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A.1.- Aterosclerosis 
 

 Los hábitos propios del estilo de vida de los países desarrollados como el 

tabaquismo, el estrés, la inactividad física y dietas ricas en grasas insaturadas y 

azúcares favorecen el desarrollo de enfermedades cardiovasculares como la 

aterosclerosis.  

 Las últimas estadísticas publicadas por la Organización Mundial de la Salud 

(OMS) calculan que cada año mueren 16,7 millones de personas a causa de 

enfermedades cardiovasculares, lo que supone un tercio de mortalidad mundial anual 
1. La OMS predice 11,1 millones de muertes por enfermedades cardiovasculares en el 

año 2020. Estas predicciones señalan que la mortalidad en los países desarrollados se 

incrementara en un 120% en mujeres  y en un 137% en hombres. Además, en las 

próximas dos décadas  se incrementaran por tres la mortalidad debida a estas 

enfermedades en las zonas menos desarrolladas2. 
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 Figura A.1. Distribución de las muertes en el mundo según la OMS 

Dentro de estas patologías, la principal casusa subyacente de los síntomas 

clínicos es la aterosclerosis. Esta enfermedad se caracteriza por el engrosamiento y el 

endurecimiento de las paredes arteriales debido a la acumulación de material lipídico 

en el espacio subendotelial, tejido fibroso, depósitos de calcio y otros productos 

sanguíneos. Esto da lugar a una reducción del lumen arterial que  puede llegar a 

disminuir el flujo sanguíneo e incluso ocasionar episodios isquémicos en las zonas 

distales al engrosamiento. Dichos episodios isquémicos tienen repercusiones clínicas 

tan importantes como el infarto cerebral, infarto de miocardio y gangrena de las 

extremidades inferiores. 

 

A.1.1.- Fisiopatología de la enfermedad 
 

 Las lesiones ateroscleróticas se forman mayoritariamente en arterias grandes y 

medianas (aorta, carótidas e ilíacas). Las estructura de las arterias consta de tres capas 

concéntricas bien diferenciadas morfológicamente que desde el lumen hacia el exterior 

son: la íntima, la media y la adventicia. Estas dos últimas están separadas por una 

malla compacta de elastina, la lámina elástica externa. La adventicia está formada por 

tejido conectivo y fibroblastos. En ella nos encontramos vasos de pequeño calibre que 

en ocasiones penetran en la media con la función de aportar nutrientes y oxígeno a las 

capas más internas de la pared arterial 3. La media es la capa de mayor grosor, está 

formada por células musculares lisas (smooth muscle cells: SMC) cuya principal 

función es mantener el tono muscular de la pared arterial y por ello tienen un 

citoesqueleto rico en actina y miosina. La media está separada de la íntima por otra 

malla de elastina, la lámina elástica interna. En la íntima el subendotelio, constituido 

principalmente por una matriz de proteoglicanos y colágeno, da soporte al endotelio 

que es una monocapa de células planas endoteliales (fig. A.2). 
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Figura A.2. A) Corte transversal de una arteria (i=íntima; m=media; a=adventicia). B) 

Esquema de una sección transversal de una arteria elástica: 1- Células endoteliales, 2- 

Subendotelio, 3- Lámina elástica interna, 4-Células musculares lisas, 5- Lámina elástica externa, 

6- Adventicia. Adaptado de Ross R (1999)4. 

 

A.1.1.1.- Lesión inicial: disfunción endotelial 
 

 El endotelio vascular desarrolla un gran número de funciones en el 

mantenimiento de la homeostasis vascular 5. Proporciona una superficie no 

trombogénica y no adherente para leucocitos, a través de la cual se realiza el 

intercambio de numerosas substancias entre la sangre y los tejidos. Este endotelio 

contribuye al mantenimiento del tono vascular mediante el balance de producción y 

liberación de substancias vasodilatadoras, como el óxido nítrico (NO) y la prostaciclina 

(PGI2), y vasoconstrictoras, como la endotelina, el tromboxano A2 (TXA2) y la 

angiotensina II (AII).  Además, puede modular el tono y el crecimiento de las SMC, así 

como la coagulación, la fibrinolisis y la adhesión de células sanguíneas a la pared 

vascular6 7; 8, mediante diversos factores promotores e inhibidores del crecimiento,  

moduladores de la inflamación (moléculas de adhesión) y factores hemostáticos y 

trombolíticos. En condiciones normales existe un equilibrio entre las acciones de estos 
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factores, pero en presencia de factores de riesgo cardiovascular (como hiperlipidemia, 

tabaquismo, hipertensión arterial, diabetes, infecciones y otros) este equilibrio se 

altera provocando respuestas anormales del endotelio (figura A.3). 

 

Figura A.3.  Inicio de la lesión aterosclerótica: Niveles elevados de LDL circulantes producen  que éstas se 

acumulen en el subendotelio donde desencadenan una respuesta inflamatoria que hace que el endotelio 

favorezca la adhesión y migración de monocitos y linfocitos T al subendotelio. Adaptado de Ross R 

(1999)4. 

A partir del momento en que el endotelio presenta alteraciones de su 

funcionalidad, se produce la entrada de monocitos, lípidos plasmáticos y proteínas 

dentro de la pared arterial, así como la activación de fenómenos inflamatorios que dan 

lugar a la formación de la estría grasa, primer paso de la formación de la placa 

aterosclerótica 6, 9 . 
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A.1.1.2.- Formación de la estría grasa 
 

 El inicio de la enfermedad se localiza fundamentalmente donde hay cambios en 

la velocidad y turbulencia de la sangre circulante, demostrando la importancia de las 

condiciones hemodinámicas en el desarrollo de las lesiones. En las curvaturas y las 

bifurcaciones de los vasos es dónde estas turbulencias mecánicas, junto con la acción 

biológica de los factores de riesgo, provocan la disfunción endotelial y aumentan la 

permeabilidad de las células endoteliales (CE) al paso de lípidos y células plasmáticas. 

Como consecuencia, las partículas LDL que circulan en la sangre pasan a través del 

endotelio y son retenidas por los proteoglicanos (PGs), debido a la interacción 

electrostática de la carga negativa de los PGs y la positiva de la apolipolipoproteina B 

(Apo B) 10, 11. Las LDL acumuladas en el espacio subendotelial se modifican por 

procesos de oxidación, lipolisis y/o agregación, favorecidos por la presencia de 

radicales libres y las características de los PGs de la íntima arterial. Estas LDLox son 

altamente inflamatorias y citotóxicas e inducen la respuesta inflamatoria con la 

atracción de monocitos y linfocitos-T hacia la lesión 12. Al mismo tiempo, como 

mecanismo de defensa, el endotelio expresa proteínas de adhesión (E-selectina, L-

selectina y P-selectina) y quimiotácticas (MCP-1) que se unen a los ligandos de la 

superficie de los leucocitos y monocitos, facilitando su atracción y adhesión a la 

superficie endotelial. Las LDLox y factores proinflamatorios (INF-ϒ, TNF-α) liberados 

por linfocitos-T, activan la transcripción de los genes responsables de la síntesis de 

factores quimiotácticos mediante la inducción NFκB. 

El factor NFkB también aumenta la síntesis y liberación de citoquinas (IL-1, IL-2 e IL-

6), que activan las células inflamatorias perpetuando de esta manera el proceso de 

acumulación celular en el espacio subendotelial. Los monocitos acumulados en la 

íntima de la pared fagocitan las LDLox acumuladas en la pared arterial y, al 

incrementar su contenido lipídico, se transforman en macrófagos espumosos 4. Al 
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contrario que otros receptores de LDL, los receptores scavenger (basureros) no se 

regulan por las concentraciones de colesterol  intracelular y permiten al macrófago 

fagocitar grandes cantidades de las LDLox que se acumulan en la pared arterial, 

transformándose así en células espumosas. La  perpetuación de este proceso deriva en 

acúmulos focales de células espumosas que se observan en la superficie de la íntima, 

incluso en la infancia, y se denominan estrías grasas 13(figura A.4). 

 

Figura A.4. Formación de estría grasa: Las citoquinas y factores quimiotácticos liberados por el 

endotelio activan a los linfocitos T y hacen que los macrófagos expresen receptores scavenger a 

través de los cuales captan LDL modificadas lo que hace que se transformen en células 

espumosas. Estas células espumosas sintetizan citoquinas y ROS, lo que aumenta la oxidación 

de las LDL y facilita su captación por los macrófagos, además estimulan la migración de las smc 

desde la media a la íntima. Adaptado de Ross R (1999)4. 
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A.1.1.3.-  Progresión de la placa aterosclerótica 

 

 La estría grasa puede progresar hasta la formación de la placa, aunque no todas 

las estrías grasas progresan 14. Hay dos factores clave en la progresión de la lesión: la 

proliferación y migración de SMC; y la acumulación lipídica en macrófagos y SMC. Los 

macrófagos y linfocitos T activados aumentan su capacidad de oxidación de 

lipoproteínas y la secreción de factores de crecimiento y citoquinas inflamatorias 

(MCP-1, M-CSF, IL-1, TNF, IFN-ϒ) 15. Estas citoquinas estimulan la expresión en las CE y 

SMC de factores de crecimiento (FGF, PDGF) y de más citoquinas, originándose un 

círculo vicioso que perpetúa los procesos aterogénicos descritos anteriormente. Las 

células espumosas saturadas de lípidos acaban rompiéndose, liberando al intersticio 

su contenido en LDLox, radicales libres y otros materiales altamente tóxicos para el 

endotelio. Las LDLox y principalmente el PDGF 9, 16, activan las SMC de la capa media 

que secretan IL-1, TNF-α y TGF-ß, estimulando así la síntesis de PDGF y EGF 17. El 

PDGF y otros agentes como la trombina y la AII promueven la proliferación de lasSMC, 

previa a su migración a través de la lámina elástica interna. Además, el PDGF y 

citocinas liberadas por los macrofagos activados inducen la expresión de proteasas 

(plasmina y metaloproteasas) en macrofagos y SMC, que degradan la matriz 

extracelular, facilitando a su vez la migración de las estas últimas. Este paso produce el 

cambio de fenotipo de estas células, de forma que dejan de ejercer una función 

principal en la contractibilidad celular y el mantenimieno del tono vascular, para 

adquirir fenotipo sintético.  El cambio fenotípico que experimentan las SMC implica 18, 

19 (figura A.5): 

- Cambios en el estado proliferativo. 

- Incremento en la producción de matriz extracelular (ECM). 

- Producción de proteasas, especialmente metaloproteinasas (MMPs). 
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- Síntesis de moléculas proinflamatorias (citoquinas y marcadores de 

inflamación).  

- Disminución en la expresión de proteínas contráctiles.  

 

Figura A.5. Esquema del estado de diferenciación dependiente de factores locales.  

Esta nueva funcionalidad permite un mayor engrosamiento de la íntima, 

reducciéndose de este modo el lumen arterial. Además, la producción de factores de 

crecimiento (PDGF, IGF-I,..) y citoquinas (TGFb, IL-1) regulan la propia actividad de 

estas células. Así mismo, las SMC, igual que los macrófagos, pueden captar y acumular 

intracelularmente LDL modificadas a través de receptores proteicos como LRP-1, 

transformándose así en células espumosas 20, 21. La migración de las SMC hacia la 

íntima y la producción de fibras de colágeno producen la formación de una cubierta 

fibrosa protectora del núcleo lipídico. Esta cubierta fibrosa es uno de los componentes 
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cruciales en la evolución de la placa aterosclerótica, ya que separa el núcleo lipídico 

altamente trombogénico de las plaquetas circulantes y otros factores de la coagulación. 

Las placas ateroscleróticas estables se caracterizan por un core lipídico necrótico y 

recubierto por una gruesa capa fibrosa rica en SMC 4. 

 Los macrófagos juegan el papel central en el proceso ya que están presentes 

desde el inicio de la lesión. Como ya se ha mencionado anteriormente, bajo la acción de 

MCP-1, M-CSF y otras citoquinas, los macrófagos son activados y se incrementa su 

capacidad de oxidación de lipoproteínas asi como la secreción de factores de 

crecimiento, y diversas citoquinas inflamatorias 22; entre ellas destacan nuevamente 

MCP-1, M-CSF, IL-1 y TNF, y también el IFN-γ 15. Estas citoquinas siguen estimulando la 

expresión de moléculas de adhesión y citoquinas por parte de las células endoteliales y 

las SMC, favoreciéndose así un círculo vicioso de captación, proliferación y activación 

de monocitos-macrófagos, expresión de receptores basureros, captación de LDL 

modificadas y transformación en células espumosas, lo que se traduce en una 

acumulación incontrolada de lípidos en el espacio subendotelial. 
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Fig A.6. Ruptura de la placa fibrosa. La formación de un trombo se produce por la perdida de la 

cubierta fibrosa, sobretodo en los lugares donde hay menos ECM, y la consiguiente exposición a 

la circulación de sustancias protrombóticas. También las pequeñas hemorragias que se 

producen en los vasos formados por angiogénesis en la placa son causa de formación de 

trombos. Adaptado de Ross R (1999)4. 

 

A.1.1.4.- Lesión avanzada y trombosis 
 

  En los estadíos finales de la enfermedad, la placa aterósclerotica puede 

romperse o ulcerarse y provocar la formación de un trombo, que puede causar un  

coronario agudo 23. Las placas con una cubierta fibrosa delgada y un elevado número 

de células inflamatorias son más propensas a romperse. El mantenimiento de la 

cubierta fibrosa depende del equilibrio entre la formación y la destrucción de matriz 

extracelular. En este proceso juegan un papel importante las células inflamatorias. Así 

por ejemplo, los linfocitos T producen IFN-γ que inhibe la síntesis de matriz 

extracelular, y los macrófagos sintetizan proteasas (colagenasas, gelatinasas, 

catepsinas, etc.) que degradan la matriz extracelular. 

 Las placas ateroscleróticas presentan una estructura excéntrica y su ruptura se 

produce en el lugar denominado “hombro” (shoulder) de la placa 24. Esta zona es rica 

en macrófagos y pobre en SMC y matriz extracelular. El trombo que se forma al 

romperse la cubierta fibrosa se debe a que se expone a la circulación sanguínea 

numerosos elementos protrombóticos presentes en el núcleo lipídico (figura A.7)25, 26.  
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Figura A.7. Ruptura de la placa fibrosa. La formación de un trombo se produce por la  perdida de la 

cubierta fibrosa, sobretodo en los lugares donde hay menos ECM y la consiguiente exposición a la 

circulación de sustancias protrombóticas. También las pequeñas hemorragias que se producen en los 

vasos formados por angiogénesis en la placa son causa de formación de trombos. Adaptado de Ross R 

(1999)4. 

 

A.2.-  Papel de las LDL en la aterosclerosis 
 

 Las LDL son unas de las principales lipoproteínas involucradas en 

aterosclerosis. Se forman a partir de las VLDL y están constituidas por una única 

lipoproteína que es la ApoB-100. Las LDL se encargan del transporte de colesterol a los 

tejidos periféricos, que es necesario para la formación de la membrana plasmática, 

hormonas esteroidales y sales biliares en el hígado. Para conseguir cholesterol, las 

células tienen dos posibilidades: síntesis de colesterol o mediante la captación de LDL. 

Para ello,  las células poseen receptores de apo B/E, también denominado receptor de 
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LDL (LDLR), que son capaces de interactuar con las lipoproteínas e internalizarlas. Los 

LDLR están dispuestos en depresiones de la membrana celular recubiertos con una 

proteína denominada clatrina. Cuando la LDL interacciona (a través de la ApoB-100) 

con el receptor, se forma una vesícula que origina un endosoma que posteriormente se 

fusiona con lisosomas, cuyas enzimas hidrolíticas degradan la apoB-100 y los ésteres 

de colesterol. El colesterol libre formado puede ser utilizado para integrarse en las 

membranas celulares o ser almacenado como ésteres de colesterol por acción del 

enzima acil-CoA-colesterol acil-transferasa (ACAT). El aumento de colesterol en la 

membrana inhibe la activación de un factor de transcripción denominado proteína de 

unión al elemento de respuesta a esteroles 2 (sterol response element binding protein-

2, SREBP-2). SREBP-2 controla diferentes genes involucrados en la vía de la síntesis de 

colesterol, como el de la 3-hidroxi-3-metil-glutaril coenzima A (HMG-CoA) reductasa o 

el del LDLR, de forma que se regula el contenido del colesterol intracelular 27 (figura 

A.8).  

 

Figura A.8. Metabolismo de las LDL: La interaccion de las LDL con los LDLR de las células 

produce una vesícula que se fusiona con lisosomas. Las lipoporteínas se hidrolizan generando 
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colesterol libre para su utilización en la membrana o para su almaxenaje como ésteres de 

colesterol. Los LDLR son reciclados a membrana y se produce la inhibición tanto de su sínteis 

como la de HMG- CoA reductasa, enzima clave en la síntesis de coelesterol.  

 

 Este mecanismo es especialmente activo en el hígado, que es el principal 

órgano involucrado en la sínteis y la regulación del colesterol plasmático. 

 

A.2.1. Activación de las SMC por LDL. 

 

 Uno de los principales factores de riesgo aterosclerótico es la 

hipercolesterolemia. Una alta concentración de LDL plasmática, favorece su inflitración 

en la pared vascular, lo que promueve una respuesta inflamatoria. Las LDL nativas per 

se pueden activar las SMC actuando como factores de crecimiento que inducen 

diferentes vías de transducción de señales 28, 29. Las LDL pueden aumentar la 

concentracione intracelular de calcio 30, estimular el metabolismo de fosfoinositoles y 

la translocación a la membrana de la PKC 31, activar la vía de las MAP quinasas 32 y 

regular la actividad de factores de transcripción como la proteína activadora-1 

(activator protein-1, AP-1) 33. Algunos de estos efectos se producen a través de 

proteínas G, independientes del receptor clásico de las LDL 34. Las proteínas G 

normalmente transducen la señal desde receptores con 7 dominios transmembrana 

denominados receptores acoplados a proteínas G (G-protein coupled receptors, GPCR). 

El mecanismo por el cual las LDL pueden activar estos receptores no está muy claro, 

aunque podría ser que alguno de sus componentes interactuara con ellos. Esta 

hipótesis se apoya en la presencia de GPCRs pertenecientes a la familia del gen de 

diferenciación endotelial (endotelial differentiation gene, Edg), los cuales son 

receptores para la esfingosina-1-fosfato (S1P) (componente de las LDL). La activación 

de receptores Edg transmite señales intracelulares a través de las proteínas G (Gi y Gq) 
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y las proteínas G pequeñas (Rho), que activan la proliferación y la migración de las 

SMC 35, 36. Además, existen receptores GPCRs para el ácido lisofosfatídico (LPA) 

(presente en LDLox)37 que transmiten señales de proliferación en SMC a través de las 

proteínas G pequeñas Cd42 y Rac 38. 

 

A.2.2.- Activación de las células endoteliales por LDL  
 

 Las LDL inducen efectos mitogénicos sobre las CE como la expresión del gen de 

respuesta al crecimiento temprano (early growth response gene-1 ,Erg-1) 39, o la 

activación de factores de transcripción como AP-1 33  y de vías como la p38 MAPK 40. 

Las LDL también activan la respuesta proaterogénica de las CEaumentando la 

producción de inhibidor del activador del plasminógeno 1 (plasminogen activator 

inhibitor-1, PAI-1) 41 e inihibiendo la óxido nítrico sintasa endotelial (endothelial nitric 

oxide synthase, eNOS) que regula la producción de NO 42, o la lisil oxidasa que 

contribuye a estabilizar las lesiones 43. 

 Recientemente se ha descrito que las LDL producen un aumento de la 

expresión del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y de su receptor 

VEGFR-2. Un aumento de VEGF/VEGFR-2 puede contribuir al desarrollo de la placa 

aterosclerótica, produciendo un incremento de la permeabilidad e induciendo 

angiogénesis en lesiones avanzadas 44. 

 

A.3.- Modelos animales para el estudio de la aterosclerosis 
 

 Para el estudio de la aterosclerosis es fundamental la búsqueda de modelos 

experimentales animales que asemejen en el desarrollo de la arteriosclerosis a la 

especie humana45.  
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A.3.1.- Modelos de conejo 
 

El uso de estos modelos para el estudio de la aterosclerosis se conoce desde 

principios del siglo pasado. La primera cita del uso de animales con este fin es de 1908, 

en la que  Ignatowsky y colaboradores observaron en aortas de conejos alimentados 

con una dieta rica en proteínas, un engrosamiento de la íntima con formación de 

grandes células claras 46. 

 En 1912 Anitschkow obtuvo lesiones semejantes con dietas de colesterol puro 

disuelto en aceite vegetal 47. Desde entonces, el modelo de aterosclerosis experimental 

más utilizado es el conejo. A pesar del hecho de que este animal no desarrolla 

aterosclerosis espontánea, su uso tan extendido como modelo aterosclerótico se debe 

a que es muy sensible a la inducción de las lesiones ateromatosas mediante una dieta 

rica en colesterol.  Aunque las lesiones se parecen mucho a la estría lipídica humana, 

son mucho más ricas en lípidos y macrófagos que las humanas y no desembocan en la 

formación de placas ateromatosas, que son el hecho clave del desarrollo de la 

enfermedad en humanos 48, 49. Además, las dietas hipercolesterolémicas empleadas en 

estos estudios producen una inflamación masiva en el cuerpo del animal y tiene un alto 

grado de hepatotoxicidad en los conejos, lo que produce la muerte del animal cuando 

se administran durante un tiempo prolongado. El uso actual de modelos de conejos 

modificados genéticamente han mejorado estos problemas. Cabe destacar la cepa de 

conejo New Zeeland que expresa apo A-100 humana, los modelos que sobreexpresan 

la lecitín-colesterol-acil transferasa, la lipasa hepática,  la apo B-100 humanas, o bien la 

cepa de conejos WHHL que expresan la Lp(a) humana, consiguiendo lesiones 

ateromatosas muy avanzadas y similares a las de los humanos 49, 50.  
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A.3.2.- Modelos en ratón 
 

 Uno de los modelos animales más utilizados en los últimos años son los 

ratones. Estos animales son muy resistentes al desarrollo de aterosclerosis e incluso 

podríamos decir que no se puede inducir la enfermedad como tal. La única excepción 

son los ratones C57BL/6, los cuales desarrollan la enfermedad al alimentarlos con una 

dieta muy rica en colesterol y ácido cólico. No obstante las lesiones vasculares difieren 

mucho de las humanas, y son debidas más que a una predisposición genética a una 

inflamación crónica 48. Además, el metabolismo lipídico del ratón difiere mucho del 

humano. Así por ejemplo, mientras que la mayor parte del colesterol se transporta por 

las HLDL en ratones, en humanos son las LDL las que realizan esta función  y las HLDL 

tienen un carácter protector frente a la aterosclerosis. Todo ello ha hecho que el ratón 

no haya sido usado como modelo durante años. Sin embargo el desarrollo de ratones 

“knock-out” para el gen apo-E  ha permitido cambiar esta circunstancia.  La Apo-E es 

una glicoproteína sintetizada por el hígado y el cerebro, que se encuentra en todas las 

lipoproteínas y en quilomicrones, y cuya función principal es unirse con una alta 

afinidad a sus receptores del hígado, permitiendo de este modo su entrada y su 

metabolismo. Estos ratones presentan una alta concentración de colesterol plasmático,  

con una distribución muy similar a la humana, un alto contenido en LDL y más bajo en 

HLDL51. En la actualidad existen otros modelos murinos transgénicos, como los que 

son nulos para receptor de LDL, el doble “knock-out” para apo-E y ldl-r, los que 

expresan la variante humana del apo-E , o que tienen defectos en la agregación 

plaquetaria. Estos modelos tienen la ventaja de su reducido tamaño. No obstante, la 

distribución de las lesiones en estos animales difiere mucho de las presentes en 

humanos y  además no se produce rotura  espontanea de la placa. Estos datos junto al 

hecho de son animales modificados, en los que el efecto en otras rutas metabólicas (y 
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con ello en la respuesta a dietas y fármacos) tiene que ser probada, hacen que los datos 

obtenidos con estos modelos tengan que tomarse con precaución. 

 

A.3.3.- Modelos aviares 

 

 Entre los animales de fácil manejo, pequeño tamaño y bajo coste, nuestro grupo 

de investigación utiliza el pollo. Este animal, al igual que otras especies aviares, es 

capaz de desarrollar aterosclerosis aórtica y coronaria de forma espontánea e inducida 

por una dieta, hecho descrito por primera vez en 1949 52. Estos animales presentan 

hipocolesterolemia de forma natural, con concentraciones plasmáticas de 200 a 350 

mg/dl, la mayoría como lipoproteínas de alta densidad 53, 54. Las alteraciones 

vasculares observadas en pollos alimentados con dietas aterogénicas afectan 

principalmente a la aorta torácica, particularmente en su pared ventral, lo que sugiere 

influencias hemodinámicas en la patogenia 55. Estas lesiones no muestran diferencias 

esenciales con las descritas en la arteriosclerosis humana 56-59.  

Las ventajas del pollo como modelo animal de arterosclerosis son las siguientes 59-62: 

a.- Animal omnívoro.  

b.- De bajo coste y de fácil manejo para la investigación prolongada. 

c.- Capaz de desarrollar aterosclerosis espontánea. 

d.- Capaz de desarrollar aterosclerosis con dietas hipercolesterolémicas con un ligero 

pero significativo incremento del colesterol plasmático. 

e.- Los niveles plasmáticos de colesterol y triglicéridos son similares a los de humanos. 

f.- La composición de las lipoproteínas HDL, LDL y de quilomicrones es similar a la de 

humanos. 
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g.- No hay diferencias entre las lesiones desarrolladas en pollos y las de humanos. 

h.- Son animales bípedos, lo que afecta a la distribución de las lesiones.  

I.- Son hipertensos por naturaleza. 

Estas condiciones, junto al menor tiempo necesario para la regresión de las lesiones, 

hacen que este animal sea  adecuado para este tipo de estudios. 

 

A.3.4.- Otros modelos animales 
 

Recientemente, se ha indicado que el conejo de Indias puede ser un modelo adecuado 

para el estudio de los fenómenos de aterogénesis. En estos animales, como ocurre en el 

hombre, la mayor parte del colesterol está asociado a las LDL. Además, tienen 

proteínas de transferencia de ésteres de colesterol y lipoproteína lipasa 63. 

 Animales de mayor tamaño como el cerdo y el mono desarrollan aterosclerosis 

muy semejante a la humana, en dónde es frecuente el desarrollo de engrosamientos 

intimales adaptativos, difusos y excéntricos, como consecuencia del estrés mecánico y 

físico del flujo sanguíneo sobre las paredes arteriales, principalmente en las zonas de 

bifurcación o salida de ramas secundarias.  Sin embargo, su alto coste, su dificultad de 

manejo y los  problemas éticos hacen que no sean utilizados para estudios 

preliminares 64. 

 

A.4.- Modelos celulares para el estudio de la aterosclerosis  
 

 Utilizando cultivos  de células vasculares de forma independiente o en co-

cultivo se pueden evaluar muchas de las alteraciones que ocurren durante el 
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desarrollo de la placa de ateroma, especialmente de los acontecimientos que ocurren a 

nivel celular y molecular. Asimismo, una vez inducido el daño celular se puede evaluar 

la influencia de diferentes agentes farmacológicos o dietéticos.  

 Los modelos celulares ex vivo más utilizados se circunscriben casi 

exclusivamente a cultivos primarios de CE, SMC y macrófagos y en algunos casos co-

cultivos de estos, además de líneas celulares establecidas procedentes de estos tipos 

celulares y que mantienen las características de estos. 

  

A.4.1.- Cultivos de células endoteliales 
 

El cultivo de CE, obtenidas de vasos de cordón umbilical, fue descrito por primera vez 

en 1973 65. Anteriormente se habían descrito otras aproximaciones similares, pero los 

cultivos no estaban bien caracterizados 66. En estudios posteriores se han aislado y 

cultivado CE vasculares de distintas especies y tejidos 67-70. Los cultivos primarios de 

estas células se obtienen por digestión enzimática o bien de forma mecánica raspando 

la pared de los vasos. Una vez en cultivo, estas células forman monocapas celulares con 

la clásica forma de “adoquines”, que puede cambiar bajo ciertas circustancias y 

volverse alargada. En cultivo, estas células se caracterizan por expresar en superficie el 

enzima corvertidor de angiotensina, por introducir LDL y por expresar factor 8 71. Otra 

característica distintiva de las CE vasculares es que en ciertas condiciones de cultivo 

forman tubos similares a los de los vasos sanguíneos embrionarios o a los que se 

forman en los procesos angiogénicos.  

 La composición de la ECM afecta al crecimiento y al fenotipo de estas células 69, 

72, 73. En general, las CE se adhieren mejor a superficies recubiertas de componentes de  

ECM como colágeno, fibronectina y laminina, o matrices más complejas como Matrigel 
69 o matrices amnionicas 74. No obstante, estas células sintetizan su propia matriz en 

cultivo 72 y pueden crecer sin estos sustratos. 
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 El problema fundamental del cultivo de CE es que existen grandes diferencias 

según el órgano o la especie del que se obtenga. Esto hace que dependiendo del tipo de 

estudio que se vaya a realizar tengamos que utilizar un cultivo en particular. Aunque 

estas diferencias existen 75, la ausencia de estudios en los que queden bien 

caracterizadas hacen que  la mayoría de los estudios se utilicen CE obtenidas de venas 

de  cordón umbilical (HUVEC).  

 Además de los cultivos primarios, existen líneas celulares vasculares que 

mantienen las características de estas células. Entre estas, las más utilizadas son la 

línea CPAE (ATCC número CCL- 209)76 , procedente de arterias pulmonares bobinas, y 

la línea HUV-EC-C (ATCC número CRL- 1730) de cordón umbilical humano 77.  

 

A.4.2.- Cultivo de células  de SMC 
 

Al igual que ocurre con los fibroblastos, las SMC en cultivo muestran una gran 

capacidad proliferativa y pueden ser subcultivadas varias veces, lo que permite una 

rápida obtención de masa celular. Además, la capa media de las arterias está 

compuesta casi exclusivamente por SMC, por lo que es relativamente fácil obtener 

cultivos de músculo liso vascular con una mínima contaminación de otros tipos 

celulares18. 

 En los cultivos primarios, y según las características anteriormente señaladas, 

las células sufren un proceso de modulación de su fenotipo. En general, tras ser 

cultivadas, conservan el fenotipo contráctil durante unos pocos días (de 1 a 7), a 

continuación se produce una modulación hacia el fenotipo sintético, seguido de una 

intensa proliferación. Cuando el cultivo se acerca a la confluencia, disminuye la 

proliferación y se depositan grandes cantidades de ECM. Frecuentemente, una vez que 

el cultivo ha alcanzado la confluencia, modula de nuevo su fenotipo hacia el contráctil. 

De esta forma, el fenotipo contráctil únicamente se manifiesta en las etapas iniciales y 



Antecedentes 

 

23 

finales (cuando alcanza la confluencia) del cultivo primario. Las capacidades de 

proliferación y síntesis de ECM, son exclusivas del fenotipo sintético. En el desarrollo 

de la ateroesclerosis participan numerosos tipos celulares entre los que se encuentran 

macrófagos, células del endotelio vascular, linfocitos, SMC, así como las plaquetas 18. Se 

ha descrito en numerosas ocasiones, que el fenotipo contráctil de la SMC cultivada, 

conserva su capacidad de contracción de forma espontánea o cuando se estimula 

eléctricamente 78.  

 Dependiendo de la especie y edad del animal del que procedan, los cultivos 

primarios de SMC vascular pueden subcultivarse entre 6 y 20 veces, hasta que el 

cultivo muere por un proceso de senescencia similar al descrito en los fibroblastos 79-

81. Las SMC subcultivadas van perdiendo progresivamente la capacidad de modular su 

fenotipo, de forma que a partir del tercer o cuarto pase, la práctica totalidad de las 

células tiene el fenotipo sintético (inclusive en estado de confluencia). Posiblemente 

debido a la gran síntesis de ECM, los cultivos de SMC pueden crecer en varias capas 

cuando alcanzan la confluencia. Esta característica provoca un típico aspecto en la 

confluencia que se ha denominado de “colinas” y “valles”. Las “colinas” contienen de 10 

a 15 capas de células, mientras que los “valles” no contienen más de 3 capas celulares 
18. 

 La composición de la ECM producida por la SMC en cultivo primario, es similar 

a la encontrada en el tejido conectivo de los vasos sanguíneos de los que proceden 

(principalmente colágeno I y II, elastina, proteoglicanos y glucosaminoglicanos), 

aunque se han descrito alteraciones en la composición relacionadas con la especie, las 

condiciones y el número de pases del cultivo 18. 

 Al igual que ocurre in vivo, durante la maduración postnatal de los vasos 

sanguíneos y durante la reparación de los mismos tras sufrir un daño físico, la síntesis 

de ECM de las SMC cultivadas se produce por el fenotipo sintético en estado de 

quiescencia, lo que se interpreta como un mecanismo de economía celular. Cuando la 

población celular se encuentra en una situación de crecimiento activo, la mayoría de 
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los recursos se destinan a la proliferación y cuando ésta cesa, se activa la síntesis de 

ECM 82.  

 Existen multitud de líneas celulares de SMC, sin embargo dado que es la más 

utilizada y la que hemos usado en nuestros experimentos, nos vamos a referir a la línea 

A10 de aorta de rata (ATCC número CRL-1476) 83. La línea A10, que deriva de aortas 

de embriones de ratas DB1X, posee la mayor parte las características de las células de 

músculo liso84. Estas células se contraen espontáneamente en respuesta a corrientes 

eléctricas en la fase estacionaria de crecimiento, y exhiben un incremento en la 

actividad de los enzimas miokinasa y creatina fosfatasa. Además, estas células 

expresan receptores de AI y un gran número de proteínas contráctiles carasteristicas 

de las SMC 85-89. Estas células tienen la capacidad de cambiar su fenotipo de un modo 

similar a lo que ocurre en las SMC en un proceso aterosclerótico, e incluso 

transformarse en células espumosas por un acúmulo de colesterol intracelular 90. 

Además, presentan un metabolismo lipídico y de respuesta a multitud de estímulos 

aterogénicos muy similar a los cultivos de células primarias humanas 91-94. Estos 

hechos, junto a su facilidad de obtención y de cultivo, y la reproductibilidad de los 

resultados que se obtienen con estos cultivos, hacen que hayan sido uno de los 

modelos experimentales más utilizados en los últimos años para el estudio de los 

mecanismos moleculares que producen el cambio fenotípico de las SMC en la 

aterosclerosis y en la respuesta a fármacos. 

 

 

A.4.3.- Cultivos de macrófagos 
 

 Los estudios con macrófagos se centran en monocitos primarios obtenidos de 

sangre periférica y líneas celulares establecidas. Los monocitos primarios al ser 
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estimulados se transforman en macrófagos que pueden ser cultivados por un tiempo 

largo y mantienen gran parte de las características que presentan in vivo 95. 

 Existen multidud de líneas celulares de macrófagos que difieren en su estado 

de diferenciación (monocito o macrófago), y de la línea hematopoyética de la que 

proceden.  La línea celular THP-1 es la más utilizada y  procede de un paciente con 

leucemia monocítica aguda 96. Estas células expresan marcadores característicos de los 

monocitos y poseen receptores Fc y C3b. Sin embargo, no expresan inmunoglobulinas 

de superficie o citoplasmáticas. Están caracterizadas por su capacidad fagocítica y por 

la producción de lisozimas y esterasa, además de por su capacidad para restaurar la 

respuesta de los linfocitos T a la concavalina A 96. Al tratar las THP-1 con PMA (12-

miristato, 13-acetato de forbol) se observa adherencia a las superficies de cristal, a la 

vez que exhiben características morfológicas similares a los macrófagos 97. Además, 

poseen la capacidad de acumular lípidos procedentes de las LDL en su interior, y de 

expresar  en su superficie el receptor para las LDL acetiladas, la apolipoproteína E y la 

lipoproteín lipasa 98, así como el receptor para las VLDL 99, todos ellos considerados 

marcadores diferenciadores de los macrófagos. Por estos motivos, estas células 

activadas con PMA han sido ampliamente utilizadas para el estudio in vitro de la 

formación de células espumosas y de la aterosclerosis 100.  

 Sin embargo, existen diferencias fundamentales entre las células monocíticas y 

las THP-1. En primer lugar, los monocitos humanos sufren apoptosis cuando no son 

estimulados por determinadas citoquinas,  mientras que las THP-1 crecen 

indefinidamente. En segundo lugar, existe una heterogeneidad celular en cuanto a la 

expresión de algunos receptores. Incluso se ha observado que pueden perder la 

diferenciación cuando se cultivan por un tiempo excesivo, hecho que  no les ocurre a 

los macrófagos. Por otro lado, se ha observado que tras su activación, las THP-1 

segregan TGF-β1, que inhibe la actividad de los receptores scavenger para las LDL 

acetiladas 101. Además, en las células activadas tampoco se observa la expresión del 

receptor hepático característico de los macrófagos 100. Concretamente, se ha 
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caracterizado el perfil de expresión genética de estas células, comparándolo con el de 

los monocitos y macrófagos y se ha demostrado que los monocitos son bastante 

diferentes a las células THP-1 no estimuladas. Sin embargo, al comparar con los 

macrófagos, las THP-1 activadas con PMA, comparten la expresión de algunos, aunque 

no todos, los genes característicos 100. Todos estos datos sugieren que, aunque el uso 

de esta línea celular es adecuado para el estudio in vitro de los mecanismos 

moleculares de las enfermedades cardiovasculares, requieren una rigurosa 

interpretación de los resultados.  

 Los cultivos celulares con THP-1 han sido ampliamente utilizados para el 

estudio de múltiples mecanismos moleculares implicados en el desarrollo de la 

aterosclerosis. Entre ellos, se han estudiado receptores de membrana para distintas 

partículas como las HDL 102, procesos de activación e inhibición de proliferación celular 
103, la expresión de metaloproteasas y de algunas moléculas que pueden modular su 

expresión y/o actividad 104, el metabolismo de moléculas de adhesión y citoquinas, así 

como los mecanismos nucleares activados a través de las LDL oxidadas durante el 

desarrollo de la aterosclerosis 105.  

 

A.4.4.- Co-cultivos 
 

 Existen varios estudios en los que se cultivan conjuntamente varios tipos de 

células características de las lesiones ateroscleróticas, con el fin de estudiar los 

mecanismos moleculares de sus interacciones durante la formación de la placa de 

ateroma.  Así por ejemplo, se ha visto que el co-cultivo de células THP-1 con células del 

músculo liso y células aórticas endoteliales es adecuado para el estudio de los 

mecanismos moleculares y celulares implicados en la formación de células espumosas 

durante los primeros estadios de la aterosclerosis 106. Añadiendo LDL a este tipo de 

cultivos, se ha llegado incluso a obtener estructuras muy similares a la placa 
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ateromatosa in vitro 107. No obstante, estos cultivos son complicados, no se pueden 

mantener durante mucho tiempo y los resultados obtenidos se restringen únicamente 

a técnicas histomorfológias e immunohistoquímicas, lo que hace que no sean muy 

utilizados. 

A.5.- Estructura y función de la ECM en los vasos sanguíneos y su  
relación con la aterosclerosis. 
  

 La ECM es una mezcla compleja de macromoléculas, cada una de ellas con una 

función especializada, que constituye el entorno de las células eucarióticas. La 

composición de la ECM es específica para cada tejido y genera un mediambiente 

diferente para las distintas células del organismo. La ECM actúa como soporte para el 

crecimiento celular y proporciona una estructura estable alrededor de las células. 

Además de esta función estructural, la matriz contiene información codificada, en 

función del tipo de moléculas que la constituyan, que se transmite al interior celular 108, 

109, por lo que ejerce un papel esencial en el desarrollo de la función celular normal 110, 

111. Influye en procesos de adhesión y separación, en la motilidad, en el establecimiento 

de la morfología y en la iniciación de la transmisión de señales. Modula la proliferación 

celular y la diferenciación tisular, y participa en la regulación de diversas funciones 

metabólicas 112, 113. Además, desempeña una importante función en la angiogénesis 114, 

115 y actúa como reservorio de moléculas con actividad biológica ya que, por ejemplo, 

algunos factores de crecimiento y citoquinas están unidos a los proteoglicanos de la 

matriz y de la superficie celular 116.  

 A mediados del siglo XX se consideraba a la ECMcomo “fibras de colágeno 

embebidas en una sustancia coloidal”.  Sin embargo, actualmente se sabe que su 

composición y su organización son muy variadas. La expresión de los genes que 

codifican las proteínas de la ECM varía según el tipo celular y la edad de la célula, y está 

relacionada con algunas patologías. Los componentes de la ECM se pueden dividir en  

cinco tipos diferentes de macromoléculas:  
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- Colágenos,  

- Elastinas y proteínas microfibrilares 

- Proteínas matricelulares 

- Glicoproteínas de adhesión.  

- PGs 

 Estas macromoléculas, frecuentemente multiméricas, se asocian entre sí de 

manera no covalente para formar una matriz insoluble, generando estructuras 

especializadas que difieren en su forma y propiedades, lo que les permite adaptarse a 

los requerimientos funcionales de los diferentes tejidos. Las propiedades de la matriz 

dependen de las moléculas particulares que la forman, del porcentaje relativo de cada 

una de ellas y de las interacciones que se establezcan entre los diferentes 

componentes. La composición y, por tanto, la organización supramolecular de los 

componentes de la ECM, determinan su influencia en el comportamiento celular. 

 

A.5.1.- Colágenos 
 

 Estas proteínas son los principales elementos estructurales de la ECM y 

proporcionan la forma, la fuerza y la flexibilidad a los tejidos, entre otras propiedades. 

El colágeno ha sido sinónimo de proteína fibrosa, ya que los primeros colágenos 

conocidos forman fibras. Un ejemplo es el colágeno de tipo 1, que constituye el 90% 

del colágeno corporal; la molécula está formada por una triple hélice rígida (triple 

hélice de colágeno), que se asocia formando las características fibras visualizadas por 

microscopia electrónica. Sin embargo, el descubrimiento de otros tipos ha permitido 

concluir que la formación de fibras es una característica de un número limitado de 

colágenos. Actualmente el término colágeno se engloba a una superfamilia de 



Antecedentes 

 

29 

proteínas de 28 tipos de moléculas diferentes, formadas por más de una treintena de 

cadenas polipeptídicas genéticamente diferentes 117. 

 Algunos colágenos identificados en la última década son componentes 

minoritarios en los tejidos y todavía no se conoce la estructura macromolecular y/o la 

función que desempeñan. Los colágenos se pueden definir como “moléculas cuyas 

propiedades dependen de la triple hélice” o como aquellas “macromoléculas 

estructurales de la ECMque incluyen en su estructura uno o varios dominios con 

conformación de triplele hélice” 118. Dentro de esta familia se incluyen las moléculas de 

colágeno que no tienen una triple hélice continua y que presentan dominios 

globulares. Además, se excluyen otras proteínas, como el componente C1q del 

complemento o la acetilcolinesterasa, que aunque contienen una región en triple hélice 

no se encuentran en la ECM. 

 Los colágenos presentan una secuencia en sus cadenas polipeptídicas muy 

peculiar, con muchas repeticiones del triplete glicina-X-Y (donde X suele ser prolina, e 

Y suele ser hidroxiprolina) que hacen posible que se genere la triple hélice de 

colágeno, estructura resistente a la acción de proteasas comunes. En los colágenos que 

no forman fibras la estructura en triple hélice queda interrumpida por las 

denominadas regiones no colagenosas, que varían desde dominios globulares extensos 

hasta pequeñas regiones donde la secuencia del triplete no se repite o se altera. Estas 

zonas son sensibles al ataque proteolítico, pero confieren flexibilidad a la molécula de 

colágeno y la capacita para formar una gran diversidad de estructuras 

macromoleculares.  
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A.5.1.1- Clasificación de los colágenos 

 

 Los colágenos se clasifican según sus propiedades estructurales,  y se nombran 

con números  consecutivos según la fecha de su descubrimiento y  la composición de 

sus cadenas α.   

 

A.5.1.1.1- Colágenos fibrilares 
 

Presentan una triple hélice continua de 300 nm, con repeticiones Gly-X-Y en 

toda la molécula, a excepción de los tipos XXIV y XXVII que presentan pequeñas 

interrupciones en estas secuencias. Forman fibras resistentes, estabilizadas por 

enlaces covalentes, con bandas periódicas y diámetro característico para cada uno de 

ellos.  El tipo II y el XI tienen varias isoformas y se han encontrado formas hibridas que 

contienen los tipos V y XI. 

 

A.5.1.1.1.1.-Colágenos que forman redes o mallas: tipos IV, VIII, X y la cadena α del 
colágeno tipo IV. 
 

 Contienen un gran dominio con estructura típica de los colágenos, que se 

interrumpe por varios dominios en las que se pierde la secuencia Gly-X-Y (dominios 

no-colágenos) y con ello la estructura. Estos dominios también se encuentran en las 

cadenas amino y carboxilo terminales. Los monómeros se asocian en estos dominios 

formando dímeros y tetrámeros, según se produzca la unión por el extremo carboxilo o 

el amino respectivamente. De este modo, se forma una estructura compleja en la que 

los dominios de triple hélice se entrelazan dando lugar a una especie de red. El 

colágeno tipo VIII se encuentra en el ojo en forma de mayas hexagonales apiladas. El 
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colágeno tipo X se encuentra en estructuras similares en zonas hiper-calcificadas del 

cartílago 119.   

 

A.5.1.1.1.2.-Colágenos asociados a fibras con interrupción de la triple hélice (FACIT): 
tipos IX, XII, XIV, XVI, XIX, XX, XXI y XXII.  
 

 Estos colágenos se caracterizan por tener pequeños segmentos de triple hélice 

interrumpidos por pequeños dominios no-colágenos. Estos colágenos no forman fibras 

por sí mismo, sino que se unen a la superficie de los colágenos fibrilares. 

 El colágeno tipo IX se encuentra en la superficie del colágeno tipo II, con el que 

se une covalentemente. Además este tipo de colágeno presenta cadenas de 

glicosaminoglicanos (GAG) unidas covalentemente a la cadena α2 (IX). Los tipos XII 

and XIV muestra similitudes con el IX, incluida la cadena de GAG. El resto de los tipos 

que se han incluido en este grupo no están totalmente caracterizados, pero muestran 

similitudes con otros miembros de la familia 120-122. 

 

A.5.1.1.1.3.-Filamentos con glóbulos  y constituyentes de las fibras de anclaje: tipos VI, 
VII,  XXVI y XXVIII. 
 

 El colágeno tipo VI se caracteriza tener cadenas α con grandes dominios 

globulares en sus extremos amino y carboxilo, separados por pequeños dominios de 

triple hélice. Las cadenas α2 (VI) y α3 (VI) presentan varias isoformas por ayuste 

alternativo. El colágeno tipo VI forma pequeños filamentos globulares en la matriz.  El 

colágeno tipo VII forma fibras de anclaje que unen la membrana basal a las fibras de 

anclaje del colágeno tipo IV y la laminina de capas de matriz subyacentes. Este tipo 

contiene la triple hélice más grande conocida en los colágenos, con muy pocas y 
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pequeñas interrupciones. En la primera de estas interrupciones (dominio NC1) el 

colágeno tipo VII  se une a los tipos I y IV, a fibronectina y a laminina. El colágeno XXVI 

se expresa principalmente en testículo y ovario, presenta numerosos sitios de 

glicosilación y una extructura similar a los demás miembros de este grupo.  El colágeno 

tipo XXVIII contiene dominios factor  de von Willebrand A, y se localiza en piel y 

nervios periféricos 123-126.  

 

A.5.1.1.1.4.-Colágenos con dominios transmembrana: tipos XII , XVII, XXIII y XXV .  
 

 Estos son los únicos colágenos con dominios transmembrana conocidos y se 

orientan de forma que su extremo amino está en el citoplasma. El colágeno tipo XII 

tiene multitud de isoformas y el XVIII forma parte de los hemidesmosomas. El 

colágeno tipo XXIII se expresa en pulmón, córnea, cerebro, piel y tendones, y presenta 

una estructura idéntica a los anteriores. El XXV se expresa principalmente en cerebro y 

está implicado en el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer 127, 128.  

 

A.5.1.1.2.- Otros colágenos no fibrilares: tipos XV y XVIII . 
 

 Los colágenos XV y XVIII presentan grandes dominios globulares en sus 

extremos, y la triple hélice está muy interrumpida con dominios no-colágenos. 

Presentan una gran cantidad de sitios de glicosilación por lo que se cree que están 

fuertemente glicosilados 129. 
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Figura A.9.- Formación de fibras y redes de colágeno en el espacio extracelular. Según el tipo de 

colágeno, el procesamiento extracelular de las moléculas de procolágeno es diferente y, por 

tanto, las estructuras supramoleculares que forman. (A) Proceso de formación y estabilización 

de las fibras de colágeno intersticial. Las procolágeno peptidasas actúan sobre el procolágeno, 

que pierde los dominios no colagenosos de los extremos, y la lisil oxidasa convierte ciertos 
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residuos de lisina e hidroxilisina en los correspondientes aldehídos. La triple hélice resultante 

se agrega lateralmente, formando microfibrillas que se estabilizan por la formación de enlaces 

de entrecruzamiento covalentes. (B). La interacción de moléculas de colágeno de tipo IV para 

formar estructuras en forma de red. La molécula de procolágeno de tipo IV no se procesa, es 

una molécula más flexible que la de los colágenos fibrilares, ya que contiene inclusiones y 

delecciones en la secuencia del triplete Gly-X-Y. El procolágeno de tipo IV no pierde los 

extremos no colagenosos por lo que no puede formar fibras. La asociación de las moléculas 

precursoras se establece a través de los extremos terminales, formando dímeros y tetrámeros 

y, en último término, una red tridimensional. Estas estructuras se estabilizan por enlaces 

covalentes de entrecruzamiento y por puentes disulfuro. (C y D) Otros tipos de asociaciones 

que muestran la versatilidad de esta superfamilia de moléculas de la matriz extracelular.  

 Aunque la principal función que desempeñan los colágenos es estructural, 

algunos de ellos, como los colágenos de tipo I, IV y VI, son a su vez miembros de la 

familia de las denominadas “glicoproteínas de adhesión”, en la cual también se 

encuentran incluidos otros componentes de la ECM. Se caracterizan porque en la 

mayoría de los casos contienen distintas secuencias específicas de reconocimiento 

celular y, por tanto, son capaces de interaccionar con las células a través de receptores 

de la superficie celular. Esto implica que dichos colágenos, dependiendo del tipo 

celular considerado, influyen en el comportamiento celular modulando procesos como 

adhesión, extensión, migración y proliferación celular. De hecho, en numerosos 

estudios se utiliza colágeno de tipo 1 o de tipo IV como sustratos adhesivos, analizando 

la respuesta de distintos tipos de células. 

 

A.5.1. 2.- Síntesis de Colágeno 
 

Los colágenos se sintetizan en los ribosomas unidos a la membrana del retículo 

endoplásmico como cadenas α de pre-pro-colágeno. Estas moléculas contienen un 

péptido señal, que determina su transporte en el retículo y mantienen sus dominios 
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terminales no-colágenos de sus extremos amino y carboxilo. Cada cadena de pro-

colágeno se combina con otras dos en el lumen del retículo  para dar la molécula de 

triple hélice. En este punto se produce una extensión de los péptidos, lo que permite 

una correcta formación de la estructura, y que sta continúe en el proceso de secreción.  

En la triple hélice, la cadena lateral de cada uno de los residuos de la tercera cadena se 

orienta hacia el centro de la hélice, desplazado 30° respecto al residuo anterior 130. 

Estudios de impedimentos estéricos han demostrado que el centro de la cadena solo 

puede estar ocupado por residuos de glicina y que las cadenas laterales de otros 

aminoácidos perturban la conformación de la triple hélice. En modificaciones 

postranscripcionales posteriores, que ocurren en el lumen reticular, se produce la 

hidroxilación de los residuos de prolina de la posición Y. Esto estabiliza la molécula por 

la formación de puentes de hidrógeno intermoleculares. De hecho, es necesario que se 

formen al menos 100 puentes de hidrógeno para que la triple hélice sea 

termodinámicamente estable a 37°C. La hidroxilación de los residuos de prolina la 

lleva a cabo la prolil 4-hidroxilasa, tetrámero con dos subunidades α y dos β (α2 β29). 

En la que la subunidad α es la responsable de la hidroxilación  y la β, que es una 

disulfuro isomerasa, se encarga de mantener las subunidades α en una conformación 

soluble y activa 131. Este enzima necesita Fe2+, oxoglutarato, O2 y ascorbato para 

realizar su función. Carencias de estos elementos producen patologías relacionadas 

con las síntesis de colágeno. 

Otra de las modificaciones postranscripcionales cruciales en la síntesis de 

colágeno es la hidroxilación de residuos de lisina. Esta reacción ocurre también en el 

retículo y esta catalizada por la lisil hidroxilasa. Este enzima es un homodímero que 

necesita las mismas condiciones que el anterior para que se lleve a cabo la reacción.  

Los residuos de hidroxilisina son sitios de glicosilación  esenciales para la estabilidad 

de las uniones intermoleculares  entre colágenos, que ocurren en el espacio 

extracelular después de la secreción. La glicosilación de estos residuos es inusual y 

consiste en la unión de un residuo de galactosa o un glucosil-galactosil disacárido. El 
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número de glicosilaciones varía dependiendo del tipo de colágeno, y  su función no 

está muy bien caracterizada.  

Una vez secretado al exterior de la célula, se produce la hidrólisis de los 

extremos amino y carboxilo de las moléculas de pro-colágeno, mediante N y C 

peptidadas respectivamente.  Estos enzimas son miembros de la familia de las 

metalopeptidasas zinc dependientes, y contienen dominios con la capacidad de 

interactuar con células y otros componentes de la matriz 132, 133. Una vez eliminados los 

extremos las moléculas de pro-colágenos se convierte en moléculas de tropocolágeno, 

que se unen en el espacio extracelular para dar las fibras colágenas. Este proceso, en 

parte, se debe a la tendencia de estas moléculas de autoensamblarse. No obstante, las 

fibras se unen en las cercanías de la célula, lo que hace pensar que es esta la que dirige 

los sitios y las tasas de unión.   

 Los colágenos no fibrilares sufren solo una proteolisis parcial antes de 

ensamblarse.  Las fibras colágenas están fuertemente unidas mediante enlaces 

covalentes en las moléculas de tropocolágeno. El número de enlaces formados es 

específico del tejido y depende de los requerimientos de éste. Así por ejemplo en el 

tendón, donde la resistencia a tensiones es muy importante, hay muchísimos enlaces 

covalentes entre las moléculas de tropocolágeno que forman las fibras. Estos enlaces 

se producen por desanimación de resíduos de lisina   e hidroxilisina y la unión a 

grupos aldehído de otras moléculas. El enzima que cataliza esta reacción es la 

lisiloxidasa, y requiere cobre y oxígeno molecular para la reacción.  La inhibición de 

este enzima produce que los tejidos se vuelven débiles y quebradizos (figura A.10). 
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Figura A.10.  Sintesis de cólagenos fibrilares.  
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A.5.1. 3.- Papel del colágeno en los vasos sanguíneos y en la aterosclerosis 

 En las arterias los colágenos fibrilares (especialmente el I y III) son los  

componentes principales y se ensamblan en redes fibrosas que le dan consistencia 

frente a tensiones a la pared de los vasos. Los colágenos  no fibrilares (IV, VI, y VIII)  

rodean las SMC y forman redes tridimensionales que aumentan la consistencia y sirven 

de sustrato de anclaje para células vasculares 134. Además, regulan la actividad de las 

SMC; así, el colágeno tipo IV en la lamina basal mantiene las células musculares lisas en 

su estado contráctil a través de la integrina α1β1 y el colágeno I inhibe la proliferación. 

