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Introduccién. Las estatinas mejoran la
estabilidad de la placa al disminuir la actividad
inflamatoria. Hemos analizado el efecto de un ciclo
corto de tratamiento con altas dosis de
atorvastatina sobre la inflamacién de la placa de
ateroma carotidea humana.

Materiales y métodos. Veinte pacientes
programados para endarterectomia carotidea
electiva, y sin tratamiento previo con estatinas,
fueron asignados aleatoriamente en el momento de
la indicacién quirurgica para recibir atorvastatina
80 mg/dia (n = 11) o no estatinas (n = 9) hasta el
dia de la cirugia (1 mes). En las placas extraidas
durante la endarterectomia se analizaban el
infiltrado de macréfagos, y la expresion de MCP-1
(monocyte chemoattractant protein-1) y
ciclooxigenasa-2 (COX-2) por
inmunohistoquimica. La activacién de NF-xB se
estudi6 con la técnica de Southwestern.

Resultados. La atorvastatina disminuyd las
concentraciones de colesterol total (118 + 10 frente
a 191 + 10 mg/dl; p = 0,016) y de lipoproteinas de
baja densidad (LDL) (63 + 9 frente a 125 + 9 mg/dl;
p = 0,038), mientras que no hubo cambios en el
grupo control. Los triglicéridos y las lipoproteinas
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de alta densidad (HDL) no variaron
significativamente en ningtin grupo. Las placas
ateroscleréticas del grupo de atorvastatina
presentaron una reduccion significativa del
infiltrado de macréfagos (2,5 + 1% frente a 9,3 +
2,4%; p < 0,05), y de la expresion de MCP-1 (11 =
1% frente a 24 + 4%; p < 0,05) y COX-2 (16 + 2,3%
frente a 34 + 4,4%; p < 0,05). El nimero de nticleos
con actividad de NF-kB era menor en las placas de
los pacientes que recibieron atorvastatina que
en los que no recibieron tratamiento (5.706 + 1.260
frente a 8.063 + 1.308; p < 0,05).

Conclusiones. El tratamiento intensivo con
atorvastatina disminuye la inflamacién en las placas
de aterosclerosis carotidea humana en sélo 1 mes.

Palabras clave:
Estatina. Aterosclerosis. Inflamacién.

HIGH-DOSE ATORVASTATIN THERAPY
REDUCES INFLAMMATION IN HUMAN
CAROTID ATHEROSCLEROSIS

Introduction. Statins improve plaque stability by
diminishing inflammatory activity. We analyzed
the effect of short-term high-dose atorvastatin on
plaque inflammation in human carotid
atherosclerosis.

Materials and methods. Twenty patients
scheduled to undergo elective carotid
endarterectomy without previous statin treatment
were randomized at the time of surgical indication
to receive either atorvastatin 80 mg/day (n = 11) or
no statins (n = 9) until surgery (1 month later).
Atherosclerotic plaques were analyzed by
immunohistochemistry to investigate macrophage
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infiltrate, and expression of monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1) and
cyclooxygenase-2 (COX-2). In addition, nuclear
factor-kB (NF-kB) activity was studied by
Southwestern histochemistry.

Results. Atorvastatin decreased serum levels of
total cholesterol (118 + 10 versus 191 + 10 mg/dl; p
=0.016) and low-density lipoprotein (63 + 9 versus
125 + 9 mg/dl; p = 0.038), while no changes were
noted in the control group. Triglycerides and high-
density lipoprotein showed no significant changes
in either of the two groups. Carotid atherosclerotic
plaques from the atorvastatin group demonstrated
a significant reduction in macrophage infiltration
(2.5 £ 1% versus 9.3 + 2.4%; p < 0.05) and
expression of MCP-1 (11 = 1% versus 24 + 4%; p <
0.05) and COX-2 (16 + 2.3% versus 34 + 4.4%; p <
0.05). The number of nuclei active for NF-kB was
lower in plaques from patients that received
atorvastatin than in those from the non-treated
group (5,706 + 1,260 versus 8063 + 1,308; p < 0.05).

Conclusions. Intensive atorvastatin therapy
decreases inflammatory activity in human carotid
atherosclerotic plaques in as little as 1 month.

Key words:
Statin. Atherosclerosis. Inflammation.

