolas se aislaron con un
separador magnético, se lavaron en DMEM-20% y finalmente se resuspendieron
en 10ml de medio de cultivo completo (DMEM completo con un 20% de suero
bovino fetal, suplementado con 100pg/ml de heparina de cerdo (Sigma), 100pg/ml
de factores de crecimiento para células endoteliales (Biomedical Technologie,
Stoughton), aminoacidos no esenciales (Gibco) y piruvato de sodio (Gibco)). Las
células se plaquearon en una placa de 10 cm de diametro a las que previamente se
traté con gelatina al 0.1%. Tras dos dias de incubacion las células que no se
adhirieron a la placa se retiraron y las adherentes se lavaron con DMEM-20%,
afiadiéndoles 10 ml de medio de cultivo fresco. Este procedimiento se repitié cada
dos dias hasta que las células llegaron a un 70-80% de confluencia.

Cuando las células adquirieron una confluencia del 70-80% se despegaron de
la placa usando tripsina-versene previamente calentada (Biowhittaker, 17-161E),
para generar una suspension de células aisladas. Las células se centrifugaron y se
resuspendieron en 2 ml de PBS al que se afiadié las bolas magnéticas previamente
recubiertas con ICAM-1 (8ul/ml de células). Se incubaron durante 10 minutos en
un rotor a temperatura ambiente y se separaron magnéticamente. Tras lavar dos
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veces con PBS se resuspendieron en 10 ml de medio de cultivo completo y se
plaquearon en otra placa de 10 cm de didmetro previamente cubierta de gelatina.

Las células se expandieron hasta un maximo de 5 pases, una vez que llegaban
aun 75-100% de confluencia. Cada dos dias se les cambi6 el medio de cultivo.

5.14 Ensayo de union THP-1/HUVEC.

Las HUVEC son una linea celular de células endoteliales de la vena umbilical
(Lonza). Son células adherentes, que se cultivaron con el medio EGM-2 (Lonza)
manteniéndolas entre un 40 y un 80% de la confluencia.

Las células THP-1 son una linea de monocitos humanos (ATCC). Son células
en suspension que se cultivaron a una densidad de entre 2 x 105 y 1 x 106
células/ml en medio RPMI completo.

2 x 10* HUVEC se cultivaron en pocillos de placas de 96 pocillos. Una vez
adheridas y alcanzada la confluencia se estimularon o no durante 24 horas con
50pg/ml de oxLDL (KALEN Biomedical, LLC) con distintas concentraciones de CST
(106,108 0 10-10 M).

Las células THP-1 se incubaron durante 30 minutos con 10uM de calceina
(Sigma-Aldrich), complejo fluorescente que es transportado al interior celular a
través de la membrana plasmatica de las células. Tras este tiempo se lavaron con
RPMI completo y se incubaron con las HUVEC, previamente estimuladas, durante
lhora a 37°C. A continuacion las células no adheridas se retiraron y se lavaron las
adheridas tres veces con PBS eliminando los restos por inversion de la placa. Tras
el dltimo lavado se anadieron 200ul por pocillo de PBS y se midi6 la fluorescencia
emitida usando el filtro verde en un lector de fluorescencia (Infinite 200 PRO
series, Tecan). El nimero de células THP-1 unidas a las HUVEC es proporcional a la
cantidad de fluorescencia emitida, y se representa como % de células unidas con
respecto al control de células HUVEC sin estimular.

5.15 Ensayo de expresion de moléculas de adhesion en HUVEC mediante RNA.

Para estudiar la expresion de moléculas de adhesién en las células
endoteliales se cultivaron 5 x 10> HUVEC, en placas de 6 pocillos. Una vez
adheridas y alcanzada la confluencia se estimularon o no durante 24 horas con
50pug/ml de oxLDL y con 10-8M CST en 1,5 ml de medio EGM-2. Tras esto se retird
el medio y se lavéd con 1 ml de PBS antes de pasar a aislar el ARN, segun el
protocolo detallado a continuacién.
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5.15.1 Aislamiento del ARN

El aislamiento del ARN se realizé utilizando el reactivo Tripure (Roche),
segun las indicaciones del fabricante. 1 ml de Tripure se afladi6é directamente a los
pocillos de las placas tras 24 horas de tratamiento.Tras el lisado de las células,
éstas se incubaron 10 minutos a temperatura ambiente. A continuacion se les
afiadieron 200 pl de cloroformo por muestra, se agitaron vigorosamente, y se
incubaron 15 minutos a temperatura ambiente. Tras la incubacién, los tubos se
centrifugaron a 12000g durante 15 minutos a 4°C, consiguiéndose asi la
separacion de 3 fases: una fase inferior rojiza (cloroformo y proteinas), una
interfase (ADN) y una fase superior acuosa e incolora (ARN), que es la que se
recogi6. Para la precipitacion del ARN se afiadi6 500ul de isopropanol, se
incubaron las muestras durante 15 minutos a temperatura ambiente, y se
centrifugaron a 12000g durante 15 minutos a 4°C. El ARN precipitado se lav6 una
vez con etanol 70% para eliminar los restos de isopropanol y se dejo secar a
temperatura ambiente. Finalmente, el precipitado de ARN se resuspendié en agua
libre de nucleasas (Invitrogen) y las muestras se almacenaron a -80°C hasta su
cuantificaciéon y uso. La cuantificaciéon se realizé utilizando el espectofotémetro
Nanodrop 1000 (Thermo Scientific).

5.15.2 Transcripcion inversa (RT)

La transcripciéon inversa consiste en la sintesis de ADN complementario
(ADNc) a partir del ARN. Para llevar a cabo esta reaccion, utilizamos el Kit
RevertAid™ First Strand ¢cDNA Synthesis Kit (Fermentas), que utiliza la enzima
transcriptasa inversa M-MuLV y pequefios cebadores de seis nucledtidos (Randon
Hexamer Primers, RHP). Para cada reaccién utilizamos 1 pg de ARN, siguiendo las
indicaciones del fabricante. El producto final de la reacciéon (20ul) se diluy6 cuatro
veces mediante la adicién de 80ul de agua libre de nucleasas y se guardé a -20°C
hasta su analisis posterior.

5.15.3 Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) a tiempo real.

Esta reaccion permite la amplificacion enzimatica in vitro de un segmento
especifico de ADN o ADNc. Se basa en la incorporacién de una sonda, en este caso
SYBER-Green, que se intercala en la doble cadena del ADN emitiendo fluorescencia
tras su estimulaciéon (absorciéon de 497nm y emisiéon a 520nm). La emisién de
fluorescencia se recoge por el sistema detector del equipo en cada ciclo de la PCR, y
es proporcional a la cantidad de AND sintetizado (234). El ciclo de PCR en el que se
empieza a detectar el aumento de fluorescencia se denomina Ciclo Umbral o cycle
threshold value (C;) y es inversamente proporcional a la cantidad inicial de ADN de
la muestra. Por lo tanto, comparando los C; de las distintas muestras a ensayar, se
puede calcular el incremento de la expresion génica de una determinada muestra
con respecto a una condicién control.
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Para llevar a cabo las reacciones usamos el kit de Applied Biosystems StepOne
Plus (BIO-RAD). Por cada reaccidn, que contiene un volumen total de 25 pl, usamos
2 ul de cada producto de ADNc procedente de la RT. La reacciéon se llevo a cabo
segun las indicaciones del fabricante. Todas las muestras se normalizaron con
respecto al gen 18S. La PCR se realiz6 en el termociclador iCycler Detection System
(Bio-Rad Laboratories, Hercules; California). El perfil térmico fue el siguiente: 5
minutos a 94°C para una desnaturalizacién inicial de la doble cadena del ADN;
etapa de amplificacién, de 42 ciclos: 1) desnaturalizacién (94°C, 30 segundos), 2)
hibridaciéon de los cebadores a las regiones adecuadas del ADN (60°C, 30
segundos), 3) extension (722C durante 15 segundos); bajada de la temperatura a
4°C. La secuencia de los cebadores se especifica en la siguiente tabla 13.

Tabla 13. Secuencia de los cebadores para PCR
Genes Secuencia de los cebadores

5°- 3" - sense

5°- 3" - antisense

ICAM-1 5'- AGCCAAGAGGAAGGAGCAAG -3'

5'- GCATACCCAATAGGCAGCAA -3’
VCAM-1 5'- AAAGGCCCAGTTGAAGGATG -3'

5'- GCACGAGAAGCTCAGGAGAA -3'
P-SELECTINA 5'- TGCATTAGTTGGACCGGAAG -3'

5'- AAAAGCAGTGAGCGGATGAA -3'
E-SELECTINA 5'- TGGGTAGGAACCCAGAAACC -3’

5'- TCTCCACGCAGTCCTCATCT -3’
18-S 5'- CCCATTCGAACGTCTGCCCTATC -3'

5'- TGCTGCCTTCCTTGGATGTGGTA -3'

La cuantificacion relativa de la expresion génica se determind usando el
método comparativo previamente descrito de las C: (235, 236).

Asi el N de veces de induccidon es = 2-24C;, donde AACt = ACt muestra problema —
ACt muestra control para un determinado gen de interés. En nuestro caso ACt muestra
problema €S €l valor de Ct de la muestra o gen problema, normalizado segun la
expresion del gen 18S y ACt muestra control €S €l valor Ct de la muestra control sin
tratar para ese mismo gen normalizado de acuerdo a la expresion del gen 18S.
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5.16 Aislamiento de células mesenquimales de ratéon (MSC).

Para la obtencién de células mesenquimales de ratén se utilizaron ratones
C57BL/6, a los cuales se les retird el tejido adiposo inguinal. El tejido adiposo se
lavé con HBSS (PAA). Tras lavarlo, se cort6 en fragmentos de 1-3 mm?3 y se incub6
con 2.5 ml de 2mg/ml de Collagenasa I (Sigma) por cada gramo de tejido, a 37°C
durante 30 minutos, agitdndolo cada 5 minutos. Pasado este tiempo se afiadieron
10ml de HBBS, y el volumen total se filtré a través de un filtro de 100 um y se
centrifug6 a 300g durante 30 minutos a temperatura ambiente. Una vez
centrifugado la fase superior se descarté y el sedimento se filtr6 de nuevo usando
un filtro de 40um. Tras volver a centrifugar las células se resuspendieron en medio
MesenCult (medio MesenCult (Stem Cell) suplementado con un 20% de
suplemento para la estimulacién de células mesenquimales de ratén (Stem Cell) y
con 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina). Las células se
cultivaron a una densidad de 15000-30000 células/cm? expandiéndolas al alcanzar
el 80-90% de la confluencia.

Las células mesenquimales trasducidas con vectores lentivirales fueron
suministradas por el laboratorio del Dr. Francisco Martin. El método de obtencién
fue descrito por Cobo y colaboradores (237). Resumidamente indicar que, para la
construccion de los vectores se usaron tres plasmidos, el plasmido de
empaquetamiento, el pPCMVAR8.91, que codifica para los genes gag, pol, tat y rev
del HIV, el plasmido pMD.G, que codifica la glicoproteina vesicular del virus de la
estomatitis G (VSVg), y el plasmido vector que codifica para VIP, LentiVIP, o para
GFP (usado para control de la trasduccién), cuya expresion esta bajo un promotor
fuerte como es el CMVTetO. Los vectores lentivirales se produjeron por co-
transfeccion de los tres plasmidos en la linea celular de rifibn 293T, usando
Lipofectamina 2000. Los sobrenadantes, que poseen las particulas virales, se
recogieron y filtraron a través de un filtro de 0.45 pm e inmediatamente fueron
congelados a -80°C hasta su uso para trasducir las MSCs. Las particulas de los
vectores se concentraron por ultracentrifugacion y el titulo de los vectores se
realiz6 teniendo en cuenta el nimero de células GFP* tras 7 dias de la trasduccién
de las MSCs, o bien lisando las células trasducidas con LentiVIP y cuantificando
mediante PCR a tiempo real. Para la trasduccion de las MSC con LentiVIP se us6 un
MOI de entre 2 y 5. Las células se expandieron hasta que obtuvieron un 80-90% de
confluencia.

5.17 Macréfagos derivados de médula ésea (BM-M@)

Para diferenciar los BM-M@ se aisl6 la médula 6sea del fémur y la tibia de las
patas de un ratéon C57BL/6. Para ello, una vez retirado el misculo completamente,
se limpiaron las tibias y los fémures introduciéndolos en etanol al 70% durante 4
minutos, tras lo cual se pasaron a DMEM completo. Con una hoja de bisturi se
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cortaron los extremos de los huesos y con una aguja de 25G se inyectdé 5 ml de
DMEM completo por el interior de los huesos, con la finalidad de obtener la médula
6sea. Este proceso se realizé sobre un filtro de 40um para recolectar el contenido
celular, el cual se centrifugd a 300g durante 8 minutos a 4°C, y tras ser lavado, se
resuspendié en DMEM completo con un 20% de SBF suplementado con 20 ng/ml
de M-CSF (R&D System). Las células se plaquearon a una densidad de 1x10°6
células/ml, 10 ml, en placas de 10 cm de diametro. A dia 3 se les afiadi6 5ml de
DMEM con un 20% de SBF y con 20 ng/ml de M-CSF. A dia 6-8 se utilizaron las
células en los distintos experimentos de salida de colesterol, estudio de la
expresion proteica de mediadores relacionados con el flujo de colesterol en el
macrofago, o analisis de formacion de células espumosas. Para ello lavamos las
placas con PBS y las células adherentes se levantaron utilizando PBS con 2nM de
EDTA (Sigma). Tras lavar las células con DMEM al 10% de SBF, las plaqueamos a
una densidad de 106 células/ml para los distintos experimentos.

5.18 Acumulacion de gotas lipidicas y formacién de células espumosas.

Los BM-M@ se trataron con oxLDL para ver la formacién de células
espumosas y el efecto que CST o VIP pudieran tener en la formacion de las mismas.
5x105 BM-M@ se cultivaron en DMEM al 10% de SBF sobre cubreobjetos de cristal
(Thermo Scientific) previamente esterilizados con etanol absoluto. Una vez
adheridas al cristal, se cambi6 el medio por DMEM al 5% de SBF y se dejé en este
medio toda la noche. Tras esto se hizo un pretratamiento en DMEM al 2% de SBF
durante 30 minutos seguido de el tratamiento en el mismo medio suplementado
con 50 pg/ml de oxLDL y con o sin 10-’M de cortistatina o VIP durante 24 horas.
Pasado el tiempo establecido las células se lavaron con PBS y se fijaron con
paraformaldheido al 4% durante 10 minutos a temperatura ambiente. Tras lavarse
con agua las muestras se tifieron durante 15 minutos con una dilucién 3:2 en agua
del stock de Oil Red O. El stock de Oil Red O (Sigma-Aldrich) es una solucién al
0,25% de este compuesto en isopropanol. Una vez tefidas las células se lavaron
varias veces hasta eliminar el exceso de colorante con agua, y los nucleos se
contrastan con hematoxilina de Mayer durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Tras tefiir los nucleos las células se lavaron de nuevo y se montaron con glicerol al
70%.

Las imagenes fueron registradas utilizando un microscopio Zeiss AXI0 y una
camara AxioCam ICcl, y la cuantificacién de las mismas se hizo manualmente con
el programa Image], utilizando una escala que va del 0 al 4 y que tiene en cuenta el
numero de granulos y el tamafio de los mismos (Tabla 14).
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Tabla 14. Cuantificacion de células espumosas.

Tipo Descripcion

0 Ausencia de granulos

1 Presencia de 1-4 granulos de pequeio tamafio

2 Presencia de citoplasma rosado con algunos granulos

3 Granulos en mas del 50% del citoplasma con algunas zonas libres

4 100% del citoplasma con granulos lipidicos de gran tamafio: células
espumosas

5.19 Ensayo de salida de colesterol.

Para estudiar si el tratamiento con los péptidos afectaba al flujo de colesterol
en el macro6fago realizamos un ensayo de salida de colesterol del mismo.

Plaqueamos 10> BM-M@ por pocillo en placas de 96 pocillos. Tras ser
adheridos, cambiamos el medio a DMEM con un 5% de SBF y los dejamos toda la
noche. Seguidamente cambiamos el medio por medio DMEM completo sin SBF y
con 0.2% de BSA libre de acidos grasos (Sigma-Aldrich) e incubamos durante 10
horas. A continuacién, los BM-M@ se estimularon con oxLDL (50 pg/ml), 0.5uCi/ml
[3H]-colesterol (PerkinElmer), y con o sin 10-’M de cortistatina o VIP, en DMEN-
0,2% de BSA durante 10 horas. Tras este tiempo las células se lavaron dos veces
con DMEN-0,2% BSA y se incubaron con DMEN-0,2% BSA con 10 pg/ml de ApoAl
(Sigma) con o sin 10’M de cortistatina o VIP. Tras 2, 4, 6, 8 o 10 horas de
incubacién, 20 pl del medio se afiadieron a 1ml de liquido de centelleo (National
Diagnostics) y se midi6 la radioactividad del colesterol que se ha liberado al medio.
Tras eliminar los restos de liquido afnadimos 0.5 ml de 0.1 N de NaOH para lisar las
células y las incubamos durante 5 horas a temperatura ambiente. Transferimos
20pl de esta lisis a 1ml de liquido de centelleo y medimos la radioactividad. Cada
muestra se determiné por triplicado. Como control positivo se estimularon las
células, cada vez que se usaron los neuropéptidos, con forskolina (FSK) a una
concentracion de 10-5M, un activador de la adenilato ciclasa que aumenta la
produccion de cAMP en la célula. El porcentaje de eflujo de colesterol se determiné
dividiendo la radioactividad encontrada en el sobrenadante celular entre la suma
de la misma con la radioactividad presente en el lisado celular (% eflujo =
Radioactividad sobrenadante /(Radioactividad sobrenadante + radioactividad
lisado celular)).
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5.20 Andlisis de la expresion proteica.