La principal fuente de colágeno en la íntima y en la media de las arterias son las células 

musculares lisas. La modulación de esta síntesis viene acompañada por cambios en el 

fenotipo asociados a alteraciones celulares. El cambio de fenotipo puede producir la 

rotura de la lamina basal a través de las MMPs 135. La síntesis de colágeno por células 

musculares lisas está regulada por muchos factores, como los factores de crecimiento 

(como por ejemplo, TGF-β, EGF y PDGF) 136, las citoquinas (como la IL-1), la endotelina 

I, la AII, las LDL y el colesterol,  la naturaleza del sustrato de la ECM, la fase de 

crecimiento celular, entre otros 136-142. Aunque su papel en la sintesís de colágenos no 

es tan importante, las CE vasculares también expresan genes que codifican para el 

colágeno tipo I, III, IV, y VIII 143. El colágeno también juega un papel en la formación de 

nuevos vasos 144 y reacciona con las plaquetas induciendo su agregación. 

 Defectos en la síntesis y deposición de colágeno vascular tipo I y III dan como 

resultado aneurismas y rotura de arterias musculares y elásticas 145. En lo referente a 

los cambios en la ECM en el proceso aterosclerótico, se ha visto cómo las LDL y el 

colesterol alteran la composición de los colágenos de la matriz vascular interfiriendo 

en su síntesis y degradación 141, 142, 146, 147. Otro factor de riesgo aterosclerótico que 

afecta a la síntesis de colágeno es la homocisteinemia 148. Se ha visto que células 

tratadas con homocisteína, a concentraciones similares a las que presentan los 

pacientes con una homocisteinemia avanzada, presentan una expresión de colágeno 

tipo I superior en un 214% respecto a los controles 149. 
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 En la aterosclerosis la expresión de los colágenos no solo cambia en cuanto a 

cantidad, sino que también lo hace en cuanto a su localización. Así, la expresión de 

colágeno tipo I ocurre principalmente en la cubierta fibrosa y las regiones 

vascularizadas de las placas primarias. En el centro de la placa, donde la concentración 

de lípidos y macrófagos  es mayor,  la proporción de colágeno tipo I es menor. No 

obstante,  el colágeno I y el III se unen a las LDL , especialmente a las oxidadas, lo que 

tiene un papel importante en la captación y la retención de estas moléculas en la pared 

arterial, y por tanto en la progresión de la enfermedad 150. El colágeno de tipo IV se 

incrementa en la membrana basal y alrededor de las SMC 151, dando una membrana 

basal hipertrofiada que parece afectar a la permeabilidad y metabolismo de las células 

circundantes. También puede actuar reteniendo proteínas plasmáticas, lipoproteínas y 

factores de crecimiento y/o calcio. El colágeno tipo V también se incrementa en las 

placas avanzadas y su papel puede ser el de estabilizar la malla de colágeno durante la 

fibrosis 152. La expresión  del colágeno VIII también se encuentra incrementa, y se 

restringe a la media y la íntima arterial conforme avanza la progresión de la placa 153. 

Este hecho debe de estar relacionado con la migración de las SMC de la media a la 

intima arterial en el proceso aterosclerótico, ya que se ha visto que este tipo de 

colágeno induce la migración de las SMC 154.  

 La activación de las plaquetas por el colágeno es importante en la homeostasis 

vascular, pero también puede serlo en la trombosis, ya que al producirse la rotura de la 

placa se produce una exposición de colágeno que induce una activación de las 

plaquetas 155. Estudios de ateroctomias humanas han demostrado una relación directa 

entre las expresión del colágeno tipo I y la formación de trombos murales 156. La razón 

exacta de esta asociación no está muy clara, pero puede deberse a que los factores de 

crecimiento del trombo y sus constituyentes fibrilares inducen la migración de las SMC 

y la síntesis de colágeno por parte de éstas. No obstante, el colágeno estabiliza la placa 

y su pérdida en la región de  los hombros es lo que desencadena la rotura de ésta. Este 

hecho se debe a la perdida de SMC sintéticas en estas zonas, además de la degradación 

de los colágenos preexistentes 157. 
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A.5.2.- Elastina y proteínas microfobrilares 

 

 Durante la evolución, con la aparición del sistema circulatorio se hace 

necesario acomodar la estructura del vaso al flujo del corazón.  Así, en la pared de los 

vasos, donde los colágenos son muy rígidos, es donde estas proteínas ejercen su 

función de proporcionar elasticidad.  

 

A.5.2.1.- Elastinas 
 

 La elastina es el componente fundamental de las fibras elásticas,  que son 

especialmente importantes en aquellos órganos que tienen que modelar su forma en 

función de las necesidades, como los vasos sanguíneos, el pulmón o la piel.  

 A diferencia de la diversidad genética de la familia de los colágenos, las 

elastinas se codifican únicamente por un solo gen.  Al igual que el colágeno, la 

maduración de la elastina conlleva la unión de moléculas precursoras solubles, 

tropoelastina, que forma un polímero con multitud de enlaces intermoleculares. El 

ensamblaje de la elastina es un proceso complejo que necesita numerosas proteínas 

que alineen los múltiples enlaces entre monómeros de tropoelastina 158.  

 A lo largo de la tropoelastina se repiten dos dominios, uno es una α hélice rica 

en alanina y lisina, y el otro es un barril β rico en glicina, valina y prolina. Una vez 

formada, la elastina es extremadamente hidrofóbica e insoluble, lo que  hace que sea 

una de las proteínas más estables dentro del organismo.  
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A.5.2.2.- Fibrilina 
 

 Las microfibras fueron los primeros componentes descritos de las fibras 

elásticas. Son muy abundantes en los tejidos elásticos y en las zonulas ciliares del ojo, 

aunque se expresan en todos los demás tejidos. Dentro de estas las más importantes 

son las fibrilina-1 y -2, que juegan un papel crucial en la arqutectura de los 

microfilamentos. Estas glicoproteínas de 350 kDa  son casi homólogas, y su estructura 

consta de varios dominios de unión a calcio, similares a los del factor de crecimiento 

endotelial (EGF), intercalados entre 8 dominios ricos en cisteína, similares a los que se 

encuentran en la familia de proteínas de unión al TGF-β. Estos dominios se pliegan y 

forman puentes disulfuro entre ellos, que dan lugar a una estructura rígida, que 

además se estabiliza mediante interdominios de unión a calcio e interacciones 

hidrofóbicas 159. La función de los microfilamentos no está muy clara, aunque el hecho 

de que se asocien a las fibras elásticas, cuando éstas se están ensamblando, hace 

pensar que juegan un papel importante en el ensamblaje de éstas. Además, la fibrilina-

1  y la fibrilina-2 se unen a la integrina αvβ3 a través de un sitio de unión RGD (Arg-

Gly-Asp).    

 

A.5.2.3.- Papel de la elastina en los vasos sanguíneos  y en la aterosclerosis 
 

 La elastina es un componente fundamental de la pared vascular, que forma 

fibras elásticas y proporciona la plasticidad necesaria para mantener la presión y el 

flujo sanguíneo 160. La elastina constituye del 20-50% del peso seco de la arteria, 

proporción similar a la de todos los colágenos. Defectos en la formación de fibras 

elásticas o la fragmentación de éstas producen una debilitación de la pared vascular, 

dilatación y aneurismas 161. Ratones que carecen de elastina mueren por enfermedad 

obstructiva arterial producida por la proliferación de células subendoteliales y una 

reestructuración en las SMC 162. Los cambios celulares observados en estos ratones son 
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similares a los que suceden en la aterosclerosis; sin embargo, no se asocian a daño 

endotelial, trombosis, o inflamación, como ocurre en los modelos ateroscleróticos. Por 

tanto, la elastina tiene un papel fundamental en las arterias además del papel 

estructural, controlando la proliferación de las células que la forman. Cultivos de SMC 

procedentes de estos ratones presentan fenotipo sintético y  una alta tasa de migración 

y proliferación. Además, al añadir tropoelastina al medio, estas células se comportan 

como las de ratones controles. Estos datos demuestran que la elastina tiene un papel 

fundamental en la modulación del fenotipo, la  diferenciación, la proliferación y la 

migración de estas células 163. Otros estudios demuestran que la expresión de elastina 

se ve incrementada cuando se añaden al medio inhibidores de la proliferación de las 

SMC, como el ácido retinoico 164 o la heparina 165. Por el contrario, cuando añadimos 

estimuladores de la proliferación de las SMC como el EGF 166, la angiotensina II 167 o 

altas dosis de K+ 168, se reduce enormemente la expresión de elastinas. Además,  en las 

arterias, las elastinas favorecen la unión de LDL mediante fuerzas hidrofóbicas 

especialmente en presencia de calcio 169. Esta interacción se produce con las LDL 

plasmática, y tienen como resultado la transferencia de esteres de colesterol de las LDL 

a la elastina 170. Esta interacción provoca además una reducción en la unión entre LDL 

y HDL, debida a la unión de los lípidos a la elastina 171. Estos hechos hacen que el 

colesterol en las arterias se distribuya preferentemente en zonas ricas en elastina172, 

jugando un papel fundamental en la modulación de la respuesta de las SMC a la 

hipercolesterolemia, incrementado la proliferación, la migración y favoreciendo la 

transformación de estas en células espumosas 173. De este modo, el papel de la elastina 

cambia dependiendo de la entorno lipídico, de modo que en una situación normal 

inhibe la proliferación de las SMC y favorece su fenotipo contráctil. En cambio, en un 

estado de hipercolesterolemia favorece el cambio fenotípico de las SMC y con ello la 

migración y la proliferación de estas células.   
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A.5.3.- Glicoproteínas de adhesión 
 

 La mayoría de las células que crecen in vitro  necesitan adherirse para 

sobrevivir y proliferar, y requieren factores de adhesión, sobre todo durante los 

estadios iniciales después de la siembra. El suero utilizado en cultivos celulares 

proporciona estos factores. Contiene al menos dos glicoproteinas no colagenas, 

fibronectina y vitronectina, que pueden, de manera individual, promover la adhesión 

celular. Las glicoproteinas no colagenosas constituyen un grupo heterogéneo de 

macromoléculas de la ECM que desempeñan funciones como la regulación del 

ensamblaje de componentes de la matriz, proporcionan centros de interacción entre 

las macromoléculas y median en las interacciones con las células. Entre las proteínas 

que componen este grupo se encuentran algunas que forman parte de las 

glicoproteinas de adhesión. Éstas son proteínas multifuncionales que presentan 

diferentes dominios estructurales donde reside su capacidad de unión a células y a 

otros componentes de la matriz. En la mayoría de los casos contienen la secuencia RGD 

de reconocimiento celular e interaccionan con las células a través de las integrinas. En 

este grupo se incluyen proteínas como la fibronectina, laminina, entactína, tenascina, 

trombospondina, vitronectina y al factor de von Willebrand, además de los ya 

comentados colágenos de tipo I, IV y VI. 

 

A.5.3.1.- Fibronectina 
 

 La fibronectina es una glicoproteina multifuncional presente en la ECM, en 

forma insoluble, y en fluidos corporales, en forma soluble 174-176. Es fundamental en 

procesos de adhesión celular y migración, en el mantenimiento de la morfología 

celular normal, en la organización del citoesqueleto, en procesos de hemostasis y 

trombosis, en reparación de heridas, en la embriogénesis y también en la 

diferenciación celular. 
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 La fibronectina contiene un 4-10% de hidratos de carbono, dependiendo del 

origen de la proteína. Se ha sugerido que los hidratos de carbono pueden protegerla 

frente a la proteolisis y controlan múltiples interacciones con células y con otras 

macromoléculas. La ausencia de hidratos de carbono incrementa la interacción de 

fibronectina con gelatina así como su capacidad para promover la adhesión y la 

extensión de fibroblastos. 

 

A.5.3.1.1.-Estructura 
 

 La molécula de fíbronectina está formada por dos cadenas polipeptídicas que 

se asocian por puentes disulfuro cerca del extremo carboxilo terminal formando un 

dímero de masa molecular aproximada de 500 kDa 177.  Está formada por repeticiones 

de tres tipos distintos de dominios que difieren en su estructura primaria y secundaria. 

Cada cadena está constituida por 12 dominios de tipo I, 2 dominios de tipo II, y un 

mínimo de 15 repeticiones de tipo III. Algunos de los elementos que se repiten en la 

fibronectina aparecen también en otras proteínas. Por ejemplo, las secuencias de tipo I 

se encuentran en el activador del plasminógeno de origen tisular y en el factor XIIIa; 

las de tipo II en el factor XIIa, y las de tipo III, entre otras, en los colágenos de tipos VI, 

XII y XIV, en la tenascina y en la cadena β4 de las integrinas (figura A.11). 
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Figura A.11.- Estructura modular de la tibronectina; organización de dominios estructurales y 

funcionales. A lo largo de cada cadena polipeptidica que compone la fibronectina se repiten tres 

tipos de repeticiones estructurales diferentes (tipo I, II y III). La secuencia -RGD-, reconocida 

por las células, se encuentra en la décima repetición de tipo III. En la figura se muestra una 

molecula de libronectina hipotética, con una cadena donde aparecen todos los dominios (se 

incluyen las regiones susceptibles de sufrir procesamiento alternativo: EIIIA, EIIIE3 y V) y otra 

carente de ellos. Los estudios con diferentes fragmentos de fibronectina que aparecen 

recuadrados en la figura, obtenidos por digestión proteolítica controlada, han permitido 

determinar las regiones funcionales y los lugares de unión específicos de diferentes moléculas y 

células. En la parte superior de una de las cadenas se detallan los ligandos que pueden 

interaccionar con la fibronectina. Para la heparina y la fibrina se han descrito más de una 

localización de unión. La región amino-terminal parece implicada principalmente en la 

interacción con componentes de la matriz, mientras que la responsable de la interacción con 

células se localiza hacia el extremo carboxilo terminal de la molécula. La expresión del 

segmento variable V puede generar nuevos centros de interacción con células (-PEILDV-, 

REDV-).  
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Los principales dominios funcionales de esta molécula aparecen en la figura 8. 

Dentro de la porción amino terminal de 70 kDa se encuentran diferentes sitios de 

unión, entre ellos, sitios para la unión a fibrina, heparina, factor XIIA, Staphylococcus 

aureus, y centros implicados en el ensamblaje de la matriz, probablemente a través del 

autoensamblaje de la fibronectina. El dominio de unión a colágeno/gelatina se 

encuentra localizado también en esta región. La parte central de la molécula está 

compuesta por repeticiones de tipo III y contiene sitios para interaccionar con 

heparina y con células a través de dominios específicos. 

 Las diferencias que existen entre las cadenas de fibronectina plasmáticas 

(sintetizada por hepatocitos) y las secretadas a la ECM por distintas células se deben a 

variaciones en el procesamiento postranscripcional del mRNA, lo que genera una 

variedad de isoformas derivadas del mismo gen. Se han identificado tres regiones 

susceptibles de sufrir un procesamiento alternativo (segmentos EIIIA, EIIIR y el 

conector V) cuya expresión puede modificar parcialmente la función de la fibronectina. 

Los segmentos EIIIA y EIIIR pueden estar presentes, como en la fibronectina 

sintetizada por diversos tipos celulares, o ser eliminados, como ocurre en la 

fibronectina plasmática 176. Se pueden observar cinco variantes diferentes de 

fibronectina en función de que el segmento V  sea eliminado, expresado parcial o 

completamente 178. Estas modificaciones confieren a la fibronectina nuevos sitios de 

unión a células y le confieren propiedades diferentes, alterándose la solubilidad, la 

glicosilación y la sensibilidad a proteasas. Según la porción que se exprese del 

segmento V, se pueden introducir uno o dos sitios adicionales de unión a células y se 

puede afectar la actividad de unión a heparina. Además, este dominio contiene dos 

sitios de unión para 0-oligosacáridos y uno para N-oligosacáridos, lo que puede 

modificar las propiedades de adhesión de la fibronectina. El procesamiento del 

segmento EIIIB, introduce una localización sensible a la degradación proteolítica. La 

expresión de EIIIA es mayor en células transformadas y en tumores que en células 

normales de mamífero, sin embargo esto no ocurre, por ejemplo, en células de pollo. 
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 La estructura multidominio de la fibronectina, como muchas otras proteínas de 

la matriz extracelular, le permite establecer interacciones no sólo con las células sino 

también con un gran número de macromoléculas, entre las que se encuentran la 

gelatina, diversos tipos de colágenos nativos, heparina, fibrina, trombospondina, DNA 

y actina. Los sitios de unión para estas macromoléculas se encuentran en dominios 

separados, por lo que la fibronectina puede generar múltiples interacciones 

simultáneas con células y con otras moléculas 175. Esto hace que la proteína pueda 

mediar en el control de distintas actividades biológicas (Tabla A.1). 

 

Interacciones Actividades biológicas 

Colágenos, gelatina y poliaminas Adhesión y extensión celular 

Heparina Proliferación y migración celular 

Fibrina Morfología celular y diferenciación 

Autoensamblaje Hemostasia y reparación de heridas 

Interacción con células Imflamación 

Actina, DNA factor XIIa Ensamblaje de la matriz de fibronectina 

Bacterias Metástasis de células tumorales 

Tabla A.1. Interacciones y actividades biológicas en las que participa la fibronectina. 

 

A.5.3.1.2.-Dominio de unión a células 
 

 La fibronectina presenta al menos dos regiones de adhesión celular que pueden 

interaccionar independientemente con distintos receptores de la superficie celular. El 

primer sitio de adhesión celular de la fibronectina se localiza en la parte central de la 

proteína, en el décimo dominio de tipo III, en concreto en la secuencia -Gly-Arg-Gly-

Asp-Ser- (GRGDS) 179, 180. Además, existe una secuencia adicional que actúa de manera 
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sinérgica con el sitio RGD para promover la adhesión celular, la secuencia -Pro-His-

Ser-Arg-Asn- (PHSRN) localizada en el dominio nueve de tipo III, que se conserva entre 

diferentes especies, lo que confirma su importancia funcional. El aminoácido crucial en 

dicha secuencia es la arginina, ya que incluso una sustitución conservativa de lisina por 

arginina da lugar a la pérdida de actividad adhesiva. Diversos estudios han indicado 

que los sitios PHSRN y RGD deben estar orientados o espaciados correctamente para 

favorecer al máximo la adhesión celular 181. Puesto que la secuencia RGD no es 

específica de fibronectina, se intenta explicar la especificidad de las interacciones 

celulares con varias glicoproteinas a través de la implicación de secuencias próximas, 

de elementos de adhesión distales o de diferencias conformacionales. Por 

experimentos de inhibición de anticuerpos se ha podido determinar que ambos sitios, 

el RGD y el sinérgico, participan en la migración celular y en la organización del 

citoesqueleto de células sembradas sobre fibronectina, indicando que los dos sitios se 

requieren para un gran número de actividades de esta glicoproteina. 

 Una segunda región de adhesión celular independiente se localiza cerca de la 

región carboxilo terminal, en el segmento conector o dominio V 175. Esta región 

participa en la adhesión de células de la cresta neural, células de melanoma y ciertos 

leucocitos. Al menos dos secuencias dentro de este dominio contienen actividad 

adhesiva. Las secuencias mínimas de reconocimiento de esta región son -Leu-Asp-Val- 

(LDV) y -Arg-Glu-Asp-Val- (REDV). Al contrario que las secuencias centrales RGD y 

PHSRN, las secuencias LDV y REDV no actúan sinérgicamente, sino que tienen un 

efecto aditivo en la adhesión celular. 

 

A.5.3.2.-Laminina 
 

 Como las fibronectinas, las lamininas son una proteínas modulares con varios 

dominios que interaccionan con las células y la ECM 182. Constituyen una familia de 
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glicoproteínas de la membrana basal que afectan a la proliferación, migración y 

diferenciación celular.  Además, es la responsable del anclaje de las células a la 

membrana basal y del control de los estados diferenciados de las células que están 

asociadas a ésta 183, 184. La laminina ejerce estas actividades en el desarrollo tisular, en 

condiciones patológicas y en la reparación de heridas 185.  Se han identitificado once 

lamininas diferentes, cada una de ellas constituidas por tres cadenas (α, β y γ).  La 

molécula de laminina presenta en microscopia electrónica una estructura extendida en 

forma de cruz latina, asimétrica, con tres brazos cortos aparentemente idénticos de 36 

nm y un brazo largo de 77 nm, observándose elementos globulares en cada uno de los 

brazos 186, 187. Dos de los brazos cortos contienen, cada uno, una región globular central 

y otra terminal, separadas por regiones en forma de varilla. El tercer brazo corto 

presenta una región globular adicional. El brazo largo de la laminina se muestra como 

una varilla flexible y está compuesto las cadenas α, β y γ, que se unen formando una α-

hélice. Este brazo termina en un gran dominio glabular, formado por cinco 

subdominios homólogos de la región C-terminal de la cadena α.  

 Junto con el colágeno tipo IV, las lamininas son el mayor elemento estructural 

de la membrana basal 188. La arquitectura de la membrana basal viene determinada 

por la unión específica de varios componentes. El esqueleto estructural está 

compuesto por cadenas de colágeno tipo IV que se unen covalentemente formando una 

red polimérica. Las moléculas de laminina se unen por sus extremos terminales 

formando otra red. El nidógeno se une a la lamina cerca del su centro, e interacciona 

con el colágeno tipo IV uniendo ambos 189. A esta estructura se unen perlecanos que 

proporcionan carga a la lámina basal. Además, en la membrana basal se puede 

encontrar fibronectina, colágeno tipo V, fibulina, osteonectina y poteoglicanos ricos en 

condroitín sulfato. No obstante, estos últimos no son componentes intrínsecos de la 

lámina basal.  

 En la laminina existen varios sitios de unión a células. Asi por ejemplo, en la 

región terminal del brazo largo hay un sitio de unión a neuronas y en los brazos cortos 
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hay sitios de unión y señalización celular que tienen actividad mitogénica. La unión de 

la laminina a las células se produce por unión a receptores celulares, que pueden ser o 

no integrinas 190, 191. A la laminina se unen las integrinas de la familia β1 (α1β1, α 2 β 1, 

α 3 β 1, α 7 β 1 y  α 9 β 1) y las α5β3 and α6β4.  La membrana basal puede tener un 

efecto indirecto en la célula, ya que se une factores de crecimiento y diferenciación 

(como FGF, PDGF y TGF-β) secuestrándolos del medio.  

 Existen varias isoformas distintas de laminina, que según su composición se 

clasifican en: lamininas con subunidades completas (lamininas 1, 2, 3 y 4), y lamininas 

que contienen una o más subunidades truncadas (lamininas 5-9) 185. Cada una de estas 

isoformas tiene una función específica. Así, la laminina-l rodea al epitelio, mientras que 

la laminina-2 se encuentra asociada con fibras musculares 192. La laminina-l induce la 

adhesión y el crecimiento de muchos tipos de neuronas; la laminina-3 es adhesiva para 

neuronas motoras, pero impide el crecimiento de axones que es promovido por la 

laminina-l 193. Los filamentos de anclaje en las uniones epidermis-dermis contienen un 

complejo unido por puentes disulfliro de laminina-5 y laminina-6 123, mientras que 

otras lamininas están presentes en la lamina densa. La existencia de diferentes 

isoformas puede indicar una evolución compleja y una adaptación a funciones 

diferentes con gran especificidad. 

 

A.5.3.2.1.-Papel de las lamininas en los vasos sanguíneos  y en  la aterosclerosis 
 

 Las glicoproteínas de adhesión son otro grupo importante dentro de la ECM 

vascular, son las encargadas de conectar la ECMcon las células por medio de las 

intergirnas. Dentro de ellas las más importantes en las paredes de los vasos son la 

fibronectina y la laminina. La fibronectina se une a colágenos, fibrina y proteoglicanos 

mediante dominios específicos de unión, y a las SMC mediante integrinas específicas 
194. La laminina es más grande y abundante que la fibronectina, y también se une a las 
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células por medio de integrinas específicas y con otras moléculas de la ECM como 

colágeno IV y heparan sulfato 195.  

 La distribución de glicoproteínas, también se ve afectada en la aterosclerosis. 

Estas proteínas tienen un efecto directo en la modulación del fenotipo en las SMC. La 

fibronectina acelera los cambios morfológicos que sufren las SMC al pasar del estado 

contráctil a sintético 196, 197. La fibronectina interaciona con las LDL plasmáticas 

favoreciendo su captación por las SMC y los macrófagos y , por tanto, el desarrollo de la 

placa ateromatosa 198. En las fases iniciales de la aterosclerosis, se producen nuevos 

depósitos de fibronectina asociados formando una red fibrilar  que se une a las SMC 135, 

199-201. En fases avanzadas de la enfermedad se pierde la distribución característica  de 

fibras continuas de la fibronectina, apareciendo en estos estadíos en bandas 

discontínuas, incluso llegando a su pérdida total en regiones en las que el proceso 

esclerótico es completo 199. La laminina presenta el efecto contrario, se expresa más en 

arterias sanas 202 y favorece el mantenimiento del estado contráctil de las SMC 197, 203.  

 

A.5.4.-Proteínas matricelulares  
 

 Este término se aplica a un grupo de proteínas extracelulares cuya función es 

unir proteínas de la matriz con los receptores de la superficie celular, aunque no 

contribuyen a la integridad estructural de la matriz 204. A ese grupo pertenecen la 

trombospodina, la tenascina, la osteospodina y la osteonectina. Estas proteínas 

también se conocen como proteínas antiadhesisvas, ya que tienen la propiedad de que 

las células en cultivo se redondeen y se despeguen de la placa 205.   

 

A.5.4.1.-Trombospodina 
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 Existen cinco proteínas de secreción que forman la familia de las 

trombospodinas (TSP). La TSP-1 y TSP-2 son homotrímeros unidos por puentes 

disulfuros con estructuras idénticas. Las TSP-3, TSP-4 y TSP-5 son pentámeros y su 

expresión es más reducida que las anteriores. La TSP-1 se une a perlecanos, varias 

integrinas, CD36, plasminogeno, fibrinógeno, fibronectina, urokinasa y TGF-β. Esta 

proteína promueve la proliferación de células de musculo liso e inhibe la de CE 204.  La 

TSP es muy abundante en las plaquetas y su expresión aumenta aún más cuando éstas 

se activan.  

 

A.5.4.2.-Tenascina 
 

 Las tenascinas constituyen una familia de proteínas formada por 4 miembros: 

Tenascina-C, -R, -X e –Y 206. Estas proteínas se encuentran formando hexámeros unidos 

por puentes disulfuro.  Cada subunidad constituida por un extremo amino terminal 

rico en cisteína (por donde se unen las subunidades), varias repeticiones  similares a  

EGF (“EGF-like”), varias repeticiones similares a las de la fibronectina III (“fibronectin 

type III-like”), y un dominio fibrilar similar al del fibrinógeno. Las tenascinas, 

dependiendo del tipo célula,  intervienen en la estimulación y en la inhibición de la 

proliferación celular.  Inhiben el anclaje de las células a materiales de cultivo, e incluso 

la unión de la célula con otras proteínas de la matriz, como la fibronectina y la 

laminina. 

 

A.5.4.3.- Papel de las proteínas matricelulares en los vasos sanguíneos y en la 
aterosclerosis 
 

 Los miembros de la familia de la trombospodina se han visto relacionasdos con 

la aterosclerosis y la restenosis 207, 208. Uno de los miembros más estudiados de esta 
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familia es la TSP-1, que promueve la migración y la proliferación de las SMC. Esta 

proteína se sobre expresa en las lesiones ateroscleróticas y  está involucrada en la 

hiperplasia íntima 209-212. Las tenacinas intervienen en la adhesión, migración, 

diferenciación y proliferación celular. Su expresión en arterias normales es muy baja, 

pero incrementa en respuestas a roturas de los vasos o procesos patológicos como la 

atherosclerosis. Así, la tenascina-C se sobre expresa en la hiperplasia intimal y se 

asocia al fenotipo sintético de las SMC 213, 214. Además, la tenascina-C juega un papel 

fundamental en la respuesta a factores de crecimiento como el EGF,  el FGF y es un 

efector de las MMP 215. Por tanto, las proteínas matricelulares son fundamentals en el 

desarrollo de la atherosclerosis, influyendo en la hiperplasia intimal, la remodelación 

vascular y el fenotipo de las SMC 216.    

A.5.5.-Proteoglicanos 
 

 Unos de los componentes más importantes de la ECM y que se encuentran 

ampliamente distribuidos en los tejidos animales, son los PGs 217.  Los PGs son 

macromoléculas constituidas por un núcleo proteico al que se unen covalentemente 

distintas cadenas de hidratos de carbono sulfatadas denominadas glicosaminoglicanos. 

Los glicosaminoglicanos son cadenas polianiónicas, de longitud variable, generadas 

por la repetición de un disacárido, donde un residuo siempre es una hexosamina (D-

glucosamina o D-galactosamina) y el otro un ácido hexurónico (D-glucurónico o L-

idurónico). Según la naturaleza del disacárido presente se obtienen distintos tipos de 

glicosaminoglicanos: 

- Condroitín sulfatos (CS): (GlcA-GalN). 

- Dermatán sulfatos (DS): (GlcA-GalN) o (IdoA-GalN) 

- Heparásn sulfatos, heparina (HS):(GlcA-GlcN) o (IdoA-GlcN). 

- Keratán sulfatos (KS): (Gal-GlcN). 
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 Con excepción del ácido hialurónico, que es el único GAG que se presenta como 

polisacárido libre sin unión a proteína, todos los GAGs se sintetizan como PGs, es decir, 

con unión covalente a una proteína. Estos polisacáridos forman estructuras grandes y 

extendidas, con alta densidad de carga negativa debido a los grupos sulfato y carboxilo 

de los restos de ácido hexurónico. Algunos PGs contienen distintos tipos de cadenas de 

GAG, en las que su longitud y la relación entre ellas puede cambiar durante el 

desarrollo, la edad y en estados patológicos. Los PGs pueden presentar oligosacáridos 

unidos a la cadena proteica a través de enlaces N- y 0-glicosídicos. Los CS, DS, HS y 

heparina se unen a la proteína a través de un puente Gal-Gal-Xyl-O-serina de la 

proteína núcleo. La unión de los KS a la proteína núcleo puede ser de tipo O-serina o O-

threonina (cartílago) o de tipo N-asparagina (córnea). El núcleo proteico, además del 

dominio de unión a GAG, puede presentar otros dominios hidrofóbicos que permitan el 

anclaje del PG a la membrana plasmática u otros dominios específicos de interacción 

con macromoléculas de la matriz extracelular. Algunas proteínas núcleo se unen a la 

membrana plasmática a través de un grupo glicosil-fosfatidilinositol (GPI) como en el 

caso de los glipicanos (HSPGs). Aparte de una función estrictamente mecánica, los 

dominios intracelulares pueden participar mediando respuestas celulares tales como 

la reorganización del citoesqueleto de actina o interaccionando con proteínas de 

señalización intracelular. 

 La nomenclatura de los PGs es compleja, ya que suelen reconocerse por su 

nombre trivial (agrecano, decorina, serglicina, etc.) que hace mención a sus 

características estructurales o funcionales. Se clasifican en tres grupos según su 

estructura, distribución y función que tengan en la célula (Tabla 2). El primer grupo 

está constituido por los que se depositan en la ECM (agrecano, versicano, decorina, 

etc.). En un segundo grupo se incluyen los proteoglicanos anclados a la membrana 

plasmática (fibroglicano, sindecano, glipicano, etc.). Los proteoglicanos localizados 

intracelularmente en gránulos secretores (serglicina) constituyen el tercer grupo. 
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Nombre 

 

Fuente 

 

Tamaño de la 
nucleoproteína(KDa) 

 

Cadenas 

GAG 

 

Función 

 

EXTRACELULARES 

 

Familia a: proteoglicanos intersticiales grandes o hiaeleotanos 

 

Agercano 

 

Cartílago 

 

220 

 

≥100 CS/KS 

 

Soporte mecánco,  

une ácido 
hialurónico 

Versicano Fibroblastos 265 10-30 CS/DS Une ácido 
hialurónico y 
leptinas, migración 
celular 

Familia b: proteoglicanos intersticiales pequeños (ricos en leucina) 

 

Decorina 

 

Tejido conetívo 

 

40 

 

1 DS/CS 

 

Fibrogénesis de 
colágeno, adhesión 
celular, unión a 
TGF-β 

Biglicano Tejido conectivo 40 2DC/CS Adeshión celular 

Fibromodulina Tejido conectivo 42 2-3 KS Fibrinogénesis de 
colágeno adhesión 
celular 

Lumicano Cornea 38 3-4 KS Fibrinogénesis de 
colágeno 

 

Familia o: Proteoglicanos de membrana basal 

     



Antecedentes 

 

56 

Perlecano Membrana basal 457 3HS/CS Mantenimiento del 
epitelio y tejidos 
mesenquimales 

Agrina  Unión 
neuromuscular  

250 3HS Agrega receptores 
de acetilcolina 

Bamacano Membrana basal 138 3CS Estabilización de 
membranas 
basales 

SUPERFICIE CELULAR 

 

Familia d: Proteoglicanos de la superficie celular  

 

Sindecano-1  Epitelio 31 1-3CS/1-2HS  Morfogénesis, 
adhesión celular 

Glipicano  Endotelio 62 3-4HS Unión a VEGF y 
anti-trobina III 

Trombomodulina Endotelio 60 1CS Regula la 
coagulación 

Betaglicano Fibroblastos 110 1-4CS, HS Unión a TGF-β 

NG2 Células nerviosas 251 2-3CS Adhesión celular  

CD44 Linfocitos y 
Fibroblastos 

32-49 0-5 CS/HS Une ácido 
hialurónico 

 

INTRACELULARES 

 

Familia e: Proteoglicanos intracelulares 

 

Serglicina  

 

Plaquetas 
Macrófagos, 
Eosinófilos, 

 

10-19 

 

10-15CS/DS, 
HS/Heparina 

 

Modula proteasas, 

Inhibbe la 
coagulación 
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Basófilos 

 

Tabla A.2. Clasificación de proteoglicanos según su estructura, distribución y función celular. 

 

 Los PGs participan en la organización de la ECM y son responsables de 

mantener su hidratación. Una propiedad física de los geles de PGs es que son 

permeables a solutos de baja masa molecular pero no a macromoléculas, formando 

barreras de permeabilidad. Además de ser un soporte estructural, las funciones de los 

proteoglicanos son más amplias, influyendo en procesos celulares como adhesión, 

motilidad, proliferación, diferenciación y  morfogénesis 217. Una de las funciones más 

sobresalientes de este grupo de componentes de la ECM es la de actuar como 

reservorio de moléculas con actividades biológicas diversas, pudiendo a su vez, 

controlar la actividad y prolongar la vida media de las mismas. Diferentes factores de 

crecimiento se asocian con PGs de tipo heparán sulfato 218. Este tipo de proteoglicanos 

interacciona con el FGF a través de los GAG, íncrementando la unión de éste a su 

receptor y su actividad mitogénica 219. Otro ejemplo lo constituye el TGF-β, que 

interacciona con el núcleo proteico del betaglicano y la decorina, inhibiéndose su 

actividad 220. 

 

A.5.5.1.- Papel de los proteoglicanos en los vasos sanguíneos y en la aterosclerosis 
 

 Los PGs de los vasos sanguíneos mayoritarios son los versicano, la decorina, el 

biglicano, el lumicano y los perlecanos. Todos los PGs se asocian con otros 

componentes de la ECM de los vasos. Por ejemplo, la decorina se distribuye junto con 

las fibras de colágeno y regula el diámetro de las fibras de colágeno y su organización 
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221. Los versicanos está presentes en todo el espacio intersticial de la matriz donde no 

se encuentran los componentes fibrilares de la ECMe interacciona con el ácido 

hialurónico y otras proteínas de unión 222, 223. Los perlecanos se insertan en las 

membranas basales y proporciona permeabilidad, sirven como sustrato para las 

células de los vasos y retiene factores de crecimiento 224, 225. Los PGs más abundantes 

se representan en la Tabla A.3. 

 

 

Familia 

(ubicación) 

 

Nombre común 

 

Nucleoproteína 

(kDa) 

 

Cadenas  

GAG 

 

Función 

 

intersticiales 
grandes  

 

Versicano 

 

263 

 

CS(15-17) 

 

Resistencia compresiva 

 

intersticiales 
pequeños (ricos en 
leucina) 

 

Decorina  

Biglicano 

Lumicano 

 

36 

38 

35 

 

1 DS 

2DS 

3-4KS 

 

Organización de colágeno 

Adhesión celular 

Organización de colágeno 

 

membrana basal 

 

Perlecano 

 

467 

 

3HS 

 

Unión de factores de 
crecimiento 

membrana celular Sindecano-1 

 

 

 

Fibroglicano  

N-sindecano 

31 

 

 

 

20 

35 

3-5HS/CS 

 

 

 

3HS 

3HS/CS 

Receptores de MEC, 
lipasas, factores de 
crecimiento, citoquinas, 
enzimas, etc.   

Adhesión celular 

Desarrollo de neuritas 

Adhesión en contactos 
focales 
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Riudocano 

 

Glipicano 

 

20 

 

62 

 

3HS 

 

3HS 

 

Une VEGF y aumenta su 
actividad 

 

 

TABLA A.3. Algunos de los PGs presentes en la ECM de los vasos sanguíneos.  

 

 La distribución de los PGs a través del vaso sanguíneo es variable. Así, la íntima 

presenta mayor cantidad de PGs que la media y la adventicia 221, 226, 227. Los complejos 

de versicano, ácido hialurónico y el biglicano son prominentes en la íntima y en la 

media, y la decorina se concentra en la adventicia que contiene colágeno. El perlecano 

está presente en las membranas basales de la íntima y de la media. Los PGs también 

están presentes en la membrana de las células de los vasos sanguíneos. Estos son PGs 

que presentan un dominio hidrofóbico en la proteína núcleo que les permite el anclaje 

a la membrana, como el caso de familia de los sindecanos 228, 229. También se 

encuentran los glipicanos, que se asocian a la membrana a través de un grupo GPI 230. 

Los PGs de membrana presentan una variedad de funciones tales como la unión de 

enzimas que intervienen en el metabolismo de lípidos y en la coagulación sanguínea, 

unión de factores de crecimiento y citocinas y el anclaje de las células a la ECM. 

 La SMC es la principal fuente de PGs y de ácido hialurónico, y modulan la 

síntesis de PGs en los diferentes estadíos fenotípicos. Se ha descrito que los PGs 

aislados de las células musculares lisas en fase de proliferación presentan cadenas de 

GAGs más largas y unen con mayor afinidad a las LDL que los PGs aislados de células 

musculares lisas no proliferativas 231. In vitro, las células musculares lisas humanas en 

fase de proliferación, aumentan la síntesis de PGs (sobre todo HS y CS) comparado con 

las mismas células en estado de quiescencia 232, 233. Además, la síntesis de estas 

moléculas está regulada de forma diferencial por factores de crecimiento y citoquinas 

tales como el PDGF, el TGF-β1 y la IL-1 234-236. Así, se ha descrito que el PDGF y el TGF-β 
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aumentan la síntesis de los versicanos 235, 237 y del biglicano 238 por parte de las células 

musculares lisas. El PDGF estimula la síntesis de versicanos y ácido hialurónico que 

forman agregados y facilitan la migración y proliferación de las células musculares 

lisas 239, 240.  

 Las CE también varían la expresión de PGs según su estadío fenotípico. Así, 

cuando las CE se vuelven migratorias, disminuye la síntesis de HS y aumenta la síntesis 

de DS 241. Las células derivadas de la sangre, tales como las plaquetas, mastocitos, 

linfocitos y monocitos también sintetizan PGs. Los mastocitos sintetizan heparina y la 

diferenciación de los monocitos a macrófagos también es acompañada de un 

incremento en la síntesis de HS y CS que contienen un elevado número de grupos 

sulfato 242. 

 El contenido y distribución de los PGs de los vasos sanguíneos cambia cuando 

la ECM de los vasos es remodelada en la hipertensión, diabetes, aterosclerosis y 

restenosis. En general, la síntesis de PGs y ácido hialurónico aumentan en la fase 

temprana y media de la enfermedad vascular, y disminuye cuando las lesiones son más 

avanzadas y fibróticas. No obstante, la ECM se va acumulando, lo que produce una 

disminución en el diámetro del lumen del vaso. Se observan cambios en la distribución 

de los diferentes tipos de PGs en el desarrollo de las lesiones 243 (Tabla 4). Así, en 

lesiones de primates con hipercolesterolemia se observa un fuerte marcaje de 

decorina, biglicano, versicano y ácido hialurónico en lesiones intermedias y avanzadas. 

La decorina se localiza básicamente en regiones ricas en macrófagos 244 y el versicano 

está presente en áreas en las que prevalecen las células musculares lisas 245. También 

se observan depósitos de versicano 246 y biglicano 247 en la ECM de vasos sanguíneos 

humanos en restenosis. 

 Los depósitos de PGs se distribuyen de forma similar a algunos factores de 

crecimiento, lo cual sugiere una interrelación entre ellos. Así, la decorina  y el biglicano  

colocalizan con el TGF-β1 en la región rica en macrófagos mientras que el versicano  y 

el ácido hialurónico son abundantes en la ECM de las células que producen PDGF y 

TGF-β1 245. En lesiones avanzadas, el perlecano aumenta su expresión en la neoíntima, 
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donde presenta un papel inhibitorio de la proliferación de las SMC inducida por el 

PDGF entre otros factores 248. Se ha descrito también que los PGs de superficie celular: 

el sindecano-1 y el sindecano-4 aumentan en la lesión vascular 249. A nivel molecular, 

se han descrito cambios relacionados con la edad en la estructura de los HS de la aorta 

humana. 

 

 Capa media normal Aterosclerosis 

Porteoglicano  SMC Macrófagos Cubierta fibrosa 

Biglicano  ++ +++ + + 

Decorina  ++ + +++ + 

Glipicano + - - - 

Ácido hialurónico + +++ +++ +++ 

Perlecano ++ +++ ++ + 

Sindecano + + -  

Versicano ++ +++ - +++ 

 

Tabla A.4. Perfil de expresión de algunos de los PGs más importantes en los vasos, durante la 
aterosclerosis.  

 Los cambios en la ECM afectan a la permeabilidad de los vasos sanguíneos ya 

que se crea una red con cargas negativas que interaccionan con macromoléculas como 

las lipoproteínas y que provocan su acumulación en los vasos sanguíneos. Además, se 

observa que los PGs de la ECM de los vasos sanguíneos tienen un papel de vital 

importancia en la retención de las lipoproteínas 250, 251. El biglicano  es el PG que 

presenta mayor colocalización con las Apo-E, A-I y B 252. Se ha descrito que aumentos 

en la longitud de las cadenas de GAGs y el grado de sulfatación incrementan la 

interacción de los PGs con las lipoproteínas 231. Así, estudios in vitro indican que el 
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versicano, que contiene largas cadenas de GAGs, presenta mayor afinidad por la LDL 

(mayor número de sitios de unión) que la decorina y el biglicano 253. Los complejos de 

lipoproteínas y PGs son internalizados por macrófagos 254 y SMC 255 lo que permite su 

transformación en células espumosas que contribuyen a la evolución de la lesión.  

 Algunos PGs pueden servir como agentes protectores de la aterosclerosis y 

trombosis. Por ejemplo, algunas formas de heparina, el HS y DS son potentes 

anticoagulantes y previenen la generación de fibrina y por tanto el desarrollo de la 

trombosis. De esta manera, se han utilizado terapéuticamente en la prevención de la 

trombosis y la embolia 256, 257. También se ha descrito que la heparina 221 y los HS 258 

bloquean la migración y proliferación de las células musculares lisas en la formación 

de la neoíntima que aparece después de la angioplastia en modelos experimentales con 

animales. Los cambios en la ECM de los vasos pueden a su vez generar cambios 

fenotípicos en las células que forman parte de estos vasos, ya sea promoviendo la 

desadhesión de las células de la ECM, favoreciendo que las células puedan migrar y 

proliferar, induciendo la unión de las células a otras proteínas de la ECM 239, 240. 

 

A.6.-Remodelación de la ECM 
 

 La remodelación de la ECM tiene lugar durante todas las fases de la 

aterosclerosis humana. Para que la placa ateromatosa evolucione es necesario que se 

produzca una modificación de la ECM; este proceso está regulado por la síntesis y la 

degradación de los componentes que la constituyen, lo que permite la migración 

celular y la remodelación tisular. La inestabilidad de la placa se pone de manifiesto por 

la ulceración de la cubierta fibrosa, la rotura de la placa o una hemorragia intraplaca y 

es la responsable de los síntomas clínicos de la angina inestable, el infarto de 

miocardio y los accidentes cerebrovasculares 259. En el desarrollo de la lesión 

aterosclerótica, que puede durar décadas, están implicados la infiltración de células 
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inflamatorias, la migración de células musculares lisas, el grosor de la íntima, un 

acumulo de componentes de la ECM, la formación de una cubierta fibrosa y la 

angiogénesis 9.  

 

A.6.1-Metaloproteasas (MMPs) 
 

 Las células vasculares producen enzimas de la familia de las MMPs, que juegan 

un papel crucial en la remodelación vascular durante el desarrollo, el crecimiento y en 

los procesos patológicos 260, 261.  Estos enzimas pueden degradar la mayoría de 

componentes de la ECM. Además, tienen un papel importante en la activación y 

procesamiento de citoquinas o factores de crecimiento 262, en la exposición de 

receptores de membrana 263, en la liberación del ligando Fas 264 o en la inactivación del 

TNF-α 265. La familia de las MMPs está formado por más de 20 metaloendopeptidasas 

Zn2+-Ca2+ dependientes, que poseen una actividad catalítica sobre componentes de la 

ECM266. Estos enzimas comparten una estructura común, formada por los siguientes 

dominios: 

- Péptido señal: es la secuencia  responsable de la secreción de la molécula, no está 

presente en la forma inactiva del enzima. 

- Dominio proteolítico o catalítico: contiene 2 iones de zinc y al menos un ion de calcio. 

Uno de los Zn2+ está presente en el centro activo y está implicado en el proceso 

catalítico de las MMPs. El segundo ion de Zn2+, también denominado zinc estructural, y 

el ion de calcio están presentes en el dominio catalítico a unos 12 Å del zinc catalítico. 

El  zinc catalítico es esencial para la actividad proteolítica de las MMPs, por lo que  está 

conservado en todas las MMPs. Además del Zn2+, en el centro activo existen tres 

residuos de histidina, fundamentales para la función de la proteína, y que también 

están muy conservados.  Menos conocido es el papel del segundo ion de zinc y el del 

ion de calcio. 
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- Dominio propéptido: este dominio consiste en 80-90 aminoácidos que contienen un 

residuo de cisteina el cual interactúa con el átomo de zinc del dominio catalítico a 

través de un grupo tiol. En este dominio hay una secuencia altamente conservada 

(PRCGXPD). La proteolisis de este pro-péptido da como resultado la activación del 

cimógeno. La activación puede darse por la acción de enzimas proteolíticos, agentes 

mercuriales o el calor 267-269.  

- Dominio hemopexina/vitronectina: está altamente conservado y muestra una 

secuencia similar a la proteína plasmática hemopexina. Se ha demostrado que este 

dominio juega un papel funcional en la unión al sustrato y/o en las interacciones con 

los reguladores específicos de las MMP, los “TIMPs”. 

Las MMPs se clasifican en los siguientes subgrupos (Tabla A.5): Colagenasas, 

gelatinasas, estreptomelisinas, y MMPs de membrana. 

Subgrupo Nombre común Nº de 
MMP 

Peso molecular(KDa) Sustrato 

Latente      activa 

Colagenasas Colagenasa 
intersticial 

 

 

 

Colagenasa de 
neutrófilo 

 

 

Colagenasa 3 

1 

 

 

 

 

8 

 

 

 

13 

 

55                45 

 

 

 

 

75                58 

 

 

 

60                48 

Colágenos I, II, III, VII, VIII, X. 
Agrecano, gelatina, 
proteoglicanos unidos a 
porteínas, α2- macroglobulina, 
MMP-2, MMP9 . 

 

 

Colágenos I, II, III, V, VII, VIII, 
X. 

Agrecano, elastina, 
fibronectina, gelatina, 
laminina, α2-aminoplasmina. 

 

Colágenos I, II, III, IV, IX, X, XIV. 

Agrecano, gelatina, PAI-2, 
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perlecano, fibronectina, MMP-
9 

Gelatinasas Gelatinasa A 

 

 

 

 

 

Gelatinasa B 

 

 

 

2 

 

 

 

 

 

9 

72                66 

 

 

 

 

 

92                85 

Colágenos I, II, III, IV, V, VII, X, 
XI, XIV. Gelatina, agrecano, 
elastina, fibronectina, 
laminina, decorina, PGs unidos 
a porteínas, osteonectina, 
MMP-1, 9 y 13. 

 

 

Colágenos VI, V, VII, X, XIV. 

Gelatina, agrecano, elastina, 
fibronectina, Osteonectina y 
plasminógeno. 

Estromelisina Estromelisina1 

 

 

 

Estromelisina2 

 

 

 

Estromelisina3 

3 

 

 

 

10 

 

 

 

11 

57                45 

 

 

 

57                44 

 

 

 

51                44 

Colágenos II, III, IV, V, IX, X, XI. 

Agrecano, elastina, 
fibronectina,gelatina, 
laminina, antitrombina, MMP-
7, 8, 9 y13 

 

Colágenos  III, IV, V. 

Agrecano, elastina, 
fibronectina, gelatina, caseína, 
laminina, MMP-1 y 8. 

 

α2- macroglobulina, caseína, 
agrecano, fibronectina, 
laminina. 

MMPs de 
membrana 

MT1-MMP 

 

 

14 

 

 

66                56 

 

 

Colágenos I, II, III, IV. 

Agrecano, elastina, 
fibronectina, gelatina, 
laminina, vitronectina, α2- 
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MT2-MMP 

 

 

 

 

MT3-MMP 

 

 

MT4-MMP 

 

MT5-MMP 

 

MT6-MMP, 

Leucolisina 

 

 

15 

 

 

 

 

16 

 

 

17 

 

24 

 

25 

 

 

72                60 

 

 

 

 

64                52 

 

 

57                53 

 

63                28 

 

34                28 

macroglobulina, MMP-2 y 13. 

 

Colágenos I, III, IV. 

Fibronectina, gelatina, 
agrecano, perlecano, 
tenascina, MMP-2. 

 

 

Colágenos I, III, IV. 

Gelatina, caseína, fibronectina, 
MMP-2. 

 

Colágeno IV. Gelatina. 

 

PGs 

 

Gelatina, MMP-2. 

Otras Matrilisina 

 

 

 

 

Metaloproteasa de 
macrófagos 

 

 

RASI-1 

7 

 

 

 

 

12 

 

 

 

28                19 

 

 

 

 

54                 45 

 

 

 

Colágenos IV y X. 

Agrecano, elastina, 
fibronectina, gelatina, 
laminina, decorina, MMP-1 ,2 y 
9. 

 

 

Gelatina, laminina, 
fibronectina, elastina, caseína, 
fibrina, fibrinógeno, 
plasminógeno. 
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Enamelisina 

 

Endometasa 
humana 

19 

 

20 

 

23 

 

54                 45 

 

54                 22 

 

Gelatina. 

 

Amelogenína 

 

Gelatina 

 

Tabla A.5. Clasificación de las MMPs. 

 En conjunto tienen la capacidad de degradar todos los componentes de la 

pared arterial y además juegan un papel importante en los sucesos fisiológicos y 

patológicos que dan lugar a la degradación de la ECM. Con excepción de la MMP-11, 

todas la demás MMPs son solubles y se secretan como cimógenos inactivos, siendo la 

activación uno de los puntos más importantes en su regulación.  

 En tejidos no lesionados se detecta una actividad muy baja de MMPs. Su 

expresión está regulada transcripcionalmente por citoquinas inflamatorias, factores de 

transformación celular, hormonas y factores de crecimiento. Su actividad está regulada 

a tres niveles: inducción de la expresión, activación de las formas latentes y regulación 

por  inhibidores endógenos. En las formas cimógenas secretadas, el pro-dominio (N-

terminal) se pliega de forma que la cisteína interactúa con el zinc catalítico y actúa 

como escudo del centro catalítico. Esta conformación se mantiene gracias a las 

interacciones tiol entre los residuos de cisteína del prodominio y el átomo de zinc 

presente en el centro catalítico de todas las MMPs. La activación de los proenzimas se 

produce de forma secuencial como se muestra en la siguiente figura. 
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Figura A.12. Activación de las pro-MMPS. 

 Se puede producir una activación parcial cuando el prodominio es atrapado 

por otras proteasas como la plasmina, tripsina, callicreina, triptasa, quimasa y algunas 

MMPs 270 , o cuando la unión entre la cisteína y el zinc es interrumpida por 

componentes no proteolíticos como agentes reactivos del tiol y desnaturalizantes o 

por tratamiento con calor 271. Esta activación parcial induce cambios conformacionales 

que inducen la susceptibilidad del enzima para la rotura autocatalítica 272. Existen 

otros mecanismos en los que se produce una cascada de activación proteolítica entre 

las distintas MMPs y otras proteasas, que son mucho más complejos.  

 Además de su activación proteolítica, las MMPs se regulan por inhibidores 

específicos, los TIMPs. La expresión de los TIMPs en los tejidos también se controla 

durante la remodelación para mantener el balance en el metabolismo de la matriz 

extracelular. La rotura de este equilibrio induce un descontrol en la organización de la 
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matriz que produce patologías (artritis, cáncer, enfermedad cardiovascular, nefritis, 

desordenes neurológicos, ulceración y fibrosis de tejidos) 273. 

 

 A.6.1.1.-Papel de las MMPs en la aterosclerosis 
 

 Las CE activadas expresan moléculas de adhesión como VCAM-1 que 

promueven la infiltración de monocitos circulantes y de linfocitos T. La adhesión de 

linfocitos T a las CE a través de receptor VCAM-1 induce la producción de MMP-2. Esta 

metaloproteasa facilita la degradación de la ECM,  que es necesaria para la migración a 

través de la capa endotelial y la membrana basal de los linfocitos T y de los monocitos 
274. Durante la migración de los monocitos su interacción con los componentes de la 

ECM,  especialmente con el colágeno tipo I, predominante en la pared arterial normal 
275, también estimula la degradación de esta matriz. El contacto con colágeno tipo I 276 y 

la laminina incrementa la expresión de MMP-9 por estas células. La interacción de los 

monocitos con el colágeno tipo I también induce la proteolisis favoreciendo la 

producción de superoxido 277 y la secreción de IL-1 que puede activar a la pro-MMP-2 y 

9 producidas por las células musculares 278 e incrementar la producción de MMP-9, 1 y 

3 las SMC. Aunque no se conoce claramente como la composición de la matriz induce la 

producción de MMPs, sí se sabe que es necesaria la presencia de MMPs para que se 

produzca la infiltración de monocitos y linfocitos T a través de la matriz durante el 

desarrollo de la placa aterosclerótica. El papel de las MMPs en la migración desde la 

media a la íntima de las SMC y su proliferación es importante, ya que éstas degradan la 

ECMque rodea a las células y la membrana basal que separa la media de la íntima. La 

interrelación de estos dos procesos se ha estudiado tanto “in vitro” como “in vivo”. En 

estudios “in vitro” llevados a cabo con cultivos de SMC estimuladas con IL-1 o TNF-α 
279, se observa que hay un incremento de la secreción y de la actividad de la MMP-1, 3 y 

9. La MMP-2, es sintetizada  por estas células, tanto antes como después de ser 

estimuladas y su concentración no se ve alterada por el estimulo. Sin embargo, aunque 
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la concentración de MMP-2 no se incremente después del estimulo con IL-1 o TNF-α, 

aparece una forma con un peso molecular menor y más activa después del estimulo 280. 

Estos estudios demuestran que la invasión de las células musculares lisas a través de la 

membrana basal depende de la producción de MMP-2 y puede ser inhibida por los 

inhibidores de esta proteína.  