La inflamacién desempefia un papel en la for-
macion y complicacién de la placa aterosclerédtical.
En este proceso es clave la activacién del factor de
transcripcion nuclear kB (NF-kB), que regula al
alza la expresion de multiples genes que codifican
proteinas involucradas en la inflamacién**. Este
factor estd activado en la aterosclerosis humana,
especialmente en la zona de los hombros de las le-
siones>® y también muestra una mayor activacién
en los leucocitos de pacientes con angina inestable
que en los que tenian enfermedad coronaria esta-
ble’. Entre las proteinas reguladas por NF-xB se
encuentran el MCP-1 (monocyte chemoattractant
protein-1) y la ciclooxigenasa 2 (COX-2)**. La pri-
mera de ellas es probablemente la quimioquina
mas importante que participa en el reclutamiento
de monocitos al interior de la pared vascular®. En
cuanto a la COX-2, es una isoforma de la COX.
Aunque cataliza la misma reaccién que la COX-1,
es decir, el paso de 4cido araquidénico a prosta-
glandina G, (PGG,), se expresa en tejidos inflama-
torios junto a la PGE-sintasa. Esta enzima ha-
ra que la PGG, se derive hacia la sintesis de PGE,,
que tiene actividad proinflamatoria’.

Las estatinas han demostrado reducir la inciden-
cia de episodios cardiovasculares y la mortalidad de
modo consistente en mdultiples estudios'®!?. Una
parte de estos beneficios podria deberse a su accién
antiinflamatoria’®. Asi, se ha objetivado que estos
farmacos reducen las concentraciones de proteina
C reactiva'®, y datos de nuestro grupo muestran que
disminuyen la activacién de NF-kB, asi como el in-
filtrado de macréfagos y la expresion de COX-2 y
MCP-1 en un modelo de aterosclerosis experimental
de conejo'>'¢, Recientemente, se ha visto que el tra-
tamiento agresivo con estatinas reduce mas la inci-
dencia de episodios cardiovasculares e interfiere
mas significativamente con la progresiéon de la pla-
ca aterosclerética que un régimen de tratamiento
moderado'”. En el presente estudio hemos analiza-
do los efectos antiinflamatorios del tratamiento
agresivo con atorvastatina 80 mg/dia sobre la placa
aterosclerdtica de arterias car6tidas humanas.

Materiales y métodos

Pacientes

De un total de 77 pacientes con estenosis carotidea del 70%
o mayor, que iban a sufrir endarterectomia carotidea electiva
en el Hospital Clinico San Carlos de Madrid entre enero de
2002 y enero de 2004, se incluy6 a 21 en el presente estudio.
Previamente se excluyé a los que presentaban enfermedad in-
flamatoria o neoplasia, cirugia mayor o infarto de miocardio
en los 6 meses previos, intolerancia o contraindicaciones para
el uso de estatinas y a aquellos que hubieran recibido estatinas
o farmacos antiinflamatorios en el afio previo, exceptuando as-
pirina a dosis de hasta 325 mg/dia. De los pacientes incluidos,
2 habian tenido un accidente isquémico reciente ipsilateral, 1
tuvo un episodio de amaurosis fugaz 6 meses antes y 2 presen-
taban una historia antigua de ictus isquémico contralateral y
accidente isquémico transitorio. Los restantes no tenian ante-
cedentes de sintomas neurolégicos.

Cuando se determinaba la indicacién de endarterectomia
electiva, se proponia a los pacientes su entrada en el estudio.
En caso de aceptacion se obtenia el consentimiento informado
y el cirujano vascular que les atendia les distribuia de manera
aleatoria, usando una tabla de ntimeros aleatorios, para reci-
bir atorvastatina 80 mg/dia (n = 11) o para continuar sin esta-
tinas hasta el momento de la intervencién quirdrgica (n = 10).
Se excluy6 a uno de los pacientes del grupo que no recibia la
estatina debido a un diagnéstico de linfoma durante el estu-
dio, por lo que en este grupo quedaron 9 pacientes. Durante la
intervenciéon quirurgica, las placas extraidas en el procedi-
miento de endarterectomia eran recogidas para su analisis. El
estudio fue aprobado por el comité ético de la institucion.

Inmunohistoquimica en muestras

de endarterectomia carotidea

Las placas ateroscleréticas se mantuvieron en formaldehi-
do durante 24 h y posteriormente en etanol al 70% hasta su in-
clusion en parafina. Se escogian para el estudio las zonas de la
placa que presentaban un mayor espesor.