Para determinar si el tratamiento con cortistatina o VIP media en la
expresion de proteinas relacionadas con el flujo de colesterol en el macro6fago, se
analizé la expresion de los transportadores de membrana ABCA-1 y CD36, y del
factor de transcripcion PPAR-y.

5.20.1 Obtencidon de extractos proteicos.

1 x 106 de BM-M@ en placas de 6 pocillos se estimularon con o sin 50 pg/ml
de oxLDL y 10-7M de cortistatina o VIP durante 24 h en DMEM con un 2% de SBF.
Después de los tratamientos aspiramos el medio de cultivo y lavamos las células en
monocapa dos veces con PBS estéril. Para la obtencion de los extractos proteicos
lisamos las células con tampon de lisis (50mM tris-HCI pH 7.5, 150mM NacCl, 1mM
EDTA, 1% Tritén Tx-100, 1% acido desoxicdlico, 0.1% SDSy 10 ug/ml de un céctel
de inhibidores de proteasas (Sigam-Aldrich)). Afladimos 250ul de tampén de lisis
por pocillo, homogenizamos con un raspador, y recogimos el lisado, el cual se
incubé durante 15 minutos a 4°C en un agitador orbital. A continuacidn,
centrifugamos las muestras a 14000g durante 15 minutos a 4°C y los
sobrenadantes se guardaron a -20°C hasta su uso.

5.20.2 Cuantificacion de extractos proteicos.

Los extractos proteicos fueron cuantificados mediante Bradford, que es un
procedimiento analitico espectroscopico que se usa para medir la concentracion
de proteinas en una solucién, de modo que el colorante usado, el azul brillante
coomassie, interacciona con las proteinas. Para cuantificar la cantidad de
proteinas utilizamos una curva patrén con BSA. El andlisis se realizé con el
programa SoftMax Pro (Molecular Devices).

5.20.3 Analisis de la expresion proteica por Western Blot.

Una vez cuantificadas, 20ug de proteinas, junto con tampén de carga 6X
(375mM TRIS-HCI pH 6.8, 12% SDS, 10% Glicerol, 30% [-mercaptoetanol,
0.1%Azul de Bromofenol, H20 MiliQ), se resolvieron en geles del 7.5% de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes, en cubetas de electroforesis
vertical Biorad. Las cubetas estaban llenas de tampén de corrida (0.024M TRIS-
HCI, 0,2M Glicina, 2% SDS, pH8,8).

El gel de poliacrilamida al 7,5% posee dos partes, la de empaquetamiento y la
de separacion. La de empaquetamiento se compone (para 5 ml) de: 1.25ml de
buffer 0,5M TRIS-HCL pH 6.8, 50ul de 10% SDS, 0.7ml de 30% (29:1)
acrilamida/bisacrilamida (Bio-Rad), 35l de 10% persulfato amoénico (APS), 5ul de
TEMED y 3 ml de H20 destilada. 5 ml de la parte de separacién se componen de:
1.25ml de 0,5M buffer tris pH 8.8, 50ul de 10% SDS, 1.25ml de 30% (29:1)
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acrilamida/bisacrilamida (Bio-Rad), 35ul de 10% APS, 5ul de TEMED y 2.4ml de
H20 destilada.

Resueltos los geles, se transfirieron a membranas de PVDF (Biorad, Berkeley,
CA) para lo cual se usé un sistemas de transferencia semiseca y un tampoén de
transferencia (1M TRIS-HCI, 0.04 M Glicina, 5% Metanol y 0.1% SDS). Las
membranas se bloquearon con una solucién al 5% de leche desnatada en PBS-
tween20 (PBS con 1% de tween20) durante una hora. Posteriormente se incubaron
durante toda la noche en agitacion a 4°C, con el anticuerpo primario
correspondiente (Tabla 15). Los anticuerpos primarios se utilizaron disueltos en
PBS 0,1% tween20 con un 1% de leche desnatada. A continuaciéon se lavaron las
membranas tres veces con PBS-tweenZ20 durante 10 minutos cada lavado, y se
incubaron con el anticuerpo secundario anti-rabbit unido a Peroxidasa, en
proporcion 1:5000 en PBS-tween20 al 1% de leche desnatada durante 90 minutos.
Finalmente lavamos las membranas tres veces con PBS-tweenZ20.

Tabla 15. Anticuerpos utilizados en Western Blot.

Anticuerpo Concentracion Casa Comercial
Rabbit anti-ABCA-1 1/1000 Novus Biologicals, NB400-105SS
Rabbit anti CD36 1/1000 Novus Biologicals, NB400-144SS
Rrabbit anti PPARy 1/500 Cell Signaling, 2443
Rabbit anti-GAPDH 1/5000 R&D System, 2275
Goat anti-rabbit IgG 1/5000 Dako, 12040703

HRP

Las bandas se visualizaron utilizando el reactivo de revelado ECL-PLUS
(Amersham Biosciences), el sistema de imagen digital ChemiDoc XRS System
(Biorad), y peliculas fotograficas médicas AGFA. Para localizar el tamafio de la
banda se usé un marcador de peso molecular conocido, el Precision Plus Protein™
Unstained Standards (Biorad).

La expresion de las distintas proteinas se representa como % de expresion en
unidades de densitometria relativas a la expresion de GAPDH de la misma muestra
y en la misma membrana.
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5.21 Ensayo de proliferacion de hAoSMC.

Las hAoSMC son una linea de células humanas de musculo liso aédrticas
(hAoSMC, Lonza), utilizadas para ver el efecto de cortistatina o de VIP en la
proliferacién y migraciéon de las mismas en respuesta a PDGF.

Para el ensayo de proliferacién de las células musculares se cultivaron
104 hAoSMC/pocillo en placas de 96 pocillos en medio SmGM-2 (Smooth Muscle
Growth Medium-2, Lonza, suplementado con un 5% de SBF) durante 12 horas.
Tras ésto se cultivaron durante 24 horas en medio SmGM (Smooth Muscle
Growth Medium, Lonza,) con 10 ng/ml de PDGF en presencia o ausencia de
cortistatina o VIP a distintas concentraciones (106, 10-8, 10-10 0 10-12M). Durante
las ultimas 12 horas de cultivo se afiadié 1pCi/pocillo de timidina tritiada ([3H]-
metil-Tdr, Amersham). La incorporacion de timidina tritiada se determiné como
se explicé anteriormente. Los resultados se expresan como porcentaje de
proliferacion con respecto a las células control tratadas con PDGF.

5.22 Ensayo de migracion de hAoSMC.

Una vez conseguida una suspension celular de hAoSMC, 104 células/pocillo se
colocaron en la parte superior de una cdmara de migracién de 48 pocillos junto con
cortistatina o VIP a distintas concentraciones (10-¢, 10-8, 10-10 0 10-12M). Separando
la parte superior de la inferior de la cAmara pusimos un filtro de policarbonato con
poros de 8um de tamafio (NeuroProbe, Gaithersburg, MD), la cual incubamos
previamente con 100pg/ml de colageno tipo I y 10 pg/ml de vitronectina, para
crear una superficie similar a la matriz extracelular. En la caAmara inferior pusimos
10 ng/ml del quimioatrayente PDGF. Durante 6 horas incubamos la cAmara a 37°C
y 5% de CO;. Pasado este tiempo retiramos el filtro, lo lavamos con PBS y
retiramos las células que no habian migrado con un raspador. La parte inferior de
la membrana se fijo durante 5 minutos con metanol frio, y las células se tifieron
con DAPI (del inglés 4'6-diamidino-2-phenylindole). Tras ésto se determiné el
numero de células migradas utilizando un microscopio de fluorescencia.

5.23 Anadlisis estadistico

Los resultados se han expresado como los valores de la media *+ error
estandar de la media (SEM). El analisis estadistico se realiz6 teniendo en cuenta el
tipo de muestra. Para ello primero se analizé si los valores seguian una
distribucién normal mediante el uso de los test de normalidad Shapiro-Wilk y
D’Agostino y Pearson. Si los valores muestrales segtin una distribucion normal se
aplicé el test t- Student para comparar entre dos grupos. Si los valores no seguian
una distribuciéon normal se aplico el test no paramétrico de Mann-Whitney. Por
ultimo, para variables discretas el test estadistico aplicado fue el test de Kruskal-
Wallis.
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Un valor de p<0.05 refleja que las diferencias obtenidas son estadisticamente
significativas El analisis estadistico ha sido llevado a cabo de forma informatizada
con la version 5.0 del programa GraphPad.
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6.1 Estudio del efecto de cortistatina y VIP en un modelo de miocarditis

autoinmune experimental (MAE).

En este primer apartado de resultados estudiaremos el efecto terapéutico del
tratamiento con cortistatina o con VIP en un modelo de MAE. C6mo parametros a
analizar estudiaremos rasgos macroscépicos (relacion peso del corazén/peso
corporal) y microscopicos (infiltracién celular en el miocardio). Finalmente
realizaremos un estudio completo de la respuesta inmunitaria a nivel local
(tamafio y caracterizacién del infiltrado cardiaco), y periférico (ganglios linfaticos
mediastinales).

6.1.1 Efecto de VIP y cortistatina en la incidencia y severidad en un modelo
de MAE.

Para desarrollar el modelo de MAE utilizamos ratones BALB/c que
inyectamos con Myhc-ae14-620 tal y como se especifica en materiales y métodos.La
inoculacion de Myhc-as14-629 junto con CFA va a generar una respuesta autoinmune
frente a la miosina cardiaca en una fase temprana, seguida de una respuesta
inflamatoria en una fase mas tardia. Como consecuencia de esta respuesta, en
aquellos ratones en los que se establezca la enfermedad va a aumentar la
infiltracién de células inmunitarias en el miocardio, con la consiguiente
degeneracion de los cardiomiocitos. El ventriculo izquierdo responde aumentando
su tamafio para mantener la funcién sistélica del mismo, por lo que se va a
producir un aumento en el tamafio del corazéon en los ratones afectados con
miocarditis. Aunque nuestro objetivo era estudiar la fase aguda de la enfermedad,
en el momento en el que tomamos las muestras ya puede observarse un aumento
en el peso del corazon de los ratones enfermos, aunque este aumento sera mayor
en la fase cronica de la enfermedad.

Por tanto, en primer lugar determinamos la relacién existente entre el peso
del corazoén y el peso corporal de los distintos grupos de ratones a los que se les
indujo MAE. En la figura 24A observamos, a nivel macroscopico, que hay un
aumento en el tamafio del corazoén en los ratones a los que se les ha inducido MAE
y que han sido tratados con PBS (grupo MAE), en relacién al tamafio del corazoén de
ratones Balb/c naive de la misma edad. Ademads de presentar un tamafio mayor, los
ratones con MAE poseen extensas areas con fibrosis pericardica. Sin embargo, los
corazones de los ratones con MAE tratados tanto con VIP como con CST, presentan
un aspecto muy similar al de los ratones naive (Figura 24A), sin presencia de
zonas fibroticas. Numéricamente observamos que la relacion entre el peso
corazon/peso corporal de los ratones del grupo MAE control tienen un valor medio
de (6,64%0,15) significativamente mayor al encontrado en los ratones tratados con
cortistatina (5,31+0,15) o VIP (5,69+0,20) (Figura 24B). Igualmente, la incidencia
de la enfermedad desciende desde un 75% (en ratones MAE control) a un 11% y
25% en ratones tratados con CST o con VIP, respectivamente (Figura 24C).
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Figura 24. Efecto terapéutico de cortistatina y VIP en MAE. Ratones BALB/C naive o
inmunizados con Myhc-0s14-629, @ dia 0 y 7, y tratados con PBS, CST o VIP tres veces en semana,
desde el dia 7 al 21. Muestras tomadas a dia 21. A. Imagenes representativas del corazén de un
raton de cada grupo de estudio. La barra de escala representa 2 mm. B. Cociente entre el peso del
corazon de cada ratén y su peso corporal. La linea negra de cada grupo representa la media de la
poblacién. Cada punto corresponde a un ratén. C. Incidencia de la enfermedad en los distintos
grupos. Se considera que un ratén esta enfermo cuando el valor del cociente entre el peso del
corazén y el peso corporal del mismo es superior al valor mayor de esta relacion en un ratén naive.
N=1 o 2 experimentos con 7-8 ratones por grupo. * p<0,05, ** p<0,01. CST=Cortistatina

Tras este andlisis macroscopico determinamos el grado de infiltracién celular
en el corazon mediante histologia con una tincion de H-E en secciones obtenidas de
la mitad inferior del corazén (zona de corte sefialada en la Figura 25A).
Observamos que en los corazones de los ratones del grupo MAE, hay una mayor
presencia de infiltrados celulares que en los ratones tratados con cortistatina o
VIP, tanto a nivel de la periferia del corazén (Figura 25B-D), como en la zona
central del mismo (Figura 25E-G).

En funcién del grado de infiltracién del corazon se realiza una clasificacion de
la severidad de la enfermedad en grados que comprenden del 0 al 4, segin el
criterio establecido en materiales y métodos. Aplicando estos parametros
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analizamos la severidad de la infiltracién en los corazones de los distintos grupos,
y pudimos comprobar que, efectivamente, tanto el tratamiento con cortistatina
como el tratamiento con VIP disminuyen el grado de infiltracién cardiaca de forma
significativa en el modelo de MAE. En los ratones con MAE sin tratar se detecta la
presencia de infiltrados en 23/25 ratones, con un valor histolégico medio de
2,76+0,23, mientras que en el caso de los ratones tratados con cortistatina sélo
hay infiltraciéon en 3/9 con un valor medio de 0,44+0,24, y en los tratados con VIP
la presencia de infiltrados se detecta en 9/23 ratones con un grado de infiltracién
de 0,56+0,18 (Figura 25H).

Mediante inmunofluorescencia analizamos la naturaleza del infiltrado,
comprobando que se trata de células inflamatorias de origen hematopoyético
CD45* (Figura 26). Ademas, al tefiir cortes seriados con H-E y con anti-CD45
comprobamos que existe una linealidad entre el grado de infiltracion celular visto
con H-E y la presencia de células CD45+, demostrando que estos infiltrados tienen
un origen leucocitario, tal y como se muestra en otros trabajos (238).
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Figura 25. Cortistatina y VIP reducen la severidad histopatoldgica en MAE. Induccion de MAE
segun lo especificado en la figura 1. A. Representacion del punto de corte del corazén para la toma
de muestras y posterior tincién con H-E. B-D. Imagenes de una zona de la periferia del corazon de
cada grupo de estudio. E-F. Imagenes del centro del corazén de cada grupo de estudio. H.
Cuantificacion del grado de enfermedad a nivel histopatoldgico. N= 1-3 experimentos con 7-10

ratones/grupo. La imagen es representativa de un ratén por grupo. La escala representa 200um.
Las flechas muestran zonas de infiltracion. ** p<0,01, *** p<0,0001. CST=Cortistatina.
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MAE MAE + CST MAE + VIP

Figura 26. Caracterizacion del infiltrado celular en MAE. Induccién de MAE segin lo
especificado en la figura 1. Tincién de cortes seriados del corazén de ratones de los distintos grupos
tefiidos con H-E (A-C) o marcados con anti-CD45 mediante inmunofluorescencia (D-F). Las escalas
seflalan corresponden a 50pum. Imagenes representativas de un experimento. CST=Coritstatina

6.1.2 Efecto del tratamiento con cortistatina o VIP en la respuesta
inflamatoria y autorreactiva en ganglios linfaticos en MAE.

Puesto que la MAE es una enfermedad autoinmune e inflamatoria, quisimos
estudiar el efecto del tratamiento con CST o VIP en la respuesta inmunitaria en
dicha enfermedad. Para ello aislamos los ganglios linfaticos mediastinales de los
ratones de los distintos grupos de estudio y analizamos el nimero y perfil de
células T presentes en los mismos, asi como la respuesta proliferativa y el patrén
de citoquinas que producian especificamente en respuesta a Myhc-as14-629.

En primer lugar observamos, que el tratamiento con CST o VIP de ratones ocn
MAE no afectaba al nimero de células totales presentes en los ganglios linfaticos
drenantes en comparacion con el nimero de células encontradas en ratones del
grupo control o naive (Figura 27).
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A continuacién analizamos la composicion en los distintos subtipos de células
T CD4+ presentes en los ganglios linfaticos. Para ello se midié la expresion de
marcadores intracelulares dentro de las células CD4+ mediante citometria de flujo.
Asi, para ver la proporcion de células Th1 se midi6 la expresion de IFN-y dentro de
las CD4+, y para ver la proporcién de células Th17 se midi6 la expresion de IL17
dentro de este mismo subtipo celular. En la figura 28 se muestra como el
tratamiento con CORTISTATINA o VIP de los ratones con MAE no ejerce un cambio
en el porcentaje de células IFN-y* CD4+ (Figura 28A), mientras que el porcentaje
de células CD4* IL17* disminuye de un modo significativo con respecto a la
proporcidén de este tipo celular en el grupo de los ratones MAE (Figura 28B).