 Estudios “in vivo” también ponen de manifiesto la conexión entre el sistema 

MMPs y el proceso aterosclerótico. Se han utilizando principalmente modelos en ratas 

a las que se les producía lesión en carótida 281. En algunos de estos trabajos, se estudia 

el papel que juegan el sistema plasminógeno/plasmina y el sistema de MMP en la 

formación de neointima, después de inducir una lesión vascular que degrada la ECM y 

permite la migración de células musculares lisas 282. En estos modelos se pone de 

manifiesto un incremento de la actividad de MMP-9,2 y 3 durante el periodo de 

migración y proliferación de células musculares lisas 283. El efecto de la lesión sobre los 

TIMPs es menos claro. Se aprecian incrementos de TIMP-2 por algunos autores 284 y 

otros sin embargo no aprecian cambios en TIMP-1, 2 o 3 283. 

 La expresión de mRNA para MT1-MMP, tanto en modelos de rata como de 

conejo se ha visto que coincide con la activación de MMP-2 en neointima 285, 

sugiriendo el papel activador que ejerce MT1-MMP sobre MMP-2 en la fase de 

engrosamiento de la íntima. Concentraciones elevadas de trombina a nivel local, como 

las que se producen por la adhesión plaquetar y la activación de la cascada de la 

coagulación después de la lesión vascular, pueden provocar una activación de la 

proMMP-2 286. En modelos de rata a las que se le induce una lesión en carótida, los 

incrementos de los niveles de PAI-1 y TIMP-2 sugieren cambios en el balance 

proteolítico que puede jugar un papel importante en la migración de las células 

musculares lisas, después del daño arterial 284. Esto vendría reforzado por la 

observación de que la migración de las células musculares lisas, estaría inhibida por la 

administración de un inhibidor de la plasmina como es el ácido traxenámico 287. Para la 

migración de las células musculares lisas, en este modelo se necesita la presencia de 
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activadores del plasminógeno, MMP-2, MMP-9, bFGF y PDGF. La migración inducida 

por PDGF se ha demostrado que depende de la presencia de MMP-2, y la inducida por 

FGF de MMP-2 y MMP-9 288. Otros estudios con el mismo modelo sugieren que la MMP-

2 facilitaría la migración de células musculares lisas de la media a la íntima, pero no la 

proliferación 281. Estudios realizados con aortas humanas con lesión aterosclerótica 

ponen de manifiesto que la reacción inflamatoria del vaso, determinada por la 

expresión de Cox-2 (ciclooxigenasa-2), puede influenciar la remodelación de la ECM 

coactivando las MMPs y facilitando el desarrollo y la progresión de la aterosclerosis 289.  

A.7.- Rutas de señalización implicadas en la aterosclerosis 

 

 A.7.1.-Vía del mevalonato y proteínas G de membrana 
 

A.7.1.1.-Ruta biosintetica del mevalonato 
 

 La mayor parte del colesterol transportado en plasma, procede de la síntesis a 

nivel hepático. La síntesis de colesterol a partir de acetil-CoA se produce a través de un 

gran número reacciones enzimáticas en la denominada vía del mevalonato. Entre estas 

reacciones destaca la conversión del HMG-CoA a mevalonato, reacción catalizada por el 

enzima HMG-CoA reductasa 290(Fig. 10). Este enzima es clave en esta ruta biosintética, 

ya que es el principal regulador de la vía mediante un mecanismo de retroalimentación 

negativa. El aumento de colesterol intracelular inhibe la HMG-CoA reductasa, lo que 

hace que se reduzca su síntesis. Además del colesterol, existen otros productos de la 

vía como la ubiquinona, el dolicol, el farnesilpirofosfato y el geranilgeranilpirofosfato 

que son necesarios para la activación de las proteínas farnesiladas y 

geranilgeraniladas, y la isopentenil adenosina. Estos productos de la vía son esenciales 

para la célula y su síntesis se ve afectada por la regulación de la HMG-CoA reductasa. 
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Figura A.13. Ruta biosintetica del mevalonato. Síntesis de colesterol e isoprenoides. Inhibición  

de la HMG-CoA reductasa por estatinas y colesterol.  

 

A.7.1.2.-Proteínas Isopreniladas: GTPasas pequeñas (Ras, Rho).  
 

 La superfamilia de las GTPasas pequeñas Ras está formada por más de 150 

miembros con una estructura y función conservados durante la evolucion 291. Según su 

secuencia y su función se subdividen en las subfamilias Ras (p21Ras clásicas), Rho, Arf  

(factor de ribosilacion de ADP), Ran y Rab. Estas proteínas juegan un papel 
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fundamental en las vías de señalización que controlan la proliferación, la apoptosis, la 

adhesión a la matriz y la migración celular 292-295. Dada la importancia de estos 

procesos en la fisiología y el desarrollo normal del organismo, la desregulación de las 

vías en las que están involucradas estas proteínas desencadena en multitud de 

procesos patológicos, como el cáncer 296, el retraso mental 297, y la aterosclerosis 298.   

 Estas proteínas presentan  un estado activo unidas a GTP, y uno inactivo unidas 

a GDP. De este modo actúan como “interruptores” moleculares para controlar procesos 

celulares complejos 299. Todos los miembros de las familias de proteínas G presentan 

una gran homología, especialmente en su extremo amino terminal. El extremo 

carboxilo es muy diferente y representa la región hipervariable de estas proteínas 300. 

 

A.7.1.2.1-Regulación de la activación de proteínas G  
 

El estado de ativación de las proteínas G está regulado por tres proteínas, que son: 

• GEF (Guanine nucleotide Exchange Factor): factor de intercambio de nucleótido 

guanina. Esta proteína cataliza el intercambio de nucleótidos GDP por GTP. Se conocen 

alrededor de 69 GEFs en mamíferos, que son los responsables directos de la activación 

de estas proteínas en respuesta a diferentes estímulos extracelulares 301. 

• GAP (GTPase-Activating Protein): proteína que activa la capacidad intrínseca de 

estas proteínas  para hidrolizar GTP. Actualmente se conocen 70 proteínas GAPs en 

mamíferos. 

• GDI (Guanine nucleotide exchange Inhibitor): Inhibidor del intercambio de 

nucleotido guanina. Impide que se produzca el intercambio GDP/GTP y también el 

traslado de la proteína a membrana. Se han encontrado 4 GDIs en mamíferos.  
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 En una situación general, en células no estimuladas, la mayoría de proteínas G 

se encuentran distribuidas en el citoplasma unidas a GDI. Cuando se estimula la célula, 

la proteína se separa de GDI, requisito indispensable para translocarse a la membrana 
302  y activarse gracias a la acción de GEF, que cataliza el intercambio entre GDP-GTP. 

Unido a GTP la proteína es activa y capaz de interactuar con sus efectores 

transmitiendo la señal. Cuando interviene GAP, se pone en marcha la actividad 

hidrolasa intrínseca de estas proteínas, obteniendo  el estado unido GDP inactivo 

(figura A.14). 

 

 

Figura A.14.  Esquema de la activación e inactivación de Rho.  

 

A.7.1.2.2.-Modificaciones lipídicas y localización subcelular. 
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 Las proteínas Ras de mamíferos están localizadas en la cara interna de la 

membrana plasmática como homodímeros o heterodímeros 303. Para la unión de estas 

proteínas a la membrana son necesarias una serie de señales moleculares que 

determinan la ruta por la cual se ancla en la membrana y su localización en islotes 

lipídicos (rafts o caveolas, regiones ricas en colesterol) o en zonas desorganizadas de 

la membrana 304. Los miembros de esta superfamilia presentan un motivo carboxilo 

terminal CAAX (donde la Cys-186 va seguida de dos residuos alifáticos y un 

aminoácido aleatorio), conocido como motivo de isoprenilación. Esta secuencia es una 

señal para preniltransferasas, que añaden un grupo prenilo (farnesilo en el caso de 

proteínas p21, Ras o geranilgeranilo en el caso de proteínas Rho), facilitándose así el 

anclaje de la proteína Ras a la membrana. Posteriormente, se produce una rotura 

proteolítica de los residuos AAX y una carboxi-metilación del extremo C-terminal 305. 

Estas modificaciones aumentan la hidrofobicidad del extremo carboxilo de la proteína, 

aunque son insuficientes para el anclaje funcional a la membrana 304. Para ello es 

necesaria una segunda transformación en el extremo C-terminal, como S-acilación 

(palmitoilación) en H-Ras, N-Ras y K-Ras4A en residuos de cisteína de la región 

heterogénea, o la unión de una cola polibásica rica en lisina en el caso de K-Ras4B. La 

cadena de grupos S-acilo aumenta la hidrofobicidad de la proteína y confieren una 

unión estrecha a la membrana 304, 306 (figura A.15). 

 La palmitoilación de H-Ras y N-Ras permite su transporte hacia la membrana 

plasmática a través del aparato de Golgi 307, 308. Sin embargo, el segmento carboxilo 

terminal polibásico enriquecido en lisina de K-Ras4B probablemente interacciona 

electrostáticamente con fosfolípidos 309 y dirige su transporte a la membrana mediante 

la unión con microtúbulos 307, 310. Por otro lado, la localización de Ras en la membrana 

también depende de estas modificaciones postraduccionales. Así, se sabe que H-Ras 

está localizada en islotes lipídicos, mientras que K-Ras se localiza en zonas 

desorganizadas de la membrana 311, 312. Esta localización puede regular la proximidad 

de diferentes tipos de receptores y de GEFs, provocando que existan diferencias en la 

susceptibilidad de activación por distintos estímulos. Además, en caso de estimulación 



Antecedentes 

 

76 

por factores de crecimiento, la diferente localización también determina la activación 

de distintos efectores.  Por ejemplo, se ha observado que la localización de H-Ras en 

islotes lipídicos es esencial para la activación de efectores como Raf 1 y PI3K 312, 313 

(figura A15). 

 

 

Figura A.15. Modificaciones postraduccionales y transporte de Ras a la membrana. El 

procesamiento del motivo carboxilo terminal CAAX de Ras es un proceso secuencial. En el 

citosol la farnesiltransferasa añade un grupo farnesilo (farnesil-PPi) a la cisteína 186. El 

procesamiento prosigue en el retículo, donde los enzimas Rce1 (“Ras converting enzyme”) e 

Icmt (“isoprenylcysteine carboxyl methyltransferase”) eliminan el tripeptido AAX y metilan la 
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cisteína con S-adenosilmetionina (SAM), respectivamente. K-Ras4B sale  del retículo y se le 

unen una serie de residuos de lisina, que le confieren carga positiva, lo que le confiere la 

capacidad de unirse a la membrana medante interacciones elestroctaticas con fosfolípidos. H-

Ras y N-Ras, se palmitoilan con palmitoil CoA (palm-CoA) en uno o dos residuos de cisteína 

(próximos a la Cys186) por las palmitoiltransferasa DHHC9 y GCP16 en el Golgi. Tras esto se 

transportan por vesículas a la membrana. 

 

 Estas modificaciones “postprenilación” son necesarias para la correcta 

localización de proteínas de la familia Ras, pero no en el caso de las proteínas Rho 314. 

Existen proteínas de la familia Rho que no son geranilgeraniladas, sino que como en el 

caso de RhoB pueden sufrir las dos modificaciones lipídicas o ser farnesiladas como en 

el caso de TC10 y RhoD 315.  

 

A.7.1.2.3.- Subfamilia Ras. 
 

 Esta subfamilia está compuesta por 36 proto-oncogenes que codifican 

proteínas GTPasas pequeñas 316.  Los genes ras se descubrieron en los años 60 como 

elementos de virus que producían sarcomas en roedores recién nacidos 317, 318. Los 

genes codificantes de los distintos miembros de la familia Ras están muy conservados 

evolutivamente, lo que sugiere que estas proteínas son muy importantes en los 

procesos celulares. En mamíferos hay tres genes cuya estructura y función es muy 

parecida: H-ras, K-ras y N-ras. Están compuestos por cinco exones codificantes y un 

exón 5´ no codificante, y difieren en el tamaño y en la secuencia de intrones. Los genes 

K-ras tienen dos alternativas de ayuste para el cuarto exón codificante: 4A y 4B, dando 

lugar a dos proteínas que difieren en 25 aminoácidos del extremo carboxilo terminal 
300, 316. Los genes ras se expresan en todos los tipos celulares y órganos, aunque existen 

diferencias en cuanto a expresión pre- y postnatal, y en ciertos tejidos adultos se 
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expresan preferentemente uno u otro miembro de la familia. Así, H-ras se expresa 

mayoritariamente en cerebro, músculo y piel; K-ras se expresa mayoritariamente en 

estómago, pulmón y timo; y N-ras se expresa mayoritariamente en testículos y timo.  

 Los genes ras codifican proteínas de 189 aminoácidos (N-Ras y H-Ras) y  188 

aminoácidos, (K-Ras4B  y K-Ras4A). Las proteínas Ras tienen un alto grado de 

homología en sus primeros 164 aminoácidos, siendo idénticas en los primeros 86 

aminoácidos y con un 79% de homología en los 78 residuos restantes. Sin embargo, 

entre los aminoácidos 165 y 185 (región heterogénea) son completamente, a 

excepción de la Cys186 319. Estas proteínas presenta dos regiones importantes para su 

activación y su función llamadas: “switch I” y “switch II”, con residuos hidrofílicos 

localizados en la cara externa de la molécula 320. El switch I, aminoácidos 32-40, es el 

principal sitio de unión del efector y también es el responsable, en parte, de la 

interacción con GAPs. El switch II, aminoácidos 60-72, se encarga en parte de la 

interacción con los GEFs. Las regiones switch están cercanas al fosfato γ del GTP y 

exhiben distintas conformaciones según estén unidas a GTP o GDP. De este modo, los 

cambios conformacionales de estas regiones están implicados en la unión a las 

proteínas reguladoras y en la transmisión de la señal a los efectores de Ras 321. 

 A diferencia de las proteínas Rho y Rab, las GTPasas Ras no se unen GDI, y no 

depende de geraniltransferasas en su unión a membrana sino de farnesiltransferasas 
322.  

A.7.1.2.3.1.-Vias de señalización de Ras 
 

Las proteínas Ras son nódulos de activación en respuesta a estímulos. Las Ras activas 

interactúan con multiples efectores, los cuales regulan las respuestas citoplasmáticas 

que controlan la expresión génica, la diferenciación, la proliferación y la supervivencia 

de la célula 323 (figura A.16).  
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Figura A.16. Efectores de Ras.  

Detro de estas vías de activación mediadas por Ras, los efectores más 

importantes son la proteín kinasa Raf y la protein-inositol-3 quinasa (PI3K).  

 

A.6.1.2.3.1.1-Cascada  MAPKs (mitogen activator protein kinases) 
 

 Las proteínas kinasas de la familia Raf, son los primeros efectores de Ras 

identificados en células de mamíferos. Ras-GTP se une al efector citoplasmático clásico 

de Ras, Raf-1324 , y lo trasloca a la membrana plasmática, donde Raf se activa por un 

mecanismo que parece independiente de Ras 325 (figura A.17). Raf activado fosforila  

MEK1 y MEK2, que a su vez fosforilan  ERK1 y ERK2. La fosforilación de ERK1 y 2 

promueve su homodimerización y su translocación al núcleo, donde activa por 
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fosforilación directa la transcripción de factores como Elk-1. La activación de la kinasa 

Raf es necesaria y suficiente para la activación de la cascada de kinasas MEK y ERK 

iniciada por Ras 326, constituyendo una de las vías clave de señalización a través de la 

cual Ras ejerce su efecto proliferativo. 

Membrana 
celular

Transcripción de genes
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Figura A.17.  Esquema de la organización de la cascada Ras-MAPS.  

 

A.6.1.2.3.1.2-Cascada de PI3K  
 

 Otro de los efectores mejor conocidos de Ras es la kinasa lipídica PI3K, que 

cataliza específicamente la fosforilación en la posición 3 del proteín-inositol (PI) en 
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presencia de numerosos factores de crecimiento y citoquinas 321. Esta enzima está 

constituida por las subunidades p110, con actividad catalítica, y p85, con actividad 

reguladora. En respuesta a estímulos, la subunidad reguladora p85 de PI3K es 

reclutada en la membrana plasmática, donde interacciona directamente con resíduos 

de tirosina fosforilados 327 (figura A.18). La subunidad catalítica p110 media la 

generación de PIP2 e IP3. Ras se une directamente y activa la subunidad p110 de 

manera GTP dependiente 328, dando niveles elevados de IP3 y PIP2. Estos productos 

lipídicos intervienen como segundos mensajeros en vías que controlan la síntesis de 

ADN, la inhibición de la apoptosis, el tráfico intracelular y secreción de vesículas, y los 

cambios metabólicos a través de la fosforilación de dos proteína kinasas: Akt y p70S6K. 

La unión de IP3 a Akt recluta a esta kinasa a la membrana, donde es fosforilada por las 

kinasas PDK1 y 2. 
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Figura A.18. Esquema de la organización de la cascada Ras-PI3K-Akt/PKB.  

 

 La vía PI3K/Akt controla diversos procesos celulares entre los que se 

encuentra la estimulación de la supervivencia celular 329. Akt es una serina-treonina 
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quinasa con un dominio quinasa amino terminal y un dominio regulador carboxilo 

terminal. Para la completa activación de la proteína es necesaria la fosforilacion de los 

residuos treonina 308 en el dominio quinasa, y serina 473 en el dominio carboxilo 

terminal 330. Para una máxima activación es necesaria una segunda fosforilación en el 

residuo serina 473. Esta última fosforilación se desconoce quién la lleva a cabo, 

pudiendo ser PDK1 o un proceso de autofosforilación del propio Akt 331. Tras su 

activación, Akt puede fosforilar un gran número de sustratos, tanto en el citoplasma 

como en el núcleo, relacionados con la regulación de funciones celulares que incluyen 

el crecimiento celular, la supervivencia, el metabolismo de la glucosa y la traducción de 

proteínas 332. 

 

A.7.1.2.3.2.-Papel de estas rutas de señalización en las células vasculares 

 

 Muchas de las vías de transducción de señales producidas por estímulos 

extracelulares en las células vasculares convergen en las proteínas Ras. Así, factores 

aterogénicos tan importantes como el PDGF, TGF- β, VEGF y FGF ejercen su función a 

través de las vías de activación de Ras 291, 333-336. De todos ellos, el mecanismo mejor 

caracterizado es PDGF. Este factor de crecimiento a través de su receptor activa a Ras, 

que traduce la señal a través de la cascada de MAPKs hasta ERK que se transloca al 

núcleo y activa la transcripción de genes involucrados en el crecimiento como c-jun  y 

c-fox. PDGF activa también la ruta de PI3K, que a su vez regula a otras GTPasas 

pequeñas, Rho y Rac337. Entre estas dos vías de actuación del PDGF existen efectos 

sinérgicos y de retro regulación, lo que hace que estas vías estén muy bien reguladas 
338, 339. Estudios con animales y cultivos de células transgénicos, en los que se expresan 

variantes constitutivamente activas e inactivas de las proteínas Ras, demuestran que 

estas proteínas juegan un papel fundamental en la proliferación, la migración, la 

supervivencia y el fenotipo de las células vasculares; así como en la angiogénesis, la 
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hiperplasia vascular y otros procesos involucrados en el desarrollo de la aterosclerosis 
336, 340-342. Además, estudios en los que se tratan estas células  con estatinas o 

inhibidores específicos de la farnesil- transferasas, encuentran efectos similares, que 

revierten al añadir al añadir el sustrato del enzima 343-345.    

 

A.7.1.2.4.-Subfamilia Rho 
 

 La familia de proteínas Rho está constituida por seis subfamilias diferentes: las 

proteínas relacionadas con Rho A y las relacionadas con Rac-1, Cdc42, Rnd, RhoBTB y 

Miro 315. Rho A fue decubierta en 1985 como una proteína relacionada con la 

superfamilia de proteinas Ras 346. A partir de ese momento diferentes estudios 

demostraron que Rho, Cdc42 y Rac estaban involucradas en vías de señalización a 

través de las cuales receptores de membrana modifican la organización de filamentos 

de actina. Por tanto, las proteínas Rho están involucradas en procesos celulares 

relacionados con el citoesqueleto como son la polaridad celular, el dinamismo 

microtubular y el transporte vesicular. Además, Rho también participa en diferentes 

procesos enzimáticos y en la regulación de la expresión génica. 

 

A.7.1.2.4.1.- Rho A 
 

 Rho A es el miembro prototipo de la subfamilia de proteínas que lleva su 

nombre. Esta subfamilia la integran tres isoformas: Rho A, RhoB y RhoC. Estas tres 

proteínas se encargan, entre otras cosas, de la regulación del citoesqueleto y del 

ensamblaje de las fibras de estrés de actina 347. La secuencia de aminoácidos de Rho A, 

Rho B y Rho C es altamente homóloga (85% de identidad), y difieren principalmente 

en C-terminal. 
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A.7.1.2.4.1.1.- Rho A y células musculares lisas 
 

  Rho A tiene una gran importancia en la fisiología vascular. En las SMC, Rho A 

participa en la contracción, la diferenciación, la migración y proliferación celular. En la 

contracción de SMC, Rho A es reconocida hoy en día como el principal regulador de la 

sensibilización al calcio de las proteínas contráctiles 348. Esto le permite regular la 

contracción a través de una de sus proteínas diana, como la quinasa asociada a Rho 

(Rho-associated kinase, RHOCK/Rho kinase/ROK) que actúa sobre la fosforilación de 

la cadena ligera de la miosina (myosin light chain, MLC). 

 Rho A es una proteína crítica en el control de la diferenciación de las SMC a 

través de la regulación de la transcripción dependiente del factor de respuesta a suero 

(serum response factor, SRF). La diferenciación de las SMC está marcada por la 

expresión de proteínas del citoesqueleto y contráctiles. Esta expresión está coordinada 

por SRF 349, cuya localización celular es regulada por Rho A, que de este modo modifica 

la expresión de genes involucrados en la diferenciación celular 350. Diferentes estudios 

han demostrado que una inhibición de Rho A produce una disminución de la expresión 

de genes de marcadores de la diferenciación de las SMC 351. 

La inhibición directa de Rho A o de su efector RHOCK inhibe la migración de las SMC 

inducida por el PDGF, el ácido lisofosfatídico o la trombina. Este efecto se produce 

mediante mecanismos dependientes e independientes de la fosforilación de SMC 352, 353. 

Además, también está involucrada la fosforilación de proteínas asociadas a las 

adhesiones focales 354. Rho A está involucrada en la proliferación de las SMC 

inhibiendo proteínas que regulan el tránsito del ciclo celular como p27Kip1 y la 

p21cip1/waf1 355-357.  Además, Rho A activa diferentes factores de transcripción como 

CREB y SRF 358, 359 y vías de señalización como la p38 MAPK 358, e induce la expresión 

de genes como c-fos  y c-jun 360. La inhibición de la isoprenilación de las proteínas Rho 
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y Ras por estatinas, inhibe la proliferación de las SMC. Este proceso es revertido por el 

geranilgeraniol,  lo que subraya la importancia que tienen las proteinas Rho en la 

proliferación celular. 

 

A.7.1.2.4.1.2.- Rho A y RHOCK 
 

 La quinasa asociada a Rho (RHOCK/Rho-Kinase/ROK) es una proteína efectora 

de Rho A a la cual se une para realizar la mayoría de sus funciones biológicas. RHOCK 

es una proteína quinasa de residuos Ser/Thr que presenta dos isoformas 

(ROKα/RHOCK2 y ROKβ/RHOCK1) que se expresan diferencialmente en los tejidos. 

Rho A unida a GTP interactúa con la región C-terminal de RHOCK donde encontramos 

un dominio de unión a Rho A (RB). En esta misma zona, pero más hacia el extremo C-

terminal, encontramos un dominio con homología a la plecstrina (PH) que interactúa 

con la zona catalítica de la propia proteína, inhibiendo así la función transfosforilasa de 

RHOCK. Cuando Rho A interactúa con el domino RB de RHOCK, produce un cambio 

conformacional que libera el domino PH y activa la proteína (figura A.19). 

 

Figura A.19. Regulación de la actividad de RHOCK. 
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 El principal substrato de RHOCK es la fosfatasa de la MLC. Este es un enzima 

que en estado activo desfosforila la MLC, de forma que inhibe la contracción celular. 

Cuando Rho A se une a RHOCK, ésta se activa y puede fosforilar la fosfatasa de la MLC, 

que queda inactiva y no puede desfosforilar a la MLC. Cuando RHOCK está activa 

también fosforila a MLC directamente aumentando así la respuesta contráctil 361 

(figura A.20). Mediante este mecanismo Rho A interviene en la formación de fibras de 

estrés y las adhesiones focales.  

 

Figura 20. Modelo de regulación de fosforilación de MLC por Rho, RHOCK y miosina fosfatasa. 

cat, subunidad catalítica; MBS, subunidad de unión a miosina de la miosina fosfatasa. 

Modificado de Fukata et al 2001 362.   

 

 Utilizando inhibidores de RHOCK (como por ejemplo  Y-27632), se ha 

estudiado el papel de este enzima en diferentes vías de señalización (figura A.21). Así, 

se ha descrito el papel crítico de RHOCK en la síntesis de DNA y la estimulación de la 
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migración en las SMC 353. RHOCK también participa en los procesos de activación 

celular regulados por Rho A. 

 RHOCK puede ser activada por otros medios, como por ejemplo la caspasa 3 

durante la apoptosis. Esta proteína es capaz de cortar el extremo C-terminal de 

RHOCK, produciendo su activación y como resultado cambios en membrana y 

citoesqueleto 363. 

 

Figura A.21. Sustratos de RHOCK (Cat, subunidad catalítica; Ifs, filamentos intermedios; ERM, 

familia de proteínas ezrina/raixina/moesina; MBS, subunidad de unión a miosína de la miosina 

fosfatasa).RHOCK fosforila la MBS de la miosina fosfatasa y MLC. La familia da proteínas ERM, 

adducina, filamemtos intermedios, CRMP-2, and calponina tambien son sustratos de RHOCK, y 

el estado de fosforilación de estas proteínas esta asociado a funciones específicas en la célula. 

Además, MLC, ERM y adducina son tambien sustratos de la miosina fosfatasa, de modo que 
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entre ambas se encargan, de un modo cooperativo, de controlar el estado de fosforilación de 

estos sustratos y asi regulan la organización del cito esqueleto. Modificado de Fukata et al 2001 
362.  

 

A.7.2.- PPAR 
 

 En mamíferos el sistema endocrino regula la respuesta fisiológica a la ingesta 

de acidos grasos. Una de las moléculas más importantes en la regulación de 

metabolismo lipídico son los receptores de proliferación activados por peroxisomas 

(PPARs).  Los PPARs se caracterizaron a principios de los años 90 364, y se vio que eran 

una familia de receptores nucleares que inducían a los receptores de hormonas 

esteroideas, retinoideas y tiroideas 365, 366.   

 Existen tres subtipos de estas móleculas, que  se designan comúnmente como 

PPARα, PPARγ, y PPARδ 367. Los PPARs poseen una estructura modular con diferentes 

dominios, similar a la de otros receptores nucleares, compuesta por tres dominios 

principales 368 (figura A22A): 

 

- Región A/B: Situada en el extremo N -terminal, es la región que presenta más 

variabilidad entre los diferentes receptores nucleares, y la peor caracterizada, 

aunque parece que interviene en las diferencias en las funciones biológicas de 

estas moléculas 369. Además, en este dominio son fosforilados por las MAPKs, lo 

que regula su transcripción 370 y la unión de ligandos al receptor 371.    

- Dominio de unión a DNA (DBD) o región C: Es el dominio más conservado 

entre los receptores nucleares y permite reconocer secuencias diana en el DNA 

y activar la transcripción de genes. 
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- Dominio de unión al ligando (LBD) o Región E/F: Este es un dominio 

multifuncional que además de encargarse de la unión a ligando, media en la 

homo- y la heterodimerización, en la interacción con proteínas de choque 

térmico, en la actividad transcripcional dependiente de ligando, y en algunos 

casos, en la represión transcripcional reversible de hormonas. Este dominio 

está poco conservado, y solo se mantienen unos pocos aminoácidos cruciales 

en las funciones de transducción de señales de estos receptores.  

 Los PPARs formam heterodímeros con otro factor nuclear, el receptor del ácido 

9-cis-retinoico (RXR).  Este heterodímero se une a secuencias de DNA que contienen 

repeticiones AGGTCA separadas por un nucleótido, conocidas como secuencias DR-1 
372, que se encuentra en todos los promotores regulados por la acción de PPARs 

(Figura A.22B). 

  Los PPARs son factores de transcripción dependientes de ligando, de modo que 

la unión de ligandos específicos es necesaria para su función. Además de estas 

moléculas, hay otra serie de proteínas que se unen a PPAR de manera específica y 

regulan su función, son los llamados coactivadores.  Estas proteínas inducen la 

iniciación de la transcripción mediada por PPAR, y se clasifican en tres grupos: 

proteínas con actividad histona acetilasa (SRC1 y CBP/p300) 373, 374 que remodelan la 

cromatina,  los complejos DRIP/TRAP  que interactúan con la maquinaria 

transcripcional (PBP/TRAP220)375 y otras proteínas cuya función no está bien 

caracterizada (PGC1, RIP140, and ARA70) 376-378. 



Antecedentes 

 

90 

 

Figura A.22. A) Dominios funcionales de PPARS: Ntrm., N-terminal; DBD, dominio de unión a 

DNA; LBD, dominio de unión a ligando. Los números representan el porcentaje de homología 

entre los distintos subtipos humanos. B) Heterodímero de PPAR/RXR unido al elemento de 

resuesta DR-1 de la región reguladora del gen diana.  

 



Antecedentes 

 

91 

A.7.2.1.- PPARγ 
 

 El PPARγ es el mejor caracterizado de los tres subtipos de PPARs.  Esta 

proteína presenta una gran homología interespecifica, con un 95% de identidad entre 

los aminoácidos que la componen. Esto refleja la gran importancia de esta molécula en 

la homeostasis célular. Existen tres isoformas de PPARγ (PPARγ1, PPARγ2 y PPARγ3) 

que son el resultado del uso de distintos promotores del mismo gen 379. PPARγ1 y 

PPARγ3 tienen la misma secuencia, mientras que PPARγ2 tiene 28 aminoácidos más 

en su extremo amino. PPARγ1 se expresa en casi todos los tejidos, mientras que 

PPARγ2 y PPARγ3 presentan una expresión tejido especifica. De este modo, PPARγ2 se 

expresa exclusivamente en tejido adiposo, y PPARγ3 en tejido adiposo, magrófagos y 

epitelio 380, 381. No obstante el significado funcional de la presencia de cada isoforma no 

es está muy claro 382, 383.  

 El PPARγ es un factor de transcripción fundamental en el metabolismo lipídico, 

y en la diferenciación del tejido adiposo. Este efecto es tan importante que la sobre 

expresión de PPARγ en otros tipos celulares produce la transdiferenciación de estas 

células a adipocitos 384. Así, el tratamiento de animales hiperlipémicos con agonistas de 

PPARγ disminuyen los niveles de triglicéridos, colesterol y ácidos grasos no 

esterificados en suero 385. Además del papel de PPARγ  en el metabolismo lipídico, 

también está involucrado en procesos proateroscleróticos tan importantes como la 

hipertensión y la inflamación. De este modo, los agonistas de PPARγ disminuyen la 

presión arterial en animales hipertensos 386, regulan la contractivilidad vascular 386 y la 

expresión de moléculas cruciales en el mantenimiento del tono vascular, como  el 

péptido natriuretico tipo C, la endotelina y PAI-1387-389.  En lo referente a la 

inflamación, PPARγ  inhibe la diferenciación de monocitos a macrófagos, e induce la 

apoptosis de macrófagos activos 390. Además, inhibe la producción de moléculas 

proinflamatorias tan importantes como NF-κB, interleuquinas y TNF-α391; inhibe la 

expresión de la oxidonítrico sintasa y de receptores “scavenger” A en macrófagos 392, y 
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de moleculas de adhesión como ICAM-1 y VCAM-1 en la pared vascular 393; hechos que 

condicionan el papel de los macrófagos en la inflamación proaterogénica.  

 Además de en los macrófagos, esta molécula está involucrada en la regulación 

de las demás células vasculares, especialmente en la migración y proliferación de las 

SMC 381, 394, 395 (figura A.23.). Esto, en parte, se debe a la  inhibición del efecto nuclear 

de la ruta de las MAPKs, como la activación de los factores de transcripción Ets  que 

inducen la proliferación y la migración celular 396. Esta inhibición de la transducción de 

señales por MAMPKs  afecta directamente a la respuesta a moléculas como PDGF y AII 
397-399.  Además, inhibe la fosforilación de la proteína Rb y otras moléculas importantes 

en la progresión del ciclo celular como p27 Kip1 y p21Cip1396. 

 

 

 

Figura 22.  Esquema de los efectos de PPARγ sobre las células vasculares y el desarrollo de 

la aterosclerosis. 
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A.7.3.- SERBP 
 

 Las proteínas SREBPs se identificaron por primera vez 1993 400, 401. Existen tres 

isoformas de estas proteínas, que están codificadas por dos  genes diferentes, y que 

forman la familia de proteínas de regulación transcripcional  bHLHLZ.  Dos de estas 

isoformas están codificadas por el gen SREBP-1(SREBP-1a y SREBP-1c) que contiene 

dos promotores, de modo que la isoforma obtenida depende del  promotor que se use 
402.  Estas dos isoformas difieren únicamente en su extremo amino terminal, el cual en 

SREBP-1a contiene un segmento de 29aa con gran carga negativa, lo que le da mayor 

capacidad de indución de la transcripción que el SREBP-1c 403. La cantidad en la que se 

expresa cada una de estas isoformas en cada tejido depende del tipo y del momento en 

el que se encuentre  este. De este modo, en aquellos órganos con mayor demanda de 

colesterol, o que se encuentre en una situación de alta demanda (como en procesos 

hiperproliferativos), se expresará más SREBP-1a, que presenta mayor actividad. La 

otra isoforma conocida la codifica el gen SREBP-2 403.  

 Estas proteínas se sintetizan como precursores anclados a la membrana del 

retículo endoplásmico. Los tres tienen una estructura similar dividida en tres 

dominios: (1) dominio amino con capacidad de unión a DNA de unos 480 aa; (2) 

dominio central hidrofóbico de unos 80 aa con dos segmentos transmembrana; (3) 

dominio carboxilo que es la porción reguladora y consta de unos 590 aa. Los dominios 

amino y carboxilo se orientan hacia el citoplasma formando una horquilla. El extremo 

amino terminal es sensible a la concentración de colesterol en la célula, de modo que 

en repuesta a una bajada en la concentración de colesterol intracelular se produce una 

proteólisis de este dominio, que se transloca al núcleo e induce la expresión de sus 

genes diana, lo que produce un incremento del colesterol en la célula 370.  Existen dos 

sitios de proteólisis en la molécula, SP1 Y SP2 (sitio de corte de proteasas, “SP”).  SP1 

se encuentra en el dominio central y al romperse separa los  dos extremos, que no 
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obstante siguen unidos a la membrana. Para que el factor de transcripción del dominio 

amino terminal se libere de la membrana y salga  del retículo hacia el nucleo, donde 

ejerce su función, es necesaria un segundo corte en SP2, que se encuentra en el primer 

segmento transmembrana 370(figura A.23).  

 

Figura A.23. Ruta de activación de SREBPs. Modificado de Rawson, R.B. 2003 404. 

 

 La proteolisis y el transporte de los SREBPs están dirigidos por dos proteínas, 

SCAP (SREBP cleavage-activating protein) e INSIG.  SCAP es una proteína 

transmembrana, que actúa como chaperona en el transporte de SREBPS desde el 

retículo hasta compartimentos del Golgi donde se encuentran las proteasas SP1. 405, 

406. Esto depende de la interacción entre los dominios carboxilo terminal de las dos 
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proteínas 406, 407. Una vez en el Golgi, las proteasas SP1 rompen el dominio central y 

separan el SREBP en dos moléculas unidas a membrana y  SCAP vuelve al retículo.   

La proteolisis de SP1 está regulada por esteroles 370, 408, de modo que una bajada de 

esteroles en la célula induce el transporte de SREBPs al Golgi y  la proteolisis de 

SP1. Por el contrario, un incremento de esteroles produce un fallo en este 

mecanismo 405. Esto está dirigido por la proteína INSIG, la cual cuando hay 

esteroles en el medio se une a SCAP e impide el papel de chaperona de SCAP. 

Cuando la concentración de esteroles baja, INSIG suelta a SCAP y este transporta 

los SREBPS al Golgi.   La proteolisis de SP2 no está regulada por esteroles, pero 

depende de que se haya producido con anterioridad el corte en SP1 (figura A.24).  
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Figura A.24. Regulación de la activación de SREBP por esteroles. bHLH-zip, basic helix–loop–

helix leucine-zipper; Reg, reguladora; SSD, sterol-sensing domain; WD, motivo asp-tryp. 

Modificado de Rawson, R.B. 2003 404. 

 

 Para que estas proteínas estimulen la expresión de sus genes diana es 

necesario que se unan a sus coactivadores transcriopcionales, CBP y P300 409, 410. En el 

caso de SREBP-1c la eficiencia de unión con estos coactivadores es muy baja y el 

mecanismo por el cual activa la síntesis de sus genes diana no está bien caracterizado.  

 Los SREBPs forman dímeros que reconocen secuencias de unión específicas 5´-

CANNTG-3´ (caja E) y su  secuencia en sentido contrario 5'-TCACNCCAC-3` (elementos 

de respuesta a esteroles, SRE). Esta flexibilidad en el reconocimiento de secuencia se 

debe a un residuo de tirosina de su centro activo 411, y le confiere una especificidad 

respecto a sus genes diana, ya que las repeticiones SRE solo están presentes en los 

promotores inducidos por SREBPs 412. Esto maximiza la respuesta y las diferencias 

entre el estado inducido y no inducido y, por tanto, que la respuesta a una depleción de 

colesterol en la célula sea alta y específica.      

 Los SREBPs tienen por tanto un papel fundamental en la homeostasis de 

colesterol y ácidos grasos 413-415 (figura A.25). 
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Figura A.25. Esquema de las rutas activadas selectivamente por SREBP-1 y SREBP-2. Las líneas 

más gruesas y continuas muestran los sitios de mayor influencia de los SREBPs,  y las 

discontinuas delgadas  los de menor influencia. 

 

 Los SREBP-1 regulan la activación de los genes implicados en el metabolismo 

de lipídico y la síntesis de novo de colesterol, y el SREBP-2 la de aquellos que regulan 

la homeostasis de colesterol 416, 417. De este modo, una sobreexpresión de SREBPs en 

ratones induce síndromes metabólicos con efectos fisiológicos similares a patológicas 

específicas del metabolismo lipídico en humanos 418. 

  

A.7.4.- Receptor hepático X  
 

El receptor hepático X  (LXR) es un miembro de la familia de los receptores 

nucleares de factores de transcripción. Está involucrado en la regulación de la 

homeostasis de colesterol, ácidos grasos y glucosa. Existen dos isoformas denominadas 
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LXRα y LXRβ, las cuales se describieron por primera vez en 1994 419 y 1995 420 

respectivamente. Estas moléculas tienen secuencia, estructura y función muy 

parecidas, e  interaccionan con los mismos ligandos. No obstante  su distribución es 

muy diferente, de modo que LXRα se expresa en tejidos específicos (hígado, tejido 

adiposo y macrófagos) y LXRβ en todos los tejidos 421. Estas proteínas contienen un 

dominio de unión a DNA del tipo “dedos de zinc”, y un dominio hidrofóbico de unión a 

ligando donde interaccionan pequeñas moléculas de carácter lipídico (esteroles). La 

unión del ligando a este ultimo dominio produce un cambio conformacional que 

permite la interacción de estas proteínas con coactivadores, lo que favorece la 

activación de los genes diana. Los LXRs se unen a sus genes diana formando un 

heterodimero con el receptor retinoico X (RXR) 420, 422.  

 

Figura A.26. Activación de la transcripción por LXR. LXR necesita obligatoriamente formar un 

dímero con RXR para unirse al DNA y realizar su función. A diferencia de otros recepttores 

nucleares, en ausencia de sus ligandos el dímero LXR/RXR no se une a corepresores, por lo que 
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una vez formado el dímero produce una inducción de la transcripción a nivel basal. La unión de 

sus ligandos específicos (ácido 9-cis-retinoico para RXR y oxiesteroles para LXR) produce 

cambios conformacionales en el heterodímero que   permiten la unión de proteínas 

coactivadoras, lo que conlleva un incremento sustancial en la inducción de la transcripción de 

los genes diana. La unión de ambos ligandos produce un efecto sinérgico. Una cualidad inusual 

de este heterodimero es que la unión del ligando de RXR induce la unión de los coactivadores 

de LXR, y solo cuando se unen ambos ligando se une el coactivador de RXR (9CRA, ácido 9-cis-

retinoico). 

Los LXR juegan un papel fundamental en la eliminación de colesterol en forma 

de ácidos biliares 423 (es un modulador directo de CYP7A, enzima principal en la 

regulación de esta ruta) y en el transporte de colesterol sobrante de los tejidos 

periféricos al hígado mediante transportadores ABC (ATP-binding cassette) 424, asi 

como en la absoción intestinal de colesterol . Por tanto, en el la homeostasis de 

colesterol están involucrados directamente los SREBPS y el LXR. De este modo,  una 

bajada de colesterol intracelular produce la estimulación de los SREBPs y cuando la 

concentración baja, se inhibe esta ruta y  se activa LXR, que inhibe la absorción de 

colesterol de la dieta, e induce el transporte del colesterol sobrante al hígado y su 

eliminainación en forma de  ácidos biliares (figura  A.27) 
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Figura A.27.  Papel de LXR y sus genes diana en la homeostasis de colesterol y la lipogénesis 

(TG, triglicéridos).   

Los LXR tienen además otras funciones extrahepáticas, como la regulación del 

metabolismo lipídico y de colesterol en macrófagos, fundamental en el desarrollo de la 

aterosclerosis 425. Además, los LXRs inhiben la expresión de citoquinas pro-

inflamatorias en macrófagos activos 426 y la expresión de MMPs en aorta 

ateroscleróticas 427 . De este modo, los LXR tienen un efecto antiaterogénico debido no 

solo a su papel en la homeostasis de colesterol, sino que también inhiben la producción 

de mediadores inflamatorios en la pared arterial. 
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Figura A.29. La ruta de señalizacion de LXR esta implicada en la regulación del metabolismo 

lipídico y el flujo de colesterol, y la represión de genes proinflamatorios en macrófagos. 

Modificado de Freeman, M.W.  & More, K.J. 2003 428  

Además, PPARγ regula la expresión de LXR, en cuyo promotor existen 

secuencias específicas de unión para este factor de transcripción 429, 430. De este modo, 

una activación de PPARγ desencadena un incremento de la expresión de los LXR, lo 

que produce un efecto sinérgico entre ambas rutas en la activación de los 

transportadores ABC. Así, LXR debe de ser un importante mediador en las rutas 

antiaterogénias.  
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A.8.- Estrategias terapeúticas destinadas al tratamiento de la 
aterosclerosis. 
 

 Debido a la complejidad y los numerosos procesos que intervienen en la 

patología aterosclerótica, se han desarrollado un gran número estrategias 

farmacológicas destinadas a su tratamiento. Éstas se podrían dividir en dos grandes 

líneas, la reducción del proceso agudo mediante terapia antitrombótica y la prevención 

del proceso aterosclerótico mediante la reducción de los factores de riesgo. A 

continuación se explican algunos de los grupos farmacológicos y las rutas metabólicas 

sobre las que actúan, teniendo en cuenta su importancia en esta tesis doctoral. 

 

 

A.8.1.- Inhibidores de la HMG-coA reductasa, estatinas 
 

 Múltiples estudios angiográficos y clínicos han demostrado que el uso de 

fármacos hipolipemiantes (estatinas, fibratos, ácido nicotínico, etc.,) inhiben la 

progresión de la aterosclerosis, reducen los infartos de miocardio y los eventos 

coronarios. De entre estos fármacos las estatinas han demostrado ser fármacos 

seguros, fáciles de usar y se han convertido en los más recetados para disminuir el 

colesterol plasmático y con ello favorecer la estabilización y regresión de la placa 

aterosclerótica. Estos compuestos inhiben la actividad de la HMG-CoA reductasa y han 

revolucionado el tratamiento de la hipercolesterolemia. Son los fármacos más 

eficientes y más utilizados para reducir los niveles de colesterol en plasma. Las 

estatinas fueron descritas por primera vez en 1976 por Endo y Kuroda 431. Estos 

autores detectaron la presencia de compuestos activos procedentes de Penicillum 

citrinum que inhibían la HMG-CoA reductasa. El primer compuesto identificado fue la 

mevastatina 432. Desde su descubrimiento, la investigación farmacéutica ha 



Antecedentes 

 

103 

evolucionado produciendo diferentes compuestos: mevastatina, lovastatina (producto 

natural), simvastatina (derivado semisintético de la lovastatina), pravastatina 

(bioderivado de la mevastatina), fluvastatina, atorvastatina, cerivastatina y 

rosuvastatina (todas de origen sintético) (figura A.30). 

 

 

Figura  A.30. Inhibidores de la HMG-CoA reductasa (estatinas) que se emplean actualmente en 

la clínica. La lovastatina, simvastatina y pravastatina se obtienen de la fermentación de cultivos 

de hongos, y la fluvastatina, atorvastatina y cerivastatina son sintéticas. La lovastatina, 

simvastatina y pravastatina se obtienen de la fermentación de cultivos de hongos, y la 

fluvastatina, atorvastatina y cerivastatina son sintéticas.  
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 Respecto a la actividad de cada una de las estatinas, según estudios de 

inhibición en varios tipos celulares, la pravastatina es la menos potente en lo que 

respecta a la inhibición de la HMG-CoA reductasa, pero es la que presenta mayor 

selectividad hepática. Las seis estatinas siguen el siguiente orden de magnitud en 

función de su actividad: cerivastatina > atorvastatina = fluvastatina = lovastatina = 

simvastatina >pravastatina 433, 434. 

Características Lovastatina Pravastatina Simvastatina Atorvastatina Fluvastatina 

Dosis máx 
(mg/dia) 

80 40 80 80 40 

% redución 
max LDL col 

40 34 47 60 24 

% reducción 
trig. en % 

16 24 18 29 10 

Aumento HDL 
en % 

8.6 12 12 6 8 

Vida media en 
plasma 

2 2.2 1.2 14 1.2 

Penerea SNC si no si no no 

Porcentaje de 
excreción 

renal 

10 20 13 2 <6 

Mecanismo de 
metabolismo 

hepático 

Citocromo 

P450 

Sulfatación Citocromo 

P450 

Citocromo 

P450 

Citocromo 

P450 

Tabla A.6. Características de algunas estatinas utilizadas en clínica. 

Estos compuestos son inhibidores competitivos de la HMG-CoA (Ki ≈ 0,5-10 

nM), actúan por interacción con dos zonas del centro activo del enzima: la región de 

unión del hidroximetilglutarilo y un bolsillo hidrófobo al que se unen los anillos 

aromáticos o hidrófobos. La forma farmacológicamente activa de las estatinas es la 
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hidroxiácida y no lactónica, ya que ésta mimetiza la estructura de transición en la 

reducción de HMG-CoA por HMG-CoA reductasa, es lo que se denomina un análogo del 

estado de transición 435. Por lo tanto, la atorvastatina y la pravastatina se administran 

en forma hidroxiácida activa, mientras que la simvastatina y la lovastatina requieren la 

metabolización del anillo lactónico al hidroxiácido.   

 Múltiples estudios angiográficos y clínicos han demostrado que el uso de estos 

fármacos hipolipemiantes inhibe la progresión de la aterosclerosis, reduce los infartos 

de miocardio y los eventos coronarios. Así, el uso de sinvastatina en el estudio 4S 436  y 

pravastatina en los estudio CARE 437, LIPID 438 y WOSCOPS 439, demostraron que estas 

estatinas diminuyen el colesterol y a la vez proporcionan un beneficio terapéutico 

tanto en prevención secundaria (4S y CARE) como primaria (WOSCOPS). En el ensayo 

4S una dosis media diaria de 27 mg de simvastatina indujo un descenso del 35% de los 

niveles de colesterol LDL y una disminución del 34% de las muertes por causa 

cardiovascular y en el número de infartos definidos. El estudio WOSCOPS fue el 

primero en evaluar los beneficios de la reducción de los niveles de colesterol con un 

inhibidor de la HMG-CoA reductasa en prevención primaria. En el grupo de pacientes 

al que se administró una dosis de 40 mg/día de pravastatina se observó una reducción 

del número de infartos de miocardio y de muertes por enfermedad cardiovascular 

(31%). Sin embargo, el beneficio terapéutico que se observa se produce antes de que  

pueda haberse producido regresión de la placa aterosclerótica. Así, el estudio MAAS 

halló que se producía un efecto significativo en la mejora de la morfología arterial sólo 

tras 4 años de tratamiento con estatinas 440. Por otro lado, fueron necesarios 9 años en 

el estudio POSCH para obtener beneficio clínico mediante una intervención que 

reducía únicamente el colesterol plasmático a una concentración similar a la de las 

estatinas 441. Los beneficios clínicos del estudio 4S empezaron a observarse a partir de 

los dos años 436 , mientras que en estudio HPS 442 el tratamiento con simvastatina 

produjo beneficios en pacientes de elevado riesgo cardiovascular, de manera 

independiente a las concentraciones de colesterol plasmático. En los estudios MIRACL 
443  y ASCOT 444 la atorvastatina redujo los eventos isquémicos antes de finalizar el 
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primer año de tratamiento, periodo de tiempo insuficiente para obtener cambios 

significativos en las lesiones vasculares. Estos hechos hacen suponer que el efecto 

beneficioso de las estatinas provenga de actividades colaterales a nivel de la célula 

periférica, este tipo de efectos se denominan efectos pleiotrópicos. Por lo tanto, existe 

una serie de factores que participan directamente en el proceso aterosclerótico que 

pueden verse afectados por el tratamiento con los inhibidores de la HMG-CoA 

reductasa. Es por ello que hay un gran interés en su investigación con el fin de 

determinar aquellos efectos diferenciales que provienen de cada uno de ellos. En este 

sentido, tal como se ha mencionado previamente, los metabolitos del mevalonato 

participan en muchas funciones celulares, por lo que su inhibición mediante estatinas 

puede motivar la alteración de otras actividades además de la reducción de los niveles 

de colesterol. A nivel cardiovascular se ha descrito que las estatinas tienen los 

siguientes efectos:  

 Pared arterial: mediante su acción hipolipemiante, las estatinas inducen una 

modesta regresión del tamaño de la lesión y significativos cambios en su 

composición que hacen la lesión más estable 445, 446. Estos cambios de 

composición se basan en la reducción de la acumulación de lípidos, macrófagos 

y de su producción de MMP y TF 447. Las estatinas inhiben la expresión de MMP 

y TF mediante mecanismos dependientes e independientes de la reducción del 

colesterol 446-448. Las estatinas también inhiben la proliferación de las SMC 449-

451, lo cual frena la progresión de la lesión. Este mecanismo es independiente de 

los niveles de colesterol y se produce mediante la inhibición de la 

isoprenalización de Rho, el cual es el mediador de la inducción de la 

proliferación de SMC a través de PDGF 452. Estudios recientes sugieren 

propiedades antiinflamatorias de estos compuestos, ya que reducen el 

contenido de células inflamatorias en la placa aterosclerótica 453. Se ha descrito 

que las estatinas inhiben la activación del factor de transcripción NF-κB, factor 

implicado en la transcripción de diferentes mediadores de la inflamación, ya 

que impiden la isoprenalización necesaria para su activación 454, 455. 
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Finalmente, se ha descrito que las estatinas mejoran la disfunción endotelial, ya 

que reducen el estrés oxidativo 456 y aumentan la producción de NO a través de 

la inducción de eNOS y la estabilización de su RNA mensajero (mRNA) 457, 458. El 

mecanismo mediante el cual inducen eNOS también es independiente de su 

acción hipolipemiante y se produce a través de la inhibición de Rho 459.  

 Trombosis: la hipercolesterolemia aumenta la reactividad plaquetar in vivo 460 e in 

vitro 461, y se ha sugerido que la disminución de los niveles de lípidos por medios 

farmacológicos reduce la reactividad plaquetar. Varios estudios mostraron una 

menor deposición plaquetaria en modelos de trombosis ex vivo con varias  

estatinas 462-466.      Los mecanismos sugeridos se basan en la reducción de la 

producción de TXA2 467  y la modificación del contenido en colesterol de la 

membrana plaquetaria 468, 469. También se han descrito efectos sobre los factores 

de coagulación. Las estatinas inhiben el factor tisular en macrófagos 447, lo que 

implica una reducción de la trombogenicidad de la pared vascular. Hay estudios 

que demuestran una reducción de la producción de trombina y de varios factores 

de coagulación en pacientes hipercolesterolémicos tratados con estatinas, en los 

que se redujo la coagulación sanguínea 470, 471. Se han obtenido reducciones de los 

niveles de PAI-1 con estatinas y otros hipolipemiantes, potenciándose así la 

fibrinólisis. El efecto sobre el fibrinógeno es contradictorio, ya que se han descrito 

reducciones e incrementos 445. 

A.8.2.- Tetraciclinas 

 Las tetraciclinas son antibióticos de amplio espectro, derivados de la 

naftacenocarboxamida policíclica. Actuan inhibiendo la síntesis protéica al unirse a la 

subunidad 16S del Ribosoma y no permitir la union del RNA de transferencia (tRNA) a 

este. El papel potencial de los agentes infecciosos comunes en la patogénesis y la 

progresión de la aterosclerosis, ha sido estudiado en numerosos artículos en la última 

década 472. Entre ellos,  la Chlamydia pneumoniae se ha asociado con la enfermedad, ya 

que se ha visto que se encuentra en una proporción mucho mayor en las placas 
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ateroscleróticas (70% de las muestras) comparada con el tejido no aterosclerótico 

(4%). La Chlamydia pneumoniae llega a los tejidos a través de una infección 

respiratoria, de modo que coloniza los macrófagos alveolares y con ello llegan a la 

sangre dañando los vasos y diseminándose a otros tejidos. El papel anti aterosclerótico 

de las tetraciclinas se achacaba a la eliminación de estos patógenos. No obstante, las 

tetraciclinas tienen otras propiedades que no son inherentes a su actividad bactericida 

y que se han visto asociadas a la aterosclerosis 473. Así, inhiben la actividad de las 

MMPs por lo que se usan como fámacos en enfermedades en las que se produce 

destrucción de tejido, como las enfermedades peridontales 474  y la artritis 475, y se han 

visto que inhiben la degradación de la matriz en la formación de aneurismas aórticos 

abdominales 476, 477. Además, las terraciclinas inhiben la proliferación y   la migración 

celular 478, 479, así como la síntesis de ECM y la hiperplasia de la intima 480, 481. La 

inhibicón de estos factores se ha achacado a la capacidad quelante de iones divalentes 

de las tetraciclinas 473, no obstante esto solo explica la inhibición, en parte, de la 

actividad de las MMPs al secuestrar el ZN2+ necesario para su función. Estudios 

recientes han demostrado que las tetraciclinas inhiben las rutas de señalización de las 

MAPKs kinasas y de la PI3K 479, 482 dos de las rutas de señalización más importantes en 

el desarrollo de la aterosclerosis y que podrían explicar el mecanismo de acción de las 

tetraciclinas en estos procesos. El mecanismo de acción de estos compuestos en la 

aterosclerosis no está bien caracterizado y es uno de los objetivos de esta tesis 

doctoral. 
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Figura A.31. Estructura de la doxiciclina. 

 

A.8.3.- Acidos grasos poli-insaturados (AGPI) 

 Existen dos familias de AGPI: la familia n-6 y la familia n-3. La familia de AGPI 

n-6 deriva del ácido linoleico, con dos dobles enlaces, y se caracteriza por tener su 

primer doble enlace en el carbono número 6 de la cadena, contado desde el metilo del 

extremo de la misma. La familia de AGPI n-3 deriva del ácido α-linolénico (ALA), con 

tres dobles enlaces, cuyos ácidos grasos tienen su primer doble enlace en carbono 

número 3 de la cadena (figura A.32). 
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Figura A.32. Estrutura química del ALA, ácido eicosapentaenoico (EPA) y ácido docasa 

hesahesaenoico (DHA). 