Las muestras incluidas en parafina se cortaban en piezas
de 4 pm de espesor a intervalos de 5 mm. Se utilizaron como
anticuerpos primarios monoclonales antihumanos (macrofa-
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gos, HAM-56, DAKO), anticuerpos monoclonales anti-o: actina
de células musculares lisas (HHF-35, SIGMA), COX-2 (Cay-
man) y MCP-1 (Abcam), que se administraban durante la no-
che. Los anticuerpos secundarios se administraban durante
1 hy se afiadia ABComplex/HRP (DAKO) durante 30 minutos.
Las secciones se tefifan con 3,3-diaminobencidina (DAB,
DAKO) y con hematoxilina, y se montaban en Pertex (Medite,
Alemania). Para descartar que existiera tincién no especifica,
en cada experimento se inclufa un control negativo sin el anti-
cuerpo primario.

Técnica de Southwestern

La distribucion y actividad de unién al ADN de NF-xB in
situ se detectaba usando una sonda de ADN marcada con di-
goxigenina con una secuencia especifica de consenso para este
factor de transcripcion, como ha descrito previamente nuestro
grupo'®, A continuacion, las preparaciones se incubaban con
un anticuerpo antidigoxigenina conjugado con fosfatasa alcali-
na vy, finalmente, se detectaban con nitroazul de tetrazolio
(NBT). Como controles negativos se usaban ensayos de com-
peticién con un exceso de sonda no marcada de 200 veces.

Cuantificacion

La cuantificacién de los resultados la realizé un patélogo
que no conocfa el tratamiento que habfan recibido los pacien-
tes. Se usé un andlisis computarizado con el sistema de anali-
sis de imagen semiautomético Cue-2 (Olympus) y el programa
Micro Image™ (version 1.0 de Windows). Las secciones arte-
riales tefiidas con los anticuerpos se digitalizaron via un mi-
croscopio Olympus (BH-2), a 400 aumentos, conectado a una
videocdmara CCD como hemos descrito®. Se seleccionaron
aleatoriamente 5-10 dreas de cada preparacion. Tras la adqui-

Tabla 1. Caracteristicas basales de los pacientes

sicién de la imagen se asigné a cada pixel un intervalo de valo-
res de grises de 0 a 225. Las areas marcadas se delimitaron y
de esta forma el analisis automatico se llevé a cabo estable-
ciendo en primer lugar un nivel umbral, seguido de una mejo-
ra en la imagen (convirtiendo los pixels proximos al blanco a
blanco, los préximos al negro a negro y extendiendo los res-
tantes uniformemente sobre los intervalos de valores de la es-
cala de grises) y, finalmente, se realiz6 una segmentacién
(transformando la imagen en otra imagen binaria). Los resul-
tados se expresaron como porcentaje del area total que mos-
traba tincién positiva en la inmunohistoquimica y como nu-
cleos positivos por mm? en la técnica de Southwestern.

Andlisis estadistico

Se realiz6 con los programas GraphPAD Instat (GraphPAD)
y SPSS 11.0. Los datos se presentan como media + error estan-
dar. Los cambios en las concentraciones lipidicas en cada gru-
po de tratamiento se analizaban mediante analisis de la cova-
rianza usando los valores basales como covariable. Los datos
obtenidos con la técnica de Southwestern e inmunohistoqui-
mica se analizan con la prueba de Mann-Whitney. Se conside-
raron significativas diferencias con p < 0,05 (bilateral).

Resultados

Concentraciones lipidicas

Los datos clinicos y los valores basales de lipi-
dos no eran significativamente diferentes entre
ambos grupos (tabla 1). Al final del estudio la ator-
vastatina redujo el colesterol total (118 + 10 frente
a 191 + 10 mg/dl; p = 0,016) y LDL (63 + 9 frente a