Como ya hemos indicado en la introduccion, las células Th17 constituyen una
subpoblaciéon de células CD4+ que estd tomando cada vez mdas importancia en la
patogénesis de las enfermedades inflamatorias y autoinmune. El hecho de que el
tratamiento con los péptidos haga que dicha subpoblacién celular esté disminuida
en los ganglios linfaticos, es indicativo de que la respuesta inmunitaria local tiene
un perfil menos inflamatorio en comparacion con los ratones MAE sin tratamiento.
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Figura 28. Efecto de cortistatina y VIP sobre el porcentaje de células Thl y Th17 en los
ganglios linfaticos locales en el modelo de MAE. La enfermedad se indujo segtin lo expuesto en la
figura 1. Las células se estimularon con PMA/ionomicina/monensina durante 12 horas. Analisis de
la expresién de IFNy (A) e IL17 (B) dentro de la poblacién de células CD4+ mediante citometria de
flujo. N=5. Representativo de 3 experimentos. Naive N=1.*p<0,05; ** p<0,01. CST=Cortistatina.

Las células Treg son una poblacién celular fundamental en el mantenimiento
de la homeostasis inmunolégica, presentando un papel clave en el desarrollo y
progresion de enfermedades autoinmunes. Puesto que VIP y cortistatina generan
células Treg in vivo en algunos modelos animales de inflamacién y autoinmunidad,
en este trabajo hemos analizado el efecto que tienen ambos neuropéptidos sobre
este tipo celular a nivel de ganglios linfaticos mediastinales de ratones con MAE. El
tratamiento con VIP no produce ningun efecto sobre el porcentaje de células
Foxp3+* dentro de la poblacién de CD4* con respecto a los ratones MAE, mientras
que el tratamiento con cortistatina reduce ligeramente este porcentaje (Figura
29).
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Figura 29. Efecto del tratamiento con
CST o VIP en el porcentaje de células
Treg en ganglios linfaticos. La
enfermedad se indujo segun lo expuesto
en la figura 1. Marcaje intracelular de
Foxp3 dentro de las células CD4* medido
por citometria de flujo. N=5 (MAE, CST,
VIP). Naive N=1. Representativo de 3
experimentos. *p<0,05. CST=Coritstatina.
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Tras analizar la poblacion de células Thl, Th17 y Treg en los ganglios
linfaticos mediastinales, pasamos a estudiar el patréon de citoquinas producidas en
ausencia o presencia de estimulos, tanto especificos (Myhc-asi14-629) como
inespecificos (ConA). El patrén de citoquinas/quimioquinas liberadas es indicativo
del estado de inflamacién que hay en los ganglios linfaticos y, por consiguiente, del
grado de enfermedad del raton. En la figura 30 observamos que la estimulacién de
las células con Myhc-a614-629 0 con ConA provoca un aumento en la produccion de
citoquinas y quimioquinas proinflamatorias, como son IFN-y (Figura 30A), IL17
(Figura 30B), o la quimioquina IP10 (Figura 30D). También provocan un
aumento en la produccién de citoquina IL-2 (indicativo del grado de activaciéon
celular) (Figura 30C). El tratamiento de los ratones con cortistatina o VIP favorece
que no se produzca este aumento cuando se estimulan las células con Myhc-ae14-
629. Este dato senala el papel de cortistatina y VIP in vivo en la desensibilizacion de
células autorreactivas. Cuando la estimulacion es inespecifica con ConA, no se
observa un descenso en la produccion de estos mediadores inflamatorios por parte
de las células procedentes de los ratones tratados con cortistatina o VIP en relacién
a la produccién por parte de las células procedentes de ratones del grupo MAE
(figura 30). Este dato indica que el efecto de estos péptidos cursa con una
inhibicion parcial de la respuesta especifica de antigeno, sin afectar la capacidad
de activacion policlonal de las células T del animal tratado.
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Figura 30. Cortistatina y VIP reducen la respuesta autorreactiva en ratones con MAE. Anilisis
de la produccion de citoquinas y quimioquinas mediante ELISA por células procedentes de ganglios
linfaticos mediastinales en ratones con MAE tratados o no con CST o VIP. Efecto de la estimulacién
con medio, Myhc-ae14-629, 0 con ConA durante 48 horas. Produccién de IFNy (A), IL17 (B), IL-2 (C) e
[P10 (D). En el caso de IFNy el eje de la izquierda refleja los valores de produccién tras la
estimulacién con medio y miosina y el de la derecha la produccién tras estimular con ConA. N=5
*p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. CST=Cortistatina.

A continuacién quisimos analizar si las diferencias observadas en la
producciéon de citoquinas y quimioquinas en los ganglios linfaticos en los ratones
tratados con cortistatina o VIP, se debia a un cambio en la capacidad proliferativa
de las células de dichos ganglios. Los resultados muestran que las células aisladas
de los ganglios de ratones con MAE proliferan de forma especifica en respuesta a
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Myhc-ae14-629, reflejo de una respuesta cardiomiogénica, mientras que las células
aisladas de los ratones con MAE tratados con cortistatina o con VIP tienen
disminuida la capacidad auto-reactiva frente a dicho antigeno, mostrando niveles
similares a los encontrados en los ratones naive (Figura 31). De modo similar a lo
que ocurre en la producciéon de citoquinas, en el caso de una estimulacién
inespecifica no vemos diferencias significativas en la proliferacion celular in vitro
entre los distintos grupos (Figura 31B), de nuevo sugiriendo que el tratamiento
con los péptidos no inmunodeprime de modo general al animal tratado, sino que
actua generando un equilibrio inmunolégico de modo antigeno-especifico.
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Figura 31. Cortistatina y VIP inhiben de forma antigeno-especifica la proliferacion celular en
un modelo de MAE. Estudio de la proliferacion celular de células de ganglios mediastinales en
MAE, en presencia de medio, Myhc-as14-620 0 ConA durante 72 horas. A. Clones de diferenciacién
resultado de la proliferaciéon linfocitaria frente Myhc-agi4-629 en los distintos grupos. B.
Incorporaciéon de timidina tritiada representada como cuentas por minuto (CPM). N=5 (MAE, CST,
VIP), N=1 (Naive). ** p<0,01, *** p<0,001. CST=Cortistatina.
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Tras ver que existe una menor activacion de células T inflamatorias en los
ganglios de los ratones tratados con cortistatina o VIP, quisimos comprobar si el
efecto de estos péptidos era directo sobre estas poblaciones celulares, o si por el
contrario, estos péptidos estan generando una respuesta a otro nivel que favorece
la inhibicién de este tipo celular. Para ello aislamos células de los ganglios
linfaticos de ratones con MAE, las cuales tienen la capacidad de responder frente al
antigeno de la miosina produciendo mediadores pro-inflamatorios y proliferando
(Figura 30-31) y los estimulamos in Vitro en ausencia o presencia de CST o VIP. El
tratamiento con los péptidos in vitro inhibe la producciéon de citoquinas y
quimioquinas pro-inflamatorias (Figura 32) y la proliferaciéon (Figura 33) en
respuesta a Myhc-a614-629.
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Figura 32. Cortistatina y VIP inhiben de forma antigeno-especifica la produccion de
citoquinas y quimioquinas in vitro. Células provenientes de ganglios linfaticos de ratones con
MAE se estimularon con medio o Myhc-aei14.629 en presencia o ausencia de CST (MEDIO+CST o
Myhc+CST) o VIP (MEDIO+VIP o Myhc+VIP) durante 48 horas. Mediante ELISA se analiz6 la
produccion de IFNy (A), IL17 (B), IL-2 (C) e IP10 (D). N=5. *p<0,05, ** p<0,01. CST=Cortistatina.
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Figura 33. Cortistatina y VIP inhiben de forma antigeno-especifica la proliferacion celular in
vitro. Células provenientes de ganglios linfaticos de ratones con MAE se estimularon con medio o
Myh-a614-629 €n presencia o ausencia de CST (MEDIO+CST o Myhc+CST) o VIP (MEDIO+VIP o
Myhc+VIP) durante 72 horas. Células del raton naive se estimularon con medio o Myhc-o614-629. A.
Focos de proliferacion frente al antigeno de la miosina. B. La incorporacion de timidina tritiada
representada como cuentas por minuto (CPM). N=5 o 1 (Naive). ** p<0,01. CST=Cortistatina.
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6.1.3 El tratamiento con CST o VIP reduce la presencia de autoanticuerpos
en MAE.

Los niveles de autoanticuerpos circulantes contra antigenos cardiacos estan
elevados en pacientes con miocarditis autoinmune (239). La presencia de los
mismos es indicativa del dafo al corazén que se estd generando. La figura 34
refleja como la induccién de la enfermedad supone un aumento en la produccién
de IgG frente a Myhc-a en el suero, en comparacién con los niveles encontrados en
los ratones del grupo naive (Figura 34A). Por su parte, en los ratones que han
sido tratados con cortistatina o con VIP hay una reduccién en los niveles de IgG
total (Figura 34A), asi como de IgG1 (Figura 34B), e [gG2a (Figura 34C).
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Figura 34. El tratamiento con CST y VIP reduce el niimero de anticuerpos especificos contra
Myhc-a en MAE. La enfermedad se indujo como se muestra en la figura 1. Tras 21 dias se obtuvo el
suero de los ratones y se determinaron los niveles de IgG total (A), [gG1 (B) e IgG2a (C) especificos
para Myhc-a mediante ELISA. N=6 - 16 ratones por grupo. **p<0,01 ***p<0,001. CST=Cortistatina.

Estos resultados demuestran que tanto CST como VIP tienen un papel en la
desactivacion de los clones autorreactivos en los érganos linfoides secundarios.
Ademas, de modo indirecto vemos que CST y VIP impiden la activacién de células
Th1 (median la produccién de I[gG2a) y Th2 (median la produccién de IgG1).

Resumen

Cortistatina y VIP tienen un efecto terapéutico en el modelo de MAE. Este
efecto se observa tanto macroscopicamente (Figura 24) como microscoépicamente
(Figura 25). Dicho efecto se debe, al menos en parte, a que tanto cortistatina como
VIP son capaces de modular la respuesta inmunitaria en esta enfermedad. Asi, a
nivel de los ganglios linfaticos mediastinales, observamos una disminucion en la
produccion de células Th17 (Figura28). También hay un descenso en la
produccion de IL17, citoquinas tipo Th1 (IFN-y e IL-2) y en la proliferacién celular,
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de modo antigeno-especifico, en las células provenientes de los ratones tratados
con cortistatina o VIP (Figuras 30-31). Esta inactivacion es por una accidn directa
de cortistatina y VIP sobre células del sistema inmunitario (Figura 32-33). Por
otro lado, cortistatina y VIP tienen un efecto inhibidor en la produccién de auto-
anticuerpos frente a la miosina cardiaca (Figura 34). Queda demostrado por tanto,
la capacidad de cortistatina y VIP para regular la respuesta inmunitaria en un
modelo de ECV como la miocarditis autoinmune.

6.2 Estudio del efecto de CST y VIP en aterosclerosis.

6.2.1 Analisis del papel de CST y VIP en un modelo de aterosclerosis aguda.

El modelo de ligacion parcial de la carétida es un modelo de aterosclerosis
agudo, donde se potencian los factores necesarios para la formaciéon de placas
ateroscleroticas, como son: fondo genético (ratones ApoE~/-); nivel de colesterol en
sangre (dieta tipo occidental); y velocidad del flujo sanguineo en una zona concreta
(ligaciéon de la carétida izquierda), favoreciendo asi la retencién y transmigracion
de células inmunitarias y del LDL desde la luz del vaso a la capa intima de la
arteria. Este modelo permite estudiar la respuesta inmunitaria en aterosclerosis,
debido a que es un modelo que acelera la generacion de placas ateroscleroticas.
Para determinar si CST o VIP tienen algiin efecto en este modelo analizamos su
influencia sobre la formacién de placas ateroscleroticas en la carétida, asi como el
papel que ejercen en la respuesta inmunitaria que acompafa a esta enfermedad.

6.2.1.1 El tratamiento con CST o VIP inhibe la formacioén de placas
ateroscleréticas en un modelo aterosclerosis agudo.

Una vez desarrollada la enfermedad, se analizé la formaciéon de placas
ateroscleroticas en la cardtida en ratones tratados con PBS (grupo control),
cortistatina o VIP. Para ello tefiimos con Oil Red O secciones transversales a la luz
del vaso de la carétida ligada y sin ligar. En la Figura 35A se muestra como en los
ratones tratados con cortistatina o VIP hay una inhibicién en la formacion de
placas aterosclerdticas con respecto a los ratones del grupo control. La
cuantificacion de las lesiones indica que en los ratones del grupo control el 100%
de los ratones desarrollan placas, las cuales ocupan una media de 79,0+6,5% de la
luz del vaso, mientras que en los ratones tratados con cortistatina el porcentaje de
ratones afectados desciende a un 14% con lesiones que ocupan un 12,1+12,1% de
la luz del vaso. Por su parte, en los ratones tratados con VIP la incidencia de la
enfermedad desciende a un 14%, y el valor promedio de la luz del vaso ocupada
por lesion es de un 11,5%+11,5% (Figura 35B). Como esperabamos, el desarrollo de
lesiones se produjo a nivel local en la zona de ligacion, sin verse afectada la
cardtida contralateral no ligada (Figura 35A).
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Figura 35. Cortistatina y VIP inhiben la formacion de placas ateroscleréticas en el modelo de
aterosclerosis agudo. A ratones apoE/- se les ligd parcialmente la cardtida izquierda, se
alimentaron con una dieta aterogénica y se trataron durante 21 dias con PBS (control), CST o VIP.
Al final del tratamiento se aislé la carétida izquierda (ligada) y la derecha (no ligada). A. Analisis de
la formacion de placas ateroscleréticas tras tincién con Oil Red O. B. Cuantificacién de la formacién
de lesiones, representada como porcentaje de luz del vaso ocupada por placas ateroscleréticas.
Control NL=Cardtida no ligada del grupo control. N=7. *** p<0,001. CST=Cortistatina.
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6.2.1.2 Caracterizacion de las placas ateroscleréticas.

Para estudiar la composicion de las placas ateroscleréticas analizamos la
expresion en la placa de CD45 (antigeno comun de leucocitos), CD68 (marcador de
macroéfagos) y sma (marcador de la actina de musculo liso) mediante
inmunofluorescencia (Figura 36). Como resultado de esta caracterizacién
comprobamos que la composicion celular de las placas aterosclerdticas en el
modelo de ligacion parcial de la carétida se corresponde con la presente en placas
ateroscleroticas de un modelo crénico de aterosclerosis.

@)

)

Figura 36. Caracterizacion de las placas aterosclerdticas en un modelo de aterosclerosis
agudo. A. Tinci6n con Oil Red O de una placa aterosclerdtica. B. Detalle de la region donde se toma
la imagen. Alexa-488: sma (verde). Alexa-546: CD45 (rojo). C. Inmunofluorescencias de sma y CD45.
D. Inmunofluorescencia de sma y CD68. La barra de escala representa 20pm.
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6.2.1.3 Estudio del efecto de CST y VIP en la respuesta inmunolégica en un
modelo de ligacion parcial de cardétida.

Tanto CST como VIP son capaces de regular la respuesta inmunitaria en una
ECV como es la miocarditis autoinmune. Quisimos estudiar si en un modelo de
aterosclerosis agudo estos péptidos tenian un efecto similar. Para ello
determinamos la produccién de mediadores inflamatorios a nivel local (carétida) y
a nivel de los ganglios linfaticos que drenan la regién cercana a la carétida. A nivel
de ganglios linfaticos estudiamos también la proliferacidn celular y la composicion
de células T CD4* presentes en dichos ganglios. En primer lugar, tras cultivar la
carétida ex-vivo, vimos que hay un aumento en la produccién de IL17 (Figura
37A), IFN-y (Figura 37B), IL2 (Figura 37C) y TNF-a (Figura 37D) en la cardtida
ligada de ratones control con respecto a la carétida contralateral no ligada. En
segundo lugar, comprobamos que el tratamiento con CST y con VIP inhibe la
produccion de IL17 (Figura 37A) y de IFN-y (Figura 37B) en las carétidas ligadas
de los ratones tratados con respecto a las del grupo control. En el caso de la accién
sobre la produccién de IL-2 (Figura 37C) y TNF-a (Figura 37D) se puede observar
un descenso en la produccién de estas citoquinas, aunque dicho descenso no llega
a tener diferencias estadisticamente significativas. De estos resultados deducimos
que el tratamiento con cortistatina o con VIP en ratones con aterosclerosis aguda
reduce la respuesta inflamatoria a nivel de lesién. Este descenso puede ser
consecuencia de una menor infiltraciéon de células inmunolégicas y/o a un cambio
en el perfil inflamatorio de las células infiltradas.
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Figura 37. Cortistatina y VIP inhiben la respuesta inflamatoria en la carétida de ratones con
aterosclerosis aguda. Analisis de la produccidn de citoquinas inflamatorias mediante ELISA, en
explantos de cardtidas ligadas y no ligadas aisladas de ratones con aterosclerosis aguda tratados
con PBS (control), CST o VIP. Medida de la produccién de IL17 (A), [FN-y (B), IL-2 (C) y TNF-a (D).
N=5. * p<0,05. CST=Cortistatina.