Tanto el linoleico como el ALA son ácidos grasos esenciales, ya que no pueden 

ser sintetizados por el organismo y, por tanto , deben ser aportados en la dieta 483 . Los 

diferentes números y posiciones de los dobles enlaces de la cadena confieren a los 

ácidos grasos diferentes propiedades fisiológicas derivadas de su metabolismo, lo que 

hace que la relación entre los ácidos grasos n-3 y n-6 de la dieta sea muy importante. El 

ácido linoleico se metaboliza a ácido araquidónico y el α-linolénico da lugar al ácido 

eicosapentaenoico (EPA) y al ácido docosahexaenoico (DHA). Todos ellos emplean las 

mismas rutas metabólicas y compiten por las mismas enzimas elongasas y 

desaturasas. Además de ser una fuente de energía, las familias de AGPI n-6 y n-3 se 

incorporan a las membranas de las células, donde son precursores de los eicosanoides 

(prostaglandinas, prostaciclinas, TX y leucotrienos), que intervienen en numerosos 

procesos fisiológicos tales como la coagulación de la sangre o la respuesta inflamatoria 

e inmunológica. En general, los eicosanoides sintetizados a partir de la familia de AGPI 

n-3 son menos activos (por ejemplo, tienen menor actividad antiinflamatoria) que los 

eicosanoides derivados de la familia n-6. Al aumentar el consumo de AGPI n-3 en la 

dieta, también puede incrementarse la producción de eicosanoides de estas formas 

menos activas. El consumo de ácidos grasos n-6 y n-3 determina los tipos y cantidades 

de eicosanoides en el organismo, lo cual influye potencialmente en todos los procesos 
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en los que intervienen. (figura A.33). 

 

Figura A.33. Biosíntesis de los ácidos grasos poliinsaturados (PG, prostaglandina; TX, 

tromboxanos; LT, leucotrieno). 

 Diversos estudios epidemiológicos han determinado que un consumo discreto 

de pescado se asocia a una clara reducción en el riesgo de mortalidad de causa 

cardiovascular en diversas poblaciones no mediterráneas 484-486. Sin embargo, el 

consumo de pescado no protege contra la enfermedad coronaria en aquellas 

poblaciones en que el consumo de grasas saturadas es elevado 487.  
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 Aunque aún no está claro, el mecanismo exacto mediante el cual los ácidos 

grasos n-3 ejercen su efecto protector, se han propuesto varios mecanismos posibles. 

Entre ellos se ha descrito la capacidad que tienen los ácidos grasos n-3 para influenciar 

la coagulación sanguínea y la trombosis, el perfil de los lípidos plasmáticos, en la 

inflamación y la presión sanguínea. 

  Los efectos ateroprotectores derivados de la ingesta de AGPI n-3 provienen 

principalmente de su incorporación a los fosfolípidos de las membranas de las células, 

sustituyendo parcialmente el ácido araquidónico como sustrato inicial para la 

producción de eicosanoides 488. Cuando las células vasculares sufren algún tipo de 

daño, se desencadena el proceso de agregación plaquetaria. Los intermediarios 

derivados del metabolismo de los AGPI n-3 son menos protrombóticos y 

vasoconstrictores que los derivados procedentes del araquidónico (n-6). El contenido 

en ácidos grasos de las plaquetas origina la producción de tromboxano A2 a partir de 

la familia n-6, o de TXA3 a partir de la familia n-3. Este último posee un efecto 

proagregante menor que el TXA2, reduciendo, por tanto, la agregación plaquetaria y la 

trombosis 489.  

 El efecto más conocido derivado del consumo de ácidos grasos n-3 es el 

hipolipemiante 490, en concreto el efecto reductor sobre los triglicéridos del plasma. 

Los triglicéridos elevados son un factor de riesgo aterosclerótico, especialmente en 

individuos con valores reducidos de colesterol HDL. Otros estudios también han 

demostrado que el consumo de cantidades considerables de pescado o de aceites de 

pescado como tal, o administrado en cápsulas, puede disminuir los niveles de 

triglicéridos en sujetos sanos e hiperlipémicos 491-493. Con respecto a los efectos de los 

AGPI n-3 sobre el colesterol sanguíneo, en la mayoría de los estudios llevados a cabo 

hasta ahora no se han encontrado efectos significativos sobre el colesterol total 494, 495. 

En cambio, los aceites de pescado suelen producir un aumento en el colesterol HDL de 

un 10%, aunque éste depende del alimento y de las cantidades de n-3 ingeridas 488. 
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 Los acidos grasos n-3 de cadena larga  tienen un efecto antiimflamatorio muy 

importante, disminuyendo  significativamente la expresión de las moléculas de 

adhesión intracelulares, de factores de crecimiento y citoquinas proinflamtorias 496, 497. 

La adhesión de los leucocitos circulantes al endotelio vascular y la posterior 

infiltración de estas células en la pared vascular están reguladas por diferentes 

proteínas de adhesión expresadas tanto en los leucocitos como en el endotelio. Una 

reducción en la expresión de estas moléculas de adhesión disminuiría 

significativamente la infiltración de monocitos/macrófagos. Estudios in vitro han 

demostrado que el DHA reduce la expresión de la molécula ICAM-1, la VCAM-1 y la 

molécula de adhesión de células endoteliales-1 (ELAM-1/E-selectina) en la superficie 

de las CE 498. Este efecto se ha asociado con una reducción en la adhesión de monocitos 

a las CE activadas 498. La menor infiltración de células inflamatorias en la placa de 

ateroma se ha correlacionado con una mayor estabilidad de ésta. En este sentido, se ha 

demostrado que los ácidos grasos de cadena larga n-3 pueden estabilizar la placa de 

ateroma reduciendo la infiltración de células inflamatorias e inmunitarias en ella y/o 

mediante la reducción de la actividad de estas células una vez que se han infiltrado en 

la placa. En esta misma línea, se ha observado que los ácidos grasos de cadena larga n-

3 se incorporan a la placa de ateroma tras la administración de aceite de pescado  y 

que esta incorporación se asocia con cambios estructurales que incrementan la 

estabilidad de la placa 499. Como ya hemos señalado, los PUFA omega-3 afectan al 

número de leucocitos contenido en la placa al reducir la expresión de moléculas de 

adhesión en ellas; sin embargo, también pueden afectar directamente a la expresión de 

moléculas de adhesión en los propios leucocitos. Así, la administración de aceite de 

pescado en ratas redujo la expresión de ICAM-1 en sus linfocitos. Efectos similares se 

han observado en macrófagos de ratón y en linfocitos humanos 500, 501. Sin embargo, 

también hay resultados contradictorios en cuanto a la disminución de proteínas de 

adhesión inducidas por los ácidos grasos omega-3. De este modo, algunos estudios  a 

pesar de observar una reducción en el contenido de leucocitos en la placa de ateroma, 

no encontraron una reducción de ICAM-1 o VCAM-1 en las placas de sujetos a los que 
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se administró aceite de pescado 502. Esto  apoya la idea de que la reducción en la 

expresión de estas moléculas de adhesión no sea probablemente el único mecanismo 

por el que el consumo de aceite de pescado reduce la infiltración de células 

proinflamatorias en la placa de ateroma. 

 Otro mecanismo por el que las células circulantes proinflamatorias pueden 

introducirse en la placa de ateroma es la acción de agentes quimiostáticos. Estas 

moléculas, como el RANTES, el PF4 o el leucotrieno B4, atraen a monocitos y 

macrófagos a sitios específicos, en este caso a la placa de ateroma. La dieta enriquecida 

con ácidos grasos n-3 reduce la producción de leucotrieno B4 503, 504 y MCP-1 501. De un 

modo similar, se ha visto que la incubación de CE humanas con ácidos grasos n-3 

(DHA) reduce la adhesión de monocitos al endotelio en cultivo y disminuye la 

formación de PAF por el propio endotelio 505. Esta molécula es un fosfolípido que 

interviene en la adhesión de los leucocitos a la pared vascular y también posee efecto 

quimiotáctico. El PAF, una vez sintetizado, permanece adherido a la pared del vaso a 

través de su parte hidrofóbica y la unión del PAF contenida en la superficie endotelial 

con su receptor expresado en la superficie de los leucocitos contribuye a la adhesión 

de éstos a la pared vascular 506. Además, AGPI inhibe la producción de PDGF 507 cuyo 

papel en la aterosclerosis ya hemos comentado con anterioridad.  

 La apoptosis, además de la necrosis, puede ser un mecanismo de modulación 

de las células constituyentes de la placa de ateroma, en concreto del número de 

leucocitos que la constituyen. En este sentido, se ha demostrado que tanto el EPA como 

el DHA aumentan la apoptosis de monocitos humanos y líneas celulares de monocitos 

en cultivo 508, 509. 

 Un punto que podría tener gran influencia en el efecto antiinflamatorio de los 

ácidos grasos n-3 es, probablemente, la propia estructura de estas moléculas. En este 

sentido, se ha demostrado que la actividad antiinflamatoria de los ácidos grasos n-3 

está directamente relacionada con la presencia o ausencia de dobles enlaces en su 
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molécula mejor que con el tipo de insaturación 510, e incluso se cree que podría haber 

receptores específicos de los ácidos grasos n-3 a través de cuya activación estas 

moléculas ejercerían el efecto antiinflamatorio. 

 Un hecho interesante, recientemente demostrado, es que los ácidos grasos n-3 

actúan como activadores de los PPAR-γ 395 . La activación de los PPAR-γ en los 

monocitos inhibe la producción de MMPs 511 que, como se expuso con anterioridad, 

tienen una  implicación directa en la inestabilidad de la placa, por lo que la acción de 

los ácidos grasos omega-3 sobre el PPAR-γ podría ser un mecanismo adicional por el 

que los PUFA n-3 mejoran la estabilidad de la placa. 

 La hipertensión es uno de los factores más importantes en el desarrollo de la 

aterosclerosis. Entre otros efectos, la hipertensión provoca la activación del endotelio 
512,  lo que a su vez origina la producción endotelial de moléculas de adhesión  y la 

infiltración de células sanguíneas a la pared vascular, contribuyendo al engrosamiento 

de la arteria y al desarrollo de la aterosclerosis. Los ácidos grasos n-3 pueden 

estimular la producción endotelial de NO 513, 514. Esta molécula provoca la relajación de 

las células del músculo liso permitiendo la dilatación de los vasos sanguíneos, que 

reduce a su vez la presión sanguínea y la activación endotelial. Se ha demostrado que 

sólo cantidades elevadas de aceites de pescado (un mínimo de 3 g/día) producen un 

descenso significativo, aunque moderado, de la presión sanguínea 515, 516. Sin embargo, 

para obtener estos efectos las cantidades de pescado que habría que consumir para 

obtener estas dosis efectivas son tan elevadas que en la práctica sólo se alcanzan 

mediante el consumo de suplementos o alimentos enriquecidos con AGPI n-3. 

 A pesar del aparente efecto beneficioso que los ácidos grasos n-3 pueden tener 

sobre la actividad plaquetaria y la reducción de la inflamación, los ácidos grasos n-3 

pueden aumentar el índice de insaturación debido a la incorporación de EPA y DHA en 

membranas y lipoproteínas, favoreciendo un aumento de la peroxidación lipídica 517.  
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 Quedan muchas preguntas sin respuesta sobre los mecanismos involucrados 

en el efecto antiaterogénico de los ácidos grasos n-3. Una de las preguntas más 

evidentes es cómo se promueve este efecto, ya que la mayoría de los estudios se ha 

limitado a detectar una serie de biomarcadores, sin profundizar en los mecanismos 

celulares y moleculares que producen estos efectos. Además, en los estudios de 

intervención en humanos estos efectos no se observan de forma consistente. 

Probablemente, el efecto antitrombótico y antiinflamatorio están afectados por 

muchos factores que justifican esta variabilidad en los resultados observados.  
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Estudios previos realizados en nuestro laboratorio, han dado lugar al 

desarrollo de un modelo celular de aterosclerosis temprana. Dicho modelo está basado 

en el estudio a nivel molecular de los cambios experimentados en las SMC arteriales 

tras una dieta rica en colesterol. El modelo implica la alimentación de un grupo de 

pollos con una dieta control (de los que se obtienen células SMC-C) y de otro grupo 

alimentados con una dieta enriquecida en colesterol (de los que se obtienen células 

SMC-Ch). Las células SMC-C y SMC-Ch se cultivan en las mismas condiciones, de forma 

que los cambios debidos al mantenimiento de las células en cultivo quedan obviados al 

comparar los resultados de los experimentos entre los obtenidos en cultivos SMC-C y 

en SMC-Ch. 

 

El objetivo global de la presente memoria de tesis doctoral fue investigar los 

cambios que produce una dieta rica en colesterol sobre la producción y remodelación 

de la ECM en el modelo celular SMC-C/SMC-Ch, así como el mecanismo por el cual se 

producen estos cambios. Además, pretendimos estudiar los efectos de la lovastatina, la 

doxiciclina y los PUFAs, cuyo afecto beneficioso en la aterosclerosis está ampliamente 

contrastado, sobre la producción y remodelación de la ECM en este modelo. A 

continuación se detalla cada uno de los objetivos: 

 

1.- Determinar el efecto que tiene un aporte de colesterol en la producción de 

proteínas que forman y remodelan la ECM, en las SMC de aorta. Así como 

estudiar el mecanismo por el cual se producen estos efectos a nivel de: 

a. las vías de isoprenilación de proteínas. 

b. la activación de proteínas G de membrana. 

c. los factores de transcripción implicados en la homeostasis de 

colesterol. 
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2.- Determinar el efecto de las estatinas sobre la producción de ECM en cultivos 

de SMC, estudiando el mecanismo por el cual se producen estos efectos a nivel 

de: 

a. las vías de isoprenilación de proteínas. 

b. la activación de proteínas G de membrana. 

c. los factores de transcripción implicados en la homeostasis de 

colesterol. 

 

3.- Determinar el efecto de la doxiciclina  sobre la producción de ECM en 

cultivos de SMC, estudiando el mecanismo por el cual se producen estos efectos 

a nivel de: 

a. las vías de isoprenilación de proteínas 

b. la activación de proteínas G de membrana 

c. los factores de transcripción implicados en la homeostasis de 

colesterol. 

 

4.- Determinar el efecto de la ácidos grasos poliinsaturados  sobre la 

producción de ECM en las SMC, estudiando el mecanismo por el cual se 

producen estos efectos a nivel de: 

a. las vías de isoprenilación de proteínas. 

b. la activación de proteínas G de membrana. 
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c. los factores de transcripción implicados en la homeostasis de 

colesterol. 
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B.1.- Animales y dietas 
 

Se utilizaron animales machos de la especie Gallus domesticus raza White 

Leghorn. Los animales se alimentaron ab libitum, desde su nacimiento con un pienso 

compuesto A.00 de Sanders, con la siguiente composición: 

Proteína bruta........................................................................... 20-25 % 

Grasa bruta............................................................................... 5 % 

Ceniza bruta............................................................................. 6 % 

Celulosa bruta.......................................................................... 4 % 

Almidón................................................................................... 38 % 

Calcio....................................................................................... 1 % 

Sodio........................................................................................ 0,7 % 

Lisina........................................................................................ 1,25 % 

Vitamina A............................................................................... 100000 UI / Kg 

Vitamina D3.............................................................................. 2000 UI / Kg 

Vitamina E................................................................................ 20 mg / Kg 

 

Se hicieron dos grupos de pollos, uno alimentado con dieta control, y otro con 

dieta control suplementada con un 5 % de colesterol. 

Las SMC utilizadas en los cultivos se extrajeron de las aortas de dichos 

animales a los diez días del nacimiento. 
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B.2.- Cultivos celulares  
 

Para todos los experimentos en los que fue posible  se trabajo con cultivos 

primarios de SMC procedentes de pollo. Para ciertas pruebas, la utilización de cultivos 

primarios de SMC hacía que los experimentos no fuesen viables, en cuyo caso se utilizo 

la línea celular de SMC A10 de rata.  Así por ejemplo, para obtener mutantes 

dominantes positivos y negativos de Rho-A y H-RAS, se requiere utilizar métodos de 

transfección que producen una muerte masiva en las células primarias y además, es 

necesario un gran intervalo de tiempo para la obtención de mutantes estables (1-2 

meses) lo que produce fuertes cambios debido a la senescencia celular en las SMC.  

Todo ello, no permitió la utilización de los cultivos primarios de SMC. 

 

B.2.1.- Obtención de cultivos primarios de células de músculo liso de aorta. 

 
Las SMC se obtuvieron a partir del arco aórtico de los pollo mediante el método 

de los explantes 518, con pequeñas modificaciones realizadas en nuestro laboratorio 60, 

519. Así, a los diez días del nacimiento los animales se sacrificaron mediante 

decapitación, e inmediatamente se extrajeron las aortas en condiciones de esterilidad 

y se colocaron en una placa de Petri con PBS (135 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10,2 mM 

Na2HPO4 y 1,7 mM KH2PO4 a pH 7,4) donde se abrieron y limpiaron de restos de 

sangre y tejido graso.  A continuación, las aortas se sometieron a un tratamiento con 

antibióticos y antimicóticos (Penicilina G 10.000 U/ml, estreptomicina sulfato 

10 mg/ml y 25 µg/ml anfotericina B, disuelto en PBS; A5955, Sigma, St. Louis, MO) 

durante 30 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente, se lavaron tres veces con 

PBS, se sometieron a una digestión con colagenasa (1 mg/ml en PBS, C0130 Sigma) 

durante 20 minutos a 37 ºC.  Después se lavaron nuevamente con PBS, se cortaron en 

fragmentos de ≈ 1 mm2 y se distribuyeron sobre en las placas de cultivo, donde se 

dejaron 15 minutos para que los explantes se adhieran a la superficie de cultivo. Una 
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vez adheridos los explantes,  se añadió 4 ml de medio de cultivo [DMEM rico en 

glucosa (D5796, Sigma), con piruvato sódico 100mM y 20% de FBS) y se incubaron en 

una estufa de cultivo a 95% de humedad, 37 ºC y con una atmósfera de 5% de CO2. 

A las 24 horas de incubación aparecen las primeras células de músculo liso 

procedentes de los explantes, que migran y proliferan rápidamente y alcanzan la 

confluencia en las 96-120 horas posteriores.  

Las células procedentes de la aorta de pollos alimentados con dieta control las 

nombramos como SMC-C y las procedentes de la aorta de pollos con dieta 

suplementada con colesterol, SMC-Ch. 

 

B.2.2.- Línea celular de A10 de rata. 
 

La línea celular A10 (ATCC número CRL-1476) deriva de aortas de embriones 

BDIX de rata 83 y se ha usado ampliamente como modelo  celular de SMC. La 

designación de esta línea celular se basa en su origen anatómico, sus características 

electrofisiológicas y estructurales, a la presencia de creatina posfoquinasa y 

mioquinasa 84, y la ausencia de citoqueratina y proteínas especificas de neuronas 520.  

Estas células expresan además α-actina, SM22α, calpoína de músculo liso y viementina, 

que son específicas de las SMC in vivo. Las células SMC A10 presentan un fenotipo 

similar a las SMC desdiferenciadas (sintéticas) lo que se evidencia por su forma 

epiteloide, la ausencia de expresión de receptores funcionales de PDGF-α y de PDG-ß, y 

la expresión de miosina no muscular en lugar de la cadena pesada de miosina propia 

de músculo liso 521. Estos hechos hacen que esta línea celular sea idónea para nuestros 

experimentos. 
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Las células se obtuvieron de la ATCC (American Type Culture Collection) a 

través del Centro de Instrumentación Científica de la Universidad de Granada. Todos 

los experimentos se realizaron entre los 5-10 pases tras su recepción.  

 

B.2.3.- Mantenimiento de los cultivos de células de músculo liso 
 

Tanto los cultivos primarios de SCM-C y SMC-Ch procedentes de los distintos 

grupos de animales, como los cultivos de la línea celular A10, se mantuvieron en placas 

de 60mm con 4 ml de medio de cultivo (DMEM, piruvato sódico 100mM y 10% FBS) 

cambiándose este antes de que su color se tornara amarillento (24-72 horas, 

dependiendo de la confluencia y edad del cultivo). 

 

Cuando las células del cultivo alcanzaron una confluencia del 80-90 %, se 

despegaron mediante tripsinización (0,02 % de EDTA y 0,05 % de tripsina en PBS) y se 

sembraron diluidas en nuevas placas.  Aproximadamente una hora más tarde, las 

células viables se adhirieron a la superficie de la nueva placa, quedando las células 

muertas en suspensión, se eliminó la mezcla de medio de cultivo+tripsina, y se añadió 

4 ml de medio de cultivo fresco. 

 

Cada tripsinización o pase se realizó con una frecuencia que dependía de la 

capacidad proliferativa del cultivo.  Todas las células utilizadas en los experimentos  se 

encontraban entre el tercer y el cuarto pase.  
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B.3. - Tratamientos in vitro 
 

Todos los tratamientos in vitro se llevaron a cabo en cultivos de SMC al 90% de 

confluencia, momento en el cual observamos que la síntesis de ECMen las SMC 

empezaba a ser evidente.  Los tratamientos consistieron en la incubación de los 

distintos compuestos en el medio de cultivo durante 48h. 

Lovastatina  (M2147, Sigma): Es un inhibidor específico de la HMG-CoA 

reductasa,  ampliamente utilizado como fármaco hipolipemiante y en la prevención de 

eventos cardiovasculares. Este compuesto se diluyó en etanol absoluto (solución 

madre) y esta se diluyó en el medio de cultivo hasta obtener una concentración final de 

5mM,  concentración a la cual este fármaco no presenta ningún tipo de toxicidad en 

cultivos primarios de SMC procedentes de distintas especies y sus efectos sobre la 

proliferación celular son mínimos 522.  La concentración final de etanol en el medio de 

cultivo nunca excedió el 0,8%, concentración a la cual el cultivo no se ve afectado. 

 

Mevalonato: Este metabolito intermediario de la síntesis de colesterol e 

isoprenoides, es el producto directo de la reacción catalizada por la HMG-Co A 

reductasa. Este compuesto se obtuvo mediante la hidrólisis básica de su forma 

lactónica (mevalonolactona, M4667 Sigma) con NaOH 1M durante 1h a 37ºC, tras lo 

que se neutralizó con clorhídrico 1M y hepes 100µM a PH 7.4.  El mevalonato se añadió 

al medio de cultivo para los tratamientos a una concentración final de 100 µM. 
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Geranilgeranil pirofosfato (GGPP, G6025 Sigma): Este compuesto es el producto 

obtenido en la reacción catalizada por la geranilgeranil pirofosfato sintetasa (también 

llamada transpreniltransferasa) y es el sustrato de la geranilgeranil transferasa, 

isoprenil transferasa encargada de la geranilgeranilación de proteínas. Para los 

experimentos se añadió directamente al medio a una concentración final de 10 µM.  

 

Doxiciclina (D9891, Sigma): este antibiótico derivado de la oxitetraciclina, es un 

potente inhibidor de MMPs e inhibe la sínteis de ECMen osteocitos. Para los 

esperimentos se diluyó en medio de cultivo a una concentración de 10µg/ml (20 nM), 

concentración a la cual se ha demostrado que no causa ningún tipo de toxicidad ni 

variación en la proliferación de las SMC primarias en cultivo 523. 

Manumicina A (M6418, Sigma): este antibiótico es un potente inhibidor 

específico de la farnesiltransferasa (FTase, IC50 = 5 µM) comparado en su efecto con la 

geranilgeraniltransferasa (GGTase, IC50 = 180 µM). Este producto se diluyó 

directamente en el medio de cultivo a una concentración final de 10 µM. Esta 

concentración es similar a la empleada en otros estudios con cultivos primarios de 

SMC 524.  

GGTI-298 (G5169, Sigma): este compuesto es un inhibidor específico de la 

geranilgeraniltransferasa permeable para la célula. Además, no presenta ningún efecto 

sobre la activación de H-Ras a concentraciones inferiores de 15 µM 525, 526.  Se añadió 

directamente al medio de cultivo a una concentración final de 10 µM, concentración a 

la cual no presenta ningún tipo de efecto citotóxico ni afecta a la proliferación de las 

SMC 527. 

 

Colesterol:metil-β-ciclodextrina (C4951, Sigma):  este compuesto es un 

complejo de metil-β-ciclodextrina  con colesterol, el cual es soluble en agua a 
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200mg/ml y contiene 40mg de colesterol por gramo de compuesto sólido, que libera a 

la célula produciendo un fuerte incremento del contenido de colesterol intracelular 

(tanto total como esterificado) 90. Además, no tiene ninguna toxicidad sobre las SMC a 

concentraciones inferiores de 20 µg/ml 90. Para nuestros experimentos se diluyó en el 

medio de cultivo a una concentración final de 10 µg/ml. 

 

Ácido ecosapentaenoico (EPA, E2011 Sigma): este compuesto es un ácido 

polinsaturado de cadena larga ω-3, derivado ácido α-linoleico. Para su uso se complejo 

con BSA en una proporción molar aproximado de 1:3 (EPA:BSA). Para ello se 

añadieron 3 mg de EPA y 50 mg de BSA a cada 200 ml de medio de cultivo y se calentó 

durante 3h a 37 °C. La concentración final obtenida y que se uso para los distintos 

experimentos fue de 50µM. 

 

Ácido dodecahexanoico (DHA, D2534 Sigma): este compuesto, al igual que el 

anterior, es un ácido polinsaturado de cadena larga ω-3 derivado ácido α-linoleico, y se 

usó a la misma concentración y proporción molar que el anterior, para lo cual se 

añadieron 2,75mg de DHA y 50mg de BSA a 200ml de medio de cultivo y se calentó 

durante 3h a 37 °C. 

Ácido araquidónico (AA, A3555 Sigma): el ácido araquidónico (ácido 

eicosatetraenoico) es ácido polinsaturado de cadena larga ω-6, derivado ácido 

linoleico. Para los distintos experimentos se utilizo complejado con BSA en una 

proporción molar 1:4 (AA:BSA) y una concentración final 50 µM. Para ello se 

añadieron 3mg de AA y 50mg de BSA a 200ml de medio de cultivo y se incubó durante 

3h a 37°C.   
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B.4.- Cuantificación de la síntesis de colágeno: Incorporación de 
[H3]-prolina 
 

La cantidad de colágeno sintetizado por las SMC se determinó mediante el 

método de Peterkofsky 528. Para ello se sembraron las SMC-C y SMC-Ch a la misma 

densidad celular en placas de 6 pocillos y, cuando estas llegaron al 90% de confluencia, 

se añadió a cada pocillo 1ml de medio de cultivo (DMEM rico en glucosa suplementado 

con priruvato sódico 100mM, ácido ascórbico 50µg/ml y 10% de FBS) que contenía 1 

µCi de L-[5-H3]-prolina (26 Ci/mmol) (Amersham, Backinghamshire, Reino Unido. 

Tras 48h de incubación, se retiró el medio de cultivo, se lavó la monocapa celular tres 

veces con PBS y se lisaron las células con 0,5 ml de NaOH 0,5M durante 1h. Después se 

recogió la solución resultante, que se neutralizó con el mismo volumen de HCl 0,5M.  

De esta solución, 50µl se utilizaron para medir proteínas totales mediante el método 

de Bradford  529.  A los 250 µl restantes se le añadió 1 volumen de TCA al 10%.  

Después, se centrifugó a 13000 g durante 15min a 4°C. El precipitado resultante se 

disolvió en 100µl de NaOH 0,2M, y seguidamente que se neutralizó con HCl 1M. La 

disolución obtenida se incubó con tampón de colagenasa (Tris-HCl, pH 7,6 20 mM y 

CaCl2 250mM de concentración final) y 10 unidades de colagenasa (Sigma) a 37°C 

durante toda la noche. Después, se añadieron 150 µl de TCA al 10% y se centrifugó a 

13000 g durante 15min a 4°C. El sobrenadante resultante se añadió a 4ml de líquido de 

centelleo (Cocktail Biogreen 3 for liquid scintillation, Scharlau) y se midió la 

radioactividad en un contador de centelleo líquido LS 600 TA (Beckman Instruments). 

 

B.5.- Inmunofluorescencia indirecta 
 

Los  distintos tipos de SMC (SMC-C, SMC-Ch y A10) utilizadas en estos 

experimentos se sembraron en portas escavados (null) y se tiñeron según el método 

descrito por Pickering et al. 530. Cuarenta y ocho horas después de alcanzada la 
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confluencia, se retiró el medio de cultivo, se lavó tres veces con PBS y se fijaron las 

células con acetona fría durante 10min.  Después, se bloqueó con PBS suplementado 

con FBS al 10% durante toda la noche a 4°C.  Una vez hecho el bloqueo, las 

preparaciones se incubaron durante toda la noche a 4°C con los siguiente anticuerpos 

primarios: anti-colágeno tipo I (SC 5972, Santa Cruz Biotechnology, Inc.), anti-colágeno 

tipo III (3b2, DSHB) y anti-fibronectina (B3/D6, DSHB). La dilución de los anticuerpos 

varió dependiendo de las necesidades del experimento. De este modo, se usó una 

dilución 1/250 en aquellos casos en los que la concentración de la proteína en estudio 

era baja (y por tanto baja también la señal obtenida), y una dilución 1/1000 en los 

casos en los que había una alta concentración de ésta. La unión del anticuerpo 

primario a su antígeno se detectó con un anticuerpo secundario anti-IgG  de ratón 

conjugado con fluoresceína (Sigma). Para todos los experimentos se utilizó una 

dilución 1/1000 de secundario y se incubó 1h a temperatura ambiente.  Las 

preparaciones se cubrieron con una disolución de glicerol/PBS (9:1 vol/vol) que 

contenía  Hoechst 33258 (2,5 µg/mL, Sigma), lo que se utilizó para conservar la 

preparación y teñir los núcleos. Las imágenes se tomaron con una cámara CCD fría 

acoplada a un microscopio de epifluorescencia. 

 

B.6.- Extracción y cuantificación de RNA  
 

La extracción de RNA total, se realizó con TRIZOL (Gibco), según el método de 

aislamiento de RNA en un solo paso desarrollado por Chomczynski, el cual utiliza la 

mezcla de isotiocianato de guanidina: fenol 531.  El Trizol produce la ruptura de las 

células al disolver lípidos y precipitar proteínas preservando la integridad del RNA.  La 

adición de cloroformo seguida de una centrifugación permite separar una fase acuosa 

y otra orgánica. El RNA permanece en la fase acuosa, el cual es precipitado con 

isopropanol. Para la extracción de RNA se usaron unas 6x106 células que se lisaron en 

la misma placa y se procedió a la extracción como se ha descrito. El RNA se cuantificó 
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midiendo la absorbancia a 260 nm y suponiendo un coeficiente de extinción molar de 

0,022 µg / mL. La pureza de la muestra se estimó por la relación A260/A280.  

Considerando que una solución pura de RNA tiene una relación A260/A280 de 2 ± 

0,05 (315). 

 

B.6.1.- Electroforesis de RNA 
 

Para comprobar la integridad del RNA se realizó una separación mediante 

electroforesis desnaturalizante en gel de agarosa. Debido a las fuertes estructuras 

secundarias que poseen las moléculas de RNA, es necesario realizar una 

desnaturalización del RNA, para separar las moléculas únicamente por tamaño.  Antes 

de la electroforesis, el RNA se desnaturalizó añadiendo, a 10-15 µg de RNA, 10 µL de 

formamida y 2,5 µL de formaldehído al 37 % llevándolo a un volumen final de 20 µL y 

calentando a 55 °C durante 15 minutos. La electroforesis se realizó en un gel de 

agarosa al 1 % en tampón MOPS 0,5x con un 3,5 % de formaldehído. 

 

B.7.- Síntesis de cDNA 
 

La síntesis de cDNA se llevó a cabo mediante la retrotranscripción del mRNA.  

Se utilizó la retrotranscriptasa (RT) PowerScript (Clontech) en un volumen de 

reacción de 20 µL, según el método descrito por el fabricante.  En primer lugar se 

incubaron 2µg de RNA total con 500ng de Oligo(dT)12-18 como cebador (el cual 

hibrida con las poli-adeninas del mRNA) a 70°C (tª de hibridación) durante 10 

minutos.  Posteriormente se añadieron los reactivos para la retrotranscripción cuyas 

concentraciones fueron: 1x de tampón de reacción RT (Suministrado por Clontech), 

dNTPs (1mM), DTT (10mM) PowerScript-RT (0,125 U/µL).  La reacción se llevó a cabo 
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en un termociclador durante 90 minutos a 42°C, tras este tiempo la enzima se inactivó 

calentando la mezcla de reacción a 70°C durante 15 minutos. 

 

B.8.- Cuantificación del cDNA: PCR a tiempo-real 
 

La PCR a tiempo real se llevó a cabo utilizando el kit Fast SYBR® Green Master 

Mix (Roche) y el termociclador a tiempo real Chromo4 PCR Detection System (Biorad).  

La mezcla de reacción se preparó según las instrucciones del fabricante y se trabajo a 

un volumen final de 20 µL.  La concentración cDNA de trabajo para cada muestra se 

estimó de forma que el Ct (ciclo donde la fluorescencia empieza a ser superior a la 

basal) de cada uno de los genes estudiados estuviera comprendido entre los ciclos 20 y 

30.  El programa de amplificación con los tiempos y las temperaturas se exponen en la 

siguiente tabla: 

 

Programa: Preincubación  Ciclos:1 

Segmento Temperatura(°C) Tiempo (seg.) 

Desnaturalización 

(eliminación del anticuerpo 

de la Fast start) 

95 600 

Programa: Amplificación  Ciclos:40 

Segmento Temperatura(°C) Tiempo (seg.) 

1.- Desnaturalización 92 5 
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2.-Hibridación de cebadores 60 8 

3.-Elongación 72 20 

4.- Adquisición de fluorescencia 82 3 

 

Tabla B.1. Porgama de amplificación para PCR a tiempo real.  

Los cebadores usados son específicos para las secuencias de pollo. Las 

secuencias se muestran en la siguiente tabla: 

Gen Cebador sentido (5´-3´)  

 

Cebador anti-sentido(5´-3´) Tamaño 

amplicón 

gapdh TTCTACACACGGACACTTC CATCTTGGCTGGTTTCTC 109 

ppar CTTGACAGGAAAGACGACAG CACAGAGCGAAACTGACATC 163 

srebp-1 CGACAAGATCGTGGAGCTGAA CTTGAGGGACTTGCTCTTCTG 175 

lxr CACTCAACTCAGCACACAG AGACTTCATTTCCCAGCATC 169 

col2a1 GGACTTGGTGGAAACTTTGC GTTGCCTTGAAATCCCTGG 139 

mmp2 CAGGACAGATGGATACAGATGG AGGAAGATGAAGGGGAATACAC 140 

col3a1 ATCTGTGTGTGTGACTCTGG GTTTTGTAGGCTGTGGTGTTG 86 

fibronectina CTGTGTATGCTGTAACTGGTC TGCTGATGCTGTTGTCCTG 89 

 

Tabla B.2. Cebadores utilizados para PCR a tiempo Real.  
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Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa 

para comprobar el tamaño, la ausencia de contaminaciones y de dímeros de cebadores.  

La variación de expresión del RNA de cada gen se cuantificó de manera relativa. Este 

tipo de cuantificación se basa en calcular la variación de expresión que experimenta un 

gen problema bajo dos situaciones respecto a un gen de referencia (housekeeping), 

cuya expresión es invariable para esas condiciones, que en nuestro caso fue el gapdh.  

 

Para realizar las curvas de eficiencia de nuestro experimento de cuantificación 

se tomó 1 µL de cDNA de cada muestra y se realizaron las siguientes diluciones de esa 

mezcla: 2,5x10-1; 5x10-2; 1x10-2; 2x10-3; 4x10-4; 8x10-5. De este modo, el patrón 

utilizado para calcular las curvas de eficiencia es lo más parecido posible a cada una de 

las muestras.  Además, esto nos permitió calcular el rango de dilución a la cual 

debíamos de trabajar para que el Ct estuviera comprendido entre el 20 y el 30 para 

cada muestra. 

 La cuantificación relativa se realizó mediante el método de 2-∆∆Ct, dado que la 

eficiencia de amplificación calculadas para todos los fragmentos amplificados, eran 

comparables y compatibles con este método 532.  En este método se calcula la 

diferencia de expresión que experimenta un gen problema (por ejemplo col1a2) 

respecto a un gen de referencia (gapdh) bajo dos condiciones diferentes (controles vs  

tratamientos) mediante la siguiente fórmula: 

Variación de la expresión =2-∆∆Ct 

 

Donde  ∆∆Ct = (Ctmuestra – Ctcontrol)gen problema - (Ctmuestra – Ctcontrol)gen referencia  
Este método es una simplificación del descrito por Michael W. Pfaffl 533, en la 

que se supone que las eficiencias de amplificación para el gen problema son iguales a 
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2. Para la utilización de este método es necesario calcular las eficiencias de 

amplificación de cada gen mediante curvas de eficiencia y comprobar que las rectas de 

calibración son paralelas y su pendiente muy próxima a 2, como ocurrió para cada uno 

de nuestros genes.  

 

Con el fin de confirmar la precisión y reproducibilidad de los resultados, en 

cada una de las medidas de cada gen se introdujo una curva de eficiencia. Además, 

cada una de las muestras se midió por triplicado para cada gen. Los resultados de 

variación de expresión a nivel de mRNA obtenidos fueron la media de al menos 3 

experimentos diferentes.  

 

 

B.9.- Determinación de la actividad del promotor de col1a2.  
 

 Para poder determinar la actividad del promotor de gen col1a2, se 

transfectaron células SMC A10 de rata, con plásmidos recombinantes que contenían la 

secuencia del promotor proximal y  la secuencia promotor proximal junto con las 

secuencias reguladoras corriente arriba. 

B.9.1.- Plásmidos recombinantes 
Las células SMC A10 de rata se transfectaron con dos plásmidos cedidos por el 

Doctor George Bou-Gharios 534: 

 -378pLAC: esta construcción contiene la secuencia comprendida entre 

las posición +54 a la -378 del promotor proximal en un plásmido cuyo 

gen reportero es  LacZ (pβgal-Basic vector, Clontech).  
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 20.8/17.5LAC: esta construcción contiene, además de la secuencia 

anterior del promotor proximal, las secuencias reguladoras del gen 

comprendidas entre las posiciones -20,8kb y -17,5 kb  corriente arriba, 

que están contenidas en el mismo plásmido.  

 Además, las células se transfectaron al mismo tiempo con un vector de 

referencia, pGL3-Control Vector (Promega), que contiene la renilla luciferasa como gen 

reportero bajo el control del promotor y las secuencias reguladoras de SV40, y que se 

utilizó como control de transfección. 

 

B.9.2.- Tansfección y medida de la inducción del promotor mediante actividad 
luciferasa. 
 

Para este experimento se sembraron células de SMC A10 de rata en placas de 

24 pocillos a una densidad celular de 104 células por pocillo. Una vez llegadas a una 

confluencia del 90% se transfectaron con los plásmidos anteriormente descritos 

utilizando el kit TransFast Transfection Reagent (Promega) y siguiendo el protocolo de 

la casa comercial. Para la transfección se incubaron las células con 0,2 mL de medio sin 

suero ni antibióticos que contenía 1µg de DNA plasmídico (0,5 µg de DNA de plásmido 

con el promotor en estudio y 0,5 µg de DNA del vector de referencia) y 2 µg de 

liposomas, durante 1h a temperatura ambiente. Posteriormente se añadió 1ml de 

medio completo y se dejó incubando durante 48h. Una vez terminado este tiempo, se 

lisaron las células con 0,15 mL de un tampón de lisis (pasive lisis buffer, Promega) que 

no interfiere en la actividad renilla lucifersa, ni de luciferasa de luciérnaga.  Para medir 

el contenido de proteínas totales se utilizaron 50 µl de esta disolución. Una vez 

conocida la concentración de proteínas, se normalizó la concentración de todas las 

muestras con tampón de lisis.  Para la medida de actividad de β-galactosidasa, gen 

reportero de los plásmidos con la secuencia promotora en estudio (-378pLAC y 

20.8/17.5LAC), se utilizó el kit Beta-Glo Assay System (Promega) y se siguió el 
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protocolo suministrado por el fabricante.  Para la medida de la actividad de renilla 

luciferasa, gen reportero del vector de referencia (pGL3-Control Vector, que es control 

de transfección), se utilizo el kit Renilla Luciferase Assay System (Promega) y se siguió 

el protocolo del fabricante.  La emisión lumínica de la muestra se midió en un 

luminómetro de microplacas micro Top-Count  (Packard Instrument Co., Meriden, CT). 

 

B.10.- Incorporación de [H3]-mevalonato  
 

Se sembraron SMC y SMC-Ch en placas de cultivo de 12 pocillos a la misma 

densidad celular. Cuando las células llegaron al 90% de confluencia, se retiro el medio 

y se añadió 1 ml de medio de cultivo fresco que contenía 1 µCi de [H3]-mevalonato a 

cada pocillo.  

El [H3]-mevalonato se obtuvo a partir de R,S-[2-H3]mevalonolactona (1,26 

Ci/mmol) (Amersham). Para ello, la mevalonolactona tritiada se evaporó hasta 

sequedad y se hidrolizó mediante un tratamiento con NaOH 0,1 M a 37ºC durante 1 

hora. Una vez finalizado este tiempo se neutralizó con 0,1M de HCl y Hepes 100mM pH 

7,4 y se utilizó inmediatamente para el experimento.  

A las 48h de la incubación con mevalonato tritiado, se retiró el medio de cultivo 

y se lisaron las células con 200µl de NaOH 0,1M a 4°C durante toda la noche.  Se tomó 

una alícuota de 100µl para medir proteínas totales mediante el método de Bradford.  A 

los 100µl restantes se le añadieron 4ml de liquido de centelleo (Cocktail Biogreen 3 for 

liquid scintillation, Scharlau) y se midió la radioactividad en un contador de centelleo 

líquido LS 600 TA (Beckman Instruments).  

 

 B.11.- Determinación del estado de activación de Rho A 
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Las proteínas G de membrana actúan como interruptores moleculares en 

respuesta a estímulos, pasando de un modo inactivo (unidas a GDP) a un modo activo 

(unidas a GTP). Una vez activas se unen a sus efectores, lo que desencadena una 

cascada de activación dependiente de estas proteínas.  

La medida el estado de activación de Rho A en cada una de las muestras se 

realizó mediante la técnica de pull-down, utilizando para ello un kit  comercial (Rho A 

activation assay Biochem Kit, Cytoskeleton). Esta técnica se basa en la utilización de 

una proteína de fusión que contiene el dominio de unión a Rho (RBD) de su efector 

más importante (RHOCK), unido a glutation-transferasa.  Así, esta quimera se unirá a 

Rho A activa y a glutatión, de modo que si incubamos esta proteína de fusión con el 

extracto celular total y glutation inmovilizado en una resina, podremos separar la 

forma activa de Rho A de la inactiva por centrifugación (quedando Rho A inactiva en el 

sobrenadante y la forma activa en el sedimento) y así cuantificarla.   

Para la separación de la fracción activa e inactiva de Rho A se partió de 107 

células aproximadamente, y se utilizaron los reactivos y el protocolo suministrados 

por la casa comercial. Así, transcurridas 48h desde el inicio de cada tratamiento, se 

introdujo la placa de cultivo en hielo, se retiró el medio de cultivo y se lavo con PBS 

frio. Tras esto, se añadieron 200 µl de tampón de lisis y se raspó para recoger la mayor 

cantidad de extracto. Después, se centrifugó a 10000 g y 4°C durante 2 minutos. El 

resto se dividió en dos fracciones, una para medir la cantidad de Rho A total y 

proteínas totales (100 µl),   y otra para (100 µl) para separar Rho A unida a GTP de 

Rho A unida a GDP. A esta última alícuota se  le añadieron 50 µg de resina unida a 

glutatión y se incubo a 4°C durante 1h en agitación. Tras esto, se centrifugó a 5000 x g 

a  4°C durante 1 minuto. Se retiró el sobrenadante y el pellet se lavó con 500 µl de 

tampón de lavado. Tras esto se centrifugó a 5000 x g a 4°C durante 3 minutos.  Se 

retiró el sobrenadante y se añadieron 20 µl de tampón de muestra (4% SDS, 20% 

glicerol, 10% 2-mercaptoetanol, 0.004% azul de bromofenol and 0.125 M Tris HCl, pH 

6.8) y se calentó a 100 °C durante 2 minutos. .      
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La cuantificación semicuantitativa de la cantidad de Rho A en cada fracción se 

realizó transfiriendo a una membrana mediante la técnica de dot blot.  Para ello, se 

midió la concentración de proteína total en la fracción de Rho A  total y se normalizó la 

concentración de proteína total, para que fuera idéntica en todas las muestras 

(2µg/µL). La fracción con Rho A activa, donde la concentración de proteína no se 

puede medir por interferencia de la resina empleada, se normalizó en base a los datos 

obtenidos para la fracción de Rho A total.  A continuación, se añadió 2 µL de muestra a 

una membrana de nitrocelulosa y se incubo a 37°C 1h, para asegurar que las gotas 

estaban secas.  Tras esto, se bloqueó la membrana en bloto (5% leche en polvo, 0,05% 

Tween-20 en TBS o PBS pH 7,4) durante 1h a temperatura ambiente, y se incubaron 

con el anticuerpo primario frente a Rho A suministrado en el Kit (ARH01, 

Cytoeskeleton) a una dilución 1/1000 durante 1h a temperatura ambiente.  Después se 

lavó tres veces la membrana con 0,05% Tween-20 en PBS pH 7,4 y se incubó con un 

anticuerpo secundario anti Ig  total de ratón unido a peroxidasa (Sigma) a una dilución 

1/5000 durante 1h a temperatura ambiente. 

 

La detección se realizó mediante el sistema de quimioluminiscencia Immobilon 

Western Detection Reagents (Millipore) y la impresión se realizó en papel fotográfico 

(Konica Minolta). La película fotográfica, expuesta a quimioluminiscencia, se reveló en 

una cámara oscura, bañándola durante cinco minutos en líquido revelador (dilución 

1/10), durante un minuto en líquido de lavado (ácido acético al 5 %) y finalmente 

durante cinco minutos en líquido fijador (dilución 1/8).  La imagen resultante se 

digitalizó y el análisis de los resultados se realizó mediante densitometría con el 

programa IMAGEJ (National Institutes of Health, Estados Unidos). 
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B.12.- Obtención de mutantes dominantes negativos y positivos de 
Rho A y H-Ras. 

 
Para la obtención de los distintos mutantes realizamos una transfección estable 

con los siguientes plásmidos recombinantes adquiridos a UMR cDNA Resource Center 

(Missouri S&T): 

 T19N: contiene el marco abierto de lectura del gen que codifica a la Rho A 

humana clonado en pcDNA3.1+ (Invitrogen) entre los puntos de corte EcoRI 

(5') y Xho I (3') del sitio de multiclonaje de este vector. El inserto presenta un 

tamaño de 600pb y contiene una mutación que confiere un fenotipo dominante 

negativo respecto a Rho A. 

 

 G14V: este plásmido es exactamente igual que T19N, con la única diferencia de 

que la mutación introducida confiere a la célula un fenotipo dominante positivo 

respecto a Rho A. 

 

 S17N: contiene el marco abierto de lectura del gen que codifica a la H-Ras 

humana clonado en pcDNA3.1+ (Invitrogen) entre los puntos de corte BamH I 

(5') y Xho I (3') del sitio de multiclonaje de este vector. El inserto presenta un 

tamaño de 570pb y contiene una mutación que confiere un fenotipo dominante 

negativo respecto a H-Ras. 

 

 G12V: este plásmido es exactamente igual que S17N, solo que la mutación 

introducida confiere a la célula un fenotipo dominante positivo respecto a H-

Ras. 

Es importante destacar que la transfección con estos plásmidos no produce 

mutantes nulos para estos genes, sino que la sobre expresión de la proteína 
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constitutivamente activa o inactiva inhibe la expresión y la activación de la proteína 

nativa. 

Para la transfección se utilizaron cultivos de SMC A10 y el kit TransFast™ 

Transfection Reagent (Promega) mediante el método descrito con anterioridad.  Para 

la selección clonal, se retiró el medio 48h después de la transfección y se añadió medio 

de cultivo completo suplementado con geneticina (Promega) a una concentración final 

de 500 µg/mL. Una vez que las colonias fueron seleccionadas (a las 2-3 semanas) se 

pasaron a nuevas placas de cultivo y se disminuyó la cantidad de geneticina a 100 

µg/mL.  Las células se usaron entre los pases 6-12 después de la transfección. 

 

B.13.- Cuantificación de proteínas 
 

Las proteínas totales se determinaron por el método de Bradford 529. Para ello 

se utilizo el  kit Biorad protein assay (Bio-rad) y BSA como patrón. Este método se 

basa en la unión de un colorante (azul de coomasie G-250) a  los aminoácidos básicos y 

aromáticos de las proteínas. De este modo, el colorante unido a proteína produce un 

cambio de color (el máximo de absorción varia de 465 nm a 595 nm cuando se une a 

proteína), que es proporcional a la concentración de proteína. La determinación se 

hizo siguiendo  el protocolo propuesto por el fabricante para medida en microplacas. 

Así, a cada pocillo se añadieron 10µl de BSA patrón (1mg/ml, 0,5mg/ml, 0,25 mg/ml, 

0,125 mg/ml)  o la muestra y 200 µl del reactivo colorante diluido (1/5). Se mezcló 

agitando durante 15min y se midió a 595 nm en un espectrofotómetro de microplacas.  

 

 

B.14.- Análisis estadístico de los resultados.  
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 El análisis estadístico de los resultados se llevo a cabo empleado el paquete 

estadístico Simaplot 10.0 con SigmaStat 3.5 para Windows (Systat Software. Inc.).  Los 

resultados se expresaron como media ± error estándar de la media.  La significación 

estadística se comprobó mediante el test de la t-Student y se consideraron 

significativas diferencias con P <0,05.  
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C.1.- Efecto del colesterol en la produccion de proteínas de la matriz 
extracelular. 
 

C.1.1.- Efecto del colesterol sobre la síntesis de colágeno (incorporación de [H3]-
prolina). 
 

La prolina es uno de los aminoácidos mayoritarios de los que constituyen la 

molécula de colágeno. Así, se utiliza la incorporación de prolina  a la fracción de 

proteínas celulares susceptible de hidrólisis por colagenasa como medida aproximada 

de la síntesis  de colágeno. 

En la figura C.1 y la tabla C.1 se muestran  la incorporación de [H3]-prolina a 

colágenos en SMC-C procendentes de animales controles, SMC-Ch procedentes de 

animales hipercolesterolémicos (aporte de colesterol in vivo) y SMC-C  tratadas con 

colesterol soluble (aporte de colesterol in vitro). 
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Figura C1. Incorporacíón de [H3]-prolina a proteínas sensibles a hidrólisis por colagenasa  

(dpm/mg proteína) en  SMC-C, SMC-Ch y SMC-C tratadas con colesterol soluble (SMC-C + CS). 

Los resultados están expresados como media ± SEM de al menos 3 determinaciones (* 

P<0,05). 

 

muestra SMC-C SMC-Ch SMC-C+CS 

dpm/mg prot 47221±4299 75184± 8405 72661± 7447 

 

Tabla C.1. Incorporación de [H3]-prolina  a proteínas sensibles a hidrólisis por colagenasa  en 

SMC-C, SMC-Ch y SMC-C tratadas con colesterol soluble. Los datos (dpm/mg proteína) son la 

media ± SEM de  al menos 3 determinaciones. Datos representados en figura C.1. 

La síntesis de colágeno tanto en las SMC-Ch, procedentes de animales con dietas 

hipercolesterolémicas (aporte de colesterol in vivo), como en SMC-C tratadas con 

colesterol soluble (aporte de colesterol in vitro), está incrementada frente a la 

encontrada en SMC-C. Además, no se encontraron diferencias significativas entre la 

variación que producen ambos aportes de colesterol en la síntesis de colágeno.   

 

C.1.2.- Efecto del colesterol sobre la expresión de los genes que codifican los 
colágenos tipo I, II y III 

 

 La figura R2 muestra la variación de expresión, a nivel de mRNA,  para los 

genes colL1a2, col2a1  y col3a1 con respecto gapdh, en cultivos de SMC-Ch, SMC-C y 

SMC-C tratado con colesterol soluble. 
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Figura. C.2. Variación de la expresión (mRNA)de los genes col1a2, col2a1 y col3a2 (con respecto 

a gapdh), en SMC-Ch y en SMC-C tratadas con colesterol soluble con respecto a SMC-C, 

representado como el logaritmo de esta relación. Los resultados están expresados como media 

± SEM de al menos 3 determinaciones (* P<0,05; ** P<0,005; *** P<0,0005). La tabla anexa 

muestra el valor de la variación de la expresión de mRNA representado en la figura. 

El colesterol soluble in vitro produce un efecto en la expresión de los tres 

colágenos estudiados similar al que se produce por un aporte de colesterol en la dieta 

de los animales (cultivos SMC-Ch). No se encontraron diferencias significativas entre la 

variación que producen ambos aportes de colesterol para los genes col1a2 y col2a1.  

En el caso de col3a1, el colesterol en la dieta (cultivos SMC-Ch) incrementa bastante 

 col1a2 col2a1 col3a1 

SMC-C SMC-Ch SMC-C+ CS SMC-Ch SMC-C+CS SMC-Ch SMC-C+CS 

1 3,00 
 

4,14 
 

11,22 
 

7,925 
 

111,56 
 

3,87 
 



Resultados 

 

130 

más la expresión de este gen, encontrando diferencias significativas entre SMC-Ch y 

SMC-C tratadas con colesterol soluble. 

C.1.3.- Efecto del colesterol  sobre la expresión de los genes que codifican la 
fibronectina y la MMP2 
 

 La figura C.3 muestra la variación de expresión, a nivel de mRNA,  de los genes 

fibronectina y mmp2 con  respecto al gen gapdh, en cultivos de SMC-Ch, SMC-C y SMC-

C tratados con colesterol soluble.  
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Figura.C.3. Variación de la expresión (mRNA) de los genes fibronectina  y mmp2 (con respecto a 

gapdh), en SMC-Ch y en SMC-C tratadas con colesterol soluble con respecto a SMC-C, 

representado como el logaritmo de esta relación. Los resultados están expresados como media 

± SEM de al menos 3 determinaciones (* P<0,05; *** P<0,0005). La tabla anexa muestra el 

valor de la variación de la expresión de mRNA representado en la figura. 

El aporte de colesterol tanto in vivo, mediante la dieta (cultivos SMC-Ch), como 

in vitro mediante colesterol soluble en el cultivo SMC-C (SMC-C+CS), produce un 

efecto muy similar en la expresión de ambos genes. El gen de la fibronectina 

incrementa mucho su expresión, mientras que no se encuentran diferencias 

significativas en la expresión de la mmp2. 

 

C.1.4.- Inmunofluorescencia indirecta de colágeno tipo I, III y fibronectina en 
cultivos primarios de SMC-C y SMC-Ch.  
 

 La figura R4 muestra la expresión de los colágenos tipo I y III y la fibronectina 

mediante inmunofluorescencia indirecta en cultivos de SMC-C y SMC-Ch. 

 fibronectina           mmp2 

SMC-C SMC-Ch SMC-CS    SMC-C SMC-Ch SMC-CS 

1 9,39 
 

3,12 
 

   1 0,70 
 

0,79 
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Figura C.4. Imágenes de immunofluorescencia indirecta, de colágeno I y III y fibronectina. Los 

núcleos  están teñidos con Hoechst (azul) y la proteína en estudio con un anticuerpo primario 

específico (1/1000) y un secundario (1/1000) unido a fluoresceína. A y B muestran las 

imágenes obtenidas para SMC-C y SMC-Ch respectivamente utilizando anti-colágeno I como 

primario. C y D muestran las imágenes obtenidas para SMC-C y SMC-Ch con anti-colágeno III 

B 

C 

F 

B A 

C  D 

E F 
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como primario. E y F muestran las imágenes obtenidas para  SMC-C y SMC-Ch con anti-

fibronectina. Las imágenes son 40x. 