Variable Control (n =9) Atorvastatina (n = 11) | p
Edad 69,1 +2,48 67,5 +2,83 0,79
Sexo
Varé6n 6 (66%) 9 (82%) 0,62
Mujer 3(33%) 2 (18%) 0,62
Diabetes mellitus 3(33%) 4 (36%) 1,00
Hipertension arterial 7 (78%) 11 (100%) 0,19
Fumador actual 1(11%) 2 (18%) 1,00
Cardiopatia isquémica 2 (22%) 4 (36%) 0,64
Arteriopatia periférica 5 (55%) 5 (45%) 1,00
ACV previo* 2 (22%) 2 (18%) 1,00
Colesterol total (mg/dl) 210+ 19,0 191,3+10,3 0,22
LDL (mg/dl) 142,8 + 12,0 125,6 + 9,4 0,34
HDL (mg/dl) 402+23 421+36 0,76
Triglicéridos (mg/dl) 133,8 + 10,1 140,8 + 15,6 0,95
Farmacos
Aspirina 3(33%) 3(27%) 1,00
Anticoagulantes 1(11%) 0 (0%) 0,45
Bloqueadores beta 0 (0%) 0 (0%) -
Tienopiridinas 3(33%) 3 (27%) 1,00
IECA/ARA-II 5 (55%) 7 (64%) 1,00
Antagonistas del calcio 2 (22%) 3(27%) 1,00
Diuréticos 1(11%) 0 (0%) 0,45
Antidiabéticos orales 1(11%) 1(9%) 1,00
Insulina 1 (11%) 1(9%) 1,00

ACV: accidente cerebrovascular; IECA: inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina; ARA-II: antagonistas de los receptores de la angio-

tensina II.

*Todos los ACV eran isquémicos. Uno de los dos del grupo control fue un accidente isquémico transitorio. Uno de los pacientes del grupo de ator-
vastatina tuvo un episodio de amaurosis fugaz 6 meses antes del estudio (no incluido en la tabla).

20 Clin Invest Arterioscl. 2006;18(1):18-23



MARTIN-VENTURA JL ET AL. EL TRATAMIENTO CON DOSIS ALTAS DE ATORVASTATINA DISMINUYE LA INFLAMACION EN LA ATEROSCLEROSIS

CAROTIDEA HUMANA

125 + 9 mg/dl; p = 0,038), mientras que no hubo
cambios en el grupo no tratado. Los triglicéridos y
las HDL no variaron significativamente en ningu-
no de los grupos.
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Figura 1. El infiltrado de macro6fagos en la placa ateroscleroti-
ca era menor en las procedentes de pacientes que habian reci-
bido atorvastatina (ATV) que en los que no recibieron trata-
miento (NT).

Efectos de la atorvastatina en la composicion
de la placa de ateroma

Los especimenes de endarterectomia carotidea
de los pacientes tratados con atorvastatina tenian
menos infiltracién de macréfagos (2,5 + 1% frente
a9,3 +2,4%; p < 0,05) que los del grupo no tratado
(figs. 1y 2). Por el contrario, no habia diferencias
significativas entre el nimero de células muscula-
res lisas vasculares ni en el niimero total de células
entre ambos grupos.

La técnica de Southwestern demostré que el
tratamiento con atorvastatina disminuia la acti-
vaciéon de NF-kB en las placas ateroscleréticas
(5.706 + 1.260 frente a 8.063 + 1.308; p < 0,05).
En los controles negativos no habia tincién nu-
clear.

Por inmunohistoquimica objetivamos que la ex-
presion de MCP-1 y COX-2 estaba reducida en las
lesiones de los pacientes tratados con la estatina
(11 + 1% frente a 24 + 4%y 16 + 2,3% frente a 34 +
4,4%, respectivamente; p < 0,05 para ambas com-
paraciones) (fig. 3).

NT

Figura 2. Inmunohistoquimica
para macréfagos en especimenes
de endarterectomia carotidea. La
que corresponde a un paciente
tratado con 80 mg/dia de ator-
vastatina (ATV) muestra una me-
nor ticién positiva para macroéfa-
gos (marrén) que la procedente
de un paciente que no recibi6 la
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estatina (NT).
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Figura 3. El rea de la placa que mostraba tincién positiva para MCP-1 y COX-2 era significativamente menor en los pacientes tra-
tados con atorvastatina (ATV) que en los que no habian recibido tratamiento (NT).
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Discusion

En el presente trabajo hemos analizado el efecto
de un ciclo de tratamiento corto e intensivo con
atorvastatina sobre la actividad inflamatoria de la
placa de aterosclerosis carotidea humana. Las pla-
cas de los pacientes que habian recibido atorvasta-
tina mostraban un menor infiltrado de macréfagos,
lo que indica una menor actividad inflamatoria.
Este resultado es similar al obtenido en estudios
previos, en los que pravastatina y simvastatina dis-
minuian el contenido en macréfagos de las lesiones
aterosclerdticas, aunque tras 3 o 4 meses de trata-
miento, con dosis estandar. Esta reduccion de la ac-
tividad inflamatoria es probablemente la causante
en parte de la disminucién de la incidencia de ictus
mostrada en diversos estudios y confirmada en el
Heart Protection Study, publicado durante la fase
de reclutamiento del presente estudio®.