Tras ver el efecto a nivel local pasamos a estudiar el efecto de cortistatina y
VIP en el perfil de las células inmunitarias a nivel de los ganglios linfaticos que
drenan la zona de lesién. Lo primero que observarnos fue que en los ratones
tratados con CST o VIP hay una reduccién significativa en el numero de células
presentes en los ganglios en comparacion con el mostrado en los ganglios de los
ratones del grupo control (Figura 38). Este dato nos indica que en los ganglios de
los ratones tratados el indice de proliferaciéon es menor, lo cual puede ser el
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resultado de una menor expansion clonal de las células T presentes en los mismos,
indicando una menor respuesta inmunolégica a este nivel.
©

Fkk

61 : Figura 38. Cortistatina y VIP
reducen el nimero de células en

4 ganglios linfaticos en un modelo

de aterosclerosis aguda. El modelo
se realizd segin el procedimiento
expuesto en la figura 12. Se
cuantificé el nimero de células en
los ganglios linfaticos de los
distintos grupos experimentales.
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A continuacion estudiamos qué tipo de células T componen estos ganglios
linfaticos. Para ello hicimos un marcaje intracelular para IL17 e IFN-y. Analizamos
la proporcién de células CD4+ que expresan estas citoquinas mediante citometria
de flujo. Comprobamos que el tratamiento de los ratones con cortistatina o con VIP
disminuye el porcentaje de células Th1 (Figura 39A) y células Th17 (Figura 39B)
en los ganglios linfaticos, en relacién al porcentaje encontrado en los ganglios de
los ratones del grupo control. Por tanto, parte del efecto en la inhibicion de la
respuesta inflamatoria por cortistatina y VIP puede deberse al efecto inhibidor que
presentan cortistatina y VIP sobre estas poblaciones celulares.

A s B 2s x

- % B —
— _ 2.0'
£ 9
< < .
3 3 15
O 41 o
< = 101
Z 2] -—
TS = 0.5
0- 0.0-
o & & o & X
& &
& o~
1) 19

Figura 39. Efecto del tratamiento con cortistatina o VIP en el porcentaje de células Thl y
Th17 en los ganglios linfaticos que drenan la carétida. Marcaje mediante citometria de flujo de
células CD4+* productoras de IFN-y (A), e IL17 (B), en los distintos grupos experimentales en un
modelo de aterosclerosis aguda. N=10. * p<0,05. CST=Cortistatina.

Una vez que sabemos que el nimero de células de los ganglios es menor en
los ratones tratados con CST o VIP, y que ademas, el porcentaje de células Thl y
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Th17 disminuye con ambos tratamientos, nos preguntamos si el tratamiento
afectaria al porcentaje de células Treg en los ganglios linfaticos. Comprobamos que
el tratamiento con CST o con VIP no produce un cambio significativo en el
porcentaje de células FoxP3+ dentro de la poblacién CD4 (Figura 40).

54

§ 4- Figura 40. Efecto de CST y VIP en
: el porcentaje de células Treg en
0 3- ganglios linfaticos en un modelo
(&) . ,

- aterosclerosis aguda. El numero
‘3_ 29 de células se determiné mediante
5 14 marcaje intracelular de Foxp3 y
L citometria de flujo. Se expresa

0-

como porcentaje de Foxp3* dentro
o~ oé\ & de la poblacién de células CD4+.

43‘ N=5. CST=Cortistatina.
o

De los resultados obtenidos en las figuras 39 y 40 podemos deducir que el
tratamiento con los péptidos favorece el balance entre respuesta autoreactiva
Th1/Th17 y tolerogénica Treg a favor de esta ultima, controlando asi la respuesta
inflamatoria a lo largo del tratamiento.

Analizado el porcentaje de células Th1, Th17 y Treg presentes en los ganglios
linfaticos que drenan la zona de lesion, pasamos a estudiar si hay un cambio en el
perfil de citoquinas producidas en los mismos. Para ello estimulamos las células de
los ganglios con ConA y analizamos mediante ELISA la liberacion de citoquinas y
quimioquinas al medio. Con excepcién de IL17 (Figura 41B), el tratamiento con
cortistatina o VIP no produce cambios significativos en la produccion de IFN-y
(Figura 41A), MCP-1 (Figura 41C), o IP10 (Figura 41D) en respuesta a un
estimulo policlonal inespecifico, lo que indica que el sistema de defensa del animal
no se encuentra comprometido en caso de necesitar responder ante una situacion
de infeccion o dafio.
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Figura 41. Efecto del tratamiento con cortistatina o VIP en la produccidon de citoquinas y
quimioquinas en ganglios linfaticos en un modelo de aterosclerosis aguda. Las células de los
ganglios linfaticos que drenan la carétida se aislaron de ratones a los que se les produjo una
ligacion parcial de la misma. Tras la incubacién en ausencia (medio) o presencia de un estimulo
inespecifico (ConA) durante 48 horas, se midi6 la produccién de IFN-y(A), IL17 (B), MCP-1 (C) e
IP10 (D). N=5. ** p<0,01. CST=Cortistatina.

Por dltimo, comprobamos si el tratamiento con CST o VIP estaba afectando a
la capacidad proliferativa de las células de los ganglios. Para ello medimos la
incorporacion de timidina tritiada en células de los ganglios que drenan la carétida
de los distintos grupos experimentales, en presencia o ausencia de ConA. La figura
42 muestra que el tratamiento con CST o VIP inhibe la capacidad proliferativa de
estas células en respuesta a un estimulo policlonal, con respecto a la proliferacién
de las células procedentes de ratones del grupo control. Este resultado concuerda
con el observado en la figura 15, donde se muestra que el nimero de células en los
ganglios procedentes de los ratones tratados con CST o VIP era menor que el
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numero de células en los ganglios del grupo control. Un descenso en la
proliferacion es indicativo de una menor activacion de la respuesta inmunitaria.
Puesto que el tipo de células que disminuyen son las células Thl y Th17, esto
podria indicar que los péptidos inhiben la respuesta pro-inflamatoria en los
ganglios linfaticos durante la fase aguda del desarrollo de aterosclerosis.
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Figura 42. Cortistatina y VIP inhiben de forma inespecifica la proliferacién celular en los
ganglios linfaticos que drenan la cardtida en un modelo de aterosclerosis aguda. Estudio de la
formacion de nucleos de proliferacidn (A), e incorporacién de timidina tritiada (B), tras 72 horas de
estimulo, en células procedentes de ganglios linfaticos que drenan la carétida de los distintos
grupos de estudio en un modelo agudo de aterosclerosis. La incorporacion de timidina tritiada se
indica como cuentas por minuto (CPM). N=5. *p<0,05. CST=Cortistatina.
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Resumen

El tratamiento con cortistatina o VIP de ratones ApoE~/- aterogénicos en un
modelo de ligacién parcial de la carétida inhibe la formacion de placas
ateroscleroticas (Figura 35). Este efecto puede ser consecuencia directa de una
inhibicién en la respuesta inflamatoria de estos ratones tanto en la zona de la
lesion (Figura 37), como en los ganglios linfoides que drenan la zona (Figura 38-
41).

6.2.2 Analisis del papel de CST y VIP en un modelo de aterosclerosis cronico.

Tras ver el efecto de cortistatina y VIP en un modelo agudo de aterosclerosis
nos preguntamos si el tratamiento con los péptidos tendria un efecto similar en un
modelo de aterosclerosis crénica, que mimetiza lo ocurrido en pacientes con esta
enfermedad. Este modelo se basa en un aumento crénico de colesterol en sangre,
de modo que usamos ratones C57BL/6 ApoE/-, que no catabolizan correctamente
el colesterol administrado en la dieta, y a los que alimentamos con una dieta
hiperlipidémica con un 0,15% de colesterol durante 16 semanas.

6.2.2.1 EI tratamiento con cortistatina o VIP inhibe la formacién de placas
aterosclerodticas en un modelo de aterosclerosis cronica.

Para analizar el efecto del tratamiento con cortistatina o VIP en la formacion
de placas aterosclerédticas en un modelo de aterosclerosis cronica analizamos la
presencia de las mismas a nivel de aorta descendente, arco aértico y seno aértico.

Las aortas descendentes se tifieron con Sudan IV. Observamos que en los
ratones tratados con cortistatina o con VIP el nimero de lesiones es menor al
encontrado en las aortas de ratones del grupo control (tratado con PBS) (Figura
43A). La cuantificaciéon de las lesiones muestra que, mientras que el 100% de los
ratones del grupo control desarrollaron placas aterosclerdticas en la aorta
descendente, el 44% y el 25% de los animales tratados con CST y VIP
respectivamente, no mostraron ninguna placa (Figura 43B). Ademas, en aquellos
ratones que aun siendo tratados desarrollaron lesiones, estas lesiones fueron de
menor tamafio. En este sentido podemos destacar que mientras que 9/16 ratones
del grupo control tienen mas de un 5% de la superficie de la aorta ocupada por las
lesiones, esta proporcion se reduce a 3/16 en los grupos de ratones tratados con
CST o con VIP.
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Figura 43. Cortistatina y VIP reducen la formacién de placas aterosclerdticas en aorta
descendente. Caracterizacion de la formacion de placas aterosclerdticas en aorta descendente en
un modelo de aterosclerosis crénica mediante tincién con Sudan IV. A. Imigenes de aorta
descendente de ratones de los distintos grupos. B. Cuantificacion de las lesiones representada como
porcentaje de superficie con placas ateroscleroticas respecto a la superficie total de la aorta. N= 16
**p<0,01. CST=Cortistatina.

Para la cuantificacion de las lesiones en el arco aértico de los distintos grupos
de estudio hicimos cortes seriados perpendiculares a luz del vaso y los tefiimos con
H-E. Al hacer los cortes transversales, se puede observar tanto la cavidad de la
aorta como la cavidad de la carétida, pudiendo determinar asi la formacién de
placas aterosclerdticas en distintas arterias (Figura 44A). Observamos que el
tratamiento de los ratones con cortistatina o VIP reduce la formacion de placas
ateroscleroticas a nivel de arco adrtico, en comparacion con el grupo de ratones
control (Figura 44B). Ademas, las lesiones formadas en los ratones del grupo
control adquieren un grado de complejidad mayor, tal y como indica la presencia
de cristales de colesterol en las placas, sefialados con una flecha en la figura 44A.
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Figura 44. Cortistatina y VIP reducen la formacion de placas ateroscleréticas en arco aértico.
Tincién con H-E de cortes seriados del arco aértico de ratones ApoE/- en un modelo crénico de
aterosclerosis. A. Las imagenes muestran la formacion de placas en el arco adrtico de ratones del
grupo control o tratados con CST o VIP. C: arteria carétida; A: aorta. >Cristales de colesterol.
*: Placas aterosclerodticas. B. Cuantificacion de las lesiones representadas como porcentaje de
superficie con placas ateroscleréticas de la superficie total. N=13 ***p<0,001. CST=Cortistatina.

Para el estudio del efecto de cortistatina y VIP sobre la formacion de placas
aterosclerodticas a nivel de seno adrtico hicimos cortes seriados del mismo y
tefiimos con el colorante de lipidos Oil Red O. Puesto que las placas van a estar
mayoritariamente compuestas de células espumosas, las cuales estan cargadas de
lipidos, esta tincion nos va a permitir delimitar la presencia de placas. De este
modo comprobamos que el tratamiento con cortistatina o VIP en un modelo
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crénico de aterosclerosis inhibe la formacién de placas a este nivel, presentando
un aspecto muy similar al encontrado en el grupo naive (ratones C57BL/6 con
dieta normal) (Figura 45).
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Figura 45. Cortistatina y VIP reducen la formacién de placas ateroscleroticas en seno adrtico.
Tinci6én con Oil Red O de secciones de seno aértico de los distintos grupos de estudio en un modelo
de aterosclerosis cronica. A. Imagenes del seno adrtico. B. Cuantificacion de las lesiones
representada como porcentaje de superficie con placas aterosclerdéticas de la superficie total del
seno. **p<0,01, *** p<0,001. CST=Cortistatina.
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Finalmente, quisimos analizar la composicion en CD68 de las placas
ateroscleroéticas en los distintos grupos de estudio cuando éstas llegan a formarse.
Vimos que las placas que aparecen en los ratones tratados con CST o VIP sigue
habiendo expresion de CD68 (Figura 46).
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Figura 46. Caracterizacion de las lesiones aterosclerdticas en un modelo de aterosclerosis
cronica. Secciones del seno adrtico tefiidas con Oil Red O y hematoxilina (A) o con CD68 y Hoechst
(B), de los distintos grupos de estudio en el modelo de aterosclerosis créonico. CST=Cortistatina.

6.2.2.2 Estudio del efecto de cortistatina y VIP en la respuesta inmunoldgica
en un modelo de aterosclerosis crénica.

En los apartados anteriores hemos demostrado que tanto cortistatina como
VIP tienen un efecto en la regulacion de la respuesta inmunitaria durante la fase
efectora de la aterosclerosis. Ahora, en un modelo crénico de aterosclerosis, vamos
a ver si dichos neuropéptidos regulan la respuesta inmunitaria a nivel de los
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ganglios linfaticos lumbares. Para ello analizaremos si el tratamiento con
cortistatina o VIP afecta al namero de células de los mismos asi como a la
composicion en células Th1, Th17 y Treg.

En primer lugar observamos que el tratamiento con VIP o cortistatina reduce
el namero de células presentes en los ganglios, en comparaciéon al nimero de
células encontrado en los ganglios de los ratones del grupo control (Figura 47).
Este dato es indicativo de un descenso en la proliferacién celular en los ganglios
procedentes de los ratones tratados, lo cual, es sefial de que la actividad
inmunolodgica es menor, pudiendo significar una menor repuesta inflamatoria.
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*k% Figura 47. Cortistatina y
VIP reducen el nimero de
células en ganglios
linfaticos lumbares en un
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Tras cuantificar el nimero de células de los ganglios analizamos si el
tratamiento con cortistatina o VIP altera la proporcion de células Th1l y Th17 en los
mismos. Para ello marcamos intracelularmente la produccién de IFN-y (Figura
48A) e IL-17 (Figura 48B) en células CD4* y lo analizamos por citometria de flujo.
Observamos que el tratamiento con CST o con VIP reduce el porcentaje de células
Th1l y Th17 a este nivel, en comparacion con el porcentaje obtenido en el grupo
control. Esta disminucién en el porcentaje de células T proinflamatorias en los
ganglios linfaticos en los ratones tratados con cortistatina o VIP, es indicativo del
papel anti-inflamatorio de estos neuropéptidos en esta enfermedad.
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Figura 48. Cortistatina y VIP reducen el porcentaje de células Th1l y Th17 en los ganglios
linfaticos lumbares en un modelo de aterosclerosis crdénica. Marcaje de las células de los
ganglios linfaticos lumbares de ratones tratados con PBS (control), CST, o VIP, en un modelo de
aterosclerosis cronico, con CD4-IFNy (A) y CD4-IL17 (B) tras estimulacién con PMA/ionomicina/
monensina durante 12 horas. El andlisis se realizé por citometria de flujo. N=6-11 ratones grupo. **
p<0,01. ***p<0,001. CST=Cortistatina

Al estudiar la poblacién de células Treg en los ganglios linfaticos observamos
que, en los ratones tratados con cortistatina o con VIP el porcentaje de células Treg
es menor, en comparacién con el porcentaje de células Treg encontrado en los
ganglios de los ratones del grupo control (Figura 49).
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Hasta ahora hemos visto que nuestro tratamiento reduce de un modo
significativo la formacion de lesiones aterosclerdticas en aorta descendente, arco y
seno aortico en un modelo de aterosclerosis cronica. Ademas, esta reduccion
puede deberse a una disminucién en la respuesta inflamatoria causada por el
tratamiento con cortistatina o VIP de estos ratones.
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6.2.2.3 Estudio del efecto de cortistatina y VIP a tiempos cortos y cuando la
enfermedad estd establecida en un modelo de aterosclerosis crénica.

Quisimos estudiar qué ocurre a tiempos cortos de tratamiento en un modelo
de aterosclerosis crénica. Para ello analizamos la formacién de placas en los
distintos grupos de estudio (Control (tratado con PBS), CST (tratado con
cortistatina), y VIP (tratado con VIP) tras 8 semanas de dieta, 7 de las cuales con
tratamiento.

En una segunda aproximacién analizamos qué ocurre si se comienza a tratar
la enfermedad, con cortistatina o VIP, una vez que las lesiones estan establecidas,
tras 8 semanas de dieta, durante 8 semanas mas.

Al analizar la formacion de lesiones aterosclerdticas en aorta descendente en
los distintos grupos de estudio observamos que, con 8 semanas de administraciéon
de dieta, no hay manifestaciones patentes en la formacion de lesiones en ninguno
de los grupos (Figura 50). No obstante hay que destacar que, aunque la tincién con
Sudan IV no tifie lipidos en estas aortas, indicativo de una baja presencia de células
espumosas, si se observan pequefias protuberancias en la superficie de las mismas,
indicando futuras zonas de lesion. Por lo tanto, a este tiempo ya se ha establecido
la respuesta necesaria para que se formen las lesiones ateroscleroticas.
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Figura 50. Formacion de placas aterosclerdticas en aorta descendente a tiempos cortos en
un modelo de aterosclerosis cronica. Ratones ApoE~/, alimentados con una dieta tipo occidental
durante 8 semanas en un modelo crénico de aterosclerosis, tratados con PBS (CONTROL), CST o
VIP. Las aortas se aislaron y tifieron con SudanlV. A Imagenes de las aortas descendentes tefiidas. B
Cuantificacién de las lesiones como porcentaje de area ocupada por lesiones con respecto al total.
N=7 u 8. CST=Cortistatina.

Por su parte, al estudiar la formacién de lesiones en ratones tratados una vez
establecida la enfermedad, observamos que el tratamiento con CST cortistatina o

VIP no reduce el porcentaje de las lesiones con respecto al grupo control (Figura
51).
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Figura 51. Formacion de placas aterosclerdticas en aorta una vez establecida la enfermedad
en un modelo de aterosclerosis cronica. Ratones ApoE/- alimentados con una dieta tipo
occidental durante 16 semanas, tratados con PBS (CONTROL), CST o VIP durante las 8 ultimas
semanas. Las aortas se aislaron y tifieron con Sudan IV. A Imagenes de las aortas descendentes de
los distintos grupos. B Cuantificacion de las lesiones como porcentaje de area ocupada por lesiones
con respecto al total. N=7 u 11. CST=Cortistatina.