 En las imágenes se aprecia claramente que en SMC-Ch se produce un fuerte 

incremento en la expresión de las tres proteínas de la ECM estudiadas. 

 

C.1.5.- Inmunofluorescencia indirecta de colágeno tipo I, III y fibronectina en 
cultivos primarios de SMC-C y SMC-C tratadas con colesterol soluble.  
 

 La figura C.5 muestra el efecto del colesterol:metil-β-ciclodextrina sobre la 

expresión de los colágenos tipo I y III y fibronectina en cultivos de SMC. 
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Figura C.5. Imágenes de immunofluorescencia indirecta, de colágeno I y III y fibronectina. Los 

núcleos  están teñidos con Hoechst (azul) y la proteína en estudio con un anticuerpo primario 

específico (1/1000) y un secundario (1/1000) unido a fluoresceína. A y B muestran las 

imágenes obtenidas para SMC-C y SMC-C tratadas con colesterol soluble utilizando anti-

colágeno I como primario. C y D muestran las imágenes obtenidas para SMC-C y SMC-C tratadas 

con colesterol soluble con anti-colágeno III como primario. E y F muestran las imágenes 
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obtenidas para  SMC-C y SMC-C tratadas con colesterol soluble con anti-fibronectina como 

primario. Las imágenes son 40x y 10x (imagen superior izquierda). 

El tratamiento de las SMC-C con colesterol:metil-β-ciclodextrina produce un 

incremento de la expresión de los colágenos tipo I y III y fibronectina similar al que se 

produce en los cultivos primarios SMC-Ch (procedentes de animal 

hipercolesterolémicos por dieta de colesterol) con respecto a SMC-C. 

 

C.2.- Papel de la ruta del mevalonato en la producción y 
remodelación de la ECM en cultivos de SMC: efecto de las estatinas  

 
Las estatinas son inhibidores específicos de la HMG-CoA reductasa, el enzima principal 

en la regulación de la biosíntesis de colesterol, y uno de los fármacos hipolipemiantes 

más utilizados como tratamiento de la hipercolesterolemia y en la prevención de 

enfermedades cardio vasculares. Además de sus efectos hipolipemiantes, se han 

descrito diferentes efectos de estos medicamentos independientes de los niveles 

plasmáticos de lípidos plasmáticos. Estos efectos se denominan pleiotrópicos y 

contribuyen al resultado beneficioso de las estatinas. Una de las causas propuestas en 

la bibliografía por la que se producen estos efectos, es la inhibición de la isoprenilación 

de proteínas. La falta de isoprenoides como consecuencia de la inhibición de la vía de 

mevalonato, produciría la inactivación de muchas proteínas de señalización  claves en 

los cambios en las SMC producidos en la aterosclerosis. De este modo, tratamos las 

SMC-C y SMC-Ch con mevalonato, GGPP y con inhibidores específicos de farnesil y 

geranil-geranil transferasas para determinar si el colesterol y las estatinas median la 

expresión de las proteínas de matriz estudiadas alterando la isoprenilación de 

proteínas en las SMC. 
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C.2.1.- Síntesis de colágeno (incorporación de [H3]-prolina). 
 

En la figura C.6 y tabla C.2 se muestran  los efectos sobre la síntesis de colágeno 

que producen los siguientes compuestos en SMC-C y SMC-Ch: lovastatina, mevalonato, 

geranilgeranil pirofosfato, manumicina A y GGTI-298. Medidos como incorporación de 

[H3]-prolina según el método de Peterkofsky. 
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Figura C.6. Incorporación de [H3]-prolina a proteínas sensibles a hidrólisis por colagenasa en 

SMC-C y SMC-Ch. Los resultados (dpm/mg proteína) están expresados como media ± SEM de al 

menos 3 determinaciones (* P <0,05; ** P <0,005).  

 SMC-C SMC-Ch 

Control 47221±4299 75184± 8405 

Lovastatina 26565±2275 32131± 1853 

Lovastatina + Mevalonato 38178±336,0 75937±9269 

Lovastatina + GGPP 33546±4358 80885±8094 

Manumicina A 24457±2109 41211±2053 

GGTI-298 13910±5042 61049±3520 
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Tabla C.2. Incorporación de [H3]-prolina  a proteínas sensibles a hidrólisis por colagenasa  en 

SMC-C y  SMC-Ch. Los datos (dpm/mg proteína) son la media ± SEM de al menos 3 

determinaciones. Datos representados en figura C.6. 

La síntesis de colágeno se incrementa 1,6 veces  en SMC-Ch con  respecto a 

SMC-C. Esta diferencia revierte al tratar las SMC-Ch con lovastatina, a niveles incluso 

inferiores a los encontrados en SMC-C. La adición de mevalonato o GGPP revierte el 

efecto de la lovastatina hasta niveles basales, tanto en SMC-C como en SMC-Ch. La 

manumicina A tiene un efecto muy similar a los anteriores, tanto en SMC-C como en 

SMC-Ch. El GGTI-298 reduce la incorporación de prolina a colágenos a un 27% en SMC-

C. Este efecto se pierde en las células procedentes de pollos con hipercolesterolemia 

(SMC-Ch), ya que la disminución de la síntesis de colágeno no llega a ser significativa.  

 

C.2.2.- Expresión de genes que codifican los colágenos tipo I, II y III 
 

C.2.2.1.- Gen col1a2 (colágeno, tipo I, alpha2) 
 

 La figura R7 muestra la variación de expresión, a nivel de mRNA,  para el gen 

col1a2, con  respecto al gen de referencia gapdh, en las SMC incubadas con distintos 

tratamientos. 
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SMC-C SMC-Ch Lovastatina Lov+Mev Lov + GGPP Manumicina A GGTI-298 

1 3,00 0,41 3,634 4,53 0,61 0,07 

Figura C.7. Variación de la expresión del gen col1a2  a nivel del mRNA, con respecto a gapdh,  en 

cultivos SMC-C y SMC-Ch con distintos tratamientos. Los datos se representan como el 

logaritmo de esta relación. Lov: lovastatina; Lov+mev: lovastatina + mevalonato; lov + GGPP: 

lovastatina + geranil geranil pirofosfato. Los resultados están expresados como media ± SEM 

de al menos 3 determinaciones (* P<0,05; ** P<0,005; *** P<0,0005). La tabla anexa muestra 

el valor de la variación de la expresión de mRNA representado en la figura. 

En cultivos SMC-Ch se incrementa la expresión del gen col1a2 que codifica la 

cadena pro-α2 (I) del colágeno tipo I. La lovastatina inhibe la expresión del gen, efecto 

que se revierte por el mevalonato y especialmente por GGPP. Esta reversión es tan 

importante que incluso llega a superar la expresión obtenida en las SMC-Ch. La 

inhibición de farnesil transferasa por la manumicina A y la de geranilgeranil 

transferasa por GGTI-298 producen efectos similares a la lovastatina.  
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C.2.2.2.-Gen col2a1 (Colágeno, tipo II, alpha1) 
 

 La figura C.8 muestra la variación de expresión obtenida a nivel del mRNA del 

gen col2a1, con  respecto a gapdh, en las SMC con los distintos tratamientos. 

                                    

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Figura C.8. Variación de la expresión (mRNA) del gen col1a2 con respecto a gapdh, en cultivos 

SMC-C y SMC-Ch con los distintos tratamientos, representado como el logaritmo de esta 

relación. Lov: lovastatina; Lov+mev: lovastatina + mevalonato; lov +GGPP: lovastatina + 

geranil geranil pirofosfato. Los resultados están expresados como media ± SEM de al menos 3 

determinaciones (* P<0,05; ** P<0,005; *** P<0,0005). La tabla anexa muestra el valor de la 

variación de la expresión de mRNA representado en la figura. 

SMC-C SMC-Ch Lovastatina Lov+Mev Lov+GGPP Manumicina A GGTI-298 

1 11,22 0,36 1,44 3,23 0,12 0,10 
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 Los resultados muestran que en los cultivos SMC-Ch incrementa la expresión 

del gen col2a1 que codifica la cadena pro-α1 (II) del colágeno tipo II, con respecto a 

SMC-C. La lovastatina reprime la expresión del gen, efecto que se ve revertido por el 

mevalonato y especialmente por GGPP. Tanto manumicina A como GGTI-298 producen 

un gran efecto represor, dejando la expresión del gen en un 10% respecto a las células 

sin tratar. 

 

C.2.2.3.- Gen col3a1 (Colágeno, tipo III, alpha1) 
 

 La figura C.9 muestra la variación de expresión obtenida, a nivel de mRNA, para 

el gen col3a1, con  respecto al gen gapdh, en SMC con los distintos tratamientos.  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SMC-C SMC-Ch Lovastatina Lov+Mev Lov+GGPP Manumicina A GGTI-298 

1 107,23 0,04 0,30 0,18 0,18 0,01 
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Figura C.9. Variación de la expresión (mRNA) del gen col3a1 con respecto a gapdh, en cultivos 

SMC-C y SMC-Ch con los distintos tratamientos, representado como el logaritmo de esta 

relación. Lov: lovastatina; Lov+mev: lovastatina + mevalonato; lov +GGPP: lovastatina + 

geranil geranil pirofosfato. Los resultados están expresados como media ± SEM de al menos 3 

determinaciones (* P<0,05; ** P<0,005; *** P<0,0005). La tabla anexa muestra el valor de la 

variación de la expresión de mRNA representado en la figura. 

 El colesterol de la dieta (cultivos SMC-Ch) incrementa enormemente (107 

veces) la expresión de la del gen col3a1 que codifica la cadena pro-α1 (III) del 

colágeno tipo III. Por otro lado, el tratamiento de las SMC-C con lovastatina produce 

una represión en la expresión del gen muy fuerte (25 veces menos expresión que en 

SMC-C). Este efecto solo es contrarrestado en parte al añadir mevalonato (7,5 veces 

mayor expresión que cuando solo se trata con lovastatina) y GGPP (4,5 veces más 

expresión que en SMC-C tratadas con lovastatinas), sin embargo sigue siendo menor 

que en SMC-C en ambos casos. Del mismo modo, los tratamientos con inhibidores de 

prenil transferasas también producen un efecto similar, que es especialmente fuerte en 

el caso del GGTI-298, que reprime en dos órdenes de magnitud la expresión del gen 

con respecto al estado basal. 

 

C.2. 3.- Efecto de las estatinas a nivel del promotor de col1a2 
 

 Con el fin de estudiar el efecto de las estatinas a nivel del promotor de col1a2  

en las SMC, se transfectaron células SMC A10 de rata con dos plásmidos recombinantes 

diferentes: -378pLAC (promotor proximal) y 20.8/17.5LAC (promotor proximal + 

secuencias reguladoras -20,8 a -17.5kb). Además, las células se transfectaron al mismo 

tiempo con un vector de referencia, pGL3-Control Vector, que se utilizó como control 

de transfección. 
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 En la figura C.10 y tabla C.3 se muestran los efectos de los inhibidores de la 

HMG-CoA reductasa y las preniltransferasas sobre el promotor de col2a1, así como la 

reversión por los metabolitos derivados de la reacción de estos enzimas, medido como 

unidades de luminiscencia de β-galactosidasa (problema) con respecto a las obtenidas 

para la renilla luciferasa (control).  
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Figura C.10. Efecto de la lovastatina y los inhibidores de preniltransferasas en la activación del 

promotor de col1a2, cuantificado como luminiscencia relativa (β-galactosidasa/renilla 

luciferasa). A) Valores obtenidos para -378pLAC. B) valores obtenidos para 20.8/17.5LAC. Los 

resultados están expresados como media ± SEM de al menos 3 determinaciones ( * P<0,05; ** 

P<0,005). 

 -378pLAC 20.8/17.5LAC 

Control 522,2 ±62,21 621,9±49,83 

Lovastatina 275,0 ±23,57 353,6±26,35 

Lovastatina + Mevalonato 492,6 ±57,60 498,3±29,19 

Lovastatina + GGPP 425,3 ±7,561 879,2±112,0 

Manumicina A 362,2 ±7,632 536,3±0,4281 
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GGTI-298 102,1 ±7,071 82,64±4,345 

 

Tabla C.3. Valores de luminiscencia relativa, medidos como unidades de luminiscencia de β-

galactosidasa con respecto a renilla luciferasa. Los resultados están expresados como media ± 

SEM de al menos 3 determinaciones. Datos representados en figura C.10. 

La lovastatina inhibe la transcripción del col2a1 inhibiendo la activación de su 

promotor. Este efecto se revierte al añadir al medio de cultivo mevalonato y 

especialmente GGPP.  La inhibición de farnesil trenasferasa por manumicina A 

disminuye la activación del promotor de col2a1 un 40%. No obstante, el mayor efecto 

se encuentra cuando inhibimos la geranil transferasa con GGTI-298, en donde la 

actividad del promotor baja aproximadamente un 85% respecto al control.  No se 

encontraron diferencias significativas entre los datos obtenidos para -378LAC y 

20.8/17.5LAC, lo que indica que estos efectos se ejercen a nivel del promotor proximal 

y no por las secuencias reguladoras de éste. 

 

C.2. 4.- Expresión de los genes que codifican para la fibronectina y la  MMP2. 
 

C.2. 4.1.- Gen fibronectina 
 

 La figura C.11 muestra la variación de expresión a nivel de mRNA, para el gen  

fibronectina  con respecto al gen gapdh, en SMC con los distintos tratamientos. 
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Figura C.11. Variación de la expresión (mRNA) del gen fibronectina con respecto a gapdh, en 

cultivos SMC-C y SMC-Ch con los distintos tratamientos, representado como el logaritmo de 

esta relación. Lov: lovastatina; Lov+mev: lovastatina + mevalonato; lov +GGPP: lovastatina + 

geranilgeranil pirofosfato. Los resultados están expresados como media ± SEM de al menos 3 

determinaciones (* P<0,05; ** P<0,005; *** P<0,0005). La tabla anexa muestra el valor de la 

variación de la expresión de mRNA representado en la figura. 

 La expresión del gen de la fibronectina en SMC-Ch está inducida con respecto a 

SMC-C. La lovastatina reprime la expresión, lo que revierte al añadir mevalonato  y 

GGPP. Tanto manumicina A como GTI-298 inhiben la expresión de un modo similar a la 

lovastatina, lo que evidencia que esta variación de expresión génica se debe a cambios 

en la actividad de preniltransferasas. 

SMC-C SMC-Ch Lovastatina Lov+Mev Lov+GGPP Manumicina GGTI-298 

1 9,3 0,14 1,82 3,05 0,39 0,42 
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C.2. 4.2.- Gen mmp2 
 

 La figura C.12 muestra la variación de expresión, a nivel de mRNA, obtenida 

para el gen mmp2 con respecto al gen gapdh,  en SMC-C y SMC-Ch con los distintos 

tratamientos. 
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SMC-C SMC-Ch Lovastatina Lov+Mev Lov+GGPP Manumicina GGTI-298 

1 0,69 0,43 0,57 0,56 1,11 0,66 
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Figura C.12. Variación de la expresión del gen mmp2 con respecto a gapdh, en cultivos SMC-C y 

SMC-Ch con los distintos tratamiento, representado como el logaritmo de esta relación. Lov: 

lovastatina; Lov+mev: lovastatina + mevalonato; lov +GGPP: lovastatina + geranilgeranil 

pirofosfato. A) Variación con respeto a SMC-C sin tratar. B) Variación respecto a SMC-Ch sin 

tratar. Los resultados están expresados como media ± SEM de al menos 3 determinaciones (* 

P<0,05; ** P<0,005; *** P<0,0005). La tabla anexa muestra el valor de la variación de la 

expresión de mRNA representado en la figura. 

En el caso de la expresión de mmp2 solo encontramos diferencias significativas 

en los tratamientos con  lovastatina y GGTI-298 para SMC-C. Al añadir mevalonato o 

GGPP a las SMC-C tratadas con lovastatina el efecto no revierte. No hay diferencias 

significativas en SMC-C con respecto a SMC-Ch. La manumicina A tampoco muestra 

efecto significativo. Sin embargo, las SMC-Ch cuyo metabolismo lipídico esta alterado, 

SMC-Ch Lovastatina Lov+Mev Lov+GGPP Manumicina GGTI-298 

1 0,03 1,27 2,46 0,52 0,18 
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presenta una fuerte disminución en la expresión de mmp2 al tratarlas con lovastatina 

(33,3 veces menor expresión que SMC-Ch sin tratar). El efecto de la lovastatina 

revierte al tratar las SMC-Ch con mevalonato y GGPP.  La manumicina A y el GGTI-298 

también reducen la expresión del gen mmp2. 

 

C.2. 5.- Isoprenilación de proteínas (incorporación de [H3]-mevalonato a 
proteínas totales) 

 
 Con objeto de estudiar la prenilización de proteínas en células SMC-C y SMC-Ch 

en cultivo, hemos realizado experimentos de incorporación de mevalonato marcado 

radiactivamente a proteínas totales. La prenilización de proteínas es un mecanismo de 

modificación postransduccional que determina la localización y la actividad de 

numerosas proteínas señal que son cruciales para la célula.  

 En la figura C.13 y tabla C4 se muestra el efecto de la incubación con 

lovastatina, mevalonato, GGPP, manumicina A y GGTI-298, sobre la incorporación de 

[H3]-mevalonato a proteínas totales en SMC-C y SMC-Ch. 
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Figura C.13. Incorporación de [H3]-mevalonato a proteína total (dpm/mg proteína) en cultivos 

SMC-C y CMC-Ch incubados con los distintos compuestos durante 48h. Los resultados están 

expresados como media ± SEM de al menos 3 determinaciones  (* P<0,05; ** P<0,005; *** 

P<0,0005). 

 SMC-C SMC-Ch 

Control 2988±41,50 5293± 33,00 

Lovastatina 2131±335,1 4588± 115,6 

Lovastatina + Mevalonato 3098±336,0 6601±543,0 

Lovastatina + GGPP 3025±431,8 6605±531,6 

Manumicina A 4,879±3,450 4950±70,52 

GGTI-298 45,81±32,39 4708±38,93 

 

Tabla C.5. Incorporación de [H3]-mevalonato a proteína total (dpm/mg proteína) en cultivos 

SMC-C y SMC-Ch incubados con los distintos compuestos durante 48h. Los resultados están 

expresados como media ± SEM de al menos 3 determinaciones. Datos representados en la 

figura C.13. 

La incorporación de mevalonato a proteínas totales en  SMC-Ch es 1,73 veces 

superior respecto la incorporación en SMC-C. Este efecto se ve disminuido en las 

muestras tratadas con lovastatina (0,71), lo que revierte al añadir al medio 

mevalonato o GGPP, donde no se encuentran diferencias significativas respecto a SMC- 

C, e incluso aumenta respecto al control (1,3 veces) en SMC-Ch. Tanto manumicina A 

como GGTI-298, inhibidores específicos de farnesil transferasas y geranil-geranil 

transferasas respectivamente, producen un efecto muy similar a la lovastatina (0,63 y 

0,75  respecto a SMC-C sin tratar). 
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C.2. 6.- Activación de Rho-A. 
 

 En la figura C.14 y tabla C.6 se muestra el efecto de la inhibición de la HMG-CoA 

reductasa y las geranilgenanil transferasa, sobre la activación de Rho A en SMC-C, así 

como la reversión de estos efectos por los metabolitos intermediarios producto de 

estos enzimas.  

 

 

 

 

 

 

Figura C.14.  Efecto sobre la activación de Rho A. La gráfica muestra la variación de luminosidad de 

Rho A activa frente a Rho total expresado como tanto por ciento. Los resultados son la media ± SEM 

de 2 experimentos diferentes medidos por duplicado.  

 

Lovastatina            -       +       +        +       -  

Mevalonato            -       -        +        -        -     

GGPP                       -       -        -              +        -                                  

GGTI-298              -       -        -         -        +                                        
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Tratamiento % de activación 

Control 119,3±8.9 

Lovastatina 55,92± 4,357 

Lovastatina + Mevalonato 90,79± 3,414 

Lovastatina + GGPP 97,65± 8,980 

GGTI-298 35,30± 3,818 

Tabla C.6. Variación de luminosidad de Rho A activa frente a Rho total expresado como tanto 

por ciento. Los resultados son la media ± SEM de 2 determinaciones diferentes. Datos 

representados en la figura C.14. 

 La lovastatina inhibe la activación de Rho A en un 53%, efecto que revierte al 

añadir al medio mevalonato y GGPP. El GGTI-298, inhibidor específico de la geranil-

geranil transferasa, inhibe la activación de Rho A en un 75%. 

 

C.2. 7.- Expresión de genes que codifican para PPAR-γ, LXR y SREBP 
 

C.2. 7.1.- Gen ppar-γ 
 

 La figura C.15 muestra el efecto de los distintos tratamientos en cultivos SMC-C 

y SMC-Ch sobre la expresión del gen ppar-γ a nivel de su mRNA. 
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SMC-C SMC-Ch Lovastatina Lov+Mev Lov+GGPP Manumicina GGTI-298 

1 0,19 169,12 1,16 5,42 108,27 54,63 
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Figura C.15. Variación de la expresión del gen ppar-γ con respecto a gapdh, en cultivos SMC-C y 

SMC-Ch con los distintos tratamiento, representado como el logaritmo de esta relación. Lov: 

lovastatina; Lov+mev: lovastatina + mevalonato; lov +GGPP: lovastatina + geranilgeranil 

pirofosfato. A) Variación con respeto a SMC-C sin tratar. B) Variación respecto a SMC-Ch sin 

tratar. Los resultados están expresados como media ± SEM de al menos 3 determinaciones (* 

P<0,05; ** P<0,005; *** P<0,0005). La tabla anexa muestra el valor de la variación de la 

expresión de mRNA representado en la figura. 

En SMC-Ch disminuye la expresión de ppar-γ  con respecto a SMC-C. Por el 

contrario, la lovastatina produce un fuerte incremento de la expresión de  ppar-γ   en 

SMC-C, que revierte al añadir mevalonado y GGPP. La manumicina A y GGTI-298 

producen un efecto similar al de la lovastatina en SMC-C. En SMC-Ch el incremento de 

la expresión de este gen es muy superior, especialmente en el caso de manumicina A y 

GGTI-298. 

 

C.2. 7.2.- Gen lxr 
 

 La figura C.16 muestra el efecto de los distintos tratamientos sobre la 

expresión, a nivel de mRNA, del gen  de lxr. 

 

 

 

 

SMC-Ch Lovastatina Lov+Mev Lov+GGPP Manumicina GGTI-298 

1 167,34 12,17 3,50 876,29 2212,07 
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Figura C.16. Variación de la expresión (mRNA) del gen lxr con respecto a gapdh, en cultivos 

SMC-C y SMC-Ch con los distintos tratamientos, representado como el logaritmo de esta 

relación. Lov: lovastatina; Lov+mev: lovastatina + mevalonato; lov +GGPP: lovastatina + 

geranilgeranil pirofosfato. Los resultados están expresados como media ± SEM de al menos 3 

determinaciones (* P<0,05; ** P<0,005). La tabla anexa muestra el valor de la variación de la 

expresión de mRNA representado en la figura. 

En SMC-Ch aumenta la expresión del gen de lxr con respecto a SMC-C. La 

lovastatina produce el efecto contrario disminuyendo fuertemente la expresión del 

gen, lo que revierte al añadir mevalonato o GGPP. La manumicina A y el GGTI-298 

producen un efecto muy similar al de la lovastatina.  

 

SMC-C SMC-Ch Lovastatina Lov+Mev Lov+GGPP Manumicina GGTI-298 

1 3,21 0,0007 2,73 4,87 0,009 0,001 
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C.2. 7.3.- Gen srebp-1  
 

 La figura C.17 muestra el efecto de los distintos tratamientos sobre la 

expresión del gen srebp-1 a nivel de su mRNA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura C.17. Variación de la expresión (mRNA) del gen srebp-1 con respecto a gapdh, en 

cultivos SMC-C y SMC-Ch con los distintos tratamientos, representado como el logaritmo de 

esta relación. Lov: lovastatina; Lov+mev: lovastatina + mevalonato; lov +GGPP: lovastatina + 

geranilgeranil pirofosfato. Los resultados están expresados como media ± SEM de al menos 3 

determinaciones (* P<0,05; ** P<0,005; *** P<0,0005). La tabla anexa muestra el valor de la 

variación de la expresión de mRNA representado en la figura. 

SMC-C SMC-Ch Lovastatina Lov+Mev Lov+GGPP Manumicina GGTI-298 

1 30,88 
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 En los cultivos de SMC-Ch se produce un fuerte aumento de la expresión de 

srebp-1. La lovastatina disminuye la expresión del gen.  Al añadir al medio de cultivo 

mevalonato y geranilgeranil pirofosfato revierte el efecto de la lovastatina. Además, la 

inhibición de prenil transferasas disminuye la expresión de este gen, efecto que es 

especialmente importante al inhibir la  geranilgeraniltransferasa por medio de GGTI-

298.  

 

C.3.- Papel de las GTPasas Rho A y H-Ras en la síntesis de proteínas 
de la ECM 
 

 Con el fin de determinar el papel de las proteínas Rho A y H-Ras en la síntesis 

de ECM por parte de las SMC, se obtuvieron cultivos de SMC A10 de rata mutantes 

dominantes positivos (que sobre expresan isoformas activas de la proteína) y 

negativos (que sobre expresan isoformas inactivas de la proteína) para cada una de 

estas proteínas.  

 

C.3.1.- Incorporación de  [H3]-prolina colágenos en mutantes dominantes 
negativos y positivos de Rho A y H-Ras. 
 

 La figura C.18 y tabla C.7 muestran el efecto del estado de activación de las 

proteínas Rho A y Ras-H sobre la síntesis de colágenos, medida como incorporación de 

[H3]-prolina según el método de Peterkofsky. 
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Figura C.18. Incorporación de [H3]-prolina a proteínas sensibles a hidrólisis por colagenasa   

(dpm/mg proteína) en SMC A10 de rata y los mutantes dominante positivo y negativo de Rho A 

(G14V y T19N) y H-Ras (G12V y S17N). Los resultados están expresados como media ± SEM de 

al menos 3 determinaciones (*** P<0,0005; **** P<0,00005; *****P<0,000005; 

******P<0,0000005). 

  dpm/mg proteína 

Control 43986± 1032 

T19N 24818± 115,7 

G14V 76392± 6024 

S17N 28535± 4366 

G12V 89321± 1761 

 

Tabla C.7. Incorporación de [H3]-prolina a proteínas sensibles a hidrólisis por colagenasa 

(dpm/mg proteína) en cultivos de SMC A10 de rata y los mutantes dominante positivo y 
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negativo de Rho A (G14V y T19N) y H-Ras (G12V y S17N). Los resultados están expresados 

como media ± SEM de al menos 3 determinaciones. Datos representados en la figura C.18. 

 Los resultados muestran como en el mutante dominante negativo de Rho A 

disminuye la incorporación de prolina casi a la mitad (56% en T19N respecto al 

control) y el mutante dominante positivo casi la duplica (173% en G14V respecto al 

control). Estos resultados son similares para los mutantes de H-Ras (64% y 203% para 

mutante dominante negativo y positivo respectivamente). 

 

C.3.2.- Immunofluorescencia indirecta de los colágenos tipos I y III en mutantes 
dominantes positivos y negativos de Rho A. 
 

C.3.2.1.- Colágeno tipo I 
 

 La figura C.19 muestra la expresión a nivel de proteína, obtenida para los 

mutantes dominantes negativos de Rho A y los controles, usando una dilución 1/250 

del anticuerpo primario frente a colágeno tipo I.  

A) 
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B)  

 

Figura C.19. Fotografías  de Immunofluorescencia de colágeno tipo I en los distintos cultivos de 

SMC A10: A) Control; B) Mutante dominante negativo para Rho A (T19N). En ambos caso se 

utilizo una dilución 1/250 de anticuerpo primario y 1/1000 de secundario unido a fluoresceína. 

El núcleo se tiñó mediante Hoechst (azul). La imagen de la parte superior izquierda es  10x y  el 

resto 40x.  

Las imágenes muestran cómo la expresión de colágeno I en las SMC A10 

control es mucho mayor que la obtenida  para los mutantes negativos en los que casi 

no hay expresión de colágeno tipo I. De hecho, hubo que incrementar la cantidad de 

anticuerpo con el fin de poder obtener señal. 

 La figura R20 muestra la expresión del colágeno I para los mutantes 

dominantes positivos de Rho A y los controles, usando una dilución 1/1000 del 

anticuerpo primario frente a colágeno tipo I.  
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A) 

 

B) 

 

Figura C.20. Fotografías  de Immunofluorescencia de colágeno tipo I en los distintos cultivos de 

SMC A10: A) Control; B) Mutante dominante positivo para Rho A, G14V. Las flechas rojas 

señalan vesículas de secreción de colágeno.  En ambos casos se utilizó una dilución 1/1000 de 

anticuerpo primario y 1/1000 de secundario unido a fluoresceína. El núcleo se tiñó mediante 

tinción Hoechst (azul). La imagen de la parte superior izquierda es 10x y el resto 40x.  
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En las imágenes anteriores se ve claramente cómo la expresión de colágeno 

tipo I incrementa mucho en el mutante dominante positivo. Además, G14V (Fig. R21A) 

presenta una gran cantidad de vesículas de secreción de colágeno, lo que evidencia que 

la síntesis de colágeno tipo I en estas células es muy alta, hecho que está de acuerdo 

que los resultados expuestos anteriormente. 

 

C.3.2.2.- Colágeno tipo III 
 

 La figura C.21 muestra la expresión del colágeno III para el mutante dominante 

negativo de Rho A (T19N) y el control. 

A) 
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B) 

  

 

Figura C.21. Fotografías de Immunofuorescencia de colágeno tipo III en los distintos cultivos de 

SMC A10: A) Mutante dominante negativo para Rho A (T19N); B) Control. En ambos casos se 

utilizó una dilución 1/250 de anticuerpo primario y 1/1000 de secundario unido a fluoresceína. 

El núcleo se tiñó mediante tinción Hoechst (azul). La imagen de la parte superior izquierda es 

10x y  el resto corresponde a 40x. 

 En las imágenes puede verse, al igual que en el caso anterior, que los clones 

dominantes negativos presentan una expresión de colágeno tipo III mucho menor que 

los controles. 

 La figura C.22 muestra la expresión del colágeno tipo III, obtenida para los 

mutantes dominantes positivos de Rho A y los controles. 
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A) 

 

B) 

 

Figura C.22. Fotografías  de Immuno fuorescencia de colágeno tipo III en los distintos cultivos 

de SMC A10: A) Control; B) Mutante dominante positivo para Rho A, G14V (las flechas rojas 

señalan vesículas de secreción de colágeno). En ambos casos se utilizó una dilución 1/1000 de 

anticuerpo primario y 1/1000 de secundario unido a fluoresceína. El núcleo se tiñó mediante 

Hoechst (azul). La imagen de la parte superior izquierda es 10x y  el resto corresponde a 40x.  
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El mutante dominante positivo de Rho A, a al igual que en el caso del colágeno 

I, presenta una mayor expresión que los controles. Es evidente la presencia de cúmulos 

amorfos  immunoreactivos de colágeno tipo III que probablemente sean vesículas de 

secreción de procolágenos que salen al exterior. Esto pone en evidencia el gran efecto 

inductor de  Rho A sobre la síntesis de colágeno III. 

 

C.3.3.- Efecto del estado de activación de Rho A y Ras-H a nivel del promotor de 
col1a2. 
 

 La figura C.23 y la tabla C.8 muestran el efecto del estado de activación de Rho 

A y Ras-H sobre el promotor de cola2, medido como unidades de luminiscencia de β-

galactosidasa (20.8/17.5LAC) con respecto a las obtenidas para la renilla luciferasa 

(pgl3 control vector), en SMC A10 de rata.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura C.23. Efecto del estado de activación de Rho A y H-Ras sobre el promotor de col1a2, 

medidos como luminiscencia relativa β-galactosidasa/renilla luciferasa  Los resultados están 
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expresados como media ± SEM de al menos 3 determinaciones (* P<0,05; ** P<0,005; *** 

P<0,0005) 

 

 Unidades relativas de luminiscencia 
(β-gal/renilla) 

Control 621,5± 621,5 

T19N 354,0± 45,25 

G14V 2122± 348,6 

S17N 278,0± 110,3 

G12V 898,0± 45,25 

 

Tabla C.8. Efecto del estado de activación de Rho A y H-Ras sobre el promotor de col1a2. Los 

resultados están expresados como media ± SEM de al menos 3 determinaciones. Datos 

representados en figura C.22. 

Los mutantes dominantes negativos de Rho A y H-Ras, que sobre expresan 

isoformas inactivas de estas proteínas, presentan menor expresión a nivel del 

promotor que las células A10 control. De forma opuesta, los mutantes dominantes  

positivos incrementan la expresión, especialmente los de Rho A.  

 

C.3.4.- Immunofluorescencia indirecta de fibronectina en mutantes dominantes 
positivos y negativos de Rho A. 
 

 En la figura C.24 se muestra la expresión de fibronectina para los controles y el 

mutante dominante negativo de Rho A (T19N). 
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A) 

 

B) 

 

Figura C.24. Fotografías  de Immunofluorescencia de fibronectina en los distintos cultivos de 

SMC A10: A) Control; B) Mutante dominante negativo para Rho A (T19N). En ambos casos se 

utilizó una dilución 1/250 de anticuerpo primario y 1/1000 de secundario unido a fluoresceína. 

El núcleo se tiñó con Hoechst (azul). La imagen de la parte superior izquierda es 10x y  el resto 

corresponde a 40x.  
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Los mutantes dominantes negativos de Rho A muestran una expresión de 

fibronectina muy baja en comparación con los controles. Este hecho es similar a lo 

encontrado en los cultivos  primarios de SMC (SMC-C y SMC-Ch), donde se produce 

una fuerte inhibición en la activación de Rho A con GGTI-298 (inhibidor de geranil 

transferasas y por tanto de Rho A) y a su vez una disminución muy fuerte en la 

expresión relativa del mRNA de fibronectina. 

La figura R25 muestra la expresión del gen de la fibronectina para el mutante 

positivo negativo de Rho A (G14V) y  los controles. 

 

A) 
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B) 

 

Figura C.25. Fotografías  de Immunofluorescencia de fibronectina en los distintos cultivos de 

SMC A10: A) Control; B) Mutante dominante positivo para Rho A, G14V. Las flechas rojas 

señalan vesículas de secreción de fibronectina. En ambos casos se utilizó una dilución 1/1000 

de anticuerpo primario y 1/1000 de secundario unido a fluoresceína. El núcleo se con Hoechst 

(azul). La imagen de la parte superior izquierda es una magnificación 10x y  el resto 

corresponde a 40x.  

 El mutante dominante positivo de Rho A presenta una expresión muy superior 

a la de los controles. Esto está en concordancia con lo expuesto anteriormente. 

 

C.4.- Efecto de la doxicilina sobre la síntesis de ECM y las vías de 
activación derivadas de la ruta del mevalonato en cultivos de SMC. 
 

C.4.1.- Efecto de la doxiciclina en la síntesis de colágeno. 
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 La figura C.26 y la tabla C.9 muestran el efecto de la doxiciclina sobre la 

incorporación de prolina a proteínas sensibles a hidrólisis por colagenasa en SMC-C y 

SMC-Ch. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura C.26. Efecto de la doxiciclina sobre la incorporacíón de [H3]-prolina a proteínas sensibles 

a hidrólisis por colagenasa  (dpm/mg proteína) en  SMC-C y SMC-Ch. Los resultados están 

expresados como media ± SEM de al menos 3 determinaciones (* P<0,05). 

 SMC-C SMC-Ch 

muestra Control Doxiciclina Control Doxiciclina 

dpm/mg prot 47221±4299 25196±3724 75184±8405 45863±4144 

 

Tabla C.9. Incorporación de [H3]-prolina  a proteínas sensibles a hidrólisis por colagenasa  en 

SMC-C y  SMC-Ch tratadas con doxiciclina. Los datos (dpm/mg proteína) son la media ± SEM de 

al menos 3 determinaciones. Datos representados en figura C.26. 
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 La doxiciclina produce una fuerte disminución de la síntesis de colágeno tanto 

en SMC-C como en SMC-Ch. Esta disminución hace que la incorporación de prolina a 

colágenos en SMC-Ch baje hasta niveles similares a los de SMC-C. 

 

C.4.2.- Efecto de la doxiciclina  sobre la expresión de genes que codifican los 
colágenos tipo I, II y III, fibronectina y MMP2 
 

 La figura C.27 muestra la variación en la expresión del mRNA de col1a2, col2a1, 

col3a1,  fibronectina y mmp2 en SMC-C y SMC-Ch. 

A) 

 

 

 

  

 

 

 

  Variación de la expresión (doxiciclina vs control) 

col1a2  0,07 

col2a1  0,55 

col3a1  0,37 

fibronectina  0,45 
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B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura C.27. Variación de la expresión col1a2, col2a3, col3a1, fibronectina y mmp2 con respecto 

a gapdh, en SMC- C (A) y SMC-Ch (B) tratadas con doxiciclina, representado como el logaritmo 

de esta variación. Los resultados están expresados como media ± SEM de al menos 3 

determinaciones (* P<0,05; ** P<0,005; *** P<0,0005). La tabla anexa muestra el valor de la 

variación de la expresión de mRNA representado en la figura. 

mmp2  0,03 

   

  Variación de la expresión (doxiciclina vs control) 

col1a2  0,15 

col2a1  0,04 

col3a1  0,003 

fibronectina  0,10 

mmp2  0,005 
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La doxiciclina produce una fuerte inhibición de la expresión de los cinco genes 

estudiados. Este efecto es especialmente notorio en SMC-Ch. 

 

C.4.3.- Efecto de la doxicilina sobre la isoprenilación de  proteínas. 
 

 La figura R28 y tabla R10 muestra el efecto de la doxiciclina sobre la 

prenilación de proteínas en SMC-C y SMC-Ch medida como incorporación de H3-MVA a 

proteínas totales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura C.28. Efecto de la doxiciclina sobre la incorporación de [H3]-mevalonato a proteína total 

(dpm/mg proteína) en SMC-C y SMC-Ch. Los resultados están expresados como media ± SEM 

de al menos 3 determinaciones (* P<0,05; ** P<0,005). 

 

 

Doxiciclina            -                +            -            +     
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 SMC-C SMC-Ch 

muestra Control Doxiciclina Control Doxiciclina 

dpm/mg prot 2988±41,50 1966±142,7 5293±33,00 3205±267,9 

 

Tabla C.10. Efecto de la doxiciclina sobre la incorporación de [H3]-mevalonato a proteína total 

(dpm/mg proteína) en SMC-C y SMC-Ch. Los resultados están expresados como media ± SEM 

de al menos 3 determinaciones. Datos representados en figura C.28.  

  La doxiciclina disminuye la incorporación de mevalonato a proteína total en un 

35% en SMC-C y un 40% en SMC-Ch. De este modo la doxiciclina disminuye la 

isoprenilación de proteínas en SMC-Ch a valores similares a los de las SMC-C (no 

existen diferencias significativas entre ambos valores, P > 0,05).  

 

C.4.4.- Efecto de la doxicilina sobre el estado de activación de Rho-A. 
 

 La figura C.29 y tabla C.11 muestra el efecto de la doxiciclina en el estado de 

activación de Rho A. 
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Figura C.29.  Efecto de la doxiciclina sobre la activación de Rho A. La gráfica muestra la 

variación de luminosidad de Rho A activa frente a Rho total.  

 

Tratamiento %activación 

Control 106,5±7,778 

Doxiciclina 31,90± 3,253 

  

Tabla C.11. Variación de luminosidad de Rho A activa frente a Rho total expresado como tanto 

por ciento. Los resultados son la media ± SEM de 2 determinaciones diferentes. Datos 

representados en la figura C.29. 

 La doxiciclina inhibe la activación de Rho A en un 70% en las SMC-C, efecto 

similar al encontrado anteriormente con el tratamiento con lovastatina. 

Doxiciclina          -           +              

Rho A activa 

Rho A Total 
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C.4.5.- Efecto de la doxiciclina en la expresión de genes que codifican para PPAR-
γ, LXR y SREBP 
 

 La figura C.30  muestra el efecto de la doxiciclina sobre la expresión de pparγ, 

lxr, y srebp-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura C.30. Variación de la expresión de pparγ , lxr y serbp-1 (con respecto a gapdh), en SMC-C 

tratadas con doxiciclina, con respecto a SMC-C, representado como el logaritmo de esta 

relación. Los resultados están expresados como media ± SEM de al menos 3 determinaciones (* 

P<0,05; ** P<0,005). La tabla anexa muestra el valor de la variación de la expresión de mRNA 

representado en la figura. 

  Variación de la expresión (Doxiciclina vs Control) 

ppar γ  74,80 

lxr  0,69 

srebp-1  0,44 
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La doxiciclina incrementa  la expresión pparγ  y disminuye la de srebp en SMC-

C, mientras que no se producen diferencias significativas en la expresión de lxr. 

 

C.5.- Efecto de los ácidos grasos poliinsaturados (PUFAs) sobre la 
síntesis de ECM y las vías de activación derivadas de la ruta del 
mevalonato en las SMC.  
 

C.5.1.- Efecto de los PUFA sobre la síntesis de colágeno 
 

 La figura C.31 y tabla C12 muestran los resultados de incorporación de [H3]- 

prolina a colágenos obtenidos tras la incubación  de los cultivos SMC-C y SMC-Ch con 

ácidos grasos poliinsaturados DHA, EPA y AA . 
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Figura C.31. Efecto de los PUFAs sobre la incorporacíón de [H3]-prolina  a proteínas sensibles a 

hidrólisis por colagenasa  en  SMC-C y SMC-Ch.  Los resultados están expresados como media ± 

SEM de al menos 3 determinaciones (* P<0,05). 

 SMC-C SMC-Ch 

Control 47221±4299 75184± 8405 

EPA 41498±7949 118857± 22476 

DHA 28934±4651 73875±12172 

AA 34001±1202 140213±42746 

 

Tabla C.12. Incorporación de [H3]-prolina a proteínas sensibles a hidrólisis por colagenasa 

(dpm/mg proteína) en cultivos SMC-C y SMC-Ch incubados con los distintos PUFA durante 48h. 
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Los resultados están expresados como media ± SEM de al menos 3 determinaciones. Datos 

representados en la figura C.31. 

Tanto EPA como AA inhiben la síntesis de colágeno en SMC-C, mientras que no 

encontramos diferencias significativas con respecto al tratamiento con DHA. En SMC-

Ch no existe inhibición de la síntesis de colágeno, e incluso se produce un incremento 

con los tratamientos de DHA y AA, aunque éste no es significativo. 

 

C.5.2.- Efecto de los PUFA en la expresión de genes que codifican proteínas de la 
ECM 

 

C.5.2.1.- Gen col1a2 
 

 La figura C.32 muestra el efecto de los PUFAS sobre la expresión, a nivel de 

mRNA, del gen col1a2 en SMC-C y SMC-Ch. 
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Figura C.32. Variación de la expresión (mRNA) del gen col1a2 con respecto al gen gapdh, en 

SMC- Ch  y SMC-C  incubados con EPA, DHA y AA durante 48h, representado como el logaritmo 

de esta relación. Los resultados están expresados como media ± SEM de al menos 3 

determinaciones (* P<0,05; ** P<0,005; *** P<0,0005). La tabla anexa muestra el valor de la 

variación de la expresión de mRNA representado en la figura. 

Los tratamientos con EPA y DHA incrementan la expresión  de col1a2 en SMC-

C, mientras que el AA no presenta ningún efecto significativo.  En SMC-Ch los tres 

PUFAS incrementa la expresión del gen, de modo que esta  se triplica en los tres casos. 

 

SMC-C EPA DHA AA 

1 2,46 3,87 0,93 

SMC-Ch EPA DHA AA 

1 3,12 3,30 3,2 
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C.5.2.2.- Gen col2a1 

 

La figura C.33  muestra el efecto de los PUFAS sobre la expresión, a nivel del 

mRNA, de gen col2a1 en SMC-C y SMC-Ch. 
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SMC-C EPA DHA AA 

1 0,02 

 

1,09 

 

0,19 
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Figura C.33. Variación de la expresión (mRNA) del gen  col2a1 con respecto al gen  gapdh, en 

SMC- Ch  y SMC-C  incubados con EPA, DHA y AA durante 48h, representado como el logaritmo 

de esta relación. Los resultados están expresados como media ± SEM de al menos 3 

determinaciones (* P<0,05; *** P<0,0005). La tabla anexa muestra el valor de la variación de la 

expresión de mRNA representado en la figura. 

El EPA inhibe la síntesis del mRNA de colágeno II en SMC-C, mientras que no 

encontramos diferencias significativas con los tratamientos con DHA y EPA.  En SMC-

Ch todos los tratamientos incrementan la expresión del mRNA del col2a1, aunque las 

diferencias no son significativas en el caso de DHA. 

 

C.5.2.3.- Gen col3a1 
 

 La Figura C.34 muestra el efecto de los PUFAS sobre la expresión, a nivel de 

mRNA, del gen de col3a1 en SMC-C y SMC-Ch 

 

 

 

 

 

 

SMC-Ch EPA DHA AA 

1 1,96 2,60 3,47 
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SMC-C EPA DHA AA 

1 0,023 

 

0,016 

 

0,007 

 

SMC-Ch EPA DHA AA 

1 1,58 7,32 3,13 
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Figura C.34. Variación de la expresión (mRNA) del gen col3a1 con respecto al gen gapdh, en 

SMC- Ch  y SMC-C  incubadas con EPA, DHA y AA durante 48h, representado como el logaritmo 

de esta relación.  Los resultados están expresados como media ± SEM de al menos 3 

determinaciones (* P<0,05; ** P<0,005; *** P<0,0005). La tabla anexa muestra el valor de la 

variación de la expresión de mRNA representado en la figura. 

Los PUFAs producen una fuerte disminución de la expresión del mRNA de 

col1a3 en SMC-C, mientras que se produce el efecto contrario en SMC-Ch. 

 

C.5.2.4.- Gen fibronectina 
 

 La figura C.35 muestra el efecto de los PUFAS sobre la expresión, a nivel de 

mRNA, del gen de fibronectina en SMC-C y SMC-Ch. 
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Figura C.35. Variación de la expresión (mRNA) del gen  fibronectina con respecto al gen  gapdh, 

en SMC- Ch  y SMC-C  incubadas con EPA, DHA y AA durante 48h, representado como el 

logaritmo de esta relación. Los resultados están expresados como media ± SEM de al menos 3 

determinaciones (* P<0,05; *** P<0,0005). La tabla anexa muestra el valor de la variación de la 

expresión de mRNA representado en la figura. 

 

 Los PUFAS producen una fuerte inhibición de la expresión del gen de la 

fibronectina en SMC-C.  En SMC-Ch el EPA disminuye la expresión mientas que tanto 

DHA como sobre todo AA la aumentan. 

 

C.5.2.5.- Gen mmp2 
 

SMC-Ch EPA DHA AA 

1 0,25 1,10 2,01 
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 La figura C.36 muestra el efecto de los PUFAS sobre la expresión, a nivel del 

mRNA, del gen de  mmp2. 
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Figura C.36. Variación de la expresión (mRNA) del gen mmp2 con respecto al gen gapdh, en 

SMC- Ch  y SMC-C incubadas con EPA, DHA y AA durante 48h, representado como el logaritmo 

de esta relación.  Los resultados están expresados como media ± SEM de al menos 3 

determinaciones (* P<0,05; ** P<0,005; *** P<0,0005). La tabla anexa muestra el valor de la 

variación de la expresión de mRNA representado en la figura. 

Los PUFAS producen una fuerte disminución de la expresión de mmp2 en SMC-

C. En SMC-Ch el efecto es mucho menor incluso se pierde en el caso del EPA. 

 

C.5.3.- Efecto de los PUFAs sobre la isoprenilación de proteínas 
 

 Las figuras C.37 y tabla C.13 muestran el efecto de los ácidos grasos poli-

insaturados EPA (ω3), DHA (ω3) y AA (ω6) sobre la incorporación de mevalonato a 

proteína total.  
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Figura C.37. Efecto de los ácidos grasos poliinsaturados en la incorporación de [H3]-mevalonato 

a proteína total (dpm/mg proteína) en  SMC-C y SMC-Ch.  Los resultados están expresados 

como media ± SEM de al menos 3 determinaciones (* P<0,05; ** P<0,005). 

 SMC-C SMC-Ch 

Control 29880±410,6 51306± 2623 

EPA 10286±842,0 29120± 4892 

DHA 18387±1728 43455±1634 

AA 13221±2469 40030±875,0 

 

Tabla C.13. Incorporación de [H3]-mevalonato a proteína total (dpm/mg proteína) en cultivos 

SMC-C y SMC-Ch incubados con los distintos PUFA durante 48h. Los resultados están 

expresados como media ± SEM de al menos 3 determinaciones. Datos representados en la 

figura C.37. 
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 Los PUFA, tanto de la serie 3 como la 6, inhiben la isoprenilación de proteínas. 

Este efecto es superior en SMC-C que en SMC-Ch. 

 

C.5.4.- Efecto de los PUFAs sobre la activación de Rho-A 
 

 La figura C.38 y la tabla C.14 muestran el efecto de los PUFAs sobre la 

activación de Rho A: 

 

 

 

 

Figura C.38.  Efecto de los PUFAS  sobre la activación de Rho A. La gráfica muestra la variación 

de luminosidad de Rho A activa frente a Rho total.  
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Tratamiento % activación 

Control 127,5±7,78 

DHA 80,0± 7,07 

EPA 53,0± 5,66 

AA 60,0± 2,83 

 

Tabla C.14. Variación de luminosidad de Rho A activa frente a Rho total expresado como tanto 

por ciento. Los resultados son la media ± SEM de 2 experimentos diferentes medidos por 

duplicado. Datos representados en la figura C.38. 

Los PUFAS inhiben la activación de Rho A.  Al igual que sucedía con la 

isoprenilación de proteínas, este efecto es superior para EPA y AA que para DHA. 

 

C.5.5.- Efecto de los PUFAs sobre la expresión de genes que codifican para PPAR-
γ, LXR y SREBP 
 

C.5.5.1.- Gen ppar-γ  
 

 La figura C.39 muestra el efecto de los PUFAs sobre la expresión, a nivel de 

mRNA,  del gen de ppar- γ. 
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Figura C.39. Variación de la expresión (mRNA) del gen de pparγ (con respecto a gapdh), en 

SMC-C incubadas con EPA, DHA y AA durante 48h, representado como el logaritmo de esta 

relación.  Los resultados están expresados como media ± SEM de al menos 3 determinaciones  

(* P<0,05; ** P<0,005; *** P<0,0005). La tabla anexa muestra el valor de la variación de la 

expresión de mRNA representado en la figura. 

Los PUFAs estudiados producen un fuerte aumento en la expresión de ppa-γ en 

SMC-C. Para SMC-Ch la variación de la expresión fue muy similar, no encontrando 

diferencias significativas entres los valores observados en SMC-Ch respecto a los 

observados en SMC-C por lo que no se muestran en la figura. 

C.5.5.2.- Gen lxr 
 

 La figura C.40 muestra el efecto de los PUFAs sobre la expresión, a nivel de 

mRNA, del gen lxr. 

SMC-C EPA DHA AA 

1 32,92 288,83 166,36 
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Figura C.40. Variación de la expresión (mRNA) del gen lxr (con respecto a gapdh), en SMC-C 

incubados con EPA, DHA y AA durante 48h, representado como el logaritmo de esta relación.  

Los resultados están expresados como media ± SEM de al menos 3 determinaciones  (* P<0,05; 

** P<0,005). La tabla anexa muestra el valor de la variación de la expresión de mRNA 

representado en la figura. 

 

 Los PUFAs producen una fuerte disminución de la expresión de lxr en SMC-C. 

En SMC-Ch la variación de la expresión de este gen fue muy similar (sin diferencias 

significativas entre estos valores) por lo que no se muestran en la figura.  

 

SMC-C EPA DHA AA 

1 0,002 0,012 0,002 
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C.5.5.3.- Gen srebp-1 
 

 La figura C.41 muestra el efecto de los PUFAs sobre la expresión, anivel de 

mRNA, del gen srebp-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura C.41. Variación de la expresión (mRNA) del gen srebp-1 (con respecto a gapdh), en SMC-

C incubadas con EPA, DHA y AA durante 48h, representado como el logaritmo de esta relación.  

Los resultados están expresados como media ± SEM de al menos 3 determinaciones  (* P<0,05; 

** P<0,005; *** P<0,0005). La tabla anexa muestra el valor de la variación de la expresión de 

mRNA representado en la figura. 

Los PUFAs producen una fuerte disminución de la expresión de srebp-1.  Para 

SMC-Ch la variación de la expresión no mostró diferencias significativas respecto a las 

obtenidas para SMC-C, por lo que no se muestra en la figura. 

SMC-C EPA DHA AA 

1 0,016 0,027 0,007 
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D.1.- Papel del colesterol en la matriz extracellular 
 

 Las SMC sufren una serie de alteraciones como respuesta fisiológica a daños en 

la pared vascular o en la remodelación de los vasos. No obstante, estos cambios son la 

base de  enfermedades como la aterosclerosis y restenosis. La proliferación, la 

apoptosis, la migración y la síntesis de la ECM por parte de estas células, contribuyen a 

los cambios de la arquitectura vascular en el desarrollo de la enfermedad 535-538. 

Situaciones como la hiperlipemia alteran la expresión de genes en las células SMC, lo 

que desencadena estas respuestas patológicas. El colesterol de la dieta es uno de los 

factores de riesgo que pueden iniciar estos cambios 539. En nuestro laboratorio, el pollo 

hipercolesterolémico ha sido ampliamente utilizado como modelo experimental, por lo 

que conocemos bien el metabolismo lipídico de estos animales y la regulación a nivel 

de distintas enzimas relacionadas con el metabolismo del colesterol 61, 540-542. Estudios 

realizados en nuestro laboratorio, han demostrado que 20 días de tratamiento con una 

dieta enriquecida con un 5 % de colesterol, es suficiente no solo para provocar una 

hipercolesterolemia, sino que además da lugar a la formación de depósitos de lípidos 

en las arterias principales similares a las estrías lipídicas de los primeros estadíos de la 

aterosclerosis 60. El mantenimiento de dicha dieta durante 10 días no produce placas 

ateromatosas observables por microscopía electrónica, no obstante las células de 

músculo liso arterial obtenidas de estos animales y cultivadas (SMC-Ch), muestran 

diferencias tanto en la proliferación como a nivel molecular con respecto a las 

obtenidas de pollos alimentados con dieta control (SMC-C). Así, las diferencias entre 

los cultivos SMC-C y SMC-Ch respecto a la síntesis de DNA, RNA, proteínas y lípidos así 

como la actividad y expresión del gen de la HMG-CoA reductasa, son significativas y 

propician un modelo celular de aterosclerosis muy temprana 60, 543-545. 