El tratamiento intensivo con atorvastatina no
sélo redujo el infiltrado de macréfagos, sino tam-
bién la actividad del factor de transcripcién nuclear
NF-xB. Este hallazgo concuerda con trabajos pre-
vios en modelos animales de aterosclerosis'>'¢%,
Sin embargo, es de interés que, en un estudio si-
milar a éste, la administracién de pravastatina
40 mg/dia durante 3 meses no afect6 la actividad de
NF-xB en arteria carétida humana?!. Esto sugiere
que los beneficios clinicos recientemente demostra-
dos por el tratamiento intensivo con atorvastatina
80 mg/dfa frente a regimenes estandar podrian de-
berse, en parte, a una accién antiinflamatoria mas
consistente??. Asi, el ensayo PROVE-IT mostr6 que
el tratamiento intensivo con atorvastatina (80
mg/dia) reducia la incidencia de episodios cardio-
vasculares frente a 40 mg/dia de pravastatina en pa-
cientes que habian tenido un sindrome coronario
agudo!”. Un dato mas importante: aquellos pacien-
tes cuyos valores de protefna C reactiva descendian
por debajo de 2 mg/l tenfan atin menos episodios?,
lo que apoya la tesis de que el efecto antiinflamato-
rio de estos farmacos contribuye a su beneficio cli-
nico. Analogamente, el ensayo TNT demostré que
una dosis de atorvastatina de 80 mg/dia disminuye
la incidencia de episodios cardiovasculares frente a
una de 10 mg/dia en pacientes con enfermedad co-
ronaria estable?*. Finalmente, la atorvastatina de
80 mg/dia reducia la progresién de la aterosclero-
sis coronaria, mientras que la pravastatina de
40 mg/dia no conseguia este efecto®. Esta reduc-
cién se correlacionaba significativamente no sélo
con el descenso de lipoproteinas, sino también con
el de proteina C reactiva®.

Finalmente, también hemos demostrado que el
tratamiento intensivo con atorvastatina reducia la
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expresion de MCP-1 y COX-2 en las placas ateros-
cleréticas carotideas. Dado que el NF-xB regula al
alza la expresion de estas proteinas proinflamato-
rias, este dato sugiere que la disminucién de su ac-
tividad causada por la atorvastatina podrfa ser la
causante de la disminucién de la expresion de
MCP-1 y COX-2. MCP-1 se sobreexpresa en la re-
gion vulnerable de las aterosclerosis humana? y se
ha visto que su expresion es reducida por las estati-
nas en modelos animales de aterosclerosis!>*. Ade-
mas, las estatinas y los bloqueadores de MCP-1 han
mostrado recientemente efectos similares en la es-
tabilizacién de lesiones ateroscleréticas estableci-
das, segtn Kitamoto et al?’. Mas atin, la COX-2 esta
sobreexpresada en las lesiones ateroscleréticas ca-
rotideas causantes de ictus recientes”. Su expre-
sién es reducida por el tratamiento con estatinas
de células musculares lisas vasculares in vitro y en
modelos animales'. La simvastatina también dis-
minuia su expresion en placas de aterosclerosis ca-
rotidea, pero este efecto se observé tras 4 meses de
tratamiento®.

Por tanto, nuestros datos muestran que la reduc-
cién de macréfagos en las lesiones aterosclerdticas
observada tras el tratamiento intensivo con ator-
vastatina se asocia con una disminucién de la acti-
vidad de NF-xB y la consiguiente reduccién de la
expresion de COX-2 y MCP-1, y probablemente de
otras moléculas proinflamatorias involucradas en
el reclutamiento de monocitos, cuya expresion es
controlada por este factor de transcripcién y que
no han sido exploradas en este estudio.

En conclusién, este estudio muestra que el tra-
tamiento intensivo con atorvastatina disminuye la
actividad inflamatoria en las placas de ateroma
carotideo humano en sélo 1 mes. Estos datos su-
gieren que el efecto antiinflamatorio de las altas
dosis de estatinas en seres humanos pueden estar
presentes muy pronto tras el comienzo del trata-
miento.
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