6.2.2.4 Estudio del tratamiento con células MSC, o de MSC transducidas con
vectores lentivirales que expresan VIP (lentiVIP), en un modelo de
aterosclerosis crénica.

Con la idea de buscar estrategias que nos permitan evitar la administracién
constante del péptido, aumentar su proteccion, y mejorar su liberacion en la placa,
tratamos los ratones en un modelo de aterosclerosis crénica con MSC transducidas
con lentiVIP. Observamos que en los ratones tratados con MSC-lentiVIP, o con MSC
solas, la formacion de lesiones aterosclerdticas a nivel de aorta descendente era
menor, en comparacion con los ratones del grupo control tratados con PBS (Figura
52). Ademas, mientras que el 60% de los ratones del grupo control tenian lesiones
en mas del 5% del area de la aorta descendente, esta proporcion es del 30% en los
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ratones tratados con MSC y del 0% en los ratones tratados con MSC-lentiVIP
(Figura 52).
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Figura 52. MSC y MSC-lentiVIP inhiben la formacién de placas aterosclerdticas en un modelo
de aterosclerosis cronica. Aortas de ratones C57BL/6 ApoE/-, alimentados durante 16 semanas
con una dieta tipo occidental, tratados o no con MSC o MSC-LentiVIP se tifieron con Sudan IV. (A)
Imagenes de la aorta descendente (B) Cuantificacion de las lesiones como porcentaje del area de la
aorta ocupada con lesiones con respecto a la superficie total. *p<0,05 N=10 o 5 ratones por grupo.

Esta reduccién en la formaciéon de lesiones ateroscleréticas queda también
reflejada a nivel de arco adrtico, observandose ademas una reduccién en la
formacion de lesiones en los ratones tratados con MSC-lentiVIP con respecto a los
tratados con MSC (Figura 53).
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Figura 53. MSC y MSC-lentiVIP inhiben la formacion de placas aterosclerédticas en arco
aértico. Arco aodrtico de ratones tratados con MSC, MSC-lentiVIP o PBS (CONTROL) tefiido con H-E.
(A) Imagenes del arco adrtico. A: Aorta; C: Cardtida. Las flechas sefialan las placas ateroscleroticas.
La barra de escala representa 250um. (B) Cuantificacion de las lesiones como porcentaje de la luz
del arco adrtico ocupado con lesiones con respecto a la luz total del vaso. N=5 o 10 ratones/grupo.
*p<0,05; **<0,01.

Resumen

Los resultados obtenidos del uso de un modelo de aterosclerosis cronica
muestran que el tratamiento, tanto con cortistatina como con VIP, tiene un efecto
inhibidor en la formacién de placas ateroscleréticas (Figuras 43-45). Dicho efecto
se debe, al menos en parte, a que cortistatina y VIP son capaces de controlar la
respuesta inflamatoria a nivel de los ganglios linfaticos lumbares (Figuras 47-49).
De hecho, cuando se comienza el tratamiento una vez desarrollada la respuesta
inmunitaria de la enfermedad, el tratamiento con cortistatina o VIP no reduce la
formacion de lesiones (Figuras 50-51).
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6.2.3 Mecanismos implicados en la reduccion de la formacién de placas
ateroscleroticas.

Una vez visto que cortistatina y VIP tienen un efecto inhibitorio en la
formacién de placas ateroscleroticas, tanto en un modelo de aterosclerosis aguda
como en un modelo crénica, nos planteamos si, ademas del papel de estos péptidos
en la regulacidn de la respuesta inflamatoria en esta enfermedad, pudiesen estar
afectando a la formacién de las lesiones a otro nivel. Para ello estudiamos como
afecta el tratamiento con estos neuropéptidos a los niveles de colesterol en sangre,
las células endoteliales, la adhesién y transmigracién de las células Th1, las células
espumosas y las células de musculo liso.

6.2.3.1 El tratamiento con VIP disminuye los niveles de colesterol en sangre de
ratones ApoE~/- en un modelo de aterosclerosis crénica.

La presencia de colesterol elevada en sangre es la principal causante de la
aterosclerosis en la sociedad. Quisimos estudiar si el tratamiento con cortistatina o
con VIP afecta a la concentraciéon de colesterol en sangre en un modelo de
aterosclerosis crénica. En la figura 54 observamos que los niveles de colesterol en
sangre se triplican en las cuatro primeras semana como consecuencia de la dieta, y
el tratamiento con VIP favorece un descenso en la concentracién de colesterol en
sangre con respecto al grupo control, en la semana 4 de tratamiento y a tiempo
final. En el caso de los ratones tratados con cortistatina no se han visto diferencias
significativas en la concentracién de colesterol en sangre con respecto a la
concentracion encontrada en el grupo control (Figura 54).
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Figura 54. VIP reduce la concentracion de colesterol en sangre en un modelo de
aterosclerosis cronica. Medida de colesterol en sangre en ratones de los distintos grupos de
estudio en un modelo de aterosclerosis cronico. N=5-15 ratones/grupo. *p<0,05, **p<0,01
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6.2.3.2 Efecto de cortistatina sobre la adhesion de monocitos a células
endoteliales.

Las células endoteliales constituyen la primera barrera en la formaciéon de
placas ateroscleroticas. Delimitan la luz del vaso y regulan la transmigracion de
células inmunitarias a la capa intima de la arteria, al mediar la expresién de
moléculas de adhesion. El oxLDL favorece la expresion de moléculas de adhesion
por parte de las células endoteliales. Quisimos estudiar si el tratamiento con
cortistatina de las células endoteliales influye en la adhesion de monocitos a dichas
células. Para ello utilizamos como célula endotelial la linea de células primarias
endoteliales humanas derivadas de la vena umbilical (HUVEC), y como monocitos a
la linea monocitica humana THP-1. El hecho de que el estudio se realice
Unicamente con cortistatina y no con VIP se debe a que VIP no tiene receptores en
las células endoteliales (191).

En la figura 55 observamos que el tratamiento de las células endoteliales con
oxLDL aumenta la unién de monocitos a las mismas con respecto a las células sin
tratar (control). Por su parte, el tratamiento con cortistatina disminuye el
porcentaje de células THP-1 unidas a las HUVEC cuando éstas son estimuladas con
oxLDL. Este efecto inhibitorio sobre la adhesion celular es dependiente de la
concentracion de cortistatina (Figura 55).
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A continuacién nos preguntamos si el modo por el cual cortistatina lleva a
cabo este efecto es mediante la modificacion de la expresion de algunas moléculas
de adhesidn en las células endoteliales. Para ello medimos, mediante PCR a tiempo
real, la expresion génica de e-selectina, p-selectina, icam y vcam (Figura 56).
Comprobamos que el tratamiento con oxLDL aumenta el porcentaje de expresion
génica de todas estas moléculas de adhesion con respecto al control sin estimular,
a excepcion de la expresion de la e-selectina. El tratamiento con cortistatina tiene
un efecto inhibitorio en la expresién génica de p-selectina (Figura 56).
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Figura 56. Cortistatina reduce la expresion de p-selectina en células HUVEC tratadas con
oxLDL. ARN de células HUVEC estimuladas con oxLDL en presencia o ausencia de CST. EL grupo
CONTROL se corresponde a células sin estimular. La expresién génica se representa como
porcentaje de expresion de los genes de interés con respecto al control no tratado. Como gen de
referencia utilizamos el 18S. N=4 *p<0,05. sel. = selectina CST=Cortistatina.

Por lo tanto, podemos deducir de los resultados expuestos en la figura 55 y
56, que la bajada en la expresiéon de p-selectina, consecuencia del tratamiento de
las HUVEC con cortistatina, va a significar un descenso en la unién de la linea
celular monocitica THP-1 a la linea de células endoteliales HUVEC.

6.2.3.3 Estudio del efecto de cortistatina y VIP sobre la adhesion y
transmigracion de células Th1 al endotelio adrtico.

Otro componente celular importante en el inicio y progresién de las lesiones
ateroscleroticas son las células Th1. En los modelos de aterosclerosis, tanto en el
agudo como en el crénico, vimos que el tratamiento con cortistatina o con VIP
reduce el nimero de células Th1 en los ganglios drenantes. A continuacién nos
planteamos si cortistatina y VIP podrian afectar a la capacidad de las Th1l para
unirse al endotelio vascular y transmigrar a través del mismo. Para ello
diferenciamos las células Th1 in vitro en presencia o ausencia de cortistatina o VIP
e hicimos diferentes ensayos de adhesién y transmigracion.

En primer lugar analizamos la unidon de estas células Thl a quimeras
inmovilizadas de p-selectina y e-selectina bajo flujo de 1 dyn/cm?, flujo similar al
encontrado en los grandes vasos como la aorta. Comprobamos que el tratamiento
con VIP disminuye la capacidad de adhesion de las mismas a quimeras de e-
selectina (Figura 57A), no afectando a la capacidad de unién a quimeras de p-
selectina (Figura 57B). Por su parte, el tratamiento con cortistatina no afecta a la
capacidad de unién a quimeras de p o e-selectina, en comparacién con las células
del grupo control (células Th1l diferenciadas en ausencia de cortistatina o VIP)
(Figura 57).
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Figura 57. Unién de células Th1 a quimeras de E-Selectina y P-Selectina. Adhesion de células
Th1 diferenciadas en presencia o ausencia de CST o VIP a quimeras de e-selectina (A) y p-selectina
(B) bajo flujo de 1dyn/cm2. Se representa la acumulacién como ndimero de células por mm?2. N=3
experimentos con 10 puntos/experimento. *p<0,05. CST=Cortistatina.

A continuacién nos preguntamos si el tratamiento con cortistatina o VIP
durante la diferenciacion de las células Th1 afecta a la capacidad de transmigracién
de estas células a través de una monocapa de MHEC. Observamos que, si bien la
diferencia no es estadisticamente significativa, el tratamiento con cortistatina
tiende a disminuir el porcentaje de células Thl que transmigran a través de las
MHEC, en comparaciéon al nimero de células Thl del grupo control que van a
transmigrar (Figura 58). El tratamiento con VIP no afecta a la capacidad de
transmigrar de las células Th1 a través de las MHEC.
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Una vez estudiada la capacidad de las Th1 de unirse a quimeras de p y e-
selectina, asi como de transmigrar a través de MHEC, estudiamos ex-vivo 1a unién y
transmigracion de estas células a través del endotelio aértico. También analizamos
el efecto sobre la unién y transmigracion de células Th1l del grupo control al
endotelio aortico tratado con cortistatina. Observamos que, si bien la diferencia no
es estadisticamente significativa, el tratamiento con VIP durante la diferenciacién
de las células Thl provoca una disminucién en el nimero de las mismas que se
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unen y transmigran a través del endotelio adrtico, mientras que el tratamiento con
cortistatina no afecta a la capacidad de las mismas de unirse y transmigrar a través
de la superficie aortica, en comparaciéon con células Th1 del grupo control (Figura
59).

Por otro lado, cuando la aorta es tratada ex-vivo con cortistatina hay una
disminucién en el nimero de células Thl del grupo control que se unen y
transmigran a través de la misma en comparacién a la unién y transmigracion de
estas células Th1 a aortas no tratadas (Figura 59).
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Figura 59. Ensayo de unidon de células Th1 a la superficie de la aorta. Analisis de la uni6n y
transmigracion de células Th1, tefiidas con Hoechst, a través de la superficie de aortas. CONTROL:
células Th1. CST: Thl diferenciadas en presencia de CST. VIP: Th1 diferenciadas en presencia de
VIP. AORTA + CST= Estimulacion de la aorta con CST.N=3. CST=Cortistatina.

6.2.3.4 Cortistatinay VIP reducen la formacion de células espumosas.

Las células espumosas constituyen otro de los pilares en el inicio y
progresion de las placas ateroscleréticas. Quisimos estudiar si cortistatina o VIP
ejercen algun efecto en este tipo celular. Cultivamos macroéfagos diferenciados de
meédula 6sea en presencia de oxLDL, para la obtencion de células espumosas, y los
tratamos con cortistatina o VIP. Tras ésto tefiimos las células de los grupos control
(células sin estimular), oxLDL (células estimuladas con oxLDL), CST (células
estimuladas con oxLDL + CST) y VIP (células estimuladas con oxLDL + VIP) con Oil
Red O para ver la formacion de gotas lipidicas. Observamos que el tratamiento con
oxLDL aumenta el porcentaje de todos los tipos celulares que presentan acimulos
lipidicos, seguin la clasificacién descrita en materiales y métodos (Figura 60).
Ademas, el tratamiento con cortistatina o con VIP muestra una tendencia a reducir
la formacién de células de tipo 2 (Figura 60B), 3 (Figura 60C) y 4 (Figura 60D)
en comparacion con los macroéfagos tratados unicamente con oxLDL. Esta
diferencia es estadisticamente significativa al analizar la formacion de células tipo
4 en los macrofagos tratados con VIP.
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Figura 60. Cortistatina y VIP reducen la formacion de células espumosas. BMM@ tratados con
oxLDL * CST o VIP tefiidos con Oil Red O. (A) Imagenes de la formacién de células espumosas en los
distintos grupos de estudio. *: células espumosas. Porcentaje de células de tipo 1 (B), 2(C), 3(D) y
4(E) con respecto al total de cada grupo de estudio. N=4 0 5. *p<0,05; **p<0,01. CST=Cortistatina.
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Para ver si este descenso en la formacion de células espumosas se debe a que
los neuropéptidos cortistatina y VIP estan favoreciendo la salida de colesterol del
macréfago hicimos un ensayo de eflujo de colesterol. Como control positivo
utilizamos forskolina, inductor de la adenilato cilcasa. En la figura 61 observamos
que tanto cortistatina como VIP aumentan el porcentaje de colesterol liberado al
medio por parte de las células espumosas, con respecto al eflujo observado en las
células tratadas unicamente con oxLDL (grupo Colesterol), si bien esta diferencia
no es estadisticamente significativa. Este dato apoya el resultado visto en la figura
37 de inhibicion de la formacion de células espumosas como resultado del
tratamiento con cortistatina o VIP.
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Figura 61. Cortistatina y VIP aumentan la salida de colesterol de células espumosas. Ensayo
de eflujo de colesterol en BMM@ tratados con colesterol tritiado y oxLDL + CST o VIP, inducido por
apoA-1. El resultado se expresa como porcentaje de colesterol liberado al medio con respecto al
total de la célula. N=3. *p<0,05; **p<0,01. CST=Cortistatina.

El hecho de que el eflujo de colesterol sea dependiente de la presencia en el
medio de la apoA-1 es indicativo de que dicho eflujo estd mediado por ABCA-1. Por
lo tanto, quisimos analizar si el tratamiento con cortistatina o VIP durante la
formacién de células espumosas afecta a la expresién de distintos mediadores
involucrados en el metabolismo del colesterol. Para ello medimos la expresién de
ABCA-1, CD36 y PPAR-y mediante western blot, en los distintos grupos de estudio.
Observamos que tanto cortistatina como VIP producen un aumento en la expresién
de ABCA-1 respecto al grupo control tratado con oxLDL (Figura 62). Ademas, este
aumento en la expresion de ABCA-1 esta precedido por un aumento en la
expresion de PPAR-y, factor de transcripcién que media en la expresion de ABCA-1.
A su vez, podemos observar que el tratamiento con VIP favorece un descenso en la
expresion de CD36 con respecto al grupo control, que es un receptor de membrana
que media la entrada de colesterol en el interior del macréfago (Figura 62).
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Figura 62. Efecto de CST y VIP en la expresion de mediadores del flujo de colesterol en
macroéfagos. Expresion de ABCA-1, CD36, PPAR-y y GAPDH en los distintos grupos de estudio
analizada por western blot. (A) Bandas de expresion de ABCA-1, CD-36, PPAR-y y GAPDH. (B).
Densitometria de las bandas proteicas graficada como porcentaje de expresiéon con respecto al
control tratado con oxLDL. N=5-7. *p<0,05; ***p<0,001. CST=Cortistatina.

En este apartado hemos visto que cortistatina y VIP reducen la formacién de
células espumosas, y que este descenso se debe, al menos en parte, a que el
tratamiento con los péptidos favorece la salida de colesterol del macréfago. Esta
salida estd inducida por un aumento en la expresion del factor de transcripcién
PPAR-y, que activa a su vez la expresién del transportador de membrana ABCA-1.
Ademas, en el caso de VIP, el tratamiento de los macréfagos con el mismo inhibe la
expresion del transportador de membrana CD36.

6.2.3.5 Cortistatina y VIP reducen la proliferacion y migracion de células
musculares de aorta humana.

La ultima poblaciéon de células involucradas en la formacion de las placas
ateroscleroticas que vamos a estudiar son las SMC. Estas células van a proliferar y
migrar desde la lamina media a la intima arterial, en respuesta a altas
concentraciones de PDGF. Puesto que este tipo celular posee receptores para
cortistatina y para VIP nos preguntamos si estarian influyendo de alguna manera
en la migracion o proliferacidon de estas células musculares.Para ello estudiamos in
vitro el efecto que tienen cortistatina o VIP sobre la migracion y proliferacién de
células musculares de aorta humanas, e hicimos un modelo de ligaciéon completa de
la carétida, modelo utilizado para el estudio de la proliferacién de la ldmina intima
in vivo.