 

  En las lesiones tempranas, las SMC contribuyen al desarrollo de la placa 

ateromatosa a través de la producción, entre otras cosas, de ECM que participa del 
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engrosamiento de la pared y favorece la retención de las lipoproteínas en el 

subendotelio. Sin embargo, en fases más avanzadas de la enfermedad las SMC también 

son las encargadas de generar una cubierta fibrosa rica en ECM que cubre el núcleo 

lipídico y da estabilidad a la placa. Nuestros resultados muestran cómo las células 

procedentes de pollos en las fases iníciales de la aterosclerosis, alimentados con una 

dieta  suplementada con colesterol al 5% durante 10 días, presentan un fuerte 

incremento en  la síntesis de colágeno (figura C.5). En este sentido, la expresión de los 

colágenos tipo I, II y III y fibronectina, se encuentran muy incrementadas tanto a nivel 

de su mRNA (figuras C.1 y C.2) como a nivel de su proteína (figura C.3). Esta 

sobreproducción de ECM evidencia los fuertes cambios fenotípicos que produce el 

colesterol en estas células. De hecho, la sobreexpresión de estas proteínas es uno  de 

los indicadores del cambio fenotípico de las SMC a su fenotipo sintético, especialmente 

los colágenos I y III, y uno de los desencadenantes principales de la hipertrofia 

vascular 546. Estudios con aortas humanas ponen de manifiesto que existe una fuerte 

acumulación de colágenos en las fases iníciales de la aterosclerosis, que está  inducida 

por un acumulo de colesterol en la célula 142, 547. Otros estudios con cultivos primarios 

de SMC muestran cómo un aporte de colesterol a la célula usando sueros procedente 

de pacientes himpercolesterolémicos 548, 549, o con medios de cultivo ricos en LDL 550, 

551, producen cambios a nivel de la síntesis de ECM similares a los encontrados en 

nuestros experimentos. Por otro lado, no encontramos efectos significativos por parte 

de la dieta rica en colesterol en la expresion de MMP2 (figura C.2). Este hecho junto a 

la ausencia de  valores detectables  del mRNA de la MMP9 (datos no mostrados), 

evidencia que el proceso aterosclerótico se encuentra en la fase  inicial, ya que la 

sobreexpresión de estos genes se produce en fases más tardías de la enfermedad  y 

está asociada a la inestabilidad de la placa ateromatosa 552, 553.  Por otra parte, se ha 

descrito que un aporte de colesterol a los cultivos mediante  colesterol soluble  

produce cambios en las SMC que conducen a su transformación en células espumosas 
90. Estas células transformadas  están presentes en las lesiones ateroscleróticas desde 

las fases iniciales de la aterosclerosis y es uno de los hechos que desencadena el 
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desarrollo de la enfermedad 4.  En este sentido, nuestros resultados demuestran que 

un aporte de colesterol in vitro produce cambios a nivel de la ECM muy similares a los 

de la dieta hipercolesterolémica (figuras C.1, C.2 y C.4), lo que ratifica los resultados 

encontrados en nuestro modelo aviar de aterosclerosis temprana.  

 

 El mecanismo por el cual el colesterol produce estos fuertes cambios en el 

fenotipo de las SMC no está muy bien definido. No obstante, existen tres factores de 

transcripción (PPARγ, SREBP-1 y LXR) que están fuertemente regulados por el 

contenido de colesterol intracelular. 

 

 PPARγ  es una de las moléculas más importantes en la regulación de 

metabolismo lipídico y está involucrada en los cambios experimentados por las células 

vasculares, especialmente en la migración y proliferación de las SMC 381, 394, 395. En 

nuestros experimentos vemos como el colesterol en la dieta produce una fuerte 

disminución en la expresión de PPARγ (figura C.14), lo que podría estar implicado en 

el incremento de la síntesis de ECM en las SMC, como se ha visto que ocurre en otros 

tipos celulares554-557. 

Con respecto a los factores de transcripción SREBP y LXR, se sabe que son los 

encargados de regular el contenido de colesterol en la célula. Así,  en una situación 

normal, una bajada de colesterol induce la expresión de SREBP, lo que desencadena 

una respuesta que da lugas a un aumento en la síntesis de colesterol en la célula 413-415. 

LXR regula el transporte de colesterol en la célula, de modo que un incremento de 

colesterol induce su expresión y con ello el transporte de colesterol al exterior de la 

célula 423. En nuestros estudios encontramos que los niveles de mRNA de lxr y srebp-1 

están incrementados en SMC-Ch respecto a SMC-C (figuras C.15 y C.16). Este hecho 

pone de manifiesto la fuerte desregulación con respecto al metabolismo lipídico que 

presentan las SMC-Ch, las cuales duplican su contenido de colesterol intracelular 
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respecto a SMC-C, después de 20 días en cultivo 60. Los cambios observados en la 

matriz podrían estar mediados por estos factores de transcripción, ya que se ha visto 

que regulan la expresión de algunas proteínas de matriz. Así por ejemplo los SREBPs 

media en la expresión del colágeno tipo VI en respuesta a LDL 558 y LXR reprime la 

expresión de MMP9 559. No obstante son necesarios nuevos experimentos que pongan 

de manifiesto el papel de estos factores de transcripción en la síntesis y la 

remodelación de la ECMpor parte de las SMC.  

 

D.2.- Efecto de las estatinas y el estado de activación de Rho A y H-
Ras sobre la ECM.  
 

 Como se ha descrito anteriormente,  las estatinas son inhibidores específicos 

de la HMG-CoA reductasa, el enzima principal en la regulación de la biosíntesis de 

colesterol, y uno de los fármacos hipolipemiantes más utilizados como tratamiento de 

la hipercolesterolemia. En nuestros estudios encontramos que las estatinas producen 

una fuerte inhibición en la síntesis de colágeno (figura C.5). Esta inhibición hace que la 

síntesis de colágeno en las SMC procedentes de pollos hipercolesterolémicos (SMC-Ch) 

disminuya a valores muy similares a las procedentes de animales control (SMC-C). Este 

efecto de la lovastatina revierte al añadir al medio de cultivo mevalonato, que es el 

producto de la reacción catalizada por la HMG-CoA reductasa. Además, la expresión de 

los colágenos tipo I, II y III y fibronectina (figuras C.6, C.7, C.8 y C.10, respectivamente) 

sigue un patrón idéntico al anterior. Este hecho, en el caso de la cadena alfa del 

colágeno tipo 1 responde a una inhibición a nivel del promotor (figura C.9). En este 

sentido, nuestros resultados son muy similares a los obtenidos previamente en 

cultivos de SMC humanas 560, 561. No obstante, en fases tardías de la enfermedad se ha 

visto que las estatinas producen un incremento en la síntesis de matriz extracelular, lo 

que estabiliza la placa ateromatosa 446, y evidencia el doble papel de la ECM en el 

desarrollo de la enfermedad. Con respecto a la MMP2 los datos obtenidos muestran 
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como la lovastatina inhibe la expresión de su gen en SMC-C y sobre todo en SMC-Ch 

(figura C.11). Este efecto es similar al encontrado en otros modelos animales de 

aterosclerosis y en pacientes ateroscleróticos tratados con estatinas 562-564, en los que 

se demuestra una reducción de la expresión de MMP2 en la placa ateromatosa que se 

asocia con la estabilización de la placa producida por estos fármacos.  

 A pesar de que las estatinas actúan principalmente como hipolipemiantes, 

actualmente se han descrito diferentes efectos de estos medicamentos independientes 

de los niveles plasmáticos de LDL. Estos efectos se denominan pleiotrópicos y 

contribuyen al resultado clínico beneficioso de estos fármacos. La estabilidad de la 

placa, el descenso del estrés oxidativo y de la inflamación, o la inhibición de la 

respuesta trombogénica, son algunos de los efectos pleiotrópicos de las estatinas 565. 

Una de las causas por la que se producen estos efectos, es la inhibición de la 

modificación postraduccional de proteínas isopreniladas. La falta de isoprenoides 

como consecuencia de la inhibición de la vía del mevalonato, produciría la inactivación 

de muchas proteínas, que necesitan ser modificadas por isoprenilación. En este 

sentido, nosotros encontramos que un aporte de colesterol en la dieta induce 

fuertemente la isoprenilación de proteínas en las SMC. La lovastatina produce el efecto 

contrario, que revierte al añadir al medio mevalonato y GGPP (figura C.12).  Estos 

efectos son paralelos a los encontrados en la síntesis y la expresión de las proteínas de 

matriz estudiadas. De este modo, tratamos las células con inhibidores específicos de 

farnesil y geranil-geranil transferasas para determinar si el colesterol y las estatinas 

median en la expresión de las proteínas de matriz alterando la isoprenilación de 

proteínas en las SMC, o si por el contrario estos hechos son paralelos y/ó dependientes 

de otras rutas. Así, observamos cómo la inhibición de farnesil transferasa (mediante 

manumicina A) y geranil-geranil- transferasas (con GTI-218) producen un efecto 

inhibitorio a nivel de la las proteínas de ECMen las SMC muy similar al encontrado 

para la lovastatina (figuras C.6, C.7, C.8, C.10 y C.11). De este modo, podemos concluir 

que el efecto observado por el colesterol y las estatinas en las SMC a nivel de la ECM, 

está mediado por una alteración en la isoprenilización de proteínas en la célula.  
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 La isoprenilación es especialmente importante en la familia de proteínas 

pequeñas que unen GTP, las cuales están involucradas en diversos procesos celulares y 

en la regulación de la expresión de diferentes genes 299. Por lo general las proteínas 

que necesitan ser modificadas por geranilgeraniol, pertenecen a la familia de proteínas 

Rho, mientras que las que necesitan ser modificadas por un farnesol, pertenecen a la 

familia de proteínas Ras. En nuestros experimentos vemos cómo la inhibición tanto de 

geranilgeranil transferasas como de farnesiltranferasas inhibía la síntesis de ECM. Esto 

hace pensar que ambas rutas están actuando en la regulación de la expresión de la 

ECM, y que el efecto del colesterol y las estatinas es dependiente de estas dos rutas. En 

este sentido, los mutantes dominantes negativos para Rho A obtenidos en nuestros 

experimentos muestran una fuerte disminución la producción de las proteínas de ECM 

estudiadas en las SMC (figuras C.17, C.18, C.20 y C.23), mientras que en los mutantes 

dominantes positivos se produce el efecto contrario (figuras C.17, C.19, C.21, C.24). 

Este efecto a nivel de col1a2 se ejerce a nivel de su promotor (fig C.22). Los mutantes 

dominantes positivos y negativos de H-Ras muestran un comportamiento a nivel de la 

ECMmuy similar a los de Rho A (C.17 y C.22). De este modo, nuestros resultados 

demuestran que el colesterol y las estatinas regulan la activación de Rho A y H-Ras, y 

que estas proteínas son cruciales en la regulación de la síntesis de ECM en las SMC. 

Estudios previos demuestran que estas proteínas juegan un papel fundamental en la 

proliferación, la migración, la supervivencia y el fenotipo de las SMC 341, 342, 352, 452, 566. 

No obstante el papel de estas proteínas en la síntesis de ECM no está muy bien 

caracterizado y es uno de los resultados más importantes de la presente tesis doctoral.  

 

 Por otro lado, los tratamientos con estatinas en nuestras células producen un 

fuerte incremento en la expresión del gen que codifica para PPARγ (figura C.15). Cabe 

pensar que la sobre expresión de este factor de transcripción por efecto de las 

estatinas pueda producirse como respuesta a un cambio en el contenido de colesterol 

de la célula. En este sentido, otros trabajos demuestran que el incremento de la 
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expresión de PPARγ por efecto de las estatinas es independiente del contenido de 

colesterol en la célula, y que un aporte de colesterol in vitro no revierte los efectos de 

las estatinas sobre PPARγ 567. Este hecho esta en concordancia con nuestros 

resultados, ya que vemos cómo los efectos de la lovastatina sobre PPARγ revierte al 

añadir GGPP, que no es un producto intermedio de la síntesis de colesterol, sino un 

intermediario de las vías en las que se ramifica la ruta del mevalonato. Además, los 

inhibidores de isoprenil tranferasas producen un efecto similar al observado con el 

tratamiento con lovastatina. Todo esto sugiere que la activación de las GTPasas 

pequeñas de membrana juega un papel fundamental en este proceso en las SMC. De 

hecho, estudios recientes han demostrado que el efecto de las estatinas sobre PPARα y 

PPARγ es dependiente de la inhibición de Rho A y otras proteínas G pequeñas como 

Cdc42 567, 568, en células hepáticas y macrófagos.  

 

 Con respecto a los otros dos factores de transcripción estudiados, las estatinas 

producen una fuerte disminución de la expresión de los genes que codifican para LXR y 

SREBP-1 en las SMC (figura C.15 y C.16). En este sentido, otros trabajos han 

demostrado que las estatinas disminuyen la expresión de SREBP-1 e incrementa la 

expresión de SREBP-2  en varios tipos celulares 569, 570. Este efecto se debe a que 

SREBP-1 es el factor de transcripción encargado de la expresión basal de los genes 

implicados en el metabolismo lipídico, mientras que SREBP-2  se encarga de inducir la 

transcripción de los genes responsables de la biosíntesis del colesterol como respuesta 

a una disminución en la concentración de esteroles. Con respecto a las proteínas G de 

membrana, se ha demostrado que  SREBP media la activación de Rho A, en un 

mecanismo que es dependiente de la modulación del metabolismo del colesterol 

ejercido por este factor de trascripción 571. Además, se ha visto que la sobre expresión 

de H-Ras produce una sobre expresión de SREBP-1. En este sentido, nuestros 

resultados muestran cómo el efecto de las estatinas revierte con la adición de 

mevalonato y GGPP al medio (figura C.16). Esto, junto con el hecho de que la inhibición 
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de farnesil transferasas y geranilgeranil transferasas, produzca una fuerte inhibición 

en la expresión de SREBP-1(figura C.16), hace pensar que existe una relación entre la 

activación de las GTPasas pequeñas y SREBPs, y que esto tiene un papel fundamental 

en la expresión de las proteínas de la ECM.  

LXR activa la transcripción de diversos genes en respuesta a derivados 

oxidados del colesterol 572, 573. Además, regula la expresión de la mayoría de los genes 

involucrados en el transporte de colesterol en la célula, como abcA1, abcG1 y  apoE. En 

este sentido, se ha demostrado que las estatinas inhiben la expresión del gen que 

codifica para LXR  y  sus genes diana, inhibiendo la síntesis de oxiesteroles en 

macrófagos 574-576. No obstante este hecho no  está muy bien definido, ya que otros 

autores postulan que las estatinas producen el efecto contrario en los mismos tipos 

celulares 577. Con respecto a la relación existente entre las proteínas G de membrana y 

estos genes, también existe una fuerte controversia. Por un lado se ha descrito que los 

genes activados por LXR, que regulan el flujo de colesterol en la célula, activan a las 

proteínas G de membrana 578, 579.Además, en este sentido se ha visto que síndromes 

metabólicos como la enfermedad de Tangier, en los que existe un fuerte incremento en 

el flujo de colesterol, están relacionados con una sobreactivación de GTPasas pequeñas 

y que una inhibición de éstas disminuye el flujo de colesterol y mejora los niveles de 

lípidos plasmáticos 580, 581. Por otro lado, otros autores postulan el efecto contrario, de 

modo que la inhibición de  proteínas G produce un incremento del flujo de colesterol  

que esta mediado por un incremento en la expresión de LXR 577.  

 

 Nuestros resultados muestran que las estatinas inhiben la expresión de LXR en 

las SMC, efecto que revierte al añadir al medio de cultivo mevalonato y GGPP (figura 

C.15). Además, la inibición de farnesil transferasas y geranilgeranil transferasas, 

produce un efecto similar al observado con la lovastatina. Estos datos hacen pensar 

que existe una relación directa entre ambas rutas, de modo que una inhibición de 

proteínas G produce una disminución en la expresión de LXR. 
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D.3.- Efecto de la doxiciclina  sobre la ECM 

Las tetraciclinas poseen propiedades no inherentes a su actividad bactericida que le 

confieren propiedades antiateroscleroticas tales como la inhibición de la proliferación 

y   la migración celular 478, 479, así como la inhibición de síntesis de ECM y hiperplasia 

intimal 480, 481. Estos hechos hacen que haya una importante investigación sobre el uso 

profiláctico de este fármaco en síndromes cardiacos agudos 582, 583.  

Con respecto a la ECM, aunque el efecto inhibitorio sobre la actividad de las MMPs en 

las SMC está bien descrito523, 584-586, poco se sabe sobre el efecto de este fármaco sobre 

la producción de ECM por las SMC. Con respecto a esto, lo único que se sabe es que la 

doxiciclina inhibe la producción de colágeno y PGs en condriocitos de rata 587, 588, hecho 

que está directamente relacionado con el efecto de este fármaco en la osteoartritis.  

Nuestros resultados demuestra por primera vez que la doxiciclina inhibe la síntesis y 

la expresión de proteínas de ECM, en particular a nivel de la síntesis de colágeno 

(figura C.25) y la expresión de colágeno I,II y III y fibronectina (Fiuras C.26) .  

La disminución de la síntesis de proteínas de la ECM en las SMC tiene que estar 

íntimamente relacionada con la disminución del engrosamiento intimal descrita en 

otros trabajos480. En este proceso, además de un incremento en la proliferación y la 

migración de las SMC (íntimamente relacionadas con las MMPS) es fundamental que se 

produzca un aumento en la síntesis de ECM que sirva de andamiaje para que las células 

puedan crecer y migrar.  

Con respecto al mecanismo por el cual la doxiciclina produce este efecto, se ha 

achacado a la capacidad quelante de iónes divalentes de las tetraciclinas 473. No 

obstante, Esta propiedad solo explica la inhibición, en parte, de la actividad de las 

MMPs al secuestrar el Zn2+ necesario para su función. Estudios recientes han 

demostrado que las tetraciclinas inhiben las rutas de señalización de las MAPKs 

kinasas y de la PI3K 479, 482 dos de las rutas de señalización más importantes en la célula 
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y que están estrechamente relacionadas con las proteínas G de membrana. Nuestros 

resultados muestran que la doxiciclina inhibe la isoprenilación de proteínas (figura 

C.27) y con ello la activación de Rho A (figura C.28). Además, el tratamiento con 

doxiciclina produce una fuerte inducción de la expresión de PPARγ  y una disminución 

de la expresión de SREBP-1(figura C.29).  

 De este modo, la doxiclina produce un efecto muy similar a la lovastatina y a los 

inhibidores de prenil-transferasas estudiados. Esto sugiere que los efectos anti-

aterogénicos de la doxiciclina, al igual que en el caso de las estatinas, están 

relacionados con las vías de isoprenilación de proteínas y la activación de proteínas G.  

   

D.4.- Efecto de los PUFA sobre la ECM 
 

 Los ácidos grasos poli-insaturados poseen un efecto protector frente a la 

aterosclerosis gracias a su capacidad de influenciar en la coagulación sanguínea, el 

perfil de los lípidos plasmáticos, la inflamación y la presión sanguínea. De todos ellos, 

el efecto más conocido derivado del consumo de ácidos grasos poli-insaturados es el 

hipolipemiante 490, 589. En este sentido, la acción de estos compuestos sobre el 

metabolismo del colesterol en nuestro modelo experimental celular de aterosclerosis 

temprana en pollos está bien caracteridado 590-593.  De este modo, el aceite de pescado 

rico en PUFAS  produce una fuerte disminución en la concentración de colesterol y en 

la actividad de la  HMG-Co A reductasa en estos animales. Además, produce una 

disminución en la proliferación y la apoptosis en las SMC-C y SMC-Ch 594. En este 

sentido, uno de los objetivos de esta tesis doctoral ha sido estudiar el papel de los 

ácidos grasos poli-insaturados en la producción y remodelación de la ECMen SMC, así 

como la posible implicación de las Rho A en este proceso. De este modo, nuestros 

resultados muestran cómo tanto los ácidos grasos de la serie n=3 (EPA y DHA), como 

los de la serie n=6 (AA) inhiben fuertemente la isoprenilación de proteínas y la 
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activación de Rho A en las SMC (figura C.36 y C.37, respectivamente). Este efecto es 

similar al encontrado en otros estudios para H-Ras en SMC 595,  y se ha relacionado con 

el efecto antiproliferativo de los PUFAs.   

 

 Con respecto a los factores de transcripción estudiados,  los tratamientos con 

EPA, DHA y AA, producen un fuerte incremento en la expresión del gen que codifica 

para PPARγ (figura C.38). En este sentido, se ha demostrado que tanto los ácidos 

grasos poli-insaturados como sus derivados unidos a coenzima A, producen una 

activación de la producción de PPARγ 596. Además, encontramos que los PUFAs inhiben 

la expresión del gen que codifica para SREBP-1 en las SMC (figura C.40). Así, en otros 

tipos celulares se ha visto que los PUFA inhiben la expresión  del mRNA de SREBP-1 e 

incrementan su degradación597, 598. De este modo, la activación de PPARγ junto la 

inhibición de SREBP-1 producida por los PUFAs, debe influir en multitud de procesos 

celulares. Dado el papel anti-aterogenico y anti-inflamatorio de la modulación de estos 

dos factores de transcripción, debe de ser una de las rutas por los que los PUFAs 

ejercen sus efectos beneficiosos. 

 

 Con respecto a  la  producción de ECM, no encontramos cambios en la síntesis 

de colágeno por efecto del EPA, mientras que DHA y AA la disminuyen (figura R30). 

Estos resultados son similares a los encontrados en otros tipos celulares 599-601. En 

relación con la expresión de los genes estudiados, la expresión de colágeno I 

incrementa con EPA y DHA, y disminuye con AA (figura R31). Con respecto a los 

colégenos II y III y la fibronectina, los tres PUFAs producen una fuerte inhibición de la 

síntesis de su mRNA (figuras C.32, C.33 y C.34). Los cambios producidos en la síntesis 

de colágeno por los PUFAs están mediados, al menos en parte, por los precursores de 

los eicosanoides y genes relacionados con su síntesis, como la ciclo oxigenasa 599, 602. En 

este sentido, se ha demostrado que un incremento en protaglandina E2 (PEG2) inhibe 



Discusión 

 

207 

la expresión de coágeno I, II y fibronectina en fibroblastos 600, 603.  Además, otros 

protanoides derivados de los PUFAs, como las plostaglandinas D (PGD) también 

presentan un efecto inhibidor de la síntesis de matriz extracelular, que es dependiente 

de PPARγ604. Los distintos efectos ejercidos por estos eicosanoides están mediados por 

la unión a sus  receptores 605, 606. De este modo, se ha descrito que  el efecto inhibitorio 

de PEG2 sobre la expresión de colágeno tipo I en fibroblastos, esta mediada por la 

unión de esta prostaglandina a sus receptores EP4 607 y EP2 608, pero no a EP3 y EP1 608. 

En este sentido, se ha visto que EP2 609 inhibe la activación de Rho A, miestras que EP1 y 

EP3 no alteran su activación 610 en fibroblastos. En su conjunto, estos datos junto con 

nuestros resultados en SMC, sugieren que los PUFA inhiben la síntesis de ECM a través 

de las rutas de activación de sus derivados ecosanoides y que este efecto es 

dependiente de las rutas de activación de Rho A y de PPAR.  

 

 Con respecto a las MMPs se ha descrito que el EPA inhibe la expresión de 

MMP2 y  MMP9 en la macrófagos provenientes de ratones deficientes en ApoE, hecho 

que se relaciona con la estabilización y la reducción de la placa ateromatosa por efecto 

de los PUFA en estos ratones 611. En este sentido, se ha demostrado que este efecto es 

dependiente de PPARs  en macrófagos 611. En otros tipos celulares se han encontrado 

efectos muy similares en los tratamientos con EPA y DHA 612-614.  Nuestros resultados 

en SMC se asemejan mucho a los citados anteriormente, de modo que los tres PUFAS 

disminuyen la expresión de MMP2 en las SMC e incrementan la expresión de PPARγ 

(figuras C.35 y C.38). Con respecto al AA, los efectos de esta molécula sobre la 

expresión de la MMP2 en las células vasculares no están bien caracterizados. No 

obstante se han descrito algunos efectos  de los eicosanoides derivados de esta 

molécula con relación a las MMPs. Así, se sabe que la secreción de MMP9 por parte de 

los macrófagos de la placa ateromatosa ocurre por un mecanismo dependiente de PGE2 

615. Por otro lado, las PGD producen un fuerte efecto antiimflamatorio, lo que va 

acompañado de una disminución en la producción de MMPs 616. En este sentido, se ha 
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demostrado que el balance entre la síntesis de  PGE/PGD es crucial en la expresión de 

MMPs en la aterosclerosis. Así, para que se produzca una sobreexpresión de MMPs es 

necesario que estén inducidas la ciclooxigenasa 2 (COX2, enzima clave en la 

transformación de AA a PGH, precursor de PGE y PGD) y prostaglandina E sintasa 

(biosíntesis de PGE), mientras que la actividad prostaglandina D sintasa (biosíntesis 

de PGD) debe de estar inhibida. Por el contrario, si la prostaglandina D sintasa está 

activa se produce un fuerte incremento de la expresión de PPARγ, lo que va 

acompañado de un fuerte efecto inibitorio de las MMPs 616. En este sentido, nosotros 

encontramos que el AA produce una fuerte inducción de  la expresión de PPARγ 

(figura C.38) y una fuerte disminución  en la expresión de MMP2 (figura C.35), lo que 

hace pensar que el AA produce que el balance PGE/PGD en las SMC se decante  hacia 

este último. No obstante serían necesarios nuevos experimentos que demuestren este 

hecho.



 

 

 

 

 

 

 

Conclusiones



 

 

1. El aporte de cholesterol tanto en la dieta como en cultivo, produce un fuerte 

incremento de la producción de matriz extracelular en cultivos de SMC. Este 

efecto es dependiente de la isoprenilación de proteínas y de la acticación de 

porteínas G de membrana, y en él podrían estar involucrados los factores de 

transcripción PPARγ,  SREBP-1 y LXR. 

2. Las estatinas inhiben la producción y la remodelación de matriz extracelular en  

cultivos de SMC. Este efecto es dependiente de la isoprenilación de proteínas y 

de la acticación de porteínas G de membrana, y en el podrían estar 

involucrados los factores de transcripción PPARγ,  SREBP-1 y LXR. 

3.  La doxiciclina inhibe la producción y la remodelación de matriz extracelular en 

los cultivos de SMC. Este efecto es dependiente de la isoprenilación de 

proteínas y de la acticación de porteínas G de membrana, y en el podrían estar 

involucrados los factores de transcripción PPARγ,  SREBP-1 y LXR. 

 

4.  El efecto de los PUFAs sobre la matriz extracelular en cultivos de SMC varía 

según el PUFA y el gen. Así, EPA y DHA incrementan la expresión de col1α2 y 

AA la dismunuye. La expresión de col2α1a, col3α1, fibronectina y mmp2, 

disminuye por efecto de EPA DHA y AA. Los PUFAs inhiben la activación de Rho 

A y la expresión de srebp-1 e inducen la expresión de pparγ. Estos hechos 

podrían estar involucrados en los efectos sobre la matriz extracelular 

encontrados.  
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Abstract: Contractile-state smooth muscle cells (SMC), the only cell type in the arterial media, undergoes migration to 
the intima, proliferation, and abundant extracellular matrix production during the early stages of atherosclerosis. This in-
volves the ingestion of low-density lipoprotein (LDL) and modified or oxidised LDL by macrophages together with SMC 
by several pathways including a scavenger pathway leading to accumulation of cholesterol esters and formation of foam 
cells. High-plasma cholesterol levels constitute a major causative risk for atherosclerosis. The membrane-bound transcrip-
tion factor called sterol regulatory element binding protein (SREBP) activates gene-encoding enzymes of cholesterol and 
fatty acid biosynthesis. The SREBP expression, in response to diet, shows that are involved in both lipogenesis and cho-
lesterol homeostasis, moreover SREBPs are regulated directly by cholesterol. Animal models were used in trials of athe-
rosclerosis, and cholesterol feeding has been described elsewhere as producing atherosclerotic lesions. We have examined 
the morphological, molecular and proliferative change in arterial SMC mimicking such a cholesterol diet, this transformed 
SMC is a good model to study the alterations of the differentiated state of SMC, and the transformation into foam cell, 
caused by cholesterol-rich diet. Despite the complexity of the interactions in atherosclerosis, there are many opportunities 
to affect the homeostatic balance of the artery wall at SMC levels. We have considered here some of the possible targets 
for intervention with promising strategies for the nutritional control of the genes, and, in a general way, the possibilities 
for modulating the expression of genes influencing atherosclerosis 

Key Words: Smooth muscle cells, cholesterol, extracellular matrix, proliferation, apoptosis, SREBP, atherosclerosis, nutri-
tional control, gene regulation. 

INTRODUCTION 

 Vascular diseases, not only atherosclerosis but also reste-
nosis following angioplasty or transplantation, are due to 
abnormal vascular smooth-muscle-cell (VSMC) growth and 
gene expression. Atherosclerosis is responsible for myocar-
dial infarction and stroke, representing 50% of all mortality 
in the USA, Europe and Japan. Atherosclerosis is an accu-
mulative process characterized by the progression of a lesion 
in the artery wall resulting from an excessive inflammatory-
fibroproliferative response to various forms of injury to the 
endothelium and smooth muscle of the artery wall [1]. A 
large number of growth factors, cytokines, and vasoregula-
tory molecules participate in this process. A recent review 
focuses on the current state of knowledge of molecular 
mechanisms/processes that control differentiation of VSMC 
during normal development and maturation of the vascula-
tures as well as how these mechanisms/processes are altered 
in vascular injury or disease [2]. The control of the expres-
sion of genes encoding these molecules and to target specific 
cell types provides opportunities to develop new diagnostic 
and therapeutic agents to induce the regression of the lesions 
and, possibly, to prevent their formation. 

 The earliest recognizable lesion of atherosclerosis is the 
so-called “fatty streak”, an aggregation of lipid-rich macro- 

*Address correspondence to this author at the Department of Biochemistry 
and Molecular Biology, Faculty of Sciences, University of Granada, Fuen-
tenueva s/n, Granada, Spain; Tel: 34-958-243088; Fax: 34-958-249945; E-
mail: analinar@ugr.es. 
# principal authors.

phages and T lymphocytes within the innermost layer of 
artery wall, the intima. Intermediate lesions [3,4] are com-
posed of layers of macrophages, and SMC in turn develop 
into the more advanced, complex, occlusive lesions called 
fibrous plaques. The fibrous plaques increase in size and, 
projecting into the arterial lumen, may impede the flow of 
blood. Studies of animals with artificially induced hypercho-
lesterolaemia [5,6,7,8] have confirmed that three processes 
are involved in the formation of atherosclerotic lesions: 1. 
the proliferation of SMC, macrophages and lymphocytes; 2. 
the formation by SMC of a connective-tissue matrix com-
prising elastic fibre proteins, collagen and proteoglycans; 
and 3. the accumulation of lipids and mostly free and esteri-
fied cholesterol in the surrounding matrix and the associated 
cells. The cellular events that occur during progression of 
lesions in hypercholesterolaemic animals are almost exactly 
mirrored by those observed in human atherosclerotic coro-
nary arteries in heart removed in transplant operations [9]. 
Progression of atherosclerotic lesions is thus marked by ac-
cumulation of alternating layers of lipid-laden SMC and 
macrophages surrounded by extracellular matrix. 

 Two different phenotypes have been described for SMC 
based on the distribution of myosin filaments and the forma-
tion of large amounts of rough endoplasmic reticulum and 
Golgi apparatus for secreted protein. When cells are in a 
contractile phenotype, they respond to agents that induce 
either vasoconstriction or vasodilation, such as catechola-
mines [10], neuropeptides [11] or nitric oxide (NO) [12]. By 
contrast, in the synthetic state, these are capable of express-
ing genes for a number of growth-regulatory molecules and 
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cytokines [2]. Thus, SMC play the main role in the fibro-
proliferative component of this disease process [13]. Athero-
sclerotic plaque is located within the intima, and consists of a 
necrotic core overlaid by a fibrous cap composed mainly of 
proliferated SMCs, T-cell lymphocytes, a few neutrophils, 
and dense connective tissue consisting of collagen, elastin 
and proteoglycans. The necrotic core contains cellular debris, 
extracellular lipids, cholesterol crystals, and calcium depos-
its. Around the edges are numerous lipid-laden foam cells of 
both macrophage and smooth-muscle origin. The death of 
these cells contributes to the necrotic core. The focus of this 
review is to provide an overview of the current state of 
knowledge of molecular mechanisms, gene regulation, and 
nutritional control of the proliferation of vascular SMC and 
of their transformation into foam cells in atherosclerosis 
process. We will not review the control of differentiation of 
vascular SMC during vascular injury or disease, since this 
topic was reviewed very recently by Owens et al. [2]. With 
the increased understanding of the molecular and cellular 
interactions, extracellular matrix protein role, as well as gene 
expression and regulation, new potential targets for pharma-
cologic intervention are promising. 

THE TRANSFORMATION OF VASCULAR SMOOTH- 
MUSCLE CELLS IN ATHEROSCLEROSIS 

Vascular Smooth-Muscle Cells 

 Vascular smooth-muscle cells (VSMC) play a key role in 
atherogenic process, it is widely known that SMC migrate, 
proliferate, produce extracellular matrix components and are 
transformed by accumulating lipids [14]. This modulation 
process is conditioned by a change in their phenotypic state: 
the adult contractile phenotype expressed in both atherogenic 
and remodelling process and also in embryonic aorta. The 
concept of SMC phenotypic modulation gained currency 
many years ago [15]. Arterial SMC in culture reveal a simi-
lar modulation from contractile-like to synthetic state [15,8] 
characterized by their cytoskeletal and cytoenzymatic fea-
tures [16] during passages; i.e. the harvested SMC progres-
sively lose their contractile phenotype at confluency and 
exhibit synthetic characteristics identical to those observed in 
the synthetic SMC of the diffuse intimal thickening [15,16]. 
In long term culture, they develop a transformed phenotype 
[15,17,8] with increased proliferation [8,18] providing a 
good model to study SMC transformation and gene regula-
tion during the modulation process in vitro.

 More recently, the term “swirling-type” has been used to 
denote SMC phenotypes having elongated, spindle-shaped 
cell bodies which form typical SMC “hills-and-valleys” 
morphology at confluence [19]. The predominant cell type 
found in the normal media of arteries, this type corresponds 
to a contractile phenotype. Another SMC is called “epithe-
lioid–type” which has cuboidal cell bodies, grows to a mono-
layer after reaching confluence and would correspond to 
synthetic-phenotype [19]. This phenotype represents only a 
small fraction of SMCs from normal arterial media, but is 
believed to be the major SMC type to migrate from the me-
dia and proliferate into neointima during the progression of 

atherosclerosis and restenosis after angioplasty. Recently, the 
“swirling” and an “epithelioid” SMC phenotypes have been 
isolated and cloned from normal rat carotid arteries [20]. 
These authors have shown that, when stimulated with vari-
ous agonists, the “epithelioid” SMC phenotype secreted more 
proteinases than did the “swirling” SMC, while both pheno-
types secreted similar amounts of proteinase inhibitors when 
cultured under similar conditions [20]. The conclusion was 
that higher proteolytic potential of “epithelioid” SMC sup-
ports the idea that it is the active SMC phenotype that prolif-
erates and migrates under pathological conditions. 

Cytoskeleton and the VSMC Phenotypic Modulation  

 As mentioned above, VSMCs undergo a phenotypic 
transformation and exhibit a functional plasticity, modulating 
from the mature phenotype (in which the primary function is 
contraction) to a less differentiated state with increased ca-
pacities for motility, protein synthesis, and proliferation. 
Change in phenotypic expression of rabbit aortic SMC in 
culture could be correlated with alterations in expression and 
distribution of structural proteins [21]. Contractile state SMC 
(day 1 and 3 of primary culture) showed distinct sorting of 
proteins into subcellular domains, consistent with the theory 
that the SMC structural machinery is compartmentalised 
within the cell. Proteins specialised for contraction ( -SM 
actin, SM-MHC, and calponin) were amply expressed in 
these cells and concentrated in the upper central region of the 
cell [21]. Vimentin was confined to the body of the cell, pro-
viding support for the contractile apparatus but not co-
localising with it. In line with its role in cell attachment and 
motility, -MN actin was localised to the cell periphery and 
basal cortex [21]. The dense body protein -actinin was con-
centrated at the cell periphery, possibly stabilising both the 
contractile and the motile apparatus. Vinculin-containing 
focal adhesions were well developed, indicating the cells’ 
strong adhesion to the substrate. In synthetic-state SMC 
(passage 2-3 of culture), there was decreased expression of 
contractile and adhesion (vinculin) proteins with a concomi-
tant increase in cytoskeletal proteins -no-muscle [NM] actin 
and vimentin. These quantitative changes in structural pro-
teins were associated with dramatic changes in their distribu-
tion [21] the distinct compartmentalisation of structural pro-
teins observed in contractile state SMC was no longer obvi-
ous with proteins were more evenly distributed throughout 
the cytoplasm to accommodate altered cell function. This, 
SMC phenotypic modulation involves not only quantitative 
changes in contractile and cytoskeletal proteins, but also 
reorganisation of these proteins. Since the cytoskeleton acts 
as a spatial regulator of intracellular signalling, reorganisa-
tion of the cytoskeleton may lead to the realignment of sig-
nalling molecules, which, in turn, may mediate the changes 
in function associated with SMC phenotypic modulation 
[21]. The morphological changes associated with the estab-
lishment of the differentiated phenotype were also found to 
include changes in the expression of the cytoskeletal-
extracellular matrix complex. The integrins are linked to 
both the cytoskeleton and extracellular matrix, [22], integrins 
are transmembrane heterodimers proteins that bind to a 
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number of signal-transduction pathways [23]. There is evi-
dence for a role of integrins in cell survival promoted by 
ECM, and blockade of integrins can trigger apoptosis of en-
dothelial cells in vivo [24]. Cell morphogenesis is determined 
to a large extent by the type of cell-to-cell and cell-to-
substrate interaction. Change in these various kinds of cell 
adhesion, which are established through specific transmem-
brane receptors, can alter the organization of cytoskeletal 
elements which are anchored to the receptors. These altera-
tions in cytoskeletal structure may affect physiological and 
pathological processes in the cell. Environmental modula-
tions of receptor-cytoskeletal interaction have been shown by 
numerous investigators to influence patterns of gene expres-
sion related to cell growth and differentiation. The possibility 
that the cytoskeleton is a major mechanical-chemical coordi-
nator of signal transduction from the cell surface to the nu-
cleus has been extensively discussed [25]. Changes in the 
state of cytoskeletal organization are transduced to influence 
the expression of the respective cytoskeletal protein gene to 
reflect the “new cytoskeletal state” established after such 
cell-environment interaction. 

The Extracellular Matrix and VSMC Proliferation 

 The vascular smooth-muscle cell (SMC) is responsible 
for maintaining both arterial tone via contraction-relaxation 
and vessel integrity by proliferation and synthesis of ex-
tracellular matrix (ECM) [26]. The extracellular matrix 
(ECM) is a complex mixture of insoluble structural proteins 
and diffusible metabolites. The cell-attachment protein con-
tains one domain involved in binding the cell surface, and 
another domain for extracellular molecules [27,28]. Fi-
bronectin, type I collagen and type III collagen genes code 
for the three major proteins of the ECM [29,30]. The regula-
tion of the genes coding for ECM is an important part of 
many cellular functions such as adhesion, proliferation, mi-
gration and differentiation. Quantitative and qualitative 
modifications in ECM gene expression vary as a function of 
cell type, age and related pathological processes [31,32]. 
Various amount and types of collagens, adhesion molecules, 
proteoglycans growth factors and cytokines or chemokines 
are present in the extracellular matrices [33]. Matrix break-
down is of fundamental importance to many normal and 
pathological conditions such as tissue remodelling, wound 
healing, tumour invasion and plaque destabilization. Plaque 
destabilization is considered to be the greatest causative fac-
tor for acute coronary syndrome (ACS) [34,35]. Matrix 
breakdown requires a battery of enzymes working together, 
since many of the components are efficiently degraded only 
by specific proteases [36]. Moreover, matrix metalloprotein-
ase-2 (MMP2) is associated with basement membrane and 
ECM degradation, important processes for cell migration. 
Thrombospondin-1 (TSP-1), an ECM glycoprotein associ-
ated with VSMC migration, induced MMP2 activation through 
transcriptional and posttranscriptional mechanisms, implying 
that MMP2 activation is relevant to the mechanism of TSP-
1-induced VSMC migration [37].  

 During postnatal development, SMC located in the arte-
rial tunica media are maintained in the resting, or G0/G1,

stage of the cell cycle and express high levels of contractile 
protein isoforms [38]. However, in response to vascular in-
jury and the concomitant release of growth factors, vascular 
SMC re-enter the cell cycle, proliferate, and modulate their 
phenotype to serve a primarily synthetic function, increasing 
expression of ECM proteins [39-43]. This phenotype of 
VSMC synthesise and secrete a variety of macromolecules 
that form the ECM of the vascular tissue, e. g., proteoglycans 
[44-46], glycoproteins [47], collagen [47-49], and elastin 
[47]. ECM proteins are a prominent target for non-enzymatic 
glycation because of their slow turnover rates. Non-
enzymatic glycation of human fibronectin reportedly impairs 
adhesivee and proliferative properties of human VSMC [50]. 
ECM synthesis could be affected by diet supplementation, 
and thus elastin production is modulated not only by cal-
cium-dependent steroid hormones but also by vitamin D3. 
Vitamin D3 is involved in the regulation of calcium metabo-
lism and influences the expression of various ECM pro-
teins—for example, vitamin D3 had no effect or decreased 
tropoelastin expression (depending of dosage and exposure 
time), suggesting that vitamin D3 may be an important 
modulator of elastin expression [51]. Ascorbate supplemen-
tation of cultured foetal bovine aortic SMC leads to in-
creased deposition of ECM proteins and stimulation of cell-
protein synthesis. This phenomenon has been investigated at 
the level of gene expression [52]. ECM protein synthesis is 
also affected by the ECM; in fact, ECM plays a major role in 
modulating VSMC, thus the proteoglycans (PG) synthesis 
increased both secreted and cellular by VSMC cultured in 
ECM derived from vascular endothelial cells (VEC), as well 
as ECM derived from VSMC or THP-1 macrophages. Selec-
tive enzymatic removal of chondroitin sulphates, collagen, 
and elastin from SMC matrix stimulated PG synthesis, as did 
the removal of chodroitin sulphates from the macrophage 
matrix [53]. Moreover, the newly synthesised PG from cul-
tures plated on SMC- or macrophages-derived matrices had 
greater charge density, large molecular size, and a longer 
glycosaminoglycan chain than did those from VEC matrix 
cultures [53]. Proliferating SMC secrete proteoglycans with 
elongated glycosaminoglycan side chains, which have an 
increased binding affinity to LDL. Notably, statin-exposure 
increased the molecular weight and hydrodynamic size of 
secreted proteoglycans. Thus, statins may induce atheropro-
tective changes in vascular proteoglycans, and lower LDL 
retention in the vessel wall [54]. These findings suggest a 
mechanism whereby statins may benefit atherosclerosis in a 
manner unrelated to the lowering of serum LDL. 

 As discussed above, SMC modulating from a contractile 
to a synthetic phenotype in atherosclerosis synthesise ECM 
molecules excessively, in particular collagens [15,55-59]. 
Moreover, cells of the atherosclerotic vessel synthesise type I 
collagen in preference to type III collagen, unlike cells of the 
healthy arterial wall [60,61]. With regard to the quantity of 
totally synthesised collagens as well as to their composition, 
the cells of the atherosclerotic vessel would appear to be 
functioning more as fibroblasts than as SMC [61]. The in-
crease in steady-state RNA levels for type IV collagen is not 
shared by similarly treated fibroblasts and may provide a 
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useful marker for SMC in culture [62]. Collagen synthesis by 
cultured rabbit aortic SMC at the protein and mRNA levels 
undergo a change in phenotypic state; upon modulating to 
the synthetic phenotype, SMC synthesised 25-30 time more 
collagen than did contractile cells [63]. At the same time, 
non-collagen-protein synthesis increased only 5-6 fold. Phe-
notypic modulation was also associated with an alteration in 
the relative proportions of type I and III collagens synthe-
sised: contractile SMC synthesise 78.1 % type I collagen and 
17.5 % type III collagen while synthetic cells synthesise 90.3 
% type I collagen and 5.8 % type III collagen. Enrichment in 
type I collagen was similarly noted at the mRNA level. On 
return to the contractile state, at confluency, collagen pro-
duction and the percentage of type I collagen decreased [63]. 
This further illustrates the close association between the 
phenotypic state of SMC and their collagen-biosynthetic 
phenotype. 

 Elastin is a critical regulatory molecule that regulates the 
phenotypic modulation, proliferation and migration of SMCs 
[64]. Elastin expression and SMC proliferation are inversely 
coupled: powerful stimulators of cell proliferation may po-
tentially inhibit elastin expression and strong inhibitors of 
cell proliferation may stimulate elastin expression [64,65]. 
Moreover this proliferation may change in atherosclerosis. 
Elastin was found to be expressed maximally at the Go and 
minimally at the G2/M phase, suggesting that its expression 
is regulated by the growth state [66]. NO, an endothelium-
dependent relaxing factor, continuously produces NO syn-
thetase in the endothelium. Endothelial dysfunction de-
creases NO release, resulting in a shared process involving 
the pathogenesis of atherosclerosis and neointima formation 
after angioplasty. It has been demonstrated that NO inhibits 
SMC proliferation, while enhancing elastin expression [67]. 
Endothelin-1, a potent vasoconstrictor, has been isolated 
from cultured porcine aortic endothelial cells. Endothelin-1 
is known as a powerful stimulator of cell proliferation and of 
the development of arterial diseases such us atherosclerosis. 
It has been demonstrated that endothelin-1 stimulates cell 
proliferation and suppresses the elastin expression. The inhi-
bition of elastin synthesis is completely prevented by an en-
dothelin receptor A antagonist. Thus, endothelin-1 can modu-
late elastin mRNA expression via endothelin receptor A in 
cultured SMC, and regulators of elastin expression may play 
an important role in SMC proliferation during the develop-
ment of atherosclerosis [68].  

 In vitro experiments have demonstrated that the extracel-
lular matrix influences the morphology and metabolic prop-
erties of mesenchymal cells through chemical and physical 
effects. Fibronectin has been reported to accelerate the mor-
phological modulation of SMC from the contractile state to a 
synthetic state [69] whereas laminin may have the opposite 
effect while helping to maintain the contractile state of SMC 
[48]. The relationship between growth factor and integrin 
signalling pathways in VSMCs has been analysed and the 
results show that integrin-signalling pathways have a pro-
found effect on VSMC proliferation and phenotype and that 
focal adhesion kinase (FAK) is an important intermediate in 

these signalling pathways [70]. Mechanical confinement by 
the extracellular matrix surrounding itself shows regulating 
effects on the activity of fibroblasts [71]. Thus, a cell might 
create an environment which then acts back on the cell itself 
and perhaps also on its neighbours. Aortic SMC from several 
species have been shown to produce and accumulate signifi-
cant amounts of extracellular collagen and elastin when 
grown in culture (for review see Franzblan & Faris 1982, 
[72]). It is well known that cultured SMC proliferate in re-
sponse to a variety of growth factors, including epidermal 
growth factor (EGF) [73], platelet-derived growth factor 
(PDGF) [74] and fibroblast growth factor (FGF) [75]. PDGF 
alone stimulates SMC migration, whereas proliferation of 
SMC requires additional growth factors [74]. The interac-
tions of growth factors and ECM may also play an important 
role in the response of SMC to injury and subsequent vessel 
reconstruction. In vitro studies have shown that SMC prolif-
eration is modulated in the presence of ECM. Thrombos-
pondin, a glycoprotein component of the ECM, acts syner-
gistically with EGF to stimulate SMC proliferation, an effect 
which is inhibited by heparin [76]. Heparin also inhibits 
SMC migration [77]. Heparin and related compounds can 
inhibit cell proliferation [78] by maintaining cells in the G1
phase [79]. Heparin can also modulate the biosynthetic phe-
notype of SMC, particularly the biosynthesis of collagens 
[80]. 

 In an effort to ascertain the mutual interaction between 
changing functional properties of SMC and changing com-
position of the ECM during pathogenesis of atherosclerosis 
the behaviour of vascular SMC has been studied in different 
collagen matrix. The advantage of the three-dimensional 
culture system is that it more closely simulates the in vivo 
environment than two-dimensional cultures [81-83]. Cultiva-
tion of SMC within a collagen lattice results in the suppres-
sion of cell proliferation and reduction of collagen synthesis 
as well as total protein synthesis, although cells exist in the 
synthetic state as cytoplasm is filled by organelles such as 
endoplasmic reticulum, Golgi complex, and abundant mito-
chondria [84]. This suggests that synthetic state SMC can 
exhibit differential biosynthetic activity dependent on the 
actual matrix environment. In fact, the structure and compo-
sition of the extracellular matrix has been shown to have a 
significant influence on the proliferation, differentiation, and 
phenotypic expression of cells [85]. Under conditions of 
hypertension, arterial SMC appear to respond to the increases 
in wall tension by increasing elastin and collagen synthesis 
[86,87]. The accumulation of these matrix fibres in the artery 
wall has been shown to bear a linear relationship to tangen-
tial tension. Aortic SMC in tissue culture respond to in-
creased tension both by proliferation and by increased matrix 
synthesis. Elastin growth substrate increases cholesteryl ester 
synthesis and induces foam-cell formation by smooth muscle 
cells in culture [88]. Since elastin binds lipids in arteries 
[88], it is likely that a similar lipid-elastin binding occurs in
vitro and that the uptake of hyperlipemic LDL is bound to 
elastin [89]. On the other hand, 3-Hydroxy-3methylglutaryl 
coenzyme A (HMG-CoA) reductase inhibitors reportedly 
suppress SMC growth and arterial neo-intimal thickening; 
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that is, lovastatin and simvastatin predominantly decrease the 
expression of the glycoprotein thrombospondin-1, which is 
functionally associated with SMC migration and prolifera-
tion. By contrast, expression of plaque-stabilization, extra-
cellular proteins such as collagen type I and biglycan are 
much less affected [89]. Another example is that fibronectin 
and type I collagen were significantly decreased by the tran-
scription factor NK-104 [90]. In addition, vascular statins act 
directly on the blood-vessel walls to stabilize plaques already 
formed [91]. 

 The extracellular matrix surrounding VSMCs is also con-
sidered a cell-cycle control element in atherosclerosis [92]. 
Infection of the aorta with adenoviruses encoding a constitu-
tively active mutant of the retinoblastoma protein (pRb) 
leads to a dramatic prevention of SMC intimal lesion after 
balloon injury [93]. These results demonstrate that VSMCs 
proliferation, as in most cell types, is controlled by phos-
phorylation of pRb and pRb is phosphorylated by the G1 
phase cyclin-dependent kinases (cdks) [93]. These enzymes 
are typically expressed constitutively, but they are inactive in 
the absence of their cyclin partners. It now seems that mito-
genic growth factors and the ECM are required for cell pro-
liferation because they allow for G1 phase induction of cy-
clin D-cdk 4/6 and cyclin E-cdk2 kinase activities and the 
matrix is further required for translation of the mRNA [92]. 
The selective inhibition of ECM, presumably by blocking the 
integrin-signalling cascade that the ECM controls, would 
therefore be one means of inhibiting both Rb phosphoryla-
tion and VSMC proliferation. Cyclin D1 is considered an 
attractive target because its expression is ECM-dependent 
and it (together with cdk 4/6) plays an essential role in pRb 
phosphorylation [92]. Moreover integrins are involved in 
maintaining active ERK (subfamily of MAP kinase) in G1 
phase, it has been suggest that integrin-dependent activation 
of MAP kinase ( mitogen activated protein kinase) may play 
an important role in the adhesion-dependent expression of 
cyclin D1 and phosphorylation of pRb in VSMCs. Also, 
change in the nature of the VSMC extracellular matrix 
and/or integrins that are expressed by VSMCs may therefore 
affect MAP kinase activity, cyclin D1 expression, pRb phos-
phorylation and, ultimately, cell proliferation [92].  

Vascular SMC Proliferation and Apoptosis 

 The fact that SMC proliferation is a key feature of athe-
rosclerotic plaque formation suggests reduced apoptosis 
(programmed cell death) in the diseased tissue. In fact, athe-
rosclerosis is a disease of cell proliferation and cell death. 
When vessels remodel under either physiological or patho-
logical conditions, apoptosis and cell proliferation are inti-
mately coupled. However, vascular atrophy in aneurysm 
formation is accompanied by excessive apoptosis. Thus, too 
little or too much apoptosis within the vessel wall may be 
deleterious [94]. The normal adult artery shows very low 
levels of SMC turnover and hence low apoptotic and mitotic 
indices [95]. In SMC from diseased tissue, additional factors 
are present, both locally, such as transcription factors and 
their co-regulators involved in the early stages of vascular 
diseases.  

 Vascular lesions arise in part from excessive accumula-
tion of vascular smooth-muscle cells (VSMCs) in the intima 
attributed to increased migration and proliferation of VSMCs 
[96]. Apoptosis has been postulated to play a central part in 
plaque development [97]. There is now much evidence that 
VSMC apoptotic cell death occurs in the vasculature in both 
physiological as well as pathological contexts and that these 
deaths are regulated by proteins that serve either to induce or 
protect against apoptosis. This results in sensitivity to apop-
tosis that is determined by expression of cell-death receptors 
and ligands as well as by the presence and response to sur-
vival cytokines, mitogens, and local cell and matrix interac-
tions [94]. Thus, growth arrest often triggers resistance to 
apoptosis in response to specific signals, and in some cases 
cells may undergo apoptosis at defined points in the cells 
cycle [98]. There is ample evidence suggesting that genes 
that act to regulate the cell cycle, when mutated also induce 
death or profound growth arrest [94]. Thus, exposure of 
VSMC to inflammatory cytokines and other cytokines such 
as platelet-derived growth factor and -FGF initiates a mito-
genic signal within the VSMC, but if a survival signal is not 
present, the cells enter non-proliferation and apoptosis. 

 Apoptosis of macrophages is present mainly in regions 
showing signs of DNA synthesis or repair; however, SMC 
apoptosis is present primarily in less cellular regions not 
associated with DNA synthesis/repair [99]. Furthermore, 
SMC loss diminishes the biosynthesis of interstitial collagen 
fibres [100]. SMC can disappear in the plaque via apoptosis 
[101], drastically reducing the type I collagen synthesis and 
thereby greatly affecting plaque stability. Moreover, 
apostotic SMC in the plaque, often not scavenged, could be 
the main source of the calcifying matrix vesicles [101], and 
these matrix vesicles could lead to plaque calcification. 
Apoptotic SMC can also increase the plaque thrombogenic-
ity [102]. Thus, apoptosis of SMC in primary atherosclerosis 
plaque could be detrimental for plaque stability, thereby 
augmenting the risk for thrombosis [99].  

 The current knowledge of the occurrence of and mecha-
nisms underlying VSMC apoptosis in atherosclerosis, arte-
rial remodelling, and plaque rupture has been reviewed 
[103]. Apoptosis is regulated by the interaction between cell-
surface signals, (death receptors and survival cytokines) and 
the expression of specific intracellular gene products: proto-
oncogenes, tumour-suppressing genes and the Bcl-2 family 
of genes. The TNF-receptor (TNF-R), (tumour necrosis fac-
tor receptor) family of death receptors are type I membrane 
proteins, -TNF-R 1 (p55), Fas (CD95)- and death receptors 
(DR)-3, 4 (TRAIL R 1) and 5 (TRAIL R 2) that consist of an 
extracellular domain, a hydrophobic transmembrane domain, 
and a cytoplasmic domain, containing the death domain, a 
protein motif responsible for protein-protein interactions 
with adapter molecules. A ligand binding to a receptor re-
cruits an adapter molecule, FADD (factor associated death 
domain) (to Fas), TRADD ( TNF-R1 associated death do-
main) (to TNF-R1) or RIP (receptor interaction protein) (to 
both), to the receptor, which then activates a cascade of cys-
teine proteases (caspases), leading to cell death. Apoptosis is 
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also regulated by the expression of specific intracellular pro-
teins such as the Bcl-2 family of proteins. Bcl-2 is a mem-
brane protein which protects against the stimuli that induce 
apoptosis. Bcl-2 family members can homodimerise or het-
erodimerise with other family members, such as the proapop-
totic proteins Bax, Bad or Bik, and the balance of expression 
between family-family members can cause predisposition to 
or provide protection against apoptosis. VSMCs express 
many of the known caspase family members required to exe-
cute apoptosis [104,105]. However, the importance of any 
particular pathway regulating apoptosis depends upon the 
cell type and the stimulus for apoptosis. Thus, different 
pathways may be responsible for inducing apoptosis in 
VSMCs at different stages of the disease [103]. 