En los ensayos in vitro observamos que el tratamiento con cortistatina o con
VIP reduce la proliferacion de las células musculares en respuesta a PDGF,
obteniendo un efecto maximo inhibitorio a concentracién de 10-8M de ambos
péptidos (Figura 63).
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Figura 63. Coritstatina y VIP
inhiben la proliferacion de las
hAoSMC. Ensayo de proliferacion de
hAoSMC en respuesta a PDGF de los
distintos grupos de estudio. La
proliferacion se expresa como
proliferacién con
respecto al control tratado con
PDGF. N=3. *p<0,05; **p<0,01;
*#*p<0,001. CST=Cortistatina.

porcentaje de

De modo similar, al incubar las células con cortistatina o VIP hay una
inhibicion en la migracion de las mismas en respuesta a PDGF (Figura 64).
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Figura 64. Coritstatina y VIP
inhiben la migracién de las
hAoSMC. Estudio de la migracién
de hAoSMC en respuesta a PDGF
en presencia o ausencia de CST o
VIP. El resultado se muestra como
porcentaje de células migradas
respecto al control sin tratamiento
con CST o VIP. N=3. **p<0,01;
***p<0,001. CST=Cortistatina.

Una vez analizado el efecto in vitro de cortistatina y VIP sobre la proliferacién
y migracion de las células de musculo liso nos preguntamos si in vivo el
tratamiento con los péptidos tendrian un efecto similar. Para ello llevamos a cabo
un modelo de ligacion completa de la carétida, en el cual se puede ver como a
partir del punto de la ligacion, se va a producir un aumento en la capa intima de las
arterias, consecuencia de un aumento en la proliferacion de las células musculares.
En la figura 65A observamos que en los ratones del grupo control (tratados con
PBS) hay un aumento en el area de la lamina intima en la carétida ligada con
respecto a la no ligada. El tratamiento de los ratones con cortistatina o con VIP
reduce de forma significativa el area de la lamina intima (Figura 65B) y la relacién
ldmina intima/ldmina media (Figura 65C) en relacién a los valores observados en
los ratones del grupo control.
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Figura 65. Cortistatina y VIP inhiben la proliferacion de las células musculares en un modelo
de ligacion completa de la carétida. Tincién con H-E de cortes seriados de la cardtida ligada y sin
ligar de ratones FVB/N] a los que se les ha practicado una ligacién completa de la carétida
izquierda, tratados o no con CST o VIP. (A) Imagenes de la carétida ligada y no ligada de los
distintos grupos tefiidas con H-E. (B) Area de la lamina intima. (B) Relacién area lamina
intima/lamina media. N=10 ratones/grupo. ***p<0,001. CST=Cortistatina.
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Resumen

En esta ultima parte de los resultados hemos visto distintos mecanismos por
los cuales tanto cortistatina como VIP podrian ejercer su efecto en la formacion de
placas ateroscleréticas. Por un lado, VIP reduce los niveles de colesterol en sangre
en un modelo de aterosclerosis créonico (Figura 54). Por otro lado, el tratamiento
con cortistatina o VIP afecta a cada una de las principales poblaciones celulares
involucradas en la formacion de lesiones aterosclerdticas. Asi, el tratamiento de las
células endoteliales con cortistatina reduce la unién de monocitos a las mismasy la
transmigracion de las células Th1 a través del endotelio aértico. (Figura 55 y 59).
De modo similar, el tratamiento con VIP de las células Th1l reduce la unién y
transmigracion de estas células a la aorta (Figura 59). Ambos neuropéptidos,
cortistatina y VIP, actian también sobre la formaciéon de células espumosas,
reduciendo el nimero de las mismas, consecuencia de un aumento en el eflujo de
colesterol mediado por ABCA-1 (Figuras 60-62). Por ultimo, ambos
neuropéptidos ejercen un efecto inhibitorio sobre la proliferaciéon y migracion de
SMCy en la formacién de la lesién neointima (Figuras 63-65).

Por lo tanto, si ponemos en conjunto todos estos resultados, vemos que
cortistatina y VIP influyen en cada poblacién involucrada en la formaciéon de placas
ateroscleroticas, de modo que el efecto sinérgico de estas acciones, junto con el
papel regulador de la respuesta inmunitaria, provoca el descenso en la formacion
de placas ateroscleroticas.
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Discusion

Segun la OMS, las ECV constituyen la principal causa de muerte de todo el
mundo. En 2008, representaban el 30% de las muertes registradas, y este
porcentaje seguird aumentando en las proéximas décadas. Los tratamientos
actuales van encaminados fundamentalmente a disminuir la principal causa de las
mismas, que es la hipertension, y en el caso de la aterosclerosis, también los altos
niveles de colesterol en sangre y la formacién de trombos. Asi, son de primera
eleccion el uso de diuréticos, de inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina, bloqueantes beta-adrenérgicos, anti-inflamatorios no esteroideos o
inhibidores de la HMGCoA-reductasa (estatinas). Sin embargo estos tratamientos
no palian completamente el problema cardiovascular, por lo que cada vez son mas
los estudios dedicados a la busqueda de sustancias que frenen el componente
inflamatorio de estas enfermedades.

CST y VIP son dos neuropéptidos que poseen una clara actividad anti-
inflamatoria e inmunomoduladora (169), y cuyo papel protector se ha demostrado
con anterioridad en otras enfermedades inflamatorias y autoinmunes como la
artritis reumatoide (177, 211), EAE (214, 222) o enfermedad inflamatoria
intestinal (178, 213). Durante el desarrollo de esta tesis doctoral hemos
demostrado el efecto terapéutico de VIP y cortistatina en ECV que cursan con un
componente inflamatorio y/o autoinmune, como MAE y la aterosclerosis.

7.1 Efecto terapéutico de cortistatina v VIP en MAE a través de la requlacion
de la respuesta inflamatoria vy autoinmune

Muchas ECV estan marcadas por la presencia de una respuesta autoinmune e
inflamatoria, y esta respuesta contribuye al fallo cardiaco. En este sentido, la
miocarditis se caracteriza por una infiltracion de linfocitos y células
mononucleares en el corazén, asi como una produccién de mediadores
inflamatorios y autoanticuerpos circulantes. MAE es un modelo de miocarditis que
mimetiza en roedores lo ocurrido en humanos durante la fase aguda de una
miocarditis fulminante y durante la fase cronica de una cardiomiopatia
prolongada. Es el uso de este modelo animal el que permite estudiar la patogénesis
de la enfermedad asi como el uso de posibles tratamientos.

La base molecular de MAE es la inmunizacién con un fragmento de la miosina
cardiaca en ratones genéticamente susceptibles. Se genera una respuesta
autoinmune frente a la miosina cardiaca en una fase mas temprana, seguida de una
respuesta inflamatoria en una fase mas tardia. Se trata de una enfermedad
mediada fundamentalmente por células T CD4*. Esta poblacién va a jugar un papel
central en la patogénesis de las enfermedades cardiacas, bien sea por un aumento
de la citotoxicidad al aumentar las funciones inflamatorias de otros componentes
celulares, o bien ayudando a la produccién de auto-anticuerpos por medio de las
células B. Se ha visto que la transferencia de células T CD4* de ratones con
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miocarditis activa, a ratones SCID, es capaz de transmitir la enfermedad, mientras
que la deplecion de células T CD4+ reduce la MAE (49).

Las células T CD4+*, que van a ser inicialmente activadas en la periferia, se
dirigen al corazén, donde desencadenan la respuesta autoinmune e inflamatoria.
Esta respuesta se refleja en un aumento en la cantidad de infiltrados inmunitarios
en el corazon, con un pico 21 dias tras la primera inoculacién del antigeno en un
modelo de MAE. Como consecuencia de esta infiltraciéon el corazén aumenta su
tamafio, ya que la inflamacién del mismo va a suponer una degeneracion de los
cardiomiocitos y el ventriculo izquierdo responde aumentando su tamafio para
mantener la funcion sistélica. En este sentido hemos podido ver que en ratones
tratados con CST o con VIP hay una menor relacion entre el peso del corazon y el
corporal con respecto a los ratones controles, lo cual es indicativo de un menor
tamafio del corazon. El menor tamafo del corazon de los ratones tratados con CST
o VIP es debido a que el nimero de infiltrados inmunitarios en el corazén es
significativamente menor, presentando por tanto una mejora en la severidad de la
patologia.

Dentro de las subpoblaciones de células CD4* involucradas en el desarrollo
de la miocarditis, se les dio originariamente una especial importancia a las células
Th1. De hecho, el tratamiento con IL-12 en ratas inoculadas con el péptido de la
miosina cardiaca aumenta la miocarditis, lo que se correlaciona con un aumento en
células Th1 (240). De modo similar, existe un pico en la poblacién de células Th1
en la fase efectora de la enfermedad (50). Sin embargo, cada vez son mas los
trabajos que le confieren un mayor peso en el desarrollo de la patologia a la
poblacién de células Th17. En este sentido, ratones deficientes en el factor de
transcripciéon ROR-yt, necesario para la diferenciacién del linaje de células Th17,
son resistentes a padecer la enfermedad (241). Sin embargo, ratones deficientes en
en IFN-y, en el receptor de IFN-y o en el factor de transcripcién T-bet, necesario
para la diferenciacion del linaje de células Th1, presentan un fenotipo mas severo
de MAE (242) (243, 244). Esto se puede deber a que la inhibicién en la produccién
de IFN-y conlleva un aumento en la produccién de IL-17 y de otras citoquinas pro-
inflamatorias (242). Independientemente de la importancia relativa de cada una
de estas dos subpoblaciones de células Th1l y Th17, se ha visto que tratamientos,
como estatinas o MSCs, que disminuyen la severidad de MAE reducen la
generacion de ambas poblaciones (245) (246).

En nuestro trabajo observamos que, de modo similar a lo descrito
previamente en otras enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide
(177, 211), EAE (214, 222) o enfermedad inflamatoria intestinal (178, 213), CST y
VIP actian controlando la respuesta autoinmune e inflamatoria. Al estudiar la
respuesta inmunitaria en los ganglios linfaticos que drenan el corazén, vemos que
en los ratones tratados tanto con CST como con VIP, hay una reduccién en el
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porcentaje de células Th1l7, por lo que ambos péptidos podrian inhibir la
diferenciacién de este tipo celular. Ademas, hay evidencias indirectas que nos
muestran que CST y VIP afectan a la proporcién de otros subtipos de células T
helper, como son las Th1 o las Th2.

En primer lugar, observamos que en los animales tratados con los péptidos
hay una reduccion en la produccién de auto-anticuerpos IgG frente al fragmento de
la miosina cardiaca. Encontramos que los niveles tanto de IgG1 como de IgG2a son
menores en los ratones tratados, lo cual es una evidencia indirecta de la
desactivacion de células autorreactivas Th2 (IgG1) y Th1 (IgG2a). Aunque en otros
sistemas y modelos, VIP induce la diferenciacion y supervivencia de las células Th2
(172), el hecho de que los niveles de IgGl en los ratones tratados con VIP
disminuyan es indicativo de buen pronoéstico en la enfermedad. La presencia de
auto-anticuerpos frente a la miosina cardiaca es indicativa de dafio al corazon. Es
frecuente encontrar algun tipo de auto-anticuerpo frente a antigenos cardiacos en
pacientes con cardiopatias (20), y, en el caso de ratones con MAE, existe una
correlacion entre la presencia de autoanticuerpos IgG para la miosina cardiaca y la
severidad de la enfermedad (27). Por lo tanto, que el tratamiento con CST o con
VIP disminuya los niveles de auto-anticuerpos en sangre es otro aspecto que
contribuye al efecto terapéutico de los mismos en MAE.

En segundo lugar, encontramos que el tratamiento con CST o VIP es capaz de
inhibir la produccién de citoquinas tipo Th1l y Th17 por parte de células T CD4+
estimuladas con el antigeno de la miosina, tanto in vivo, en células provenientes de
ratones tratados con CST o VIP, como in vitro, en células provenientes de ratones
del grupo control estimulados in vitro con CST o VIP. Asi vemos una disminucién
en las citoquinas tipo Th1, como IL2 o IFN-y; en las tipo Th17, como IL17; y en
I[IP10, quimioquina secretada en respuesta a IFN-y y que atrae a
monocitos/macréfagos, células T, NK y DC. Por otro lado, estos péptidos inhiben la
proliferaciéon de las células T auto-reactiva, tanto in vivo como in vitro.

La disminuciéon en la respuesta Thl y Th17 por parte de CST y VIP es
antigeno-especifica, no generando una inmunosupresiéon general tras el
tratamiento, permitiendo responder en caso de infecciéon o dafio. Asi podemos
observar que el nimero de células que hay en los ganglios linfaticos no varia en los
ratones tratados con respecto a los controles, y que tras una estimulacion
policlonal todos los grupos de ratones van a ser capaces de responder produciendo
citoquinas y proliferando. Queda por determinar si en este caso el efecto que
vemos es directo sobre la poblacién de células T, afectando a su activacion,
expansion clonal o diferenciacién, o si por el contrario es un efecto indirecto,
modulando a las células presentadoras de antigenos.
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La generacion de una respuesta antigeno-especifica por parte de CST y de
VIP en otras enfermedades autoinmunitarias e inflamatorias (177, 211, 213, 214,
222) estd mediada por la induccién de células Treg. CST y VIP generan Treg bien
actuando directamente sobre células T o bien mediante la generacién de tolDC
(212). Puesto que el corazén es un érgano relativamente mas resistente a la
respuesta mediada por células T que otros organos, cabe esperar que este tipo
celular desarrolle su funcién en el mismo. Asi, por ejemplo, el trabajo de Chen y
colaboradores muestra como dos cepas de ratones con idéntico complejo mayor de
histocompatibilidad presentan distinta susceptibilidad a padecer MAE, de modo
que son mas susceptibles aquellas que tienen un mayor porcentaje de células Th17
y un menor porcentaje de células Treg (247). Tratamientos encaminados a
aumentar la tolerancia inmunolégica frente a antigenos cardiacos protegen de
padecer MAE. Por ejemplo, Frisancho-Kiss y colaboradores muestran cémo, al
inocular antigeno de miosina junto con adyuvante incompleto de Freund en ratas,
se genera resistencia a MAE debido a la produccién de células T productoras de IL-
10. Ademas, dicha proteccion es similar a la ocurrida cuando se transfieren DC
provenientes de ratas en las que se ha creado tolerancia en ratas naive (248). Sin
embargo, aun son pocos los trabajos encaminados a estudiar la intervenciéon de
este tipo celular en miocarditis, quedando todavia un amplio campo de
investigacion abierto. Es mas, tratamientos que en otras enfermedades
autoinmunes e inflamatorias son beneficiosos, al aumentar la producciéon de
células Treg, no son capaces de tener el mismo efecto en MAE. Asi por ejemplo,
Gonzalez y colaboradores muestran como MSCs derivadas de tejido adiposo
protegen en un modelo de inflamacién crénica intestinal a través de la inhibicion
de células Thl y la activaciéon de células Treg (249). El trabajo de Ohshima y
colaboradores muestra que el tratamiento con MSCs en MAE es beneficioso, debido
mas a una inhibicién de las células Th1 y Th17 que a un aumento en células Treg
(246). Este hecho podria indicarnos, que en ECV existen mecanismos de regulacion
inmunitaria que no necesariamente cursan con un aumento en la poblacién de
células Treg.

En nuestro trabajo vemos que el tratamiento con CST o VIP de los ratones
con MAE no aumenta la proporcién de células Treg. Sin embargo, al haber una
reduccion en las respuestas Th1 y Th17, el balance final Treg/Th1-Th17 nos lleva a
una situacién de homeostasis inmunolégica, donde las poblaciones celulares
estarfan en una proporciéon similar a las encontradas en un ratén naive. No
obstante, no podemos descartar que en fases anteriores de la enfermedad, cuando
se desencadena la respuesta inmunitaria, no exista un aumento en la
diferenciaciéon de las mismas.
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Figura 66. Efecto terapéutico de cortistatina y VIP en Miocarditis Experimental
Autoinmune. A. La inmunizaciéon con el péptido de la miosina cardiaca provoca una
activacion de las DC en los ganglios linfaticos, las cuales van a presentar el antigeno de la
miosina unido a MHC-II a las células Th naive, favoreciendo su diferenciacién hacia células
Th1l y Th17, fundamentalmente. Estas células van a migrar hasta el corazdén, donde
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reconoceran al antigeno de la miosina, se activaran, y liberaran citoquinas y mediadores
inflamatorios. Este ambiente favorece ademas la infiltraciéon en el miocardio de otras
células inmunitarias, fundamentalmente macréfagos. También hay una activaciéon de las
células B que van a producir anticuerpos IgG frente a la miosina cardiaca. B. El tratamiento
con cortistatina (CST) o con VIP va a inhibir la respuesta inflamatoria en los ganglios
linfaticos mediante un descenso en la poblacién de células Th17 y Th1 cardiomiogénicas, a
la vez que mantiene el nimero de células Treg, generando una situaciéon de tolerancia
inmunolégica. También inhiben la produccién de auto-anticuerpos frente a la miosina
cardiaca. Como consecuencia de estos procesos va a disminuir la infiltraciéon de células
inmunitarias en el corazoén y el dafio del mismo.

7.2 Efecto terapéutico de VIP vy cortistatina en aterosclerosis a través de

regulacion de la fase efectora de la respuesta inmunitaria

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria crénica caracterizada por
la formacién de placas ateroscleréticas en las arterias. Son varios los factores
implicados en la formacion de las placas, entre los cuales destaca la elevada
concentracion de colesterol en sangre. Los distintos modelos animales utilizados
para el estudio de esta enfermedad se basan en la potenciacién de los distintos
factores. Nosotros utilizamos dos modelos, uno mas croénico y lipogénico, basado
en la formacion de placas debido a una elevada concentracidon de colesterol en
sangre; y otro mas agudo, de ligacién parcial de la carétida dénde, ademas de la
elevada concentracion de colesterol en sangre, se crea un flujo irregular y oscilante
en una zona concreta que favorece la formacién de placas en dicha zona.

Usando estos modelos hemos podido comprobar que tanto CST como VIP
tienen un papel terapéutico en aterosclerosis, el cual se manifiesta con un descenso
en la formacion de placas aterosclerdticas, tanto en un modelo de aterosclerosis
agudo, como en un modelo de aterosclerosis crénico.

Sabemos que la respuesta inflamatoria juega un papel decisivo en el
desarrollo de esta enfermedad, y que un buen tratamiento de la misma pasa por
frenar esta respuesta (146). En nuestro trabajo hemos visto, al medir la
produccién de citoquinas y quimioquinas en la carétida tras su ligacién, que el
tratamiento con CST o VIP inhibe la produccién de mediadores inflamatorios a
nivel local. El descenso en la producciéon de IFNy, IL-17, MCP-1 o IP-10 puede
deberse a que el tratamiento con los péptidos inhibe la formaciéon de placas,
reduciéndose la infiltraciéon de células inmunitarias en la pared arterial. Ademas, al
estudiar la respuesta inmunitaria en los ganglios linfaticos que drenan la zona de
lesiéon, comprobamos que tanto CST como VIP reducen el nimero total de células
que forman los ganglios, asi como la proporciéon de las células con perfil pro-
inflamatorio Th1 y Th17 en los mismos, tanto en el modelo agudo de aterosclerosis
como en el crénico.
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Las células T CD4+* estan presentes en todas las fases de la aterosclerosis, y la
mayoria de estas células son células Th1 productoras de IFNy (250). Son varios los
trabajos que muestran como una reduccién en la poblacién de células Thl es
beneficiosa para frenar el desarrollo de la enfermedad. Un ejemplo de ello es el
trabajo presentado por Laurat y colaboradores donde muestran que, inhibiendo la
diferenciacion hacia Th1l con pentoxifilina, se disminuye la formaciéon de placas
ateroscleroticas (251). De igual modo, Buono y colaboradores muestran como
ratones deficientes en el factor de transcripcion T-bet poseen lesiones
aterosclerédticas menores que los ratones salvajes (127). A la hora de estudiar el
papel de las células Th17 en esta enfermedad descubrimos que éste no queda
exento de controversia. Por un lado hay trabajos como el de Taleb y colaboradores
que muestran un papel ateroprotector para IL17, de modo que la inhibicién de
SOCS3, que provoca un aumento en la produccién de IL-17, o el uso de IL-17
recombinante en ratones, producen un descenso en el tamafio de las lesiones (91).
Por otro lado, hay trabajos como el de Erbel y colaboradores, o como el de Smith y
colaboradores, que muestran como la inhibicién de IL-17 atenua la formacion de
lesiones ateroscleréticas (135, 231). Nosotros hemos comprobado que en nuestro
caso, el papel ateroprotector de CST y VIP se debe en parte a la inhibicion de la
poblacion de células Thly Th17.

Al igual que en otras enfermedades inflamatorias y autoinmunes, también en
aterosclerosis las células Treg juegan un papel fundamental, de modo que la
induccién de las mismas es ateroprotectora (252), mientras que la deplecion o
inhibicion de estas células conlleva un aumento en la formaciéon de placas
ateroscleroticas (253). Maganto-Garcia y colaboradores demostraron que la
alimentaciéon de los ratones con una dieta hipercolesterolémica favorece un
aumento en el nidmero de células Treg a nivel de érganos linfoides segundarios,
con respecto a una alimentacién con una dieta normal (138). En nuestro estudio,
los ratones tratados con CST o con VIP en un modelo agudo de aterosclerosis
mantienen la proporcién de células Treg a nivel de ganglios linfaticos con respecto
a los ratones del grupo control. Puesto que en tratamiento con los neuropéptidos
disminuyen la generacion de células Th1 y Th17, el hecho de que el porcentaje de
células Treg se mantenga invariable nos esta indicando que el balance entre estas
poblaciones celulares resulta positivo a favor de las Treg, mostrando una situacién
de tolerancia inmunolégica. A nivel del modelo crénico de aterosclerosis lo que
tenemos es una situaciéon de normalizacién, en la que el tratamiento con los
péptidos va a provocar una situacién en la que ni las células T inflamatorias
(Th1/Th17), ni las Treg, estan aumentadas. Este efecto se debe a que el
tratamiento con los péptidos ha actuado sobre la respuesta inmunitaria en la fase
efectora de la enfermedad, reduciendo la respuesta inflamatoria en estos ratones,
tal y como se demuestra en el modelo agudo de la misma. En aterosclerosis, los
auto-antigenos fundamentales son oxLDL y HSP60. Sin embargo, la inoculacién de
estos antigenos no es suficiente para desarrollar la enfermedad en un modelo
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animal. Tampoco la estimulacién in vitro con estos antigenos desencadena una
activacion de las células T detectable, lo cual dificulta la posibilidad de estudiar la
especificidad de la respuesta antigénica en aterosclerosis y por tanto un cambio a
nivel de la produccion de células Treg antigeno-especificas. La actuaciéon de CST y
VIP sobre el control de la respuesta inmunitaria en el desarrollo de aterosclerosis
es fundamental, ya que si retrasamos el tratamiento a un punto posterior a la fase
efectora de la enfermedad, no somos capaces de reducir la severidad de la misma.

7.3 ;Como regulan VIP v cortistatina la respuesta inmunitaria en MAE vy
aterosclerosis?

Tanto CST como VIP ejercen su accién por unién a receptores, y ambos
poseen receptores en varias células del sistema inmunitario como son células T,
monocitos, macréfagos, DC o células polimorfonucleares. Las principales células
del sistema inmunitario que van a mediar la respuesta inflamatoria en ambas
enfermedades son las células T y los macréfagos.

Nosotros hemos visto que, tanto en el modelo de MAE como en los de
aterosclerosis, CST y VIP van a disminuir la respuesta inflamatoria mediada por
células Th1 y Th17. Si bien el efecto que ejercen CST y VIP sobre las células Th1
esta bien estudiado, el efecto sobre las células Th17 es menos conocido. Sabemos
que ambos neuropéptidos son capaces de inhibir la expansion clonal de linfocitos T
al influir en la expresion de moléculas coestimuladoras en las células
presentadoras de antigenos, asi como de inhibir la produccién de IFN-y e IL-2 por
las células Th1l (184). Un trabajo publicado por Su Z. y colaboradores muestra
como una disminuciéon en la produccién de células Th17 consecuencia de la
inhibicion de HMGB-1, un mediador tardio de la inflamacién secretado por
macrofagos, monocitos y DC, es capaz de mejorar MAE (254). VIP inhibe la
expresion de HMGB-1 en un modelo de sepsis y artritis reumatoide (255), por lo
que éste podria ser uno de los mecanismos por los que VIP estaria actuando en la
desactivacién de la poblacién de células Th17.

Los macrofagos, la otra gran poblacion de células inmunitarias presentes en
estas enfermedades, constituyen el 40% de los infiltrados cardiacos a dia 21 en el
modelo de MAE, y son los leucocitos mayoritarios en todos los estados de la
aterosclerosis. La accién anti-inflamatorias de CST y VIP sobre los macroéfagos en el
contexto de estas enfermedades no ha sido determinada en el transcurso de esta
tesis doctoral. Sin embargo, se conoce que tanto CST como VIP poseen receptores
en esta poblacion celular y actian sobre ellos disminuyendo la infiltracién
leucocitaria, la expresion de moléculas coestimuladoras y la respuesta inflamatoria
(184). Por tanto, el hecho de que CST y VIP pudieran estar desactivando la
respuesta inflamatoria a este nivel contribuye al efecto anti-inflamatorio de ambos
neuropéptidos.
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La principal ruta por la cual ejercen su accién anti-inflamatoria es mediante
un aumento en la produccién de cAMP intracelular, el cual se desencadena tras la
unién de VIP a VPAC1, VPAC2 o PAC1, asi como la unién de CST al receptor de la
grelina GHSR. Por su parte, la uniéon de CST a los receptores de SST también
promueve una accién anti-inflamatoria por una ruta independiente de AMPc (184).
El principal receptor de SST encontrado en las placas aterosclerdticas
colocalizando con los macro6fagos infiltrados es el SSTR-2 (256), por lo que debe
ser este receptor, junto con el GHSR, sobre el que CST ejerza su accién en los
macroéfagos presentes en la placa aterosclerotica.

En el caso de VIP se ha visto que un aumento en la concentracion de cAMP
conlleva, entre otras cosas, la inactivacién del factor de transcripcién NF-kB,
esencial para la expresion de mediadores inflamatorios como las citoquinas y
quimioquinas (212). El papel de este factor de transcripcion es fundamental para
el desarrollo tanto de MAE como de la aterosclerosis. Existe una correlacién
directa entre la expresion de NF-kB y la incidencia de miocarditis y el proceso
inflamatorio en pacientes (257). Ademas, hay trabajos que muestran una
disminucién de la severidad de MAE como consecuencia de una inhibicién en la
expresion o activacion de NF-kB, como es el caso del tratamiento con fluvastatina
(258). También en aterosclerosis, una inhibicién en la activacién de NF-kB provoca
un descenso en las lesiones, las cuales van a tener ademas un fenotipo mas estable
(259).

Son varios los agentes que buscan inhibir la respuesta inflamatoria. Asi, en el
caso de MAE, se ha visto que el bloqueo de TNF-a o de IL-1 disminuye la
evolucion si el tratamiento se establece en el inicio de la enfermedad (39).
También se ha visto que un bloqueo de ciertas quimioquinas, como MCP-1 o MIP-
1la, con anticuerpos monoclonales reduce la severidad de la enfermedad, efecto
similar al encontrado en ratones deficientes en los genes que codifican para sus
receptores CCR2 y CCR5 (260). En aterosclerosis también se estan usando agentes
anti-inflamatorios como tratamiento, que van desde el uso de bloqueantes de
citoquinas como TNF-a (161) o IL-1f3 (162), o de receptores de quimioquinas como
CCR2 (261), hasta el uso de estatinas con funcién anti-inflamatoria (160). El hecho
de que CST y VIP inhiban la expresion de quimioquinas y sus receptores podria
significar una menor migraciéon de las células inflamatorias a los puntos de
actuacién, como son en nuestro caso el corazon o la ldmina intima de las arterias
en los puntos de formacién de placas. Ademas, el tratamiento con CST o con VIP
seria ventajoso con respecto a tratamientos que buscan inhibir un factor
inflamatorio concreto, ya que CST y VIP son capaces de modular varios factores a la
vez y, ademas, de un modo especifico de antigeno.

Para el desarrollo de las placas ateroscleréticas es necesaria la infiltracion de
células inmunitarias a la capa intima de las arterias, fundamentalmente células Th1
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y monocitos (85). También en el modelo de miocarditis es fundamental la
infiltracién de estas dos poblaciones celulares. Hemos podido comprobar que el
tratamiento con CST y con VIP provoca una disminucién en la unién de estos tipos
celulares al endotelio vascular. Asi, cuando se tratan las células endoteliales con
CST vemos que éstas disminuyen la expresion de P-selectina, lo cual favorece un
descenso en la unién de monocitos in vitro. El papel proaterogénico de P-selectina
ha sido descrito en varias ocasiones. Ratones deficientes en P-selectina presentan
una menor adhesién y rodamiento de los leucocitos en la pared arterial y
desarrollan lesiones de menor tamafio (262, 263). Tratamientos que producen un
descenso en la expresién de P-selectina estan relacionados con una mejora en la
patologia de la aterosclerosis, tal y como muestra el trabajo de Phillips y
colaboradores, donde bloqueando tanto P-selectina como su ligando PSGL-1,
reducen la formacién de lesiones (264). Actualmente existen dos ensayos clinicos
que buscan estudiar el efecto de la inhibicion de P-selectina en pacientes
(NCT01245634) y la correlacién del volumen de las placas ateroscleréticas con la
presencia de P-selectina soluble (NCT01895725). También se ha visto el papel de
P-selectina en los procesos inflamatorios del corazén (265). Por lo tanto, un
descenso en la expresion de esta molécula de adhesion va a resultar beneficioso
tanto en aterosclerosis como en MAE. Ademas del descenso en la unién de
monocitos al tratar las células endoteliales, hemos visto que el tratamiento de las
aortas con CST, en un ensayo ex-vivo, también favorece un descenso en la unién de
células Th1l. Por lo tanto, el tratamiento con CST favorece un descenso en la
infiltraciéon de dos de las principales poblaciones celulares involucradas en la
aterosclerosis y en MAE, especialmente a través de la regulacion de Ila
funcionalidad de las células endoteliales que expresan receptores para cortistatina
(266). Auque VIP parece no regular el trafico celular en las arterias a nivel
endotelial, por la ausencia de receptores especificos para VIP en las mismas (191),
este péptido es capaz de modificar la capacidad de unién y transmigracién
endotelial en células Thl. Este efecto de VIP podria estar mediado a nivel
periférico durante el proceso de diferenciaciéon/generacion de células Thl en
ganglios linfaticos. El mecanismo de accion, probablemente regulaciéon de la
expresion de los receptores de moléculas de adhesion en células Th1, esta atn por
determinar, asi como si VIP afecta de igual forma a células Th17.

7.4 VIP y cortistatina regulan otros procesos claves en el desarrollo de la
aterosclerosis

Nuestro trabajo de investigacion muestra que, ademas de modular la
respuesta inmunologica efectora en aterosclerosis, VIP y cortistatina regulan tres
procesos claves en el desarrollo de esta patologia, como son los niveles circulantes
de colesterol, la formacion de células espumosas y la proliferaciéon y migracion de
SMCs en la lamina intima arterial.
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Los niveles elevados de colesterol en sangre son la principal causa de
formacion de lesiones aterosclerdticas. En nuestro trabajo observamos que, en el
caso de VIP, éste es capaz de reducir los niveles de colesterol en sangre en los
ratones tratados (Figura 29). Este dato concuerda con el trabajo de YuR] y
colaboradores, el cual muestra como el uso de agonistas del receptor de VPAC1 en
ratones obesos NIH disminuye los niveles de colesterol en sangre (267). Ellos
relacionan esta disminucién con un descenso en la ingesta de alimentos, algo que
no hemos observado en nuestro estudio (datos no mostrados). Los mecanismos
por los cuales favorece un descenso en la concentraciéon de colesterol en sangre de
los ratones tratados estdn por determinar, si bien, VIP es un neuropéptido que
interviene en el metabolismo celular, activando glucogenolisis o lipolis (268, 269).

Otros de los grandes componentes en la formacién de placas ateroscleroticas
son las células espumosas, fundamentales en el inicio y desarrollo de las lesiones
(85). Nosotros comprobamos que tanto VIP como CST son capaces de reducir la
formacién de células espumosas. En la formacién de células espumosas estan
involucrados distintos transportadores de membrana y factores de transcripcion,
que crean un flujo de colesterol, el cual entra en forma de oxLDL y sale en forma de
HDL, que sera captado por el higado para su excrecion como sales biliares. No
obstante, este flujo de colesterol no es igual en ambas direcciones, acumulandose
el mismo en el interior del macréfago, dando lugar a la formacion de células
espumosas. Para que haya una reduccién en el nimero de células espumosas
deben darse alguno de los siguientes requisitos: que disminuya la entrada de
oxLDL al macréfago y/o que aumente la salida de colesterol del macréfago; o bien,
que haya un cambio en el metabolismo del mismo dentro del macréfago, es decir,
en las encimas encargadas en su esterificacion (Acil-CoA Colesterol
Aciltransferasa) y en la formacion de colesterol libre (Citocromo P450 oxidasa). En
este estudio hemos visto que el tratamiento con los péptidos favorece una salida de
colesterol por parte del macréfago mediada por la accidn de la apoAl. El hecho de
que el aceptor de colesterol sea la apoA-1 nos indica que la salida del mismo esta
mediada por ABCA-1 (270). En este sentido, observamos que el tratamiento con
CST o VIP producia un aumento en la expresion de este transportador de
membrana. Ademas, en el caso de VIP también hay una reduccion en la expresion
de CD36, receptor involucrado en la entrada de colesterol al macréfago.

La expresion de ABCA-1 depende del factor de transcripcion PPARy, que
activa a su vez al factor de transcripciéon LXRa, y esta activacion conlleva a un
aumento en la expresion de ABCA-1 y del eflujo de colesterol del interior celular
(271). Nosotros hemos comprobado que el aumento de ABCA1 mediado por CST y
VIP se correlaciona con un aumento en la expresién de PPARy. Sin embargo, el
modo mediante el cual los neuropéptidos aumentan la produccién de PPARy esta
por determinar porque, si bien en adipocitos se ve que PKA, la cual es activada por
CST y VIP, aumenta la expresion de PPARy (272), no se ha visto un efecto similar
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en macroéfagos. No obstante se sabe que la expresion de ABCA-1 esta mediada por
un aumento en la cantidad de AMPc (273), y que una deficiencia en este
transportador de membrana produce un aumento en la formacién de las lesiones
ateroscleroticas en un modelo animal de raton (274). Por lo tanto, un aumento en
el eflujo de colesterol, tal y como vemos cuando tratamos los macréfagos con CST o
VIP, va a favorecer una reduccién en el tamafio de las lesiones ateroscleréticas.
Este es otro punto que contribuye al efecto anti-aterogénico presentado por CST y
por VIP. Interesantemente, se ha observado que ghrelina inhibe la formacién de
células espumosas mediante una disminucidn en la expresion de la enzima ACAT-1
y un aumento en la expresién de ABCA-1, mediada por un aumento en la expresion
de PPARy (275). Puesto que ghrelina y cortistatina comparten el receptor GHSR,
este estudio podria ser una confirmacién del dato que obtenemos in vitro al usar
CST en la formacién de células espumosas.