 There is good evidence that the phenotype of plaque 
VSMCs are senescent. Populations of plaque VSMC show 
increased hypophosphorylated pRb (the active form), which 
may account for their slow proliferation and senescence [94]. 
However, whenever these cells are stimulated to proliferate, 
for example by virus gene products or elongation factor-1 
(E2F-1), cells undergo massive apoptosis, partly mediated by 
p53 [106]. However, p53 alone does not induce apoptosis in 
either normal human or rat VSMCs in vitro or in vivo unless 
the cells are primed to die [98] or massive expression is used 
via adenovirus vectors [107]. The role of p53 in atheroscle-
rotic lesion development might be associated with its func-
tion in controlling cell replication, and p53-independent 
mechanisms can mediate the apoptotic response in athero-
sclerosis [108]. This indicates that the effect of p53 in 
VSMC biology in atherosclerosis may be growth arrest 
rather than the induction of apoptosis [109]. However, stabi-
lisation of p53 may sensitise the cells to other apoptotic trig-
gers such as Fas ligand. In vivo, plaque VSMCs show in-
creased expression of p53 and p21, the cell-cycle inhibitor 
expressed upon stabilisation of p53. Moreover, cells which 
express p53 and p21 do not express proliferative markers 
such as ki67, suggesting that these cells are a non-proli-
ferative, basal expression, and the activity of p53 in plaque 
and normal VSMCs is similar [98]. It is possible that a com-
bination of profound growth arrest and lack of survival sig-
nals, complexed with proliferative stimuli generated by in-
flammatory cytokines or mitogens, may lead to the sensitisa-
tion of VSMC to apoptotic triggers [94]. 

REGULATION OF TARGET GENES INVOLVED IN 
THE TRANSFORMATION OF VSMC INTO FOAM 
CELLS 

Regulation of Cholesterol Synthesis and Cellular Uptake 

 Because an important characteristic of the VSMC trans-
formation into foam cell is the accumulation of cholesterol 
inside, it would be worthwhile to examine gene regulation of 
both cholesterol synthesis and cellular uptake. The metabo-
lism of cholesterol is highly regulated, and a cholesterol-rich 
diet leads to high levels of cholesterol in liver cells, repress-
ing the synthesis of receptors for low-density lipoprotein 
(LDL), thereby raising the concentration of cholesterol in the 
bloodstream. Joe Goldstein and Mike Brown have worked 

for over 30 years on the molecular basis of cholesterol ho-
meostasis. Through the systematic use of genetic, biochemis-
try, molecular biology and cell biology, they have identified 
a complex set of interacting molecules that work in coordina-
tion to regulate cholesterol import and synthesis [110]. 
Moreover, cholesterol, together with sphingomyelin, forms 
plasma membrane rafts or caveola, which are sites where 
signalling molecules are concentrated [111,112]. The impor-
tant role that cholesterol play in modulating fluidity and 
phase transitions in the plasma membrane of animal cells is 
well known [113]. A review by Liscum and Underwood 
[114] reports works on cellular cholesterol distribution, 
membrane cholesterol domains, and the intracellular traffick-
ing of cholesterol. Thus, cholesterol homeostasis is con-
trolled by a feedback regulatory system that senses the level 
of cholesterol in cell membranes and modulates the tran-
scription of gene-encoding enzymes of cholesterol biosyn-
thesis and uptake from plasma lipoproteins. The enzymatic 
reactions necessary for the biosynthesis of cholesterol from 
acetate were studied long ago [115,116] Feed-back repres-
sion of 3-hydroxy 3-methyl glutaryl Co A (HMG-CoA) re-
ductase, the rate-limiting step in cholesterol and polyisopre-
noid biosynthesis, has been reported with the earliest exam-
ples in mammals . Hepatic synthesis of cholesterol decreased 
when dogs were fed excess dietary cholesterol [117], while 
in chicken it has been demonstrated that the shunt pathway 
of mevalonate not leading to sterol is regulated by choles-
terol feeding in a reverse fashion to the sterol pathway [118]. 
Cholesterol and its hydroxilated derivative, 25-hydroxy-
cholesterol (25HC) inhibit cholesterol synthesis, the inhibi-
tory actions of cholesterol require the 3 -hydroxyl group and 
the 25HC is more potent than cholesterol [119]. Oxysterols 
can function as a feed-forward ligand that binds to and acti-
vates the nuclear hormone receptors LXRa and LXRb [120]. 

 In a rat aortal SMC culture model –including contractile, 
synthetic, and transformed cells– it been shown that in-
creased cholesterol biosynthesis associated with phenotypic 
changes [121] plus dedifferentiation in arterial SMC in vitro
are associated with decreased intracellular cholesterol efflux 
and also a decrease in high-affinity binding sites for native 
high-density lipoprotein (HDL) [122]. A high-cholesterol 
diet not only decreases cholesterol synthesis but also leads to 
transformation of aortic SMC. A culture model of SMC, 
isolated from arteries of cholesterol-fed chicks (Ch-SMC) 
and from control-fed chicks (C-SMC), under the same cul-
ture conditions is suitable for the study of SMC transforma-
tion into foam cells in vitro induced by cholesterol diet in
vivo and before to the plaque formation. Intracellular choles-
terol concentrations is the same in C-SMC and Ch-SMC 
during the first 14 days of culture; however, Ch-SMC devel-
oped the characteristics of macrophage-like foam cells after 
30 days in culture with identical maintenance as in the C-
SMC culture [8]. A recent work describes a process of trans-
differentiation of mouse aortic SMC to a macrophage-like 
foam-cell state after cholesterol loading in vitro [124]. The 
result of this work agree with the in vivo/in vitro transforma-
tion of SMC in chick after cholesterol-rich diets [8]. Other 
cell-culture models use different additional elements in the 
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culture to obtain foam cells in vitro, such as an elastin sub-
strate [88] or lipid droplets isolated from cultured macro-
phages [123]; also water-soluble cholesterol:methyl- -cyclo-
dextrin complexes are used, as are cyclic polysaccharides 
that can enhance the solubility of hydrophobic compounds 
such as cholesterol [124]. In the chicken SMC in vivo/in vi-
tro model, the two lines of SMC cultures C-SMC and Ch-
SMC exhibit marked differences in their proliferation, as 
well as their DNA, RNA, and protein synthesis [8]. Lipid 
synthesis (especially cholesterol and the effects of inhibition 
on the first step in the cholesterol biosynthesis also show 
marked differences [125]. Moreover, young Ch-SMC and C-
SMC cultures present alterations in HMG-CoA reductase 
activity and gene expression at the transcriptional level as 
soon as 4 h after feeding the cells, while the reductase 
mRNA concentration in Ch-SMC was almost 50% lower 
after feeding the cells for 8 h [126]. However, this increase 
of reductase mRNA concentration in senescent cultures was 
lower and showed small changes after feeding [126]. In the 
mouse SMC cholesterol-loaded model [124] evaluations 
have been made of the in vitro early phenotypic change at 
the molecular level as the cholesterol content of SMC in-
creased, and at the protein and mRNA levels, the rapid phe-
notypic change was associated with a decline and rise, re-
spectively, in the expression of SMC and macrophage-
related genes. Furthermore, the change in protein and gene 
expression were associated with the acquisition of macro-
phage-like functional properties. Thus, the results for the in
vivo/in vitro model of transformation of chicken aortic SMC 
[8] agree with the suggestion of the transdifferentiation SMC 
in vitro model [124], in the sense that foam cells of neointi-
mal lesions identified as macrophages by immunostaining 
with macrophage markers could have a SMC origin.  

Sterol Regulatory Element-Binding Proteins

 The endocytic pathway involved in the cellular uptake of 
cholesterol LDL [127,128] has been identified and character-
ized, as has the subsequent repression of HMG-CoA reduc-
tase and cholesterol synthesis [127-129]. A major break-
through for understanding the mechanism involved in feed-
back repression came when the gene encoding the LDL re-
ceptor was isolated, the promoter of this gene being shown to 
contain a 10-bp cis element that was named sterol regulatory 
element 1 (SRE-1) [127,129,130]. The activity of an LDL 
receptor promoter-reporter gene increased when the trans-
fected cells were incubated in cholesterol-free medium but 
decreased when LDL or oxysterols were added to this lipid-
poor medium [130]. Mutation of the SRE-1 motif resulted in 
a defective reporter gene that was not activated when cells 
were incubated in sterol-depleted medium [127,130]. Such 
studies eventually led to the purification and cloning of a 
family of transcription factors termed sterol regulatory ele-
ment-binding proteins (SREBPs) that bind to the SRE-1 (or 
to one of the many variants) and activate transcription 
[127,129]. SREs function as conditional positive elements 
that are necessary for activated transcription in sterol-
deprived cells. The SREs are not required for the basal tran-
scription that occurs in cholesterol-loaded cells.  

 The SREBPs were identified by two groups working on 
cholesterol metabolism [131,132] and fat-cell differentiation 
[133]. Several reviews have been published on this topic 
[127,129, 134,135]. Studies have demonstrated that there are 
three major SREBP isoforms encoded by two different 
genes. The SREBPs must be released proteolytically from 
membranes to act [127]. A review that summarizes the pro-
gress in understanding the SREBPs and the sterol-regulated 
proteases that release them has been reported [136]. Three 
SREBPs has been demonstrated, two of the three major iso-
forms are produced from the SREBP-1 gene, which contains 
two promoters, transcription from each promoter produces 
an mRNA with a unique first exon that encodes one of the 
alternative amino termini referred to as 1a and 1c, respec-
tively [138]. These alternate exons are attached during 
mRNA splicing to a common second exon in the same read-
ing frame, and therefore the remaining protein-coding infor-
mation of both isoforms is identical. There is alternative 
mRNA splicing at the 3’-end as well [139], but this does not 
appear to be conserved in all mammalian species and its 
functional significance remains unclear. By contrast, mRNAs 
produced through alternative promoter usage at the 5’-end 
yield proteins with significant differences in their capacity to 
activate gene expression [140]. The longer amino-terminal 
region in SREBP-1a contains a high percentage of acidic 
amino acids that make it a potent transcriptional activation 
domain. The SREBP-1c isoform is a much weaker activator 
of gene expression because it lacks 29 acidic amino acids 
present in 1a.  

 Different tissues express different ratios of SREBP-1a 
and 1-c. It is possible that the more active 1a isoform is pref-
erentially expressed when there is a high demand for choles-
terol and fatty acids such as when new membrane is required 
during periods of rapid cell division, suggesting that this 
transcription factor and their co-regulators are involved in 
the early stages of vascular diseases where there are a high 
SMC proliferation and before cholesterol-loaded cells ap-
pear. SREBP-1a stimulates gene expression in vitro and in 
cultured cells by interacting with the transcriptional co-
activators CBP and P300 [141,142]. These are long, ubiqui-
tous transcriptional co-activator proteins that are recruited to 
specific promoters through binding to activation domains of 
several DNA-binding transcription factors in addition to 
SREBPs [143]. In the cholesterol-biosynthesis pathway, well-
defined target genes include HMG-CoA synthase, HMG-
CoA reductase, pharnesyl diphosphate synthase, squalene 
synthase [144]. The targets in the fatty acid and triglyceride 
biosynthetic pathways include acetyl-CoA carboxylase, fatty 
acid synthase, stearoil-CoA desaturase, and glycerol-3-
phosphate acyltransferase [127,144,145]. SREBP-2 were 
evaluated in porcine and human SMC and vascular wall from 
normolipid and hyperlipemic pigs. SREBP-2 gene expres-
sion was significantly decreased in the vascular wall of diet-
induced hypercholesterolemic swine [146], this work sug-
gesting the involvement of SREBP-2 in LDL-modulated 
expression of cholesterol biosynthesis enzymes in the vascu-
lar wall. Atherogenic levels of native LDL (nLDL) down-
regulate vascular endothelial CYP51 mRNA levels through a 
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reduction in SRE-SREBP-2 interaction [147]. Additionally, 
SREBP-2 and CYP51 mRNA levels were decreased in the 
arterial wall of hypercholesterolemic pigs [147]. 

 SREBP-1 and -2 have been studied mainly in rodents in 
which lipogenesis was regulated in both liver and adipose 
tissue. In birds, lipogenesis occurs essentially in the liver as 
in humans. Before the study the role of SREBP in lipid me-
tabolism regulation in chicken, it is of interest to note the 
sequence of the cDNA, encoding the mature nuclear form of 
chicken SREBP-2 protein, mapped SREBP-1, and SREBP-2 
[148]. The predicted chicken SREBP-2 amino acid sequence 
shows a 77 to 79 % identity with human, mouse, and ham-
ster homologues, with nearly perfect conservation in all  
the important functional motifs, as in the human genome, 
SREBP-1 and SREBP-2 chicken genes are located on two 
separate chromosomes, respectively, microchromosome 14 
and macrochromosome 1. Tissue-expression data show that 
SREBP-1 and SREBP-2 are expressed in a wide variety of 
chicken tissues [148]. In human it has been postulated that 
single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the SREBP-2 
gene might influence lipid parameters and the risk of coro-
nary atherosclerosis [149]. A significant association was 
found between the 1784 G C polymorphism and intima-
media thickness (IMT) measured in 497 subjects. Thus, a 
common variation in the SREBP-2 gene is related to early-
stage carotid atherosclerosis in subjects with a cardiovascular 
risk without detectable change in plasma-lipid levels. A 
study was made of the insertion/deletion (Ins/Del) and XbaI 
polymorphisms of the apolipoprotein B (APOB) gene and 
the -36deIG polymorphism in the SREBP-1a gene in 298 
patients with coronary artery disease (CAD) and 188 healthy 
control. A significant interaction between APOB and SREBP-
1a polymorphisms was observed in the patient sample in 
total cholesterol (TC,p=0.005) and in LDL-C (p=0.019) lev-
els [150]. By a search for mutation or polymorphisms within 
the sequences of the SREBP-1a gene critical for the synthe-
sis and/or activity of the protein in 204 asymptomatic men, a 
single G deletion at base pair -36 of the translation initiation 
site (designated G-) was found using single-strand conforma-
tion polymorphism (SSCP) [151]. This new marker has been 
assessed for its influence on the lipid parameters of 812 men 
at high cardiovascular risk, and on the presence of echo-
graphic atherosclerotic plaque in their peripheral arteries 
[151].  

 The SREBPs also enhance transcription of the LDL re-
ceptor, which mediates cholesterol uptake from plasma lipo-
proteins. Over-expression of the NH2-terminal nuclear do-
mains of SREBPs also elevates mRNAs, encoding many 
others enzymes required for lipids synthesis, including en-
zymes that generate acetyl CoA and reduced pyridine nu-
cleotides [152]. When sterols build up within cells, the pro-
teolitic release of SREBPs from membranes is blocked. The 
NH2-terminal domains that have already entered the nucleus 
are rapidly degraded in a process that is blocked by protea-
some inhibitors [153], the consequence being that the tran-
scription of all of the targets genes declines. This decline is 
complete for the cholesterol biosynthetic enzymes, the tran-

scription of which depends entirely on SREBPs. The decline 
is less complete for the fatty acid biosynthetic enzymes for 
which the basal transcription can be maintained by other 
factors [154]. To enhance transcription of the gene-encoding 
enzymes of cholesterol and fatty acid biosynthesis, the active 
NH2-terminal domains of SREBPs cleavage by site-1 prote-
ase (S1P) and site-2 protease (S2P). Sterols block the prote-
olytic release process, inhibiting cleavage by S1P directly 
and S2P indirectly. Site-1 cleavage is regulated by a SREBP 
cleavage-activating protein (SCAP), a regulatory protein that 
activates S1P and also serves as a sterol sensor, losing its 
activity when sterols over-accumulate in cells. These regu-
lated proteolytic cleavage reactions are ultimately responsi-
ble for controlling the level of cholesterol in membranes, 
cells, and blood [136].  

SREBP Cleavage-Activating Protein 

 SCAP is an integral membrane protein and the target for 
sterol suppression of S1P cleavage. Sterols normally sup-
press S1P activity by interacting with SCAP [137]. Transport 
of the SCAP/SREBP complex from the endoplasmic reticu-
lum (ER) to the Golgi is the central event mediating the cho-
lesterol-feedback process in mammalian cells. Integrin acti-
vation and fluid shear stress can modulate the activity of 
SREBPs in vascular endothelial cells. Mechanistically, the 
transport of SCAP from the endoplasmic reticulum to the 
Golgi body requires the actin-based cytoskeleton [155]. An 
insulin-induced gene (INSIG) retention protein were identi-
fied as ER resident proteins that bind the SCAP/SREBP 
complex and promote its ER retention when cells are treated 
with sterols [156] A conformational change in SCAP is a 
crucial step when cholesterol levels are high; the conforma-
tion of SCAP enables the SCAP-SREBP complex to associ-
ate with the INSIG-retention protein in the ER when cells are 
treated with sterols [157]. By contrast, when cholesterol lev-
els are low, SCAP switches to a conformation that enables 
dissociation of the retention protein and the association of 
SCAP-SREBP with COPII vesicles [157]. The enhancement 
of the SREBP-mediated cholesterol metabolism may con-
tribute to vascular endothelial cell functions under flow and 
probably the SMC transformation in the early stages of 
atheromatose plaque formation.  

 Sterol-resistance mutations of SCAP fall within a 160-aa 
segment, which comprises five of the eight membrane-
spanning sequences of SCAP, termed the sterol-sensing do-
main. A similar stretch of five membrane-spanning se-
quences has been identified in three other proteins, each of 
which is influenced by cholesterol [158]. A sterol-sensing 
domain is found in the membrane-attachment region of the 
ER enzyme, HMG-CoA reductase [159]. This domain is 
responsible for the enhanced degradation of HMG-CoA re-
ductase that occurs when oxysterols are added to the cell 
[160,161]. After the second cleavage of SREBPs, the mature 
proteins enter the nucleus, bind to SREs in the promoters of 
target genes, and activate transcription. However, such acti-
vation requires additional transcription factors. Activated 
genes identified to date include many that are involved in the 
control of cholesterol synthesis, LDL uptake, fatty acid syn-
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thesis and desaturation, triglyceride synthesis, and glucose 
metabolism. Indeed, the list of SREBP target genes is rapidly 
growing. The nucleotide sequence that comprises a func-
tional SRE can vary enormously, making it difficult to assign 
a consensus sequence that can be used to identify SREs 
[134]. 

Therapeutic Strategies Via SREBP 

 A recent study identified a new class of compounds des-
ignated as SCAP ligands, which presumably bind to SCAP, 
leading to increased LDL-receptor (LDLR) expression . The 
effects of SCAP ligand GW707 in comparison with lovas-
tatin and cytokine oncostatin M (OM) on the regulation of 
LDLR, provide the first evidence that higher levels of LDLR 
expression and function can be achieved through simultane-
ous stimulation of the SREBP-dependent pathways, suggest-
ing a strategy to develop an adjunct therapeutic intervention 
utilizing both pathways [162]. The role of SREBP-2 on the 
influence of simvastatin on the antioxidant enzyme par-
aoxonase expression and serum of the paraxonase levels has 
been reported [163]. Simvastatin upregulated the activity of 
the promoter of the paraoxonase gene, upregulation that 
could be blocked by mevalonate and other intermediates of 
the cholesterol biosynthetic pathway. Simvastatin increased 
SREBP-2 capable of binding to the paraoxonase. This is 
consistent with effects of simvastatin treatment, which have 
the potential of beneficially influencing anti-atherogenic 
mechanisms at the HDL level. The molecular mechanism of 
action of lowering cholesterol by statins is via SREBP acti-
vation. Although it is widely accepted that most clinical 
benefit gained with statins is a direct result of their lipid-
lowering properties, there is still some debate as to whether 
statins contribute to the clinical outcome in vascular disease, 
or whether all the beneficial effects of statins are due simply 
to lipid-lowering. In fact, cholesterol-independent effects on 
various aspects of cardiovascular disease, including decreas-
ing vascular inflammation and enhancing plaque stability has 
been reported [164]. Statins decrease the scavenger receptor 
CD40 expression and CD40-related activation of SMC, these 
effects being partially reversed by HMG-CoA reductase 
product L-mevalonate (MVA) and mediated by NO- or per-
oxisome proliferators-activated receptor (PPAR)- dependent 
pathways [165]. The inhibition of MVA synthesis by statins 
and consequently the prenylated-protein products signalling 
–signalling molecules in the cellular cycle— slow down 
SMC proliferation. Thus, because the transcription factors 
SREBP are involved not only in the regulation of both cho-
lesterol synthesis and cellular uptake but also in the molecu-
lar mechanism of action of statins, further studies are needed 
to understand the full impact of statins therapy on each of 
these processes and whether these effects contribute to clini-
cal benefits/side effects of statins and therefore help in the 
search for new potential drug targets for treatment of coro-
nary syndromes and strokes. 

SMC Scavenger Receptors 

 Another potential pharmacologic target is the metabolism 
of free-radical-mediated modification of low-density lipopro-

tein (LDL) to led highly oxidized lipoproteins. Oxidized 
low-density lipoproteins (ox LDL) play a role in atherogene-
sis [166] and induce a wide range of biological effects on 
SMC. Ox-LDL induces dramatic alterations in gene expres-
sion in aortic SMC. With the use of two commercial c-DNA 
microarray systems with a total of 35932 human genes, it has 
been demonstrated that ox-LDL elevates gene expression 
involved in cell-cell interactions, membrane transport, onco-
genesis, apoptosis, and transcription; this decreases expres-
sion of genes responsible for protein and nucleic acid biosyn-
thesis, lipid metabolism, and humoral responses [167]. In 
vascular smooth muscle, the same authors have identified 
transcripts for metastasis-related proteins (MB2) and SREC-
II (a novel scavenger receptor), which have not previously 
been identified in vascular smooth muscle and which show a 
12-and 3-fold increase in MB2 and SREC-II expression in 
response to ox-LDL, respectively [167]. 

 Oxidative modification of LDL alters its structure allow-
ing LDL to be taken by scavenger receptors. Scavenger re-
ceptor, an non-regulated receptor, recognizes the highly 
modified forms of LDL and is the responsible for the rapid 
lipoprotein uptake by intimal macrophages [168, 169, 170, 
171]. SMC can also express the scavenger receptors, provid-
ing an additional link between oxidized lipoproteins and the 
formation of SMC-derived foam cells during atherogenesis 
[172]. The expression of the scavenger receptors SR-AI/II ( 
acetyl low density lipoprotein receptor) [172], CD36 (macro-
phage scavenger receptor) [173], and LOX-1 (lectin-like 
oxidized low-density lipoprotein receptor) in SMC has de-
scribed [174]. Furthermore, the expression of scavenger re-
ceptor including SR-PSOX (scavenger receptor for phos-
phatidylserine and oxidized lipoprotein) in SMC-derived 
foam cells during atherogenesis and the influence of cytoki-
nes on the expression of SR-POX in SMC has been reported 
[175]. In human SMC, SR-PSOX is more strongly expressed 
than LOX-1 and SR-AI/II [176]. Moreover, SR-PSOX is 
governed by pathways other than those reported for SR-
AI/II, which is stimulated by TNF- , (tumour necrosis factor 

) IL-1  (interleukina1 ) and IFN-  (interferon ) [177,178] 
and for LOX-1, which is stimulated by TNF-  [179]. In 
SMC debate persists as to whether SR-PSOX is more 
strongly expressed than LOX-1 [176] or whether SR-PSOX 
is undetectable and LOX-1 expression is prominent [180]. 
Although the techniques used were reverse transcriptase-
PCR and immunohistochemical studies, respectively, on the 
other hand, the different stages of the atherosclerotic lesions 
from which the SMC were identified or the number of pas-
sages or the confluency of the SMC cultures could change 
the results.  

 The LOX-1 receptor and oxidized LDL induce apoptosis 
in SMC [181,182]. The role of the LOX-1 receptor and its 
soluble forms in atherogenesis have been reviewed [182]. 
LOX-1 is a type II membrane protein belonging to the lectin 
family of molecules, which can act as a cell-surface endocy-
tosis receptor for atherogenic oxidized LDL. LOX-1 is ini-
tially synthesised as a precursor protein with an N-linked 
high mannose-type carbohydrate, which is further glycosy-
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lated and processed into a mature form. LOX-1 expression is 
not constitutive, but can be induced by pro-inflammatory 
stimuli, such as tumour necrosis-factor alpha, transforming 
growth-factor beta and bacterial endotoxin, as well as angio-
tensin II, oxidized LDL itself and fluid shear stress. LOX-1 
expression is detectable in cultured macrophages and acti-
vated vascular SMCs. In vivo, endothelial cells that cover 
early atherosclerotic lesions while intimal macrophages and 
SMCs in advanced atherosclerotic plaques can express LOX-
1 [182]. LOX-1 and SR-PSOX may play important roles in 
atherogenesis and atherogenic plaque rupture. Moreover, 
LOX-1 can cleaved, in part, and released as soluble mole-
cules, suggesting the diagnostic significance of plasma solu-
ble LOX-1 levels [182]. Exon 1b of CD36 promoter in hu-
man SMC is specifically transcribed in activated aortic SMC 
and expressed mainly in atherosclerotic plaques [183]. These 
authors suggest that switching to exon-1b transcription may 
be an important step for the activation of SMC and their 
conversion to foam cells, as well as the possibly of a novel 
anti-atherosclerotic therapy and the use of exon 1b as a 
marker of atherosclerosis. The human scavenger receptor BI 
(hSR-BI/CLA-1) has been identified as a receptor for human 
high-density lipoprotein (HDL) and may be expressed in 
human SMC [184]. Moreover, it may be modulated by the 
cytokine interferon-gamma (IFN-gamma), IFN-gamma in-
hibited the hSR-BI/CLA-1 protein expression, but not 
mRNA expression. This observation confirmed that selective 
cholesterol ester uptake from HDL was inhibited by IFN-
gamma. The protective effect of HDL is thought to involve 
the reverse transport of cholesterol from cells in the arterial 
wall to the liver for disposal, as hSR-BI/CLA-1 bind HDL 
and mediate the selective uptake of HDL lipids, this scaven-
ger receptor could be important in atherogenesis. 

NUTRICIONAL CONTROL AND GENE REGULA-
TION 

 Many clinical trials have demonstrated the benefit of 
lipid-lowering for the prevention of coronary heart disease. 
The intervention studies have shown that some hypolipidae-
mic and hypotensive drugs such as fibrates, HMG-CoA re-
ductase inhibitors, angiotensin-converting enzyme (ACE) 
inhibitors and Ca-antagonists prevent atherosclerosis. The 
effects of these drugs on the arterial wall have very recently 
been reviewed [185]. Statin therapy low LDL-cholesterol 
and its consequences, including plaque stabilization, decrease 
the inflammatory process, slow the progression of plaque, 
and exert anti-thrombotic effects. However, the evaluation of 
statin effects has given conflicting results [186]. By inhibit-
ing L-mevalonic acid synthesis, statins also prevent the 
pharnesylation of small-GTP-binding proteins such as Rho 
and Ras. In animal and in vitro models, the inhibition of Rho 
with statins depresses PPAR alpha activation and HDL pro-
duction, diminishes Ca2+ stores in VSMC and stimulates 
VSMC apoptosis. However, most of these effects resulted 
from high statin concentrations, further evidence is needed 
for a full assessment of the clinical importance of isoprenyla-
tion blockage with therapeutic concentrations of statins 
[186]. 

 The recognition that the regulation of cholesterol metabo-
lism is linked with that of other metabolic pathways opens 
new perspectives for intervention at the nutritional-control 
level. A review by Gibbons [187], which includes the roles 
of the SREBP, LXR alpha, and PPAR in the coordination of 
cholesterol and fatty acid synthesis, describes how some of 
the results can best be interpreted by analysing the metabolic 
regulation of the pathway carbon fluxes. In fact, the regula-
tion of SREBP gene expression in response to diet is a new 
area of investigation for metabolic control and lipid-
lowering. Thus, in response to dietary intake, the SREBP 
gene regulation depends on changes in the levels of oxyster-
ols, insulin/glucose, and polyunsaturated fatty acids (PU-
FAs). These transcription factors have been defined as key 
regulators of nutritional homeostasis and have important 
clinical implications relevant to hyperlipidaemia, diabetes 
and atherosclerosis. Two reviews examine the links between 
insulin resistance, PUFAs and SREBPs, with cholesterol, 
fatty acids, and glucose homeostasis [134,138].  

 It is known that a high-carbohydrate low-fat diet induces 
the expression of several lipogenic and glycolytic enzymes 
[188] and that these changes in gene expression are a conse-
quence of the activation of SREBP-1c mRNA dependent on 
insulin [189]. However, the induction of mRNA for fatty 
acid synthase (FAS) requires an addition of insulin and a 
high level of glucose. SREBP-1c mRNA expression was 
activated during a fasting/refeeding regimen in normal ani-
mals [174,190]. A liver-specific transcript of INSIG-2 (insu-
lin-induced gene 2) designated INSIG-2a, has been discov-
ered [191], this transcript differing from the ubiquitous IN-
SIG-2b in the use of different promoters. Although the IN-
SIG-2a and -2b mRNAs encode identical proteins, they dif-
fer in regulation patterns. INSIG-2a is the predominant tran-
script in livers of fed animals, and it is selectively down-
regulated by insulin; that is, INSIG-2a mRNA increases 
when mice are starved, and declines when they are refed 
[191].  

 As described above, SREBPs are involved in both lipo-
genesis and cholesterol homeostasis. The addition of excess 
cholesterol resulted in the inhibition of processing for mem-
brane-bound precursors of both SREBP-1 and SREBP-2 
[180,181]. Recently it has been demonstrated that the 
SREBP-2 gene is regulated by thyroid hormones and that 
increased nuclear SREBP-2 in hypothyroid animals results in 
the thyroid hormone-independent activation of LDL recep-
tor-gene expression and in the reversal of the associated hy-
percholesterolaemia [192], this occurs without effects on 
other thyroid hormone-regulated genes. These authors pro-
pose that the decreased LDL receptor and increased serum 
cholesterol associated with hypothyroidism are secondary to 
the thyroid hormone effects on SREBP-2 and suggest that 
hypercholesterolaemia associated with hypothyroidism can 
be reversed by agents that directly increase SREBP-2 and 
that mutations or drugs that lower SREBP-2 would cause 
hypercholesterolaemia [192]. In animal-feeding studies the 
addition of polyunsaturated fatty acids (PUFAs) or fish oil to 
diets results in a significant suppression of the mRNA en-
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coding the SREBP-1 genes [193-195]. Moreover, dietary 
PUFAs repress the cleavage of SREBP-1, but have no effect 
on SREBP-2 cleavage [196]. These results, indicate that 
when diet is supplemented with PUFAs or fish oil, a decline 
results in the mRNAs encoding the SREBP-1c gene and con-
sequently the gene expression of lipogenic and glycolytic 
enzymes declines, the opposite results from those found with 
a high carbohydrate/low fat diet. These results agree with 
earlier studies in cultured cells, reviewed by Edwards et al.
[134].

 Plasma-cholesterol and -triacylglicerol levels increased in 
the duodenum of hamsters fed palm oil and decreased in 
animals ingested fish oil [197]. In the intestine, dietary 
PUFA suppressed SREBP-1c mRNA without altering the 
expression of its targets genes, fatty acid synthase, acetyl-
CoA carboxylase, or ATP citrate lyase, however, fatty acid 
influx depresses intestinal fatty synthesis by a posttranscrip-
tional mechanism independent of the SREBP pathway [197]. 
Elevated cholesterol find in human fibroblast, incubated with 
various natural sphingolipids (SLs), was derived primarily 
for LDL and resulted from up-regulation of LDL receptors 
induced by the cleavage of SREBP-1 [198]. Theses authors 
suggest a model in which excess SLs present in endocytic 
compartments serve as a “molecular trap” for cholesterol, 
leading to a reduction in cholesterol in the endoplasmic re-
ticulum, induction of SREBP-1 cleavage, and up-regulation 
of LDL receptors. As noted above, the addition of excess 
cholesterol or PUFAs in experiments performed both in ani-
mals and in cultured cells resulted in the inhibition of proc-
essing for membrane-bound precursor forms of SREBP-1 
and -2 or only SREBP-1. However, how SREBPs expression 
and activity are modulated by insulin signalling and dietary 
changes, and moreover, how SREBPs could be considered 
key regulators of nutritional control that could lead the trans-
formation of SMC into foam cells are important topic that 
requires further studies and could be considered news targets 
for diagnostic and therapeutic of cardiovascular diseases. 

 Certain eicosanoids, such as PGI1 and PGE2, appear to 
maintain the endothelium in a quiescent state, characterized 
by a non-adhesive, non-thrombotic surface. They also appear 
to participate in maintaining SMC in a contractile state and 
to influence cholesterol metabolism in macrophages as well 
as SMC. However, leukotrienes, such as LTB4 and LTC4, 
appear to have proatherogenic effects. The influx of macro-
phages which express glucocorticoids regulated prostaglan-
din synthase and nitric oxide synthase, is likely to alter ho-
meostatic process mediated by eicosanoids and NO. Studies 
with an inhibitor of thromboxane A2 (TXA2) synthesis re-
sulting in a shift in metabolism from TXA2 to PGE2, sup-
pressed lesion development in hypercholesterolaemic rabbits 
[199]. Endothelium-dependent relaxation, mediated by NO, 
is impaired in atherosclerotic arteries, and NO has an anti-
proliferative effect on SMC in culture. Strong evidence for 
the importance of NO in atherogenesis was provided by a 
study showing that dietary supplementation of L-arginine, 
the substrate for synthesis of nitric oxide, reduce both the 
size and thickness of aortic lesions in cholesterol-fed rabbits 

[200]. Advanced glycosylation end-products, associated with 
diabetes, block the cytostatic effect of NO on SMC, provid-
ing a link between diabetes and heart disease [201]. 

 On the other hand, PUFAs and prostaglandin (PG) regu-
late the activities of PPAR. PPAR are nuclear receptors act-
ing as transcription factors of numerous target genes after 
herodimerization with the retinoid X receptor. Three types of 
PPAR have been identified: PPAR-alpha, PPAR-beta/delta 
and PPAR-gamma. PPAR-alpha is mainly involved in fatty 
acid oxidation, and PPAR-gamma is involved principally in 
fat-cell differentiation and insulin sensitivity, both expressed 
in VSMC. Activators of PPAR-alpha, such as fatty acids and 
fibrates as well as PPAR-gamma such as thiazolidinediones 
(TZDs) have been shown to exert antiproliferative effects, 
antagonize angiotensin II actions, and exert antioxidant ac-
tivity by inhibiting the generation of reactive oxygen species 
[202]. TZDs (widely used as insulin-sensitising agents for 
the treatment of type 2 diabetes) induce caspase-mediated 
apoptosis in VSMC [203]. 

 PPARs are involved in the regulation of the lipids me-
tabolism in the vasculature, and inhibits VSMC migration 
and proliferation while affecting foam-cell formation by 
changing the expression of scavenger receptors [204]. A 
recent review [205] presented structure and tissue distribu-
tion of PPAR nuclear receptors and discussed the action and 
regulation mechanisms as well as its impact on the cardio-
vascular system, especially in insulin-resistance syndrome 
(syndrome X) including obesity, diabetes, hypertension, and 
dislipidaemia. Expression of PPARs may be involved not 
only in the progression of atherosclerosis but also in regres-
sion. PPAR-gamma and dual PPAR-alpha/gamma agonist 
improve insulin resistance and its dyslipidaemia, both in 
rodent and in man [205]. In VSMC can partially reverse pos-
sible atherogenic changes in the production of matrix pro-
teoglycans induced by exposure to non-esterified fatty acids 
(NEFA) [206]. Transforming-growth-factor beta (TGF beta) 
can regulate PPAR gamma expression. TGF beta 1 and 2 
exert a biphasic effect (early stimulation and late repression) 
on PPAR-gamma gene expression in VSMC. TGF beta rap-
idly and transiently induces early expression of growth-
response factor-1 (Egr-1) through the mitogen-activated pro-
tein kinase / extracellular signal-regulated kinase 1 (MEK 1)/ 
ERK-mediate pathway [207]. With regard to the TGF beta 
repression of PPAR-gamma expression, activator protein 1 
(AP 1) dramatically inhibits the PPAR-gamma promoter 
activity [207].  

 Although PPAR-gamma ligands attenuate the increase in 
intima-media thickness in diabetic patients, although long-
term effects remain to be seen. Recently, it has been reported 
that PPAR-gamma activators such as 15-deoxy-Delta (12,14) 
prostaglandin J2 (15-d-PGJ2) and TZDs activate extracellu-
lar signal-regulated protein kinase (ERK) pathway through 
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-K) and induce prolifera-
tion of VSMCs. It was shown that 15-d-PGJ2 and TZDs ac-
tivate the PI3-K / ERK pathway through Src family kinase 
and matrix metalloproteinase-dependent transactivation of 
EGF-R and PDGF-R. Both receptors appear to be associated 
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constitutively [208]. Activators of PPARs may become use-
ful therapeutic agents in the prevention of cardiovascular 
disease in the prevention of carbohydrate and lipid metabo-
lism. Some side effects such as weight gain as well as docu-
mented aggravation of advanced heart failure through fluid 
retention may, however, limit their therapeutic application in 
cardiovascular prevention [209]. 

 With the increased understanding of the molecular and 
cellular interactions underlying atherosclerosis at the levels 
of the artery wall, new potential targets for pharmacological 
and nutritional intervention have been revealed. In particular, 
a large body of evidence implicates: extracellular matrix and 
cytoskeleton proteins, proliferation and apoptosis of SMC, as 
well as regulation of gene expression related to cholesterol 
uptake and metabolism leading to the transformation of SMC 
into foam cells. All this illustrates the complexity of pharma-
cologic intervention in atherosclerosis. There are promising 
strategies for inhibiting SMC dedifferentiation, proliferation, 
apoptosis, ECM synthesis and SREBP regulation modifying 
gene expression in the artery wall, not only to prevent the 
atheromatous plaque development but also to maintain the 
stability of the plaque in later atherosclerosis. Despite the 
complexity of the interactions in atherosclerosis, there are 
many opportunities to affect the homeostatic balance of the 
artery wall at SMC levels. We have considered here some of 
the possible targets for intervention with promising strategies 
for the nutritional control of the genes, and, in a general way, 
the possibilities for modulating the expression of genes in-
fluencing atherosclerosis. 

ABBREVIATIONS 

ACE = Angiotensin convertings enzyme 

ACS = Acute coronary syndrome 

AEC = Angiotensin convertings enzyme 

AP-1 = Activator protein 1 

APOB = Apolipoprotein B 

CAD = Coronary artery disease  

Cdks = Cyclin-dependent kinases 

Ch-SMC = SMC isolated from arterial of cholesterol fed 
chicks 

CXCL16 = membrane-anchored chemokine directed to 
CXCR6-positive lymphocytes 

C-SMC = SMC isolated from arterial of control fed 
chicks  

DR = Death receptors 

ECM = Extracellular matrix  

E2F-1 = Elongation factor-1 

EGF = Epidermal growth factor 

ER = Endoplasmic reticulum  

ERK = Extracellular signal-regulated kinase 1 

FADD = factor associated death domain 

FAS = Fatty acid synthase  

FGF = Fibroblast growth factor 

25HC = 25 hydroxycholesterol 

HDL = High density lipoprotein 

HMG-CoA = 3-Hydroxy 3-methyl glutaryl Co A 

hSR-BI = Human scavenger receptor BI 

IFN = Interferon 

IL-1  = interleukina 1

IMT = Intima-media thickness  

INSIG = Insulin-induced gene  

LDL = Low density lipoprotein  

LDLR = LDL receptor 

LOX-1 = Lectin-like oxidized low-density lipoprotein 
receptor 

LTB4 = Leukotriene B4 

LTC4 = Leukotriene C4 

LXRa = Liver receptor X (nuclear hormone receptor) 

MAP = mitogen activated protein 

MB2 = Metastasis-related protein 

MEK-1 = Mitogen-activated protein kinase 

MMP2 = Matrix metalloproteinase-2 

-MN = no muscle cytoskeletal protein 

MVA = Mevalonate 

NEFA = Non-esterified fatty acids 

NK-104 = transcription factor 

nLDL = Native LDL 

ox-LDL = Oxidized low density lipoproteins 

OM = Oncostatin M cytokine 

PDGF = Platelet derived growth factor 

PG = Prostaglandin  

PGI1 = Prostaglandin I1 

PGE2 = Prostaglandin E2 

PI3-K = Phosphatidylinositol 3-kinase 

PPAR = Proliferators-activated receptor 

PRb = Retinoblastoma protein 

PUFAs = Polyunsaturated fatty acids 

TRADD = Receptor interaction protein 

SCAP = SREBP cleavage-activating protein 
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SIP = Site-1 protease 

SLs = Sphingolipids 

SMC = Smooth muscle cells 

SNPs = Single nucleotide polymorphism 

SR-AI/II = Acetyl low density lipoprotein receptor 

SRE-1 = Sterol regulatory element 1 

SREBP = Sterol regulatory element binding protein 

SREC-II = Scavenger receptor -II 

SR-PSOX = Scavenger receptor for phosphatidylserine 
and oxidized lipoprotein 

SSCP = single strand conformation polymorphism 

TGF = Transforming growth factor beta 

THP-1 = macrophages 

TNF-  =  Tumour necrosis factor alpha 

TRADD = TNF-R1 associated death domain. 

TSP-1 = Trombosponding-1 

TXA2 = Thromboxane A2 

TZDs = Thiazolidinediones  

VEC = Vascular endothelial cells 

VSMC = Vascular smooth muscle cell 
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Abstract: Contractile-state smooth muscle cells (SMC), the only cell type in the arterial media, undergoes migration to 
the intima, proliferation, and abundant extracellular matrix production during the early stages of atherosclerosis. This in-
volves the ingestion of low-density lipoprotein (LDL) and modified or oxidised LDL by macrophages together with SMC 
by several pathways including a scavenger pathway leading to accumulation of cholesterol esters and formation of foam 
cells. High-plasma cholesterol levels constitute a major causative risk for atherosclerosis. The membrane-bound transcrip-
tion factor called sterol regulatory element binding protein (SREBP) activates gene-encoding enzymes of cholesterol and 
fatty acid biosynthesis. The SREBP expression, in response to diet, shows that are involved in both lipogenesis and cho-
lesterol homeostasis, moreover SREBPs are regulated directly by cholesterol. Animal models were used in trials of athe-
rosclerosis, and cholesterol feeding has been described elsewhere as producing atherosclerotic lesions. We have examined 
the morphological, molecular and proliferative change in arterial SMC mimicking such a cholesterol diet, this transformed 
SMC is a good model to study the alterations of the differentiated state of SMC, and the transformation into foam cell, 
caused by cholesterol-rich diet. Despite the complexity of the interactions in atherosclerosis, there are many opportunities 
to affect the homeostatic balance of the artery wall at SMC levels. We have considered here some of the possible targets 
for intervention with promising strategies for the nutritional control of the genes, and, in a general way, the possibilities 
for modulating the expression of genes influencing atherosclerosis 

Key Words: Smooth muscle cells, cholesterol, extracellular matrix, proliferation, apoptosis, SREBP, atherosclerosis, nutri-
tional control, gene regulation. 

INTRODUCTION 

 Vascular diseases, not only atherosclerosis but also reste-
nosis following angioplasty or transplantation, are due to 
abnormal vascular smooth-muscle-cell (VSMC) growth and 
gene expression. Atherosclerosis is responsible for myocar-
dial infarction and stroke, representing 50% of all mortality 
in the USA, Europe and Japan. Atherosclerosis is an accu-
mulative process characterized by the progression of a lesion 
in the artery wall resulting from an excessive inflammatory-
fibroproliferative response to various forms of injury to the 
endothelium and smooth muscle of the artery wall [1]. A 
large number of growth factors, cytokines, and vasoregula-
tory molecules participate in this process. A recent review 
focuses on the current state of knowledge of molecular 
mechanisms/processes that control differentiation of VSMC 
during normal development and maturation of the vascula-
tures as well as how these mechanisms/processes are altered 
in vascular injury or disease [2]. The control of the expres-
sion of genes encoding these molecules and to target specific 
cell types provides opportunities to develop new diagnostic 
and therapeutic agents to induce the regression of the lesions 
and, possibly, to prevent their formation. 

 The earliest recognizable lesion of atherosclerosis is the 
so-called “fatty streak”, an aggregation of lipid-rich macro- 
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phages and T lymphocytes within the innermost layer of 
artery wall, the intima. Intermediate lesions [3,4] are com-
posed of layers of macrophages, and SMC in turn develop 
into the more advanced, complex, occlusive lesions called 
fibrous plaques. The fibrous plaques increase in size and, 
projecting into the arterial lumen, may impede the flow of 
blood. Studies of animals with artificially induced hypercho-
lesterolaemia [5,6,7,8] have confirmed that three processes 
are involved in the formation of atherosclerotic lesions: 1. 
the proliferation of SMC, macrophages and lymphocytes; 2. 
the formation by SMC of a connective-tissue matrix com-
prising elastic fibre proteins, collagen and proteoglycans; 
and 3. the accumulation of lipids and mostly free and esteri-
fied cholesterol in the surrounding matrix and the associated 
cells. The cellular events that occur during progression of 
lesions in hypercholesterolaemic animals are almost exactly 
mirrored by those observed in human atherosclerotic coro-
nary arteries in heart removed in transplant operations [9]. 
Progression of atherosclerotic lesions is thus marked by ac-
cumulation of alternating layers of lipid-laden SMC and 
macrophages surrounded by extracellular matrix. 

 Two different phenotypes have been described for SMC 
based on the distribution of myosin filaments and the forma-
tion of large amounts of rough endoplasmic reticulum and 
Golgi apparatus for secreted protein. When cells are in a 
contractile phenotype, they respond to agents that induce 
either vasoconstriction or vasodilation, such as catechola-
mines [10], neuropeptides [11] or nitric oxide (NO) [12]. By 
contrast, in the synthetic state, these are capable of express-
ing genes for a number of growth-regulatory molecules and 
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cytokines [2]. Thus, SMC play the main role in the fibro-
proliferative component of this disease process [13]. Athero-
sclerotic plaque is located within the intima, and consists of a 
necrotic core overlaid by a fibrous cap composed mainly of 
proliferated SMCs, T-cell lymphocytes, a few neutrophils, 
and dense connective tissue consisting of collagen, elastin 
and proteoglycans. The necrotic core contains cellular debris, 
extracellular lipids, cholesterol crystals, and calcium depos-
its. Around the edges are numerous lipid-laden foam cells of 
both macrophage and smooth-muscle origin. The death of 
these cells contributes to the necrotic core. The focus of this 
review is to provide an overview of the current state of 
knowledge of molecular mechanisms, gene regulation, and 
nutritional control of the proliferation of vascular SMC and 
of their transformation into foam cells in atherosclerosis 
process. We will not review the control of differentiation of 
vascular SMC during vascular injury or disease, since this 
topic was reviewed very recently by Owens et al. [2]. With 
the increased understanding of the molecular and cellular 
interactions, extracellular matrix protein role, as well as gene 
expression and regulation, new potential targets for pharma-
cologic intervention are promising. 

THE TRANSFORMATION OF VASCULAR SMOOTH- 
MUSCLE CELLS IN ATHEROSCLEROSIS 

Vascular Smooth-Muscle Cells 

 Vascular smooth-muscle cells (VSMC) play a key role in 
atherogenic process, it is widely known that SMC migrate, 
proliferate, produce extracellular matrix components and are 
transformed by accumulating lipids [14]. This modulation 
process is conditioned by a change in their phenotypic state: 
the adult contractile phenotype expressed in both atherogenic 
and remodelling process and also in embryonic aorta. The 
concept of SMC phenotypic modulation gained currency 
many years ago [15]. Arterial SMC in culture reveal a simi-
lar modulation from contractile-like to synthetic state [15,8] 
characterized by their cytoskeletal and cytoenzymatic fea-
tures [16] during passages; i.e. the harvested SMC progres-
sively lose their contractile phenotype at confluency and 
exhibit synthetic characteristics identical to those observed in 
the synthetic SMC of the diffuse intimal thickening [15,16]. 
In long term culture, they develop a transformed phenotype 
[15,17,8] with increased proliferation [8,18] providing a 
good model to study SMC transformation and gene regula-
tion during the modulation process in vitro.

 More recently, the term “swirling-type” has been used to 
denote SMC phenotypes having elongated, spindle-shaped 
cell bodies which form typical SMC “hills-and-valleys” 
morphology at confluence [19]. The predominant cell type 
found in the normal media of arteries, this type corresponds 
to a contractile phenotype. Another SMC is called “epithe-
lioid–type” which has cuboidal cell bodies, grows to a mono-
layer after reaching confluence and would correspond to 
synthetic-phenotype [19]. This phenotype represents only a 
small fraction of SMCs from normal arterial media, but is 
believed to be the major SMC type to migrate from the me-
dia and proliferate into neointima during the progression of 

atherosclerosis and restenosis after angioplasty. Recently, the 
“swirling” and an “epithelioid” SMC phenotypes have been 
isolated and cloned from normal rat carotid arteries [20]. 
These authors have shown that, when stimulated with vari-
ous agonists, the “epithelioid” SMC phenotype secreted more 
proteinases than did the “swirling” SMC, while both pheno-
types secreted similar amounts of proteinase inhibitors when 
cultured under similar conditions [20]. The conclusion was 
that higher proteolytic potential of “epithelioid” SMC sup-
ports the idea that it is the active SMC phenotype that prolif-
erates and migrates under pathological conditions. 

Cytoskeleton and the VSMC Phenotypic Modulation  

 As mentioned above, VSMCs undergo a phenotypic 
transformation and exhibit a functional plasticity, modulating 
from the mature phenotype (in which the primary function is 
contraction) to a less differentiated state with increased ca-
pacities for motility, protein synthesis, and proliferation. 
Change in phenotypic expression of rabbit aortic SMC in 
culture could be correlated with alterations in expression and 
distribution of structural proteins [21]. Contractile state SMC 
(day 1 and 3 of primary culture) showed distinct sorting of 
proteins into subcellular domains, consistent with the theory 
that the SMC structural machinery is compartmentalised 
within the cell. Proteins specialised for contraction ( -SM 
actin, SM-MHC, and calponin) were amply expressed in 
these cells and concentrated in the upper central region of the 
cell [21]. Vimentin was confined to the body of the cell, pro-
viding support for the contractile apparatus but not co-
localising with it. In line with its role in cell attachment and 
motility, -MN actin was localised to the cell periphery and 
basal cortex [21]. The dense body protein -actinin was con-
centrated at the cell periphery, possibly stabilising both the 
contractile and the motile apparatus. Vinculin-containing 
focal adhesions were well developed, indicating the cells’ 
strong adhesion to the substrate. In synthetic-state SMC 
(passage 2-3 of culture), there was decreased expression of 
contractile and adhesion (vinculin) proteins with a concomi-
tant increase in cytoskeletal proteins -no-muscle [NM] actin 
and vimentin. These quantitative changes in structural pro-
teins were associated with dramatic changes in their distribu-
tion [21] the distinct compartmentalisation of structural pro-
teins observed in contractile state SMC was no longer obvi-
ous with proteins were more evenly distributed throughout 
the cytoplasm to accommodate altered cell function. This, 
SMC phenotypic modulation involves not only quantitative 
changes in contractile and cytoskeletal proteins, but also 
reorganisation of these proteins. Since the cytoskeleton acts 
as a spatial regulator of intracellular signalling, reorganisa-
tion of the cytoskeleton may lead to the realignment of sig-
nalling molecules, which, in turn, may mediate the changes 
in function associated with SMC phenotypic modulation 
[21]. The morphological changes associated with the estab-
lishment of the differentiated phenotype were also found to 
include changes in the expression of the cytoskeletal-
extracellular matrix complex. The integrins are linked to 
both the cytoskeleton and extracellular matrix, [22], integrins 
are transmembrane heterodimers proteins that bind to a 
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number of signal-transduction pathways [23]. There is evi-
dence for a role of integrins in cell survival promoted by 
ECM, and blockade of integrins can trigger apoptosis of en-
dothelial cells in vivo [24]. Cell morphogenesis is determined 
to a large extent by the type of cell-to-cell and cell-to-
substrate interaction. Change in these various kinds of cell 
adhesion, which are established through specific transmem-
brane receptors, can alter the organization of cytoskeletal 
elements which are anchored to the receptors. These altera-
tions in cytoskeletal structure may affect physiological and 
pathological processes in the cell. Environmental modula-
tions of receptor-cytoskeletal interaction have been shown by 
numerous investigators to influence patterns of gene expres-
sion related to cell growth and differentiation. The possibility 
that the cytoskeleton is a major mechanical-chemical coordi-
nator of signal transduction from the cell surface to the nu-
cleus has been extensively discussed [25]. Changes in the 
state of cytoskeletal organization are transduced to influence 
the expression of the respective cytoskeletal protein gene to 
reflect the “new cytoskeletal state” established after such 
cell-environment interaction. 

The Extracellular Matrix and VSMC Proliferation 

 The vascular smooth-muscle cell (SMC) is responsible 
for maintaining both arterial tone via contraction-relaxation 
and vessel integrity by proliferation and synthesis of ex-
tracellular matrix (ECM) [26]. The extracellular matrix 
(ECM) is a complex mixture of insoluble structural proteins 
and diffusible metabolites. The cell-attachment protein con-
tains one domain involved in binding the cell surface, and 
another domain for extracellular molecules [27,28]. Fi-
bronectin, type I collagen and type III collagen genes code 
for the three major proteins of the ECM [29,30]. The regula-
tion of the genes coding for ECM is an important part of 
many cellular functions such as adhesion, proliferation, mi-
gration and differentiation. Quantitative and qualitative 
modifications in ECM gene expression vary as a function of 
cell type, age and related pathological processes [31,32]. 
Various amount and types of collagens, adhesion molecules, 
proteoglycans growth factors and cytokines or chemokines 
are present in the extracellular matrices [33]. Matrix break-
down is of fundamental importance to many normal and 
pathological conditions such as tissue remodelling, wound 
healing, tumour invasion and plaque destabilization. Plaque 
destabilization is considered to be the greatest causative fac-
tor for acute coronary syndrome (ACS) [34,35]. Matrix 
breakdown requires a battery of enzymes working together, 
since many of the components are efficiently degraded only 
by specific proteases [36]. Moreover, matrix metalloprotein-
ase-2 (MMP2) is associated with basement membrane and 
ECM degradation, important processes for cell migration. 
Thrombospondin-1 (TSP-1), an ECM glycoprotein associ-
ated with VSMC migration, induced MMP2 activation through 
transcriptional and posttranscriptional mechanisms, implying 
that MMP2 activation is relevant to the mechanism of TSP-
1-induced VSMC migration [37].  

 During postnatal development, SMC located in the arte-
rial tunica media are maintained in the resting, or G0/G1,

stage of the cell cycle and express high levels of contractile 
protein isoforms [38]. However, in response to vascular in-
jury and the concomitant release of growth factors, vascular 
SMC re-enter the cell cycle, proliferate, and modulate their 
phenotype to serve a primarily synthetic function, increasing 
expression of ECM proteins [39-43]. This phenotype of 
VSMC synthesise and secrete a variety of macromolecules 
that form the ECM of the vascular tissue, e. g., proteoglycans 
[44-46], glycoproteins [47], collagen [47-49], and elastin 
[47]. ECM proteins are a prominent target for non-enzymatic 
glycation because of their slow turnover rates. Non-
enzymatic glycation of human fibronectin reportedly impairs 
adhesivee and proliferative properties of human VSMC [50]. 
ECM synthesis could be affected by diet supplementation, 
and thus elastin production is modulated not only by cal-
cium-dependent steroid hormones but also by vitamin D3. 
Vitamin D3 is involved in the regulation of calcium metabo-
lism and influences the expression of various ECM pro-
teins—for example, vitamin D3 had no effect or decreased 
tropoelastin expression (depending of dosage and exposure 
time), suggesting that vitamin D3 may be an important 
modulator of elastin expression [51]. Ascorbate supplemen-
tation of cultured foetal bovine aortic SMC leads to in-
creased deposition of ECM proteins and stimulation of cell-
protein synthesis. This phenomenon has been investigated at 
the level of gene expression [52]. ECM protein synthesis is 
also affected by the ECM; in fact, ECM plays a major role in 
modulating VSMC, thus the proteoglycans (PG) synthesis 
increased both secreted and cellular by VSMC cultured in 
ECM derived from vascular endothelial cells (VEC), as well 
as ECM derived from VSMC or THP-1 macrophages. Selec-
tive enzymatic removal of chondroitin sulphates, collagen, 
and elastin from SMC matrix stimulated PG synthesis, as did 
the removal of chodroitin sulphates from the macrophage 
matrix [53]. Moreover, the newly synthesised PG from cul-
tures plated on SMC- or macrophages-derived matrices had 
greater charge density, large molecular size, and a longer 
glycosaminoglycan chain than did those from VEC matrix 
cultures [53]. Proliferating SMC secrete proteoglycans with 
elongated glycosaminoglycan side chains, which have an 
increased binding affinity to LDL. Notably, statin-exposure 
increased the molecular weight and hydrodynamic size of 
secreted proteoglycans. Thus, statins may induce atheropro-
tective changes in vascular proteoglycans, and lower LDL 
retention in the vessel wall [54]. These findings suggest a 
mechanism whereby statins may benefit atherosclerosis in a 
manner unrelated to the lowering of serum LDL. 