La ultima gran poblacién celular involucrada en la formaciéon de placas
ateroscleroticas son las células musculares. Durante la formacién de la placa
ateroscleroética, las SMCs van a proliferar y migrar desde la capa media hacia la
intima donde van a formar la capa fibrosa que delimita la placa aterosclerética
(85). Su papel en la estabilizacién de la placa presenta ciertas controversias,
aunque son varios los autores que proponen el control de la proliferaciéon y
migracion de las células de musculo lisa como una estrategia para limitar la
progresion de la enfermedad. Asi, un descenso en la proliferaciéon y migracion de
las células musculares en la lamina intima arterial, mediado por la inhibicion de la
B-arrestina 2, disminuye la formacién de lesiones ateroscleroéticas y la hiperplasia
de la lamina intima en un modelo de ligacién de carétida (193).

Las SMCs expresan receptores para VIP, siendo VPAC1 el mas representado (191,
276), y para CST (277), tanto receptores de somatostatina, mayoritariamente SST2
(277), como el receptor de grelina GHSR (278). Ademas, VIP es capaz de inhibir la
proliferaciéon de SMCs humanas a través de un aumento en la produccién de AMPc
(279). Nuestro estudio muestra que VIP y CST inhiben la proliferacion y la
migraciéon de SMCs tanto in vitro como in vivo, otro modo mediante el cual ambos
neuropéptidos estan controlando la formacién de placas ateroscleroéticas. Se ha
descrito que la inhibicion de la proliferaciéon por parte de estos neuropéptidos esta
mediada por un aumento en la cantidad de AMPc en el interior celular (278, 279).
Por su parte, la migracion de SMCs estimulada por PDGF esta mediada por un
aumento en la concentracion intracelular de Ca2+ (280). En el caso de CST sabemos
que esta inhibiciéon en la migraciéon la ejerce mediante una disminuciéon en la
concentracion de Ca?* intracelular, la cual es dependiente del receptor GHSR (278).
Por el contrario, no hay hasta la fecha publicaciones que muestren que VIP es capaz
de inhibir la migracién de este tipo celular. Sin embargo, hay trabajos que muestran
que el efecto vasodilatador de VIP en algunas especies esta relacionado con la
hiperpolarizacion de la membrana celular de SMCs, lo cual reduce la entrada de
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calcio y su concentracidn intracelular (281), siendo este mecanismo por el cual VIP
esta inhibiendo también la migracion de las hAoSMC.
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Figura 67. Efecto terapéutico de cortistatina y VIP en aterosclerosis. A. El estrés
causado por el flujo sanguineo sobre las células endoteliales va a aumentar la permeabilidad
de las mismas, permitiendo que el LDL se extravase desde el torrente sanguineo a la capa
intima arterial, donde va a ser oxidado. El oxLDL estimula la producciéon de moléculas de
adhesion por las céluas endoteliales, favoreciendo la infiltracién de células inmunitarias,
fundamentalmente células Th1l y monocitos, que se diferencian a macréfagos. Los
macrofagos van a fagocitar al oxLDL conviertiendose en células espumosas. Las distintas
células infiltradas van a producir mediadores inflamatorios que van a favorecer la
proliferacion de las células de musculo liso y su migracién a la ldmina intima. Las células
dendriticas presentes en la placa van a captar los autoantigenos generados de novo en la
placa (fundamentalmente oxLDL y HSP60) y van a migrar a los ganglios linfaticos donde
activaran a linfocitos T favoreciendo una respuesta inflamatoria.
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Figura 2. Efecto terapéutico de cortistatina y VIP en aterosclerosis. B. El tratamiento
con cortistatina (CST) o con VIP reduce la formacién de la placa a distintos niveles. En
primer lugar, inhiben la generacidn/activacién de células Thl y Th17 a nivel de ganglios
linfaticos, disminuyendo la respuesta inflamatoria. En segundo lugar, inhiben la adhesién
de células inmunitarias a las células endoteliales y su consiguiente transmigraciéon. En
tercer lugar, disminuyen la formacién de células espumosas. En cuarto lugar, inhiben la
proliferacién y migracién de células de musculo liso desde la ldmina media hacia la intima.
Por su parte VIP también favorece una bajada en los niveles de colesterol en sangre.

7.5 Receptores implicados en el efecto de cortistatina v VIP en MAE y
Aterosclerosis

Aunque el estudio de los receptores implicados en los efectos de VIP y
cortistatina en MAE y aterosclerosis no ha abordado en esta tesis, existen
evidencias indirectas que apoyarian la participacién multiple de varios de sus
receptores. Dentro de la misms familia, hay otros miembros que comparten
receptores con estos neuropéptidos, como son somatostatina y ghrelina con CST, o
PACAP con VIP. Todos estos neuropéptidos son anti-inflamatorios y todos ellos
ejercen una funcién en el sistema cardiovascular, como por ejemplo, mejorar la
funcién cardiaca (282, 283). Si bien el efecto de los mismos no se ha estudiado en
miocarditis, si se han hecho diversas aproximaciones para estudiar el efecto de
estos péptidos en aterosclerosis, afectando a distintos componentes de la
enfermedad. Asi, PACAP podria afectar en el desarrollo de esta enfermedad al
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inhibir in vitro la proliferacion de las SMC, asi como el dafio morfoldgico causado
por una alta concentracién de lipidos en células endoteliales y SMCs. Sin embargo,
no se han realizado estudios posteriores que ahonden en el efecto de PACAP en
aterosclerosis. Interesantemente, un trabajo anterior reportado por Sheikine y
colaboradores describia que mientras el tratamiento con VIP de ratones ApoE~/- en
ausencia de una dieta hiperlipidémica Unicamente en la primera fase de la
enfermedad no efectaba a la formacién de placas aterosclerédticas (284) (similar a
nuestros resultados), la administracion de un agonista del receptor VPAC1
aumentaba la formacidn de lesiones a nivel de arco adrtico pero no a nivel de aorta
descendente. En este mismo estudio, se describe que VPAC2 es el receptor
mayoritario de VIP en la aorta durante el desarrollo de la aterosclerosis, por lo que
el efecto de VIP podria estar mediado fundamentalmente por la activaciéon de este
receptor. Por lo tanto, el uso de un agonista especifico para uno de los receptores
podria resultar en efectos contrarios a los generados por el péptido natural que
actda a través de los distintos receptores.

En el caso de somatostatina, se ha visto que existe una relacién inversa entre
la concentraciéon de somatostatina en plasma y el indice de aterosclerosis medido
como concentracién de lipidos en sangre (285). También se ha visto que
somatostatina inhibe la proliferacién, pero no la migraciéon, de SMC (278). Los
estudios con ghrelina son mas numerosos y abordan distintos aspectos de la
enfermedad. Por ejemplo, se ha descrito que ghrelina inhibe la contraccion,
proliferacion y migracion de SMC aorticas (278, 286), disminuyen la adhesion de
monocitos al endotelio vascular en presencia del estimulo inflamatorio (287), y la
formacién de células espumosas (82, 275). En modelos animales de aterosclesosis
se ha visto que hexarrelina, un analogo sintético de ghrelina, es capaz de inhibir la
formacién de lesiones aterosclerdticas en ratas a las que se les induce la
enfermedad con una dieta hiperlipidémica (288). Sin embargo, la vacunacioén con
ghrelina de ratones LDLR/- no provoca ningin cambio en la formacién de lesiones
ateroscleroticas (289), asi como la deficiencia en GHSR en ratones LDLR/- tampoco
afecta a la formacién de las lesiones (290).

7.6 Papel endégeno de CST y VIP en Miocarditis Autoinmune y Aterosclerosis.

El papel endégeno de CST y VIP en miocarditis autoinmune y en
aterosclerosis esta por determinar, aunque la presencia de los mismos, asi como
sus receptores, en el sistema cardiovascular hace pensar que pudiesen afectar a
ambas patologias.

En el caso de VIP, éste se libera por terminaciones nerviosas en el corazoén asi
como en vasos coronarios (282), y hay presencia de VPAC1, VPAC2 y PAC1 en los
cardiomiocitos, en fibroblastos cardiacos, en terminaciones nerviosas del corazon,
y en las células de musculo liso de los vasos sanguineos (282). Ademas de actuar
como vasodilatador, VIP regula el flujo sanguineo coronario e induce relajaciéon en
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la aorta (282). Por otro lado, hay trabajos que muestran una asociacidén entre
niveles bajos de VIP en sangre con la presencia de fibrosis cardiaca (291),
cardiomiopatia diabética (292) y fallo cardiaco de peor prondstico (293). Ademas,
se ha visto que la deficiencia de VIP provoca hipertension pulmonar idiopatica en
ratones (294) y en humanos (295), ademas de un aumento en la proliferacién de
las SMC y en el remodelamiento de la pared vascular (295). El estudio de la
deficiencia de VIP en otras enfermedades autoinmunes e inflamatorias ha
mostrado un resultado paradéjico, ya que ratones VIP/- son mdas resistentes a
padecer EAE, a pesar de que tienen una respuesta autorreactiva Th1l y Th17 mas
exacerbada, aunque tienen una menor capacidad de infiltrarse en el SNC (296).
También son mas resistentes a padecer endotoxemia, a pesar que en pulmén
tienen grados mayores de inflamacién (297). Este efecto podria deberse a que
estos ratones poseen un defecto intrinseco en la expresion de NF-kB, asi como a un
posible efecto compensatorio en la produccion de otros neuropéptidos o
mediadores anti-inflamatorios.

En el caso de CST, ésta tiene receptores tanto en el corazén como en las
arterias. En este sentido se ha visto que en el corazén se expresan 4 de los 5
receptores de SST, concretamente SST-1, -2, -4 y -5 en fibroblastos cardiacos y
SSTR-1 y-2 en cardiomiocitos (298). La expresion de GHSR esta restringida a las
células endoteliales que forman las valvulas del corazén y a las fibras nerviosas
presentes en los ganglios cardiacos (299). Por otro lado, SSTR-2 se expresa en
células endoteliales de arterias coronarias humanas (266), en los macrofagos de
las placas ateroscleroticas (256), y en SMCs, células en las cuales también se ha
detectado la expresion de GHSR1 (278). Dentro de las placas aterosclerdéticas
humanas se ha detectado la expresion de CST (278), evidencia directa de que dicho
neuropéptido ejerce una funcion en esta enfermedad. Por otro lado, la deficiencia
en CST produce un aumento en las formacién de capa neointima arterial en
ratones (278). También se ha visto que en pacientes con enfermedades coronarias
hay una aumento de la concentracién de CST en sangre (300), lo cual se entiende
mas como una consecuencia que como una causa de la enfermedad. Por ultimo, la
deficiencia en cortistatina ha generado de nuevo un efecto paradéjico, ya que
ratones CST-/- son mas resistentes a sufrir enfermedades inflamatorias y
autoinmunes de afeccién no local, como EAE, arthritis reumatoide, colitis y sepsis,
a pesar de tener respuestas auto-reactivas y respuestas inflamatorias locales mas
exacerbadas (214). En este caso, los datos indican que este efecto se debe a un
estado crénico de estrés en estos animales y consecuentemente, una elevacién de
los niveles circulantes de glucocorticoides por la activacion del eje hipotalamo-
hipéfisis-adrenal (214).

Por lo tanto, podriamos decir que ambos péptidos podrian estar regulando

endégenamente el desarrollo de estas enfermedades, y el defecto de los mismos
conlleva una serie de cambios en el ratén que nos da una idea del complejo sistema
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de comunicacion molecular que se dan en los organismos para conseguir la
homeostasis corporal. Sin embargo, se necesitan estudios de induccién de
aterosclerosis y MAE en ratones deficientes en VIP y cortistatina.

7.7 Estrategias para el uso de CST y VIP en clinica.

Una de las posibles desventajas de CST o de VIP en la aplicacién futura en
clinica en ECV es su alta sensibilidad a las peptidasas del suero. Sin embargo, son
varias las estrategias llevadas a cabo para aumentar la vida media de los mismos.
Alguna de estas estrategias consisten en la administracién de inhibidores de
endopeptidasas, o la sustitucion de algunos aminoacidos para aumentar la
estabilidad del péptido (301). Otra estrategia utilizada con VIP se basa en la
formulacion de nanoparticulas de VIP protegidas con plata (302). También se esta
utilizando terapia génica para mejorar la llegada de los péptidos a los tejidos
diana. Asi, por ejemplo, se han usado vectores lentivirales que expresan VIP para el
tratamiento de un modelo de artritis autoinmune (303). Por ultimo, también se
han usado terapias combinadas en las que los vectores que contienen los
neuropéptidos se integran ex-vivo antes de la inoculacion. Un ejemplo de esto es la
utilizacion de DC trasducidas con lenti-VIP para el tratamiento de EAE (304), o el
uso de células madre mesenquimales que expresan VIP propuesto en el desarrollo
de esta tesis doctoral. En este sentido, hemos observado que la administracién de
MSC derivadas de tejido adiposo reduce la formaciéon de placas ateroscleréticas,
tanto a nivel de aorta descendente como a nivel de arco adrtico. Adulter-Leber y
colaboradores ya intuian el papel anti-aterogénico de este tipo celular al ver cémo
MSCs derivadas de tejido adiposo cardiaco favorece la diferenciacion de
macroéfagos tipo M2, destacando un posible papel inmunorregulador en
aterosclerosis (305). Ademas se sabe que el uso de estas células tiene un papel
beneficioso en la estabilizacion de las placas ateroscleroéticas (306). En nuestro
caso vemos que si estas MSCs se trasducen con vectores lentivirales que expresan
VIP, hay un mayor descenso en la formacion de placas ateroscleréticas. Ademas, el
uso de MSCs como “Caballos de Troya” del tratamiento con VIP nos permite
retrasar significativamente el momento en el que comenzamos el tratamiento con
respecto al tratamiento con VIP, lo que permitiria una ventana terapéutica mas
amplia. De forma similar, Cobo y colaboradores mostraron que MSCs que expresan
VIP tenian un potente efecto terapéutico en un modelo crénico establecido de EAE
(237). Por lo tanto, podriamos decir que el uso de MSC trasducidas con lentiVIP va
a permitir una mejora en la pauta de administraciéon clinica de VIP en el
tratamiento de la aterosclerosis, ya que se produce un efecto sinérgico de la
capacidad inmunomodulatora de MSCs y de VIP, asi como una liberacién
controlada de VIP en el sitio inflamatorio, en este caso la placa aterosclerotica, y en
organos linfoides, por el tropismo preferente que tienen las MSCs por los mismos.
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En cualquier caso, es importante destacar el hecho que ambos péptidos se
han usado en clinica con seguridad y eficiencia, y que a pesar de su baja estabilidad
sefializan rapido y de forma potente en aquellas células que expresan sus
receptores. Asi, en el caso de VIP, éste se estd usando actualmente en clinica con
éxito para el tratamiento de la disfuncién eréctil, la hipertensiéon pulmonar y la
sarcoidosis (195-197). En el caso de CST, hay un trabajo publicado por Giordano y
colaboradores en el que describen el tratamiento con CST, en un rango de dosis
similar al que nosotros usamos en esta tesis, a pacientes con sindrome de Cushing
(215). Por lo tanto, estos trabajos hacen mas cercana la idea de trasladar a clinica
el uso de CST y VIP para estas enfermedades.

168



8 CONCLUSIONS






Conclusion

8.1 Conclusions

1.

The treatment with cortistatin and VIP has a therapeutic effect in
experimental autoimmune myocarditis (EAM). The systemic injection of
VIP or cortistatin reduces the clinical and histopathological signs of the
disease by downregulating the two deleterious components of the
disease, named inflammatory and autoimmune responses, at both local
and peripheral levels.

At the local level, cortistatin and VIP decrease the inflammatory
infiltration in the heart during the acute phase of EAM. At the peripheral
level, the treatment with VIP or cortistatin impairs the generation of
cardiomiogenic responses driven by Thl and Th17 cells in draining
lymph nodes. As a consequence of their effect on serf-reative T-cell
responses, both neuropeptide reduce the levels of circulating auto-
antibodies specific of the cardiac myosin.

Cortistain and VIP decrease the number and size of atherosclerotic
lesions in two models of acute and chronic atherosclerosis.

The therapeutic effect of cortistatin and VIP is exerted during the acute
effector phase of the disease by reducing the infiltration of macrophages
and T cells into the atherosclerotic plaque and by impairing Th1 and Th17
responses in draining lymph nodes.

Moreover, VIP and cortistatin regulates critical events involved in the
development of atherosclerosis: 1) VIP decreases the cholesterol levels in
blood in atherogenic mice fed with a high-cholesterol diet. 2) VIP and
cortistatin decrease the binding and transmigration of Th1 cells through
the aortic endothelium. 3) Cortistatin regulates the expression of
adhesion molecules in endothelial cells and the binding of monocytes to
the endothelium. 4) Cortistatin and VIP decrease the formation the foam
cells by favoring the cholesterol efflux from lipid-loaded macrophages
through a mechanism that involves the wupregulation of ABCA1l
expression. 5) Cortistatin and VIP inhibit the migration and proliferation
of smooth muscle cells and the formation of neointimal lesions.
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