 As discussed above, SMC modulating from a contractile 
to a synthetic phenotype in atherosclerosis synthesise ECM 
molecules excessively, in particular collagens [15,55-59]. 
Moreover, cells of the atherosclerotic vessel synthesise type I 
collagen in preference to type III collagen, unlike cells of the 
healthy arterial wall [60,61]. With regard to the quantity of 
totally synthesised collagens as well as to their composition, 
the cells of the atherosclerotic vessel would appear to be 
functioning more as fibroblasts than as SMC [61]. The in-
crease in steady-state RNA levels for type IV collagen is not 
shared by similarly treated fibroblasts and may provide a 
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useful marker for SMC in culture [62]. Collagen synthesis by 
cultured rabbit aortic SMC at the protein and mRNA levels 
undergo a change in phenotypic state; upon modulating to 
the synthetic phenotype, SMC synthesised 25-30 time more 
collagen than did contractile cells [63]. At the same time, 
non-collagen-protein synthesis increased only 5-6 fold. Phe-
notypic modulation was also associated with an alteration in 
the relative proportions of type I and III collagens synthe-
sised: contractile SMC synthesise 78.1 % type I collagen and 
17.5 % type III collagen while synthetic cells synthesise 90.3 
% type I collagen and 5.8 % type III collagen. Enrichment in 
type I collagen was similarly noted at the mRNA level. On 
return to the contractile state, at confluency, collagen pro-
duction and the percentage of type I collagen decreased [63]. 
This further illustrates the close association between the 
phenotypic state of SMC and their collagen-biosynthetic 
phenotype. 

 Elastin is a critical regulatory molecule that regulates the 
phenotypic modulation, proliferation and migration of SMCs 
[64]. Elastin expression and SMC proliferation are inversely 
coupled: powerful stimulators of cell proliferation may po-
tentially inhibit elastin expression and strong inhibitors of 
cell proliferation may stimulate elastin expression [64,65]. 
Moreover this proliferation may change in atherosclerosis. 
Elastin was found to be expressed maximally at the Go and 
minimally at the G2/M phase, suggesting that its expression 
is regulated by the growth state [66]. NO, an endothelium-
dependent relaxing factor, continuously produces NO syn-
thetase in the endothelium. Endothelial dysfunction de-
creases NO release, resulting in a shared process involving 
the pathogenesis of atherosclerosis and neointima formation 
after angioplasty. It has been demonstrated that NO inhibits 
SMC proliferation, while enhancing elastin expression [67]. 
Endothelin-1, a potent vasoconstrictor, has been isolated 
from cultured porcine aortic endothelial cells. Endothelin-1 
is known as a powerful stimulator of cell proliferation and of 
the development of arterial diseases such us atherosclerosis. 
It has been demonstrated that endothelin-1 stimulates cell 
proliferation and suppresses the elastin expression. The inhi-
bition of elastin synthesis is completely prevented by an en-
dothelin receptor A antagonist. Thus, endothelin-1 can modu-
late elastin mRNA expression via endothelin receptor A in 
cultured SMC, and regulators of elastin expression may play 
an important role in SMC proliferation during the develop-
ment of atherosclerosis [68].  

 In vitro experiments have demonstrated that the extracel-
lular matrix influences the morphology and metabolic prop-
erties of mesenchymal cells through chemical and physical 
effects. Fibronectin has been reported to accelerate the mor-
phological modulation of SMC from the contractile state to a 
synthetic state [69] whereas laminin may have the opposite 
effect while helping to maintain the contractile state of SMC 
[48]. The relationship between growth factor and integrin 
signalling pathways in VSMCs has been analysed and the 
results show that integrin-signalling pathways have a pro-
found effect on VSMC proliferation and phenotype and that 
focal adhesion kinase (FAK) is an important intermediate in 

these signalling pathways [70]. Mechanical confinement by 
the extracellular matrix surrounding itself shows regulating 
effects on the activity of fibroblasts [71]. Thus, a cell might 
create an environment which then acts back on the cell itself 
and perhaps also on its neighbours. Aortic SMC from several 
species have been shown to produce and accumulate signifi-
cant amounts of extracellular collagen and elastin when 
grown in culture (for review see Franzblan & Faris 1982, 
[72]). It is well known that cultured SMC proliferate in re-
sponse to a variety of growth factors, including epidermal 
growth factor (EGF) [73], platelet-derived growth factor 
(PDGF) [74] and fibroblast growth factor (FGF) [75]. PDGF 
alone stimulates SMC migration, whereas proliferation of 
SMC requires additional growth factors [74]. The interac-
tions of growth factors and ECM may also play an important 
role in the response of SMC to injury and subsequent vessel 
reconstruction. In vitro studies have shown that SMC prolif-
eration is modulated in the presence of ECM. Thrombos-
pondin, a glycoprotein component of the ECM, acts syner-
gistically with EGF to stimulate SMC proliferation, an effect 
which is inhibited by heparin [76]. Heparin also inhibits 
SMC migration [77]. Heparin and related compounds can 
inhibit cell proliferation [78] by maintaining cells in the G1
phase [79]. Heparin can also modulate the biosynthetic phe-
notype of SMC, particularly the biosynthesis of collagens 
[80]. 

 In an effort to ascertain the mutual interaction between 
changing functional properties of SMC and changing com-
position of the ECM during pathogenesis of atherosclerosis 
the behaviour of vascular SMC has been studied in different 
collagen matrix. The advantage of the three-dimensional 
culture system is that it more closely simulates the in vivo 
environment than two-dimensional cultures [81-83]. Cultiva-
tion of SMC within a collagen lattice results in the suppres-
sion of cell proliferation and reduction of collagen synthesis 
as well as total protein synthesis, although cells exist in the 
synthetic state as cytoplasm is filled by organelles such as 
endoplasmic reticulum, Golgi complex, and abundant mito-
chondria [84]. This suggests that synthetic state SMC can 
exhibit differential biosynthetic activity dependent on the 
actual matrix environment. In fact, the structure and compo-
sition of the extracellular matrix has been shown to have a 
significant influence on the proliferation, differentiation, and 
phenotypic expression of cells [85]. Under conditions of 
hypertension, arterial SMC appear to respond to the increases 
in wall tension by increasing elastin and collagen synthesis 
[86,87]. The accumulation of these matrix fibres in the artery 
wall has been shown to bear a linear relationship to tangen-
tial tension. Aortic SMC in tissue culture respond to in-
creased tension both by proliferation and by increased matrix 
synthesis. Elastin growth substrate increases cholesteryl ester 
synthesis and induces foam-cell formation by smooth muscle 
cells in culture [88]. Since elastin binds lipids in arteries 
[88], it is likely that a similar lipid-elastin binding occurs in
vitro and that the uptake of hyperlipemic LDL is bound to 
elastin [89]. On the other hand, 3-Hydroxy-3methylglutaryl 
coenzyme A (HMG-CoA) reductase inhibitors reportedly 
suppress SMC growth and arterial neo-intimal thickening; 
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that is, lovastatin and simvastatin predominantly decrease the 
expression of the glycoprotein thrombospondin-1, which is 
functionally associated with SMC migration and prolifera-
tion. By contrast, expression of plaque-stabilization, extra-
cellular proteins such as collagen type I and biglycan are 
much less affected [89]. Another example is that fibronectin 
and type I collagen were significantly decreased by the tran-
scription factor NK-104 [90]. In addition, vascular statins act 
directly on the blood-vessel walls to stabilize plaques already 
formed [91]. 

 The extracellular matrix surrounding VSMCs is also con-
sidered a cell-cycle control element in atherosclerosis [92]. 
Infection of the aorta with adenoviruses encoding a constitu-
tively active mutant of the retinoblastoma protein (pRb) 
leads to a dramatic prevention of SMC intimal lesion after 
balloon injury [93]. These results demonstrate that VSMCs 
proliferation, as in most cell types, is controlled by phos-
phorylation of pRb and pRb is phosphorylated by the G1 
phase cyclin-dependent kinases (cdks) [93]. These enzymes 
are typically expressed constitutively, but they are inactive in 
the absence of their cyclin partners. It now seems that mito-
genic growth factors and the ECM are required for cell pro-
liferation because they allow for G1 phase induction of cy-
clin D-cdk 4/6 and cyclin E-cdk2 kinase activities and the 
matrix is further required for translation of the mRNA [92]. 
The selective inhibition of ECM, presumably by blocking the 
integrin-signalling cascade that the ECM controls, would 
therefore be one means of inhibiting both Rb phosphoryla-
tion and VSMC proliferation. Cyclin D1 is considered an 
attractive target because its expression is ECM-dependent 
and it (together with cdk 4/6) plays an essential role in pRb 
phosphorylation [92]. Moreover integrins are involved in 
maintaining active ERK (subfamily of MAP kinase) in G1 
phase, it has been suggest that integrin-dependent activation 
of MAP kinase ( mitogen activated protein kinase) may play 
an important role in the adhesion-dependent expression of 
cyclin D1 and phosphorylation of pRb in VSMCs. Also, 
change in the nature of the VSMC extracellular matrix 
and/or integrins that are expressed by VSMCs may therefore 
affect MAP kinase activity, cyclin D1 expression, pRb phos-
phorylation and, ultimately, cell proliferation [92].  

Vascular SMC Proliferation and Apoptosis 

 The fact that SMC proliferation is a key feature of athe-
rosclerotic plaque formation suggests reduced apoptosis 
(programmed cell death) in the diseased tissue. In fact, athe-
rosclerosis is a disease of cell proliferation and cell death. 
When vessels remodel under either physiological or patho-
logical conditions, apoptosis and cell proliferation are inti-
mately coupled. However, vascular atrophy in aneurysm 
formation is accompanied by excessive apoptosis. Thus, too 
little or too much apoptosis within the vessel wall may be 
deleterious [94]. The normal adult artery shows very low 
levels of SMC turnover and hence low apoptotic and mitotic 
indices [95]. In SMC from diseased tissue, additional factors 
are present, both locally, such as transcription factors and 
their co-regulators involved in the early stages of vascular 
diseases.  

 Vascular lesions arise in part from excessive accumula-
tion of vascular smooth-muscle cells (VSMCs) in the intima 
attributed to increased migration and proliferation of VSMCs 
[96]. Apoptosis has been postulated to play a central part in 
plaque development [97]. There is now much evidence that 
VSMC apoptotic cell death occurs in the vasculature in both 
physiological as well as pathological contexts and that these 
deaths are regulated by proteins that serve either to induce or 
protect against apoptosis. This results in sensitivity to apop-
tosis that is determined by expression of cell-death receptors 
and ligands as well as by the presence and response to sur-
vival cytokines, mitogens, and local cell and matrix interac-
tions [94]. Thus, growth arrest often triggers resistance to 
apoptosis in response to specific signals, and in some cases 
cells may undergo apoptosis at defined points in the cells 
cycle [98]. There is ample evidence suggesting that genes 
that act to regulate the cell cycle, when mutated also induce 
death or profound growth arrest [94]. Thus, exposure of 
VSMC to inflammatory cytokines and other cytokines such 
as platelet-derived growth factor and -FGF initiates a mito-
genic signal within the VSMC, but if a survival signal is not 
present, the cells enter non-proliferation and apoptosis. 

 Apoptosis of macrophages is present mainly in regions 
showing signs of DNA synthesis or repair; however, SMC 
apoptosis is present primarily in less cellular regions not 
associated with DNA synthesis/repair [99]. Furthermore, 
SMC loss diminishes the biosynthesis of interstitial collagen 
fibres [100]. SMC can disappear in the plaque via apoptosis 
[101], drastically reducing the type I collagen synthesis and 
thereby greatly affecting plaque stability. Moreover, 
apostotic SMC in the plaque, often not scavenged, could be 
the main source of the calcifying matrix vesicles [101], and 
these matrix vesicles could lead to plaque calcification. 
Apoptotic SMC can also increase the plaque thrombogenic-
ity [102]. Thus, apoptosis of SMC in primary atherosclerosis 
plaque could be detrimental for plaque stability, thereby 
augmenting the risk for thrombosis [99].  

 The current knowledge of the occurrence of and mecha-
nisms underlying VSMC apoptosis in atherosclerosis, arte-
rial remodelling, and plaque rupture has been reviewed 
[103]. Apoptosis is regulated by the interaction between cell-
surface signals, (death receptors and survival cytokines) and 
the expression of specific intracellular gene products: proto-
oncogenes, tumour-suppressing genes and the Bcl-2 family 
of genes. The TNF-receptor (TNF-R), (tumour necrosis fac-
tor receptor) family of death receptors are type I membrane 
proteins, -TNF-R 1 (p55), Fas (CD95)- and death receptors 
(DR)-3, 4 (TRAIL R 1) and 5 (TRAIL R 2) that consist of an 
extracellular domain, a hydrophobic transmembrane domain, 
and a cytoplasmic domain, containing the death domain, a 
protein motif responsible for protein-protein interactions 
with adapter molecules. A ligand binding to a receptor re-
cruits an adapter molecule, FADD (factor associated death 
domain) (to Fas), TRADD ( TNF-R1 associated death do-
main) (to TNF-R1) or RIP (receptor interaction protein) (to 
both), to the receptor, which then activates a cascade of cys-
teine proteases (caspases), leading to cell death. Apoptosis is 
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also regulated by the expression of specific intracellular pro-
teins such as the Bcl-2 family of proteins. Bcl-2 is a mem-
brane protein which protects against the stimuli that induce 
apoptosis. Bcl-2 family members can homodimerise or het-
erodimerise with other family members, such as the proapop-
totic proteins Bax, Bad or Bik, and the balance of expression 
between family-family members can cause predisposition to 
or provide protection against apoptosis. VSMCs express 
many of the known caspase family members required to exe-
cute apoptosis [104,105]. However, the importance of any 
particular pathway regulating apoptosis depends upon the 
cell type and the stimulus for apoptosis. Thus, different 
pathways may be responsible for inducing apoptosis in 
VSMCs at different stages of the disease [103]. 

 There is good evidence that the phenotype of plaque 
VSMCs are senescent. Populations of plaque VSMC show 
increased hypophosphorylated pRb (the active form), which 
may account for their slow proliferation and senescence [94]. 
However, whenever these cells are stimulated to proliferate, 
for example by virus gene products or elongation factor-1 
(E2F-1), cells undergo massive apoptosis, partly mediated by 
p53 [106]. However, p53 alone does not induce apoptosis in 
either normal human or rat VSMCs in vitro or in vivo unless 
the cells are primed to die [98] or massive expression is used 
via adenovirus vectors [107]. The role of p53 in atheroscle-
rotic lesion development might be associated with its func-
tion in controlling cell replication, and p53-independent 
mechanisms can mediate the apoptotic response in athero-
sclerosis [108]. This indicates that the effect of p53 in 
VSMC biology in atherosclerosis may be growth arrest 
rather than the induction of apoptosis [109]. However, stabi-
lisation of p53 may sensitise the cells to other apoptotic trig-
gers such as Fas ligand. In vivo, plaque VSMCs show in-
creased expression of p53 and p21, the cell-cycle inhibitor 
expressed upon stabilisation of p53. Moreover, cells which 
express p53 and p21 do not express proliferative markers 
such as ki67, suggesting that these cells are a non-proli-
ferative, basal expression, and the activity of p53 in plaque 
and normal VSMCs is similar [98]. It is possible that a com-
bination of profound growth arrest and lack of survival sig-
nals, complexed with proliferative stimuli generated by in-
flammatory cytokines or mitogens, may lead to the sensitisa-
tion of VSMC to apoptotic triggers [94]. 

REGULATION OF TARGET GENES INVOLVED IN 
THE TRANSFORMATION OF VSMC INTO FOAM 
CELLS 

Regulation of Cholesterol Synthesis and Cellular Uptake 

 Because an important characteristic of the VSMC trans-
formation into foam cell is the accumulation of cholesterol 
inside, it would be worthwhile to examine gene regulation of 
both cholesterol synthesis and cellular uptake. The metabo-
lism of cholesterol is highly regulated, and a cholesterol-rich 
diet leads to high levels of cholesterol in liver cells, repress-
ing the synthesis of receptors for low-density lipoprotein 
(LDL), thereby raising the concentration of cholesterol in the 
bloodstream. Joe Goldstein and Mike Brown have worked 

for over 30 years on the molecular basis of cholesterol ho-
meostasis. Through the systematic use of genetic, biochemis-
try, molecular biology and cell biology, they have identified 
a complex set of interacting molecules that work in coordina-
tion to regulate cholesterol import and synthesis [110]. 
Moreover, cholesterol, together with sphingomyelin, forms 
plasma membrane rafts or caveola, which are sites where 
signalling molecules are concentrated [111,112]. The impor-
tant role that cholesterol play in modulating fluidity and 
phase transitions in the plasma membrane of animal cells is 
well known [113]. A review by Liscum and Underwood 
[114] reports works on cellular cholesterol distribution, 
membrane cholesterol domains, and the intracellular traffick-
ing of cholesterol. Thus, cholesterol homeostasis is con-
trolled by a feedback regulatory system that senses the level 
of cholesterol in cell membranes and modulates the tran-
scription of gene-encoding enzymes of cholesterol biosyn-
thesis and uptake from plasma lipoproteins. The enzymatic 
reactions necessary for the biosynthesis of cholesterol from 
acetate were studied long ago [115,116] Feed-back repres-
sion of 3-hydroxy 3-methyl glutaryl Co A (HMG-CoA) re-
ductase, the rate-limiting step in cholesterol and polyisopre-
noid biosynthesis, has been reported with the earliest exam-
ples in mammals . Hepatic synthesis of cholesterol decreased 
when dogs were fed excess dietary cholesterol [117], while 
in chicken it has been demonstrated that the shunt pathway 
of mevalonate not leading to sterol is regulated by choles-
terol feeding in a reverse fashion to the sterol pathway [118]. 
Cholesterol and its hydroxilated derivative, 25-hydroxy-
cholesterol (25HC) inhibit cholesterol synthesis, the inhibi-
tory actions of cholesterol require the 3 -hydroxyl group and 
the 25HC is more potent than cholesterol [119]. Oxysterols 
can function as a feed-forward ligand that binds to and acti-
vates the nuclear hormone receptors LXRa and LXRb [120]. 

 In a rat aortal SMC culture model –including contractile, 
synthetic, and transformed cells– it been shown that in-
creased cholesterol biosynthesis associated with phenotypic 
changes [121] plus dedifferentiation in arterial SMC in vitro
are associated with decreased intracellular cholesterol efflux 
and also a decrease in high-affinity binding sites for native 
high-density lipoprotein (HDL) [122]. A high-cholesterol 
diet not only decreases cholesterol synthesis but also leads to 
transformation of aortic SMC. A culture model of SMC, 
isolated from arteries of cholesterol-fed chicks (Ch-SMC) 
and from control-fed chicks (C-SMC), under the same cul-
ture conditions is suitable for the study of SMC transforma-
tion into foam cells in vitro induced by cholesterol diet in
vivo and before to the plaque formation. Intracellular choles-
terol concentrations is the same in C-SMC and Ch-SMC 
during the first 14 days of culture; however, Ch-SMC devel-
oped the characteristics of macrophage-like foam cells after 
30 days in culture with identical maintenance as in the C-
SMC culture [8]. A recent work describes a process of trans-
differentiation of mouse aortic SMC to a macrophage-like 
foam-cell state after cholesterol loading in vitro [124]. The 
result of this work agree with the in vivo/in vitro transforma-
tion of SMC in chick after cholesterol-rich diets [8]. Other 
cell-culture models use different additional elements in the 
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culture to obtain foam cells in vitro, such as an elastin sub-
strate [88] or lipid droplets isolated from cultured macro-
phages [123]; also water-soluble cholesterol:methyl- -cyclo-
dextrin complexes are used, as are cyclic polysaccharides 
that can enhance the solubility of hydrophobic compounds 
such as cholesterol [124]. In the chicken SMC in vivo/in vi-
tro model, the two lines of SMC cultures C-SMC and Ch-
SMC exhibit marked differences in their proliferation, as 
well as their DNA, RNA, and protein synthesis [8]. Lipid 
synthesis (especially cholesterol and the effects of inhibition 
on the first step in the cholesterol biosynthesis also show 
marked differences [125]. Moreover, young Ch-SMC and C-
SMC cultures present alterations in HMG-CoA reductase 
activity and gene expression at the transcriptional level as 
soon as 4 h after feeding the cells, while the reductase 
mRNA concentration in Ch-SMC was almost 50% lower 
after feeding the cells for 8 h [126]. However, this increase 
of reductase mRNA concentration in senescent cultures was 
lower and showed small changes after feeding [126]. In the 
mouse SMC cholesterol-loaded model [124] evaluations 
have been made of the in vitro early phenotypic change at 
the molecular level as the cholesterol content of SMC in-
creased, and at the protein and mRNA levels, the rapid phe-
notypic change was associated with a decline and rise, re-
spectively, in the expression of SMC and macrophage-
related genes. Furthermore, the change in protein and gene 
expression were associated with the acquisition of macro-
phage-like functional properties. Thus, the results for the in
vivo/in vitro model of transformation of chicken aortic SMC 
[8] agree with the suggestion of the transdifferentiation SMC 
in vitro model [124], in the sense that foam cells of neointi-
mal lesions identified as macrophages by immunostaining 
with macrophage markers could have a SMC origin.  

Sterol Regulatory Element-Binding Proteins

 The endocytic pathway involved in the cellular uptake of 
cholesterol LDL [127,128] has been identified and character-
ized, as has the subsequent repression of HMG-CoA reduc-
tase and cholesterol synthesis [127-129]. A major break-
through for understanding the mechanism involved in feed-
back repression came when the gene encoding the LDL re-
ceptor was isolated, the promoter of this gene being shown to 
contain a 10-bp cis element that was named sterol regulatory 
element 1 (SRE-1) [127,129,130]. The activity of an LDL 
receptor promoter-reporter gene increased when the trans-
fected cells were incubated in cholesterol-free medium but 
decreased when LDL or oxysterols were added to this lipid-
poor medium [130]. Mutation of the SRE-1 motif resulted in 
a defective reporter gene that was not activated when cells 
were incubated in sterol-depleted medium [127,130]. Such 
studies eventually led to the purification and cloning of a 
family of transcription factors termed sterol regulatory ele-
ment-binding proteins (SREBPs) that bind to the SRE-1 (or 
to one of the many variants) and activate transcription 
[127,129]. SREs function as conditional positive elements 
that are necessary for activated transcription in sterol-
deprived cells. The SREs are not required for the basal tran-
scription that occurs in cholesterol-loaded cells.  

 The SREBPs were identified by two groups working on 
cholesterol metabolism [131,132] and fat-cell differentiation 
[133]. Several reviews have been published on this topic 
[127,129, 134,135]. Studies have demonstrated that there are 
three major SREBP isoforms encoded by two different 
genes. The SREBPs must be released proteolytically from 
membranes to act [127]. A review that summarizes the pro-
gress in understanding the SREBPs and the sterol-regulated 
proteases that release them has been reported [136]. Three 
SREBPs has been demonstrated, two of the three major iso-
forms are produced from the SREBP-1 gene, which contains 
two promoters, transcription from each promoter produces 
an mRNA with a unique first exon that encodes one of the 
alternative amino termini referred to as 1a and 1c, respec-
tively [138]. These alternate exons are attached during 
mRNA splicing to a common second exon in the same read-
ing frame, and therefore the remaining protein-coding infor-
mation of both isoforms is identical. There is alternative 
mRNA splicing at the 3’-end as well [139], but this does not 
appear to be conserved in all mammalian species and its 
functional significance remains unclear. By contrast, mRNAs 
produced through alternative promoter usage at the 5’-end 
yield proteins with significant differences in their capacity to 
activate gene expression [140]. The longer amino-terminal 
region in SREBP-1a contains a high percentage of acidic 
amino acids that make it a potent transcriptional activation 
domain. The SREBP-1c isoform is a much weaker activator 
of gene expression because it lacks 29 acidic amino acids 
present in 1a.  

 Different tissues express different ratios of SREBP-1a 
and 1-c. It is possible that the more active 1a isoform is pref-
erentially expressed when there is a high demand for choles-
terol and fatty acids such as when new membrane is required 
during periods of rapid cell division, suggesting that this 
transcription factor and their co-regulators are involved in 
the early stages of vascular diseases where there are a high 
SMC proliferation and before cholesterol-loaded cells ap-
pear. SREBP-1a stimulates gene expression in vitro and in 
cultured cells by interacting with the transcriptional co-
activators CBP and P300 [141,142]. These are long, ubiqui-
tous transcriptional co-activator proteins that are recruited to 
specific promoters through binding to activation domains of 
several DNA-binding transcription factors in addition to 
SREBPs [143]. In the cholesterol-biosynthesis pathway, well-
defined target genes include HMG-CoA synthase, HMG-
CoA reductase, pharnesyl diphosphate synthase, squalene 
synthase [144]. The targets in the fatty acid and triglyceride 
biosynthetic pathways include acetyl-CoA carboxylase, fatty 
acid synthase, stearoil-CoA desaturase, and glycerol-3-
phosphate acyltransferase [127,144,145]. SREBP-2 were 
evaluated in porcine and human SMC and vascular wall from 
normolipid and hyperlipemic pigs. SREBP-2 gene expres-
sion was significantly decreased in the vascular wall of diet-
induced hypercholesterolemic swine [146], this work sug-
gesting the involvement of SREBP-2 in LDL-modulated 
expression of cholesterol biosynthesis enzymes in the vascu-
lar wall. Atherogenic levels of native LDL (nLDL) down-
regulate vascular endothelial CYP51 mRNA levels through a 
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reduction in SRE-SREBP-2 interaction [147]. Additionally, 
SREBP-2 and CYP51 mRNA levels were decreased in the 
arterial wall of hypercholesterolemic pigs [147]. 

 SREBP-1 and -2 have been studied mainly in rodents in 
which lipogenesis was regulated in both liver and adipose 
tissue. In birds, lipogenesis occurs essentially in the liver as 
in humans. Before the study the role of SREBP in lipid me-
tabolism regulation in chicken, it is of interest to note the 
sequence of the cDNA, encoding the mature nuclear form of 
chicken SREBP-2 protein, mapped SREBP-1, and SREBP-2 
[148]. The predicted chicken SREBP-2 amino acid sequence 
shows a 77 to 79 % identity with human, mouse, and ham-
ster homologues, with nearly perfect conservation in all  
the important functional motifs, as in the human genome, 
SREBP-1 and SREBP-2 chicken genes are located on two 
separate chromosomes, respectively, microchromosome 14 
and macrochromosome 1. Tissue-expression data show that 
SREBP-1 and SREBP-2 are expressed in a wide variety of 
chicken tissues [148]. In human it has been postulated that 
single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the SREBP-2 
gene might influence lipid parameters and the risk of coro-
nary atherosclerosis [149]. A significant association was 
found between the 1784 G C polymorphism and intima-
media thickness (IMT) measured in 497 subjects. Thus, a 
common variation in the SREBP-2 gene is related to early-
stage carotid atherosclerosis in subjects with a cardiovascular 
risk without detectable change in plasma-lipid levels. A 
study was made of the insertion/deletion (Ins/Del) and XbaI 
polymorphisms of the apolipoprotein B (APOB) gene and 
the -36deIG polymorphism in the SREBP-1a gene in 298 
patients with coronary artery disease (CAD) and 188 healthy 
control. A significant interaction between APOB and SREBP-
1a polymorphisms was observed in the patient sample in 
total cholesterol (TC,p=0.005) and in LDL-C (p=0.019) lev-
els [150]. By a search for mutation or polymorphisms within 
the sequences of the SREBP-1a gene critical for the synthe-
sis and/or activity of the protein in 204 asymptomatic men, a 
single G deletion at base pair -36 of the translation initiation 
site (designated G-) was found using single-strand conforma-
tion polymorphism (SSCP) [151]. This new marker has been 
assessed for its influence on the lipid parameters of 812 men 
at high cardiovascular risk, and on the presence of echo-
graphic atherosclerotic plaque in their peripheral arteries 
[151].  

 The SREBPs also enhance transcription of the LDL re-
ceptor, which mediates cholesterol uptake from plasma lipo-
proteins. Over-expression of the NH2-terminal nuclear do-
mains of SREBPs also elevates mRNAs, encoding many 
others enzymes required for lipids synthesis, including en-
zymes that generate acetyl CoA and reduced pyridine nu-
cleotides [152]. When sterols build up within cells, the pro-
teolitic release of SREBPs from membranes is blocked. The 
NH2-terminal domains that have already entered the nucleus 
are rapidly degraded in a process that is blocked by protea-
some inhibitors [153], the consequence being that the tran-
scription of all of the targets genes declines. This decline is 
complete for the cholesterol biosynthetic enzymes, the tran-

scription of which depends entirely on SREBPs. The decline 
is less complete for the fatty acid biosynthetic enzymes for 
which the basal transcription can be maintained by other 
factors [154]. To enhance transcription of the gene-encoding 
enzymes of cholesterol and fatty acid biosynthesis, the active 
NH2-terminal domains of SREBPs cleavage by site-1 prote-
ase (S1P) and site-2 protease (S2P). Sterols block the prote-
olytic release process, inhibiting cleavage by S1P directly 
and S2P indirectly. Site-1 cleavage is regulated by a SREBP 
cleavage-activating protein (SCAP), a regulatory protein that 
activates S1P and also serves as a sterol sensor, losing its 
activity when sterols over-accumulate in cells. These regu-
lated proteolytic cleavage reactions are ultimately responsi-
ble for controlling the level of cholesterol in membranes, 
cells, and blood [136].  

SREBP Cleavage-Activating Protein 

 SCAP is an integral membrane protein and the target for 
sterol suppression of S1P cleavage. Sterols normally sup-
press S1P activity by interacting with SCAP [137]. Transport 
of the SCAP/SREBP complex from the endoplasmic reticu-
lum (ER) to the Golgi is the central event mediating the cho-
lesterol-feedback process in mammalian cells. Integrin acti-
vation and fluid shear stress can modulate the activity of 
SREBPs in vascular endothelial cells. Mechanistically, the 
transport of SCAP from the endoplasmic reticulum to the 
Golgi body requires the actin-based cytoskeleton [155]. An 
insulin-induced gene (INSIG) retention protein were identi-
fied as ER resident proteins that bind the SCAP/SREBP 
complex and promote its ER retention when cells are treated 
with sterols [156] A conformational change in SCAP is a 
crucial step when cholesterol levels are high; the conforma-
tion of SCAP enables the SCAP-SREBP complex to associ-
ate with the INSIG-retention protein in the ER when cells are 
treated with sterols [157]. By contrast, when cholesterol lev-
els are low, SCAP switches to a conformation that enables 
dissociation of the retention protein and the association of 
SCAP-SREBP with COPII vesicles [157]. The enhancement 
of the SREBP-mediated cholesterol metabolism may con-
tribute to vascular endothelial cell functions under flow and 
probably the SMC transformation in the early stages of 
atheromatose plaque formation.  

 Sterol-resistance mutations of SCAP fall within a 160-aa 
segment, which comprises five of the eight membrane-
spanning sequences of SCAP, termed the sterol-sensing do-
main. A similar stretch of five membrane-spanning se-
quences has been identified in three other proteins, each of 
which is influenced by cholesterol [158]. A sterol-sensing 
domain is found in the membrane-attachment region of the 
ER enzyme, HMG-CoA reductase [159]. This domain is 
responsible for the enhanced degradation of HMG-CoA re-
ductase that occurs when oxysterols are added to the cell 
[160,161]. After the second cleavage of SREBPs, the mature 
proteins enter the nucleus, bind to SREs in the promoters of 
target genes, and activate transcription. However, such acti-
vation requires additional transcription factors. Activated 
genes identified to date include many that are involved in the 
control of cholesterol synthesis, LDL uptake, fatty acid syn-
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thesis and desaturation, triglyceride synthesis, and glucose 
metabolism. Indeed, the list of SREBP target genes is rapidly 
growing. The nucleotide sequence that comprises a func-
tional SRE can vary enormously, making it difficult to assign 
a consensus sequence that can be used to identify SREs 
[134]. 

Therapeutic Strategies Via SREBP 

 A recent study identified a new class of compounds des-
ignated as SCAP ligands, which presumably bind to SCAP, 
leading to increased LDL-receptor (LDLR) expression . The 
effects of SCAP ligand GW707 in comparison with lovas-
tatin and cytokine oncostatin M (OM) on the regulation of 
LDLR, provide the first evidence that higher levels of LDLR 
expression and function can be achieved through simultane-
ous stimulation of the SREBP-dependent pathways, suggest-
ing a strategy to develop an adjunct therapeutic intervention 
utilizing both pathways [162]. The role of SREBP-2 on the 
influence of simvastatin on the antioxidant enzyme par-
aoxonase expression and serum of the paraxonase levels has 
been reported [163]. Simvastatin upregulated the activity of 
the promoter of the paraoxonase gene, upregulation that 
could be blocked by mevalonate and other intermediates of 
the cholesterol biosynthetic pathway. Simvastatin increased 
SREBP-2 capable of binding to the paraoxonase. This is 
consistent with effects of simvastatin treatment, which have 
the potential of beneficially influencing anti-atherogenic 
mechanisms at the HDL level. The molecular mechanism of 
action of lowering cholesterol by statins is via SREBP acti-
vation. Although it is widely accepted that most clinical 
benefit gained with statins is a direct result of their lipid-
lowering properties, there is still some debate as to whether 
statins contribute to the clinical outcome in vascular disease, 
or whether all the beneficial effects of statins are due simply 
to lipid-lowering. In fact, cholesterol-independent effects on 
various aspects of cardiovascular disease, including decreas-
ing vascular inflammation and enhancing plaque stability has 
been reported [164]. Statins decrease the scavenger receptor 
CD40 expression and CD40-related activation of SMC, these 
effects being partially reversed by HMG-CoA reductase 
product L-mevalonate (MVA) and mediated by NO- or per-
oxisome proliferators-activated receptor (PPAR)- dependent 
pathways [165]. The inhibition of MVA synthesis by statins 
and consequently the prenylated-protein products signalling 
–signalling molecules in the cellular cycle— slow down 
SMC proliferation. Thus, because the transcription factors 
SREBP are involved not only in the regulation of both cho-
lesterol synthesis and cellular uptake but also in the molecu-
lar mechanism of action of statins, further studies are needed 
to understand the full impact of statins therapy on each of 
these processes and whether these effects contribute to clini-
cal benefits/side effects of statins and therefore help in the 
search for new potential drug targets for treatment of coro-
nary syndromes and strokes. 

SMC Scavenger Receptors 

 Another potential pharmacologic target is the metabolism 
of free-radical-mediated modification of low-density lipopro-

tein (LDL) to led highly oxidized lipoproteins. Oxidized 
low-density lipoproteins (ox LDL) play a role in atherogene-
sis [166] and induce a wide range of biological effects on 
SMC. Ox-LDL induces dramatic alterations in gene expres-
sion in aortic SMC. With the use of two commercial c-DNA 
microarray systems with a total of 35932 human genes, it has 
been demonstrated that ox-LDL elevates gene expression 
involved in cell-cell interactions, membrane transport, onco-
genesis, apoptosis, and transcription; this decreases expres-
sion of genes responsible for protein and nucleic acid biosyn-
thesis, lipid metabolism, and humoral responses [167]. In 
vascular smooth muscle, the same authors have identified 
transcripts for metastasis-related proteins (MB2) and SREC-
II (a novel scavenger receptor), which have not previously 
been identified in vascular smooth muscle and which show a 
12-and 3-fold increase in MB2 and SREC-II expression in 
response to ox-LDL, respectively [167]. 

 Oxidative modification of LDL alters its structure allow-
ing LDL to be taken by scavenger receptors. Scavenger re-
ceptor, an non-regulated receptor, recognizes the highly 
modified forms of LDL and is the responsible for the rapid 
lipoprotein uptake by intimal macrophages [168, 169, 170, 
171]. SMC can also express the scavenger receptors, provid-
ing an additional link between oxidized lipoproteins and the 
formation of SMC-derived foam cells during atherogenesis 
[172]. The expression of the scavenger receptors SR-AI/II ( 
acetyl low density lipoprotein receptor) [172], CD36 (macro-
phage scavenger receptor) [173], and LOX-1 (lectin-like 
oxidized low-density lipoprotein receptor) in SMC has de-
scribed [174]. Furthermore, the expression of scavenger re-
ceptor including SR-PSOX (scavenger receptor for phos-
phatidylserine and oxidized lipoprotein) in SMC-derived 
foam cells during atherogenesis and the influence of cytoki-
nes on the expression of SR-POX in SMC has been reported 
[175]. In human SMC, SR-PSOX is more strongly expressed 
than LOX-1 and SR-AI/II [176]. Moreover, SR-PSOX is 
governed by pathways other than those reported for SR-
AI/II, which is stimulated by TNF- , (tumour necrosis factor 

) IL-1  (interleukina1 ) and IFN-  (interferon ) [177,178] 
and for LOX-1, which is stimulated by TNF-  [179]. In 
SMC debate persists as to whether SR-PSOX is more 
strongly expressed than LOX-1 [176] or whether SR-PSOX 
is undetectable and LOX-1 expression is prominent [180]. 
Although the techniques used were reverse transcriptase-
PCR and immunohistochemical studies, respectively, on the 
other hand, the different stages of the atherosclerotic lesions 
from which the SMC were identified or the number of pas-
sages or the confluency of the SMC cultures could change 
the results.  

 The LOX-1 receptor and oxidized LDL induce apoptosis 
in SMC [181,182]. The role of the LOX-1 receptor and its 
soluble forms in atherogenesis have been reviewed [182]. 
LOX-1 is a type II membrane protein belonging to the lectin 
family of molecules, which can act as a cell-surface endocy-
tosis receptor for atherogenic oxidized LDL. LOX-1 is ini-
tially synthesised as a precursor protein with an N-linked 
high mannose-type carbohydrate, which is further glycosy-
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lated and processed into a mature form. LOX-1 expression is 
not constitutive, but can be induced by pro-inflammatory 
stimuli, such as tumour necrosis-factor alpha, transforming 
growth-factor beta and bacterial endotoxin, as well as angio-
tensin II, oxidized LDL itself and fluid shear stress. LOX-1 
expression is detectable in cultured macrophages and acti-
vated vascular SMCs. In vivo, endothelial cells that cover 
early atherosclerotic lesions while intimal macrophages and 
SMCs in advanced atherosclerotic plaques can express LOX-
1 [182]. LOX-1 and SR-PSOX may play important roles in 
atherogenesis and atherogenic plaque rupture. Moreover, 
LOX-1 can cleaved, in part, and released as soluble mole-
cules, suggesting the diagnostic significance of plasma solu-
ble LOX-1 levels [182]. Exon 1b of CD36 promoter in hu-
man SMC is specifically transcribed in activated aortic SMC 
and expressed mainly in atherosclerotic plaques [183]. These 
authors suggest that switching to exon-1b transcription may 
be an important step for the activation of SMC and their 
conversion to foam cells, as well as the possibly of a novel 
anti-atherosclerotic therapy and the use of exon 1b as a 
marker of atherosclerosis. The human scavenger receptor BI 
(hSR-BI/CLA-1) has been identified as a receptor for human 
high-density lipoprotein (HDL) and may be expressed in 
human SMC [184]. Moreover, it may be modulated by the 
cytokine interferon-gamma (IFN-gamma), IFN-gamma in-
hibited the hSR-BI/CLA-1 protein expression, but not 
mRNA expression. This observation confirmed that selective 
cholesterol ester uptake from HDL was inhibited by IFN-
gamma. The protective effect of HDL is thought to involve 
the reverse transport of cholesterol from cells in the arterial 
wall to the liver for disposal, as hSR-BI/CLA-1 bind HDL 
and mediate the selective uptake of HDL lipids, this scaven-
ger receptor could be important in atherogenesis. 

NUTRICIONAL CONTROL AND GENE REGULA-
TION 

 Many clinical trials have demonstrated the benefit of 
lipid-lowering for the prevention of coronary heart disease. 
The intervention studies have shown that some hypolipidae-
mic and hypotensive drugs such as fibrates, HMG-CoA re-
ductase inhibitors, angiotensin-converting enzyme (ACE) 
inhibitors and Ca-antagonists prevent atherosclerosis. The 
effects of these drugs on the arterial wall have very recently 
been reviewed [185]. Statin therapy low LDL-cholesterol 
and its consequences, including plaque stabilization, decrease 
the inflammatory process, slow the progression of plaque, 
and exert anti-thrombotic effects. However, the evaluation of 
statin effects has given conflicting results [186]. By inhibit-
ing L-mevalonic acid synthesis, statins also prevent the 
pharnesylation of small-GTP-binding proteins such as Rho 
and Ras. In animal and in vitro models, the inhibition of Rho 
with statins depresses PPAR alpha activation and HDL pro-
duction, diminishes Ca2+ stores in VSMC and stimulates 
VSMC apoptosis. However, most of these effects resulted 
from high statin concentrations, further evidence is needed 
for a full assessment of the clinical importance of isoprenyla-
tion blockage with therapeutic concentrations of statins 
[186]. 

 The recognition that the regulation of cholesterol metabo-
lism is linked with that of other metabolic pathways opens 
new perspectives for intervention at the nutritional-control 
level. A review by Gibbons [187], which includes the roles 
of the SREBP, LXR alpha, and PPAR in the coordination of 
cholesterol and fatty acid synthesis, describes how some of 
the results can best be interpreted by analysing the metabolic 
regulation of the pathway carbon fluxes. In fact, the regula-
tion of SREBP gene expression in response to diet is a new 
area of investigation for metabolic control and lipid-
lowering. Thus, in response to dietary intake, the SREBP 
gene regulation depends on changes in the levels of oxyster-
ols, insulin/glucose, and polyunsaturated fatty acids (PU-
FAs). These transcription factors have been defined as key 
regulators of nutritional homeostasis and have important 
clinical implications relevant to hyperlipidaemia, diabetes 
and atherosclerosis. Two reviews examine the links between 
insulin resistance, PUFAs and SREBPs, with cholesterol, 
fatty acids, and glucose homeostasis [134,138].  

 It is known that a high-carbohydrate low-fat diet induces 
the expression of several lipogenic and glycolytic enzymes 
[188] and that these changes in gene expression are a conse-
quence of the activation of SREBP-1c mRNA dependent on 
insulin [189]. However, the induction of mRNA for fatty 
acid synthase (FAS) requires an addition of insulin and a 
high level of glucose. SREBP-1c mRNA expression was 
activated during a fasting/refeeding regimen in normal ani-
mals [174,190]. A liver-specific transcript of INSIG-2 (insu-
lin-induced gene 2) designated INSIG-2a, has been discov-
ered [191], this transcript differing from the ubiquitous IN-
SIG-2b in the use of different promoters. Although the IN-
SIG-2a and -2b mRNAs encode identical proteins, they dif-
fer in regulation patterns. INSIG-2a is the predominant tran-
script in livers of fed animals, and it is selectively down-
regulated by insulin; that is, INSIG-2a mRNA increases 
when mice are starved, and declines when they are refed 
[191].  

 As described above, SREBPs are involved in both lipo-
genesis and cholesterol homeostasis. The addition of excess 
cholesterol resulted in the inhibition of processing for mem-
brane-bound precursors of both SREBP-1 and SREBP-2 
[180,181]. Recently it has been demonstrated that the 
SREBP-2 gene is regulated by thyroid hormones and that 
increased nuclear SREBP-2 in hypothyroid animals results in 
the thyroid hormone-independent activation of LDL recep-
tor-gene expression and in the reversal of the associated hy-
percholesterolaemia [192], this occurs without effects on 
other thyroid hormone-regulated genes. These authors pro-
pose that the decreased LDL receptor and increased serum 
cholesterol associated with hypothyroidism are secondary to 
the thyroid hormone effects on SREBP-2 and suggest that 
hypercholesterolaemia associated with hypothyroidism can 
be reversed by agents that directly increase SREBP-2 and 
that mutations or drugs that lower SREBP-2 would cause 
hypercholesterolaemia [192]. In animal-feeding studies the 
addition of polyunsaturated fatty acids (PUFAs) or fish oil to 
diets results in a significant suppression of the mRNA en-
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coding the SREBP-1 genes [193-195]. Moreover, dietary 
PUFAs repress the cleavage of SREBP-1, but have no effect 
on SREBP-2 cleavage [196]. These results, indicate that 
when diet is supplemented with PUFAs or fish oil, a decline 
results in the mRNAs encoding the SREBP-1c gene and con-
sequently the gene expression of lipogenic and glycolytic 
enzymes declines, the opposite results from those found with 
a high carbohydrate/low fat diet. These results agree with 
earlier studies in cultured cells, reviewed by Edwards et al.
[134].

 Plasma-cholesterol and -triacylglicerol levels increased in 
the duodenum of hamsters fed palm oil and decreased in 
animals ingested fish oil [197]. In the intestine, dietary 
PUFA suppressed SREBP-1c mRNA without altering the 
expression of its targets genes, fatty acid synthase, acetyl-
CoA carboxylase, or ATP citrate lyase, however, fatty acid 
influx depresses intestinal fatty synthesis by a posttranscrip-
tional mechanism independent of the SREBP pathway [197]. 
Elevated cholesterol find in human fibroblast, incubated with 
various natural sphingolipids (SLs), was derived primarily 
for LDL and resulted from up-regulation of LDL receptors 
induced by the cleavage of SREBP-1 [198]. Theses authors 
suggest a model in which excess SLs present in endocytic 
compartments serve as a “molecular trap” for cholesterol, 
leading to a reduction in cholesterol in the endoplasmic re-
ticulum, induction of SREBP-1 cleavage, and up-regulation 
of LDL receptors. As noted above, the addition of excess 
cholesterol or PUFAs in experiments performed both in ani-
mals and in cultured cells resulted in the inhibition of proc-
essing for membrane-bound precursor forms of SREBP-1 
and -2 or only SREBP-1. However, how SREBPs expression 
and activity are modulated by insulin signalling and dietary 
changes, and moreover, how SREBPs could be considered 
key regulators of nutritional control that could lead the trans-
formation of SMC into foam cells are important topic that 
requires further studies and could be considered news targets 
for diagnostic and therapeutic of cardiovascular diseases. 

 Certain eicosanoids, such as PGI1 and PGE2, appear to 
maintain the endothelium in a quiescent state, characterized 
by a non-adhesive, non-thrombotic surface. They also appear 
to participate in maintaining SMC in a contractile state and 
to influence cholesterol metabolism in macrophages as well 
as SMC. However, leukotrienes, such as LTB4 and LTC4, 
appear to have proatherogenic effects. The influx of macro-
phages which express glucocorticoids regulated prostaglan-
din synthase and nitric oxide synthase, is likely to alter ho-
meostatic process mediated by eicosanoids and NO. Studies 
with an inhibitor of thromboxane A2 (TXA2) synthesis re-
sulting in a shift in metabolism from TXA2 to PGE2, sup-
pressed lesion development in hypercholesterolaemic rabbits 
[199]. Endothelium-dependent relaxation, mediated by NO, 
is impaired in atherosclerotic arteries, and NO has an anti-
proliferative effect on SMC in culture. Strong evidence for 
the importance of NO in atherogenesis was provided by a 
study showing that dietary supplementation of L-arginine, 
the substrate for synthesis of nitric oxide, reduce both the 
size and thickness of aortic lesions in cholesterol-fed rabbits 

[200]. Advanced glycosylation end-products, associated with 
diabetes, block the cytostatic effect of NO on SMC, provid-
ing a link between diabetes and heart disease [201]. 

 On the other hand, PUFAs and prostaglandin (PG) regu-
late the activities of PPAR. PPAR are nuclear receptors act-
ing as transcription factors of numerous target genes after 
herodimerization with the retinoid X receptor. Three types of 
PPAR have been identified: PPAR-alpha, PPAR-beta/delta 
and PPAR-gamma. PPAR-alpha is mainly involved in fatty 
acid oxidation, and PPAR-gamma is involved principally in 
fat-cell differentiation and insulin sensitivity, both expressed 
in VSMC. Activators of PPAR-alpha, such as fatty acids and 
fibrates as well as PPAR-gamma such as thiazolidinediones 
(TZDs) have been shown to exert antiproliferative effects, 
antagonize angiotensin II actions, and exert antioxidant ac-
tivity by inhibiting the generation of reactive oxygen species 
[202]. TZDs (widely used as insulin-sensitising agents for 
the treatment of type 2 diabetes) induce caspase-mediated 
apoptosis in VSMC [203]. 

 PPARs are involved in the regulation of the lipids me-
tabolism in the vasculature, and inhibits VSMC migration 
and proliferation while affecting foam-cell formation by 
changing the expression of scavenger receptors [204]. A 
recent review [205] presented structure and tissue distribu-
tion of PPAR nuclear receptors and discussed the action and 
regulation mechanisms as well as its impact on the cardio-
vascular system, especially in insulin-resistance syndrome 
(syndrome X) including obesity, diabetes, hypertension, and 
dislipidaemia. Expression of PPARs may be involved not 
only in the progression of atherosclerosis but also in regres-
sion. PPAR-gamma and dual PPAR-alpha/gamma agonist 
improve insulin resistance and its dyslipidaemia, both in 
rodent and in man [205]. In VSMC can partially reverse pos-
sible atherogenic changes in the production of matrix pro-
teoglycans induced by exposure to non-esterified fatty acids 
(NEFA) [206]. Transforming-growth-factor beta (TGF beta) 
can regulate PPAR gamma expression. TGF beta 1 and 2 
exert a biphasic effect (early stimulation and late repression) 
on PPAR-gamma gene expression in VSMC. TGF beta rap-
idly and transiently induces early expression of growth-
response factor-1 (Egr-1) through the mitogen-activated pro-
tein kinase / extracellular signal-regulated kinase 1 (MEK 1)/ 
ERK-mediate pathway [207]. With regard to the TGF beta 
repression of PPAR-gamma expression, activator protein 1 
(AP 1) dramatically inhibits the PPAR-gamma promoter 
activity [207].  

 Although PPAR-gamma ligands attenuate the increase in 
intima-media thickness in diabetic patients, although long-
term effects remain to be seen. Recently, it has been reported 
that PPAR-gamma activators such as 15-deoxy-Delta (12,14) 
prostaglandin J2 (15-d-PGJ2) and TZDs activate extracellu-
lar signal-regulated protein kinase (ERK) pathway through 
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-K) and induce prolifera-
tion of VSMCs. It was shown that 15-d-PGJ2 and TZDs ac-
tivate the PI3-K / ERK pathway through Src family kinase 
and matrix metalloproteinase-dependent transactivation of 
EGF-R and PDGF-R. Both receptors appear to be associated 
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constitutively [208]. Activators of PPARs may become use-
ful therapeutic agents in the prevention of cardiovascular 
disease in the prevention of carbohydrate and lipid metabo-
lism. Some side effects such as weight gain as well as docu-
mented aggravation of advanced heart failure through fluid 
retention may, however, limit their therapeutic application in 
cardiovascular prevention [209]. 

 With the increased understanding of the molecular and 
cellular interactions underlying atherosclerosis at the levels 
of the artery wall, new potential targets for pharmacological 
and nutritional intervention have been revealed. In particular, 
a large body of evidence implicates: extracellular matrix and 
cytoskeleton proteins, proliferation and apoptosis of SMC, as 
well as regulation of gene expression related to cholesterol 
uptake and metabolism leading to the transformation of SMC 
into foam cells. All this illustrates the complexity of pharma-
cologic intervention in atherosclerosis. There are promising 
strategies for inhibiting SMC dedifferentiation, proliferation, 
apoptosis, ECM synthesis and SREBP regulation modifying 
gene expression in the artery wall, not only to prevent the 
atheromatous plaque development but also to maintain the 
stability of the plaque in later atherosclerosis. Despite the 
complexity of the interactions in atherosclerosis, there are 
many opportunities to affect the homeostatic balance of the 
artery wall at SMC levels. We have considered here some of 
the possible targets for intervention with promising strategies 
for the nutritional control of the genes, and, in a general way, 
the possibilities for modulating the expression of genes in-
fluencing atherosclerosis. 

ABBREVIATIONS 

ACE = Angiotensin convertings enzyme 

ACS = Acute coronary syndrome 

AEC = Angiotensin convertings enzyme 

AP-1 = Activator protein 1 

APOB = Apolipoprotein B 

CAD = Coronary artery disease  

Cdks = Cyclin-dependent kinases 

Ch-SMC = SMC isolated from arterial of cholesterol fed 
chicks 

CXCL16 = membrane-anchored chemokine directed to 
CXCR6-positive lymphocytes 

C-SMC = SMC isolated from arterial of control fed 
chicks  

DR = Death receptors 

ECM = Extracellular matrix  

E2F-1 = Elongation factor-1 

EGF = Epidermal growth factor 

ER = Endoplasmic reticulum  

ERK = Extracellular signal-regulated kinase 1 

FADD = factor associated death domain 

FAS = Fatty acid synthase  

FGF = Fibroblast growth factor 

25HC = 25 hydroxycholesterol 

HDL = High density lipoprotein 

HMG-CoA = 3-Hydroxy 3-methyl glutaryl Co A 

hSR-BI = Human scavenger receptor BI 

IFN = Interferon 

IL-1  = interleukina 1

IMT = Intima-media thickness  

INSIG = Insulin-induced gene  

LDL = Low density lipoprotein  

LDLR = LDL receptor 

LOX-1 = Lectin-like oxidized low-density lipoprotein 
receptor 

LTB4 = Leukotriene B4 

LTC4 = Leukotriene C4 

LXRa = Liver receptor X (nuclear hormone receptor) 

MAP = mitogen activated protein 

MB2 = Metastasis-related protein 

MEK-1 = Mitogen-activated protein kinase 

MMP2 = Matrix metalloproteinase-2 

-MN = no muscle cytoskeletal protein 

MVA = Mevalonate 

NEFA = Non-esterified fatty acids 

NK-104 = transcription factor 

nLDL = Native LDL 

ox-LDL = Oxidized low density lipoproteins 

OM = Oncostatin M cytokine 

PDGF = Platelet derived growth factor 

PG = Prostaglandin  

PGI1 = Prostaglandin I1 

PGE2 = Prostaglandin E2 

PI3-K = Phosphatidylinositol 3-kinase 

PPAR = Proliferators-activated receptor 

PRb = Retinoblastoma protein 

PUFAs = Polyunsaturated fatty acids 

TRADD = Receptor interaction protein 

SCAP = SREBP cleavage-activating protein 
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SIP = Site-1 protease 

SLs = Sphingolipids 

SMC = Smooth muscle cells 

SNPs = Single nucleotide polymorphism 

SR-AI/II = Acetyl low density lipoprotein receptor 

SRE-1 = Sterol regulatory element 1 

SREBP = Sterol regulatory element binding protein 

SREC-II = Scavenger receptor -II 

SR-PSOX = Scavenger receptor for phosphatidylserine 
and oxidized lipoprotein 

SSCP = single strand conformation polymorphism 

TGF = Transforming growth factor beta 

THP-1 = macrophages 

TNF-  =  Tumour necrosis factor alpha 

TRADD = TNF-R1 associated death domain. 

TSP-1 = Trombosponding-1 

TXA2 = Thromboxane A2 

TZDs = Thiazolidinediones  

VEC = Vascular endothelial cells 

VSMC = Vascular smooth muscle cell 